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HINTERGRUND 1

1. Hintergrund

1.1 Das Schadelhirntrauma

1.1.1 Begriffsklarung

Nach Definition der Deutschen Gesellschaft fir Nebirurgie ist ein Schéadel-Hirn-Trauma
(SHT) die ,Folge einer Gewalteinwirkung, die zu einFunktionsstérung und/oder
Verletzung des Gehirns gefiihrt Hat‘Als Ursache kommen mehrere Mechanismen in
Betracht, zum Beispiel ein direkt eindringender &egand, ein direkter Stol3 oder Schlag
gegen den Kopf sowie eine Beschleunigung des Kapf®ss Vorhandensein einer
Verletzung der hirnumgebenden Strukturen ist figr Diefinition nicht unbedingt notwendig,
jedoch durchaus mdglich. Im Gegensatz zum Schanei-Hauma wird eine Verletzung des
Kopfes ohne Beteiligung des Gehirns als Schadémgbezeichnét

1.1.2 Epidemiologie und Atiologie

Laut des Gesundheitsberichts des Bundes 2010 gelritrakranielle Verletzungen sowohl
bei Frauen als auch bei den Mannern zu den zehingbtiin Ursachen flr einen stationaren
Krankenhausaufenthalt. Im Jahr 2015 verzeichneteStiatistische Bundesamt in Deutschland
insgesamt 256.875 stationdre Aufnahmen aufgrund Smmadel-Hirn-Traumata. Die
durchschnittliche Verweildauer betrug 4,2 Tage. Dpassend geht die Deutsche Gesellschaft
fur Neurochirurgie in ihren Leitlinien von 2015 vosiner Inzidenz von 332/100.000
Einwohner/Jahr adsEine genaue Inzidenz lasst sich nur schwer begtim) da insbesondere
leichte und mittlere SHT oft keinen Arztbesuch naath ziehen und falls doch, es oft zu
einer schnellen Entlassung des Patienten ohne gendbokumentation komrt Auch
weltweit ist eine genaue Angabe der Inzidenz schgviela unterschiedliche Definitionen,
Einteilungen und Vorgaben zur Dokumentation der Stdischen einzelnen Landern und
Kulturkreisen besteh8nZum Beispiel zeigte ein Review der InternatioBallaboration on
Mild Traumatic Brain Injury, dass in den 101 untexsten Studien mehr als 50 verschiedene

Definitionen fiir das Krankheitshild des leichtern&delhirntraumas verwendet wurdeso
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kommt es, dass die Inzidenzangaben in den neudueliie8 zum leichten Schadelhirntrauma
zwischen 25/100.000 und 250/100.000/Jahr variterembei eine moglicherweise groRe
Dunkelziffer die Inzidenz auf bis zu 600/100.0064Jansteigen lasst

Jahr . 2010 . 2011 2012 | 2013 | | 2014 | | 2015
#: Falle |#: Falle |#: Falle |#:! Falle |#: Falle |#: Falle

Herzinsuffizienz 5§ 239.694 zf 306.736 15371.335 15380.291 1§ 386.548 1§ 396.380

Psychische

C 31 27865 | 3 299.428 | 2 333.357| 2 338.471| 2| 345.034] 2 | 338.204
Verhaltensstorunger] ! ; ! ! !

Vorhofflattern und

) 24 139.437 | 12 181.686 | 4 250.521| 3! 262.964] 3! 277.616] 3 | 280.977
Vorhofflimmern | | | | | |

Intrakranielle

71 228.655 |8 203.784 | 5! 241.701] 4 247.179| 4| 254.594) 4 | 256.875
Verletzung ! ! : : : |

Preumonie |11 178.048 | 4 224.130 | 7 221.751) 7 224.018 8| 227.196| 5| 250.981

Hirninfarkt 25 136.328 | 9 184.165| 6 230.847| 6 234.632] 6| 240.038| 6 | 242.847

Angina pectoris |18 155.868 | 1 315.552 | 3 255.625| 5| 245.829] 5 248.457] 7 | 240.084

COPD 30 120.767 | 16 155.518 | 14181.816|13 192.816|11} 2018129 | 227.578

Cholelithiasis | 81 200.934 | 5 207.176 | & 215.939| 8 217.996|10: 221.715|10; 223.858

Essentielle (primare
Hypertonie

26, 134.372 | 20 153.872 | 10205.496|10; 215.854] 7 229.423| 8 | 228.277

Tabelle 1 Daten der deutschen Krankenh&duser fir die 10 haufgfen Diagnosen zur
stationaren Aufnahme der Jahre 2010-2015. Bei denrEnkenhausaufnahmen bilden die
intrakraniellen Verletzungen mit ansteigender Fallahl aktuell die vierthaufigste
Diagnosegruppé®.

Das US-amerikanische Center for Disease ControldIC&hebt regelmaldig genauere Zahlen
zur Atiologie des schweren Schadel-Hirn-Trauthéabb. 1).
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Demnach zeigt die altersbezogenen Inzidenz einehrgipdligen Kurvenverlauf. Die

Maxima liegen hierbei bei Kleinkindern mit ca. 2000 Fallen pro Jahr, den jungen
Erwachsenen mit ca. 210.000 Féllen pro Jahr imAttersgruppe der 25-34-Jahrigen und den
Menschen dber 75 mit ca. 170.000 Fallen pro Jake.Ahzahl der zum Tode filhrenden
Schéadel-Hirn-Traumata folgt diesem Kurvenverlawhtj sondern hat einen ersten Gipfel in

der Adoleszenz und steigt spater mit zunehmenddmarisalter nahezu linear an.

300000
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200000
150000
100000
50000
g—
g 0o 0O g
O W
O kl * T T T T T T T T T
0-4 5-9 10-14 15-19 20-24 25-34 35-44 45-54  55-64 65-74 >75
== Notaufnahmevorstellung [ Krankenhausaufnahmen —=fe=Todesfille —@=Gesamt

Abbildung 1 Geschéatzte jahrliche Fallzahl von Schadelhirntrauma in den USA im
Zeitraum 2000-2006 nach Alter, getrennte Darstellug von Vorstellungen in der
Notaufnahme, Krankenhausaufnahmen und Todesfallem@ach Faul et al?)
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Des Weiteren lasst sich erkennen, dass in alleergdtuppen Manner haufiger betroffen sind
als Frauen. Dieser Unterschied |asst sich etwaeab @ Lebensjahr nachweisénind steigt

in der Altersgruppe der ca. 10-34-jahrigen starAob. 2). Als Grinde hierfir werden oft

geschlechtstypischen Verhaltensweisen angefuhetyndi einer erhdhten Risikobereitschaft

der mannlichen Jugendlichen einhergeht.
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Abbildung 2Geschéatzte durch Schadel-Hirn-Trauma verursachte Tdesfélle in den USA
pro Jahr (in den Jahren 2002-2006), nach Alter, ge¢nnt nach Geschlecht'

Als Hauptursachen fur Schéadel-Hirn-Traumata lasse Stirze und Verkehrsunfélle
identifizieren, wobei die Stirze den deutlich hgefen Grund darstellen und vor allem in der
Altersgruppe der Kleinkinder und der Menschen ubeldahren zu finden sind. Als weitere
Ursachen fur Schadel-Hirn-Traumen lassen sich (sarae) Schlage gegen den Kopf,
Sportverletzungen und Schussverletzungen nennes.vBischiedenen Atiologien fiihren
dabei jeweils zu unterschiedlichen Verletzungsnmastend damit zu unterschiedlichen
Prognosen. Als Sportverletzung treten Schéadel-Firaumen besonders in den
Kontaktsportarten auf, wie zum Beispiel dem Amari€aotball. Hier kam es in der héchsten
amerikanischen Liga, der NFL, in den beiden Spiedrne2012/13 und 2013/14 zu insgesamt
292 Schadel-Hirn-Traumen in 408 Spielen, also zue®m Fall in jedem zweiten Sghiel
Auch im Ful3ball (Soccer) gibt es entgegen dem aégeen Empfinden eine sehr hohe Rate
an Schadel-Hirn-Traumen. Studien haben ergebes, baszu 22% aller Verletzungen beim
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FuRball SHT sintf. Dies filhrt unter anderem dazu, dass die meisport-8ssoziierten
Schadelhirntraumen bei Frauen in den USA durch &lftedingt sindf. Verkehrsunfalle
sind jedoch noch mehr als Sportverletzungen verantiieh fur die Inzidenzspitze der SHT in
der Adoleszenz und stellen in allen Altersgruppen Hauptgrund fir Schadel-Hirn-Trauma-

assoziierte Todesfalle dar

In den letzten Jahren steigt die weltweite Gesamhtdar Todesfalle durch Schadel-Hirn-
Traumata stark an, vor allem in Schwellenlanderras Dwird auf die ansteigende
Motorisierung in diesen Landern zuriickgeflihhin Gegensatz dazu sinkt in Industrielandern
die Zahl der durch Verkehrsunfalle bedingten tddic Schadel-Hirn-Traumen, mutmallich
aufgrund verschiedener prophylaktischer und poligs MalRnahmen, wie z.B. der
Anschnall® und der Helmpflicht Insgesamt bleibt in diesen Landern die Gesamtaahl
Schadel-Hirn-Traumen mit Todesfolge jedoch naheamstant. Dies wird auf eine hdhere
Zahl an Stiirzen bei einer immer alter werdenderbBevung zuriickgefihtt Insgesamt sind
Schadel-Hirn-Traumen in den USA die haufigste Tadesche flir Menschen unter 45 Jahren
und urséchlich fiir ca. 40% aller Todesfélle nachéller. Die Gesamtinzidenz fir Schadel-
Hirn-Traumata mit Todesfolge wird auf ca. 10-35/00®/Jahr geschétzt, in der EU auf etwa
9-28/100.000/Jaf}.

1.1.3 Klassifikation und Prognose

Die Abschéatzung des Schweregrades eines erlitteBenddelhirntraumas hat grol3e
Bedeutung flur die Prognoseabschatzung und die pieptanung. Bereits 1928 wurde zur
Einteilung des Schweregrades die Dauer einer dudads Trauma verursachten

Bewusstseinsstorung postulfért

Als einfache und daher auch relativ gut in Akutsitonen anzuwendende Methode zur
Bewertung einer Bewusstseinsstorung hat sich dieitbe1974 publizierte Glasgow Coma
Scale (GCS) etabligrt'® Die Bewertung des Patienten erfolgt hierbei ndreh Kategorien:

die beste motorische Antwort, die beste sprachlihisvort und das Augenéffnen. Insgesamt

ist eine maximale Punktzahl von 15 zu erreichereiéint der Patient eine Punktzahl von tber
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13, so wird das Schéadel-Hirn-Trauma als

Motorische Reaktion

leicht eingestuft. Bei einer Score von 9-13

6 | Befolgt Aufforderungen ist das Trauma als mittelschwer und bei

einer Punktzahl von 8 und darunter als

5 | Gezielte Schmerzabwehr schwer einzustufen. Diese Klassifikation

4 | Ungezielte Schmerzabwehr ist international weitgehend anerkafint

hat jedoch auch einige Einschrankungen.

3 | Beugesynergismen auf Schmerzrei

z So kann mit dem GCS zum Beispiel keine

) ) direkte Aussage uber die
2 | Strecksynergismen auf Schmerzreiz _ _
Hirnstammfunktion gegeben werden und

1 | Keine Reaktion auf Schmerzreiz andere Verletzungen und Symptome, zum

Beispiel vorbestehende neurologische

Verbale Kommunikation

Stérungen wie Aphasie oder
5 | Orientiert, konversationsfahig Augenverletzungen konnen die
Beurteilbarkeit  einschrankéh  Als
4 | Konversationsfahig, desorientiert Alternative kann die Bewertung (iber den

3 | Unzusammenhéngende Worte sog. FOUR-Score erfolgen, der z.B. auch

eine Beurteilung intubierter Patienten

2 | Unversténdliche Laute ermoglicht™.

1 | Keine verbale Reaktion Obwohl die klinische Einschatzung durch

den Glasgow-Coma-Scale eine relativ gute

Augendffnen Prognoseabschatzung ermoglicht,

4 | spontan insbesondere bei schweren Schadel-Hirn-

Traumen, kann man daraus keine
3 | Auf Aufforderung Rickschliusse auf die  ursachliche

Pathologie ziehen, was fir eine

2 | Auf Schmerzreiz

spezifische, individuelle Therapie-

1 | Keine Reaktion entscheidung notwendig w&feSo konnte

gezeigt werden, dass Patienten mit
Tabelle 2 Bewertungstabelle  zur gleichem GCS- Score je nach Art und Ort
Berechnung des Glasgow- Coma- Scale  der intrakraniellen Verletzung deutlich

(nach?) . .
unterschiedliche Mortalitdtsraten
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aufweisen, wobei zum Beispiel der Nachweis einerngtammbeteiligung oder einer
intrakraniellen Blutung, insbesondere eines akut&ubduralhdmatoms mit einer
Prognoseverschlechterung einherg&idittels moderner bildgebender Verfahren kénnen di
verletzten Hirnstrukturen relativ schnell und zu&@ssig erkannt und somit der Schweregrad
des SHT abgeschétzt werden. Zum Beispiel ermoglitgtt Marshall-Scofé durch die
Beurteilung einer CT-Untersuchung in Bezug aufMmrphologie der inneren Liquorraume
(als Mal3stab fur eine Schwellung) und die Evaluatimn Lasionen nach Grdl3e und
Signalverhalten eine gute PrognoseabschatzungriagicBsenen. Limitationen bestehen bei
Patienten mit mehreren gleichzeitig bestehendeakirdniellen Verletzungen, bei denen die

Einteilung schwierig und unter Umstanden nicht eirtiy ist®.

Neben dem neurologischen Status und der Art deakraniellen Verletzung konnte fir
mehrere andere Faktoren ein Einfluss auf das Owamch SHT gezeigt werden. So haben
zum Beispiel Personen uber 65 Jahre eine schlecRtegnose bezuglich der neurologischen
Entwicklung. Des Weiteren konnte man auch fur ngsir Blutdruck (< 100mmHg
systolischj>, Hypoxie (<90% Sauerstoffsattigur§und Hyperglykamie (Blutglukosespiegel
>160mg/dl innerhalb der ersten 24 Stunden nachrii@( einen negativen Effekt auf das

Outcome nach Schadel-Hirn-Trauma nachweisen.

Insbesondere das leichte Schéadel-Hirn-Trauma wedogh bei den oben genannten
Klassifikationssystemen nicht ausreichend gut imeseBandbreite abgedeckt, weil es hier
definitionsgemall weder eine langerdauernde, erlkeanbBewusstseinsstérung noch
signifikante Veranderungen in der CT- Untersuchgity”®. Da es aber auch das leichte
Schadel-Hirn-Trauma Patienten in ihrer Leistungsfiéhit stark beeintrachtigen kafinsind
Prognosekriterien bei dieser Form des SHT Gegedstaueller Forschurig

Die Spatfolgen nach wiederholtem leichtem Schadet-Firauma, wie sie zum Beispiel beim
Boxen oder bei verschiedenen Kontaktsportarterredafi, umfassen verschiedene Formen

der Demenz. Dadurch entwickelt das SHT eine greempheitsokonomische Bedeutting

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass alifdenrHeterogenitat des Schadel-Hirn-
Traumas in Bezug auf Verletzungsschwere, Verletzomaghanismus, Lokalisation und Art
der intrakraniellen Verletzung, aber auch in Beaud Alter und Begleiterkrankungen der

Betroffenen fir eine mdglichst genaue Prognoseasehg und Therapieplanung die
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gleichzeitige Nutzung mehrerer Klassifikationsmdeleind die Bewertung unterschiedlicher
Prognosefaktoren erforderlich ist. Diese wird aktogt dem sogenannten IMPACT- Score

versuchtz

1.1.4 Pathophysiologie

Primarer Hirnschaden

Der Primarschaden entsteht durch die direkte FdiyeGewalteinwirkung auf das Gehirn.
Daher ist der primére Hirnschaden keiner kausalbardpie zuganglich. Vor allem drei
primare intrakranielle Verletzungsarten lassen siaterscheiden, wobei jedoch Mischformen
moglich sind (Abb. 3).

Gefallverletzung
und Blutung

primarer

Hirnschaden

Diffuser axonaler

Kontusionen Schaden

Abbildung 3 Zusammenfassende Darstellung der drei Komponentemes priméaren
Hirnschadens

Eine Schadigung von Gefallen mit einer daraus fdigeBlutung wird je nach Lokalisation
als epidural, subdural, subarachnoidal oder intemhymatds klassifiziet Jede der

genannten Blutungen kann zu einer Raumforderung eier Druckbelastung des
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Hirnparenchyms fiihren. Insbesondere im Fall einpsllEalhamatoms kénnen Blutungen
u.U. aber auch erst nach einem symptomfreien lalieru einer klinischen Verschlechterung

fuhren.

Als Ausdruck einer direkten Druck- oder Zugkrafteirkung auf das Gehirn kdénnen

Nekrosen entstehen. Diese werden als Kontusioneeidimel! und entstehen zumeist an
anatomischen Pradilektionsstellen wie den Tempolatp oder den basalen Anteilen des
Frontallappens. Derartige lokale Schadigungen gehen oft mit satfaroidalen Blutungen

einher und kénnen zu einer Hirndrucksteigerung semsomotorischen Ausfallen fihr&n

In etwa der Halfte aller intra-axialen Traumata kotes durch Zug an den Nervenfasern zu
einem diffusen Axonschaden (DAI) Der DAI entsteht vor allem durch Scherverletzunge
und ist durch multifokale Lasionen in der weiRed&anz charakterisiert (Abb.*4)Oftmals
sind Patienten mit DAl komat6és und haben eine stitée Prognosé. Das urspriingliche
Konzept, dass der DAI ausschlief3lich durch einged@ung der neuronalen Axone entsteht,
wurde inzwischen wieder verlassen, da das maxiatmald des diffusen Axonsschadens
erst nach bis zu 48 h erreicht wird, was auch ifie sekundére Entstehung sprictit

Abbildung 4 Beispiel fur einen traumatisch bedingten diffuseraxonalen Schaden in der
MRT, charakterisiert durch meist linear angeordnete subcortikale Mikroblutungen
und Diffusionsrestriktionen (klinische Bildgebung, akquiriert in der Abt. fur
Neuroradiologie, Klinikum der LMU Miinchen, Grof3hadern)
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Sekundérer Hirnschaden

Als Folge des primaren Schaden kommt es ohne wsifErauma zu einer Grél3enzunahme
der primaren Lasion, dem sogenannten sekundarersc¢hiaden. Es lassen sich hierbei grob
vaskulare, zellulare und inflammatorische Vorgéngeterscheiden, die sich jedoch
gegenseitig beeinflussen und so eine komplexe wribble Reaktion auf das Trauma

ermadglichen.

Vaskulare Effekte

Die zerebrale Mikrozirkulation wird durch ein koregkes System reguliert, welches unter
dem Begriff der neurovaskularen Einheit (NVU, fingé Neurovascular Unit, siehe Abb. 5)
zusammengefasst witd Dieses funktionelle System umfasst die Endotlielzewelche die
innerste Schicht des Gefal3es darstellen (tunic@antund mit ihren Zwischenzellkontakten
die Blut-Hirnschranke bildéf Diese innerste Schicht wird von der tunica medizgeben,
welche in den Arteriolen aus einer oder mehrerdrichten von glatten Muskelzellen und in

den Kapillaren aus Perizyten besteht.

Die auRRerste Schicht der GefalRwand wird tunicamttisegenannt und besteht bei den pialen
Arteriolen aus bindegewebigem Material, das weite&tabilitat verleiht. Bei
intraparenchymatdosen Gefallen fehlt haufig die lgedebige Adventitia und die glatten
Muskelzellen der tunica media haben unmittelbar tikinzu den umgebenden Zellen, zum
Beispiel Astrozyten und Nervenzelfén Vor allem Astrozyten kénnen dabei die glatten
Muskelzellen der GefalBwande direkt beeinflussen hatten dadurch eine grol3e Bedeutung
fiir die Regulation der Perfusith

Ziel dieser komplexen Organisation ist es zum eidénPerfusion des Gehirns und damit die
Energieversorgung unabhangig vom systemischen mickdveitestgehend konstant zu, und
zum anderen, besonders aktive Neurone flexibelsehdell mit Energie zu versordénDies
kann durch verschiedene Mechanismen erreicht wer@@me Steigerung des lokalen
Blutdrucks (z.B. durch einen erhdhten systemisdBlemdruck) fuhrt beispielsweise zu einer
Dehnung der Endothelzellen, die daraufhin Endatleediusschitten. Diese Botenstoffe regen

die glatten Muskelzellen zur Kontraktion, was zneeiVasokonstriktion fuhrt. Dies bewirkt
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im Sinne einer einfachen negativen Rickkopplunge eMerringerung des lokalen
Perfusionsdruckéd An den extraparenchymatésen Arteriolen ist zuddms autonome
Nervensystem an der Regulation des GefaRtonus liggfei Die intraparenchymatésen
Arteriolen konnen direkt durch Interneurone und réayten reguliert werden. Dies
ermoglicht die Kopplung der Perfusion an den Emrgdarf der umgebenden Neurone,
indem aktivierte Neurone entweder direkt oder UbAstrozyten eine lokale

Perfusionssteigerung generieren koriféh

Kapilldares Lumen mit Blutbestandteilen

Endothelzelle

Astrozytenfortsatz

Perizyt (bei Kapillaren; bei
Arteriolen -> glatte Muskelzellen)

Abbildung 5 Schemazeichnung der Bestandteile der neurovaskukm Einheit. Die
Endothelzellen kleiden das kapillare Gefa3lumen auglunica intima). Die Tunica media
der Kapillaren wird durch Perizyten gebildet. Umgelen sind die Gefal3e von Astrozyten,
die mit ihren Fortsatzen die Tunica adventitia bilden. N&here Erlauterungen siehe
Langtext (Zeichnung modifiziert nach*’*9)

Diese komplexen Regulationsmechanismen kénnen dbcbaiden an den hieran beteiligten
Zellen massiv gestort werden. Wahrend glatte Muslieln relativ robust gegentiber einem
direkten Trauma zu sein scheinen und unmittelbaada keine signifikante Anderung der
Morphologie zeigeff, sieht man histomorphologisch bei allen anderelitypen bereits

unmittelbar nach dem Trauma Zeichen der Schadigurig der Folge kénnen sowohl durch
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direkte Schaden der Zellmembranen oder durch edséemerte Aktivierung, z.B. aufgrund
freigesetzter exzitatorische Transmitter wie Gluam(siehe unten), eine Vielzahl
verschiedener vasoaktiver Substanzen freigesetzteneln aktivierten Astrozyten zeigt sich
beispielsweise eine vermehrte Produktion des visaenden Stickstoffmonoxids (NO, fur
engl. nitric oxide), aber auch von vasokonstriktiv@ubstanzen wie Prostaglandin®E@der
Epoxyeicosatriensaufe™°2** So kann je nach Verhaltnis der freigesetzten aktbaen
Stoffe sowohl eine Hypo- als auch zeitweise eing@étflgerfusion des betroffenen Gewebes

entsteherr 8

Weitere Storfaktoren fur die Perfusion des Hirnpalgms sind mechanisch zerstorte
GefaRe, oft erkennbar an einer Hamorrhagisierusgudegebenden HirngeweBésder bei
groReren Schadigungen durch die oben genanntem Asiteer intrakraniellen Bluturig
Insbesondere subarachnoidale Blutauflagerungen sind grofR3er Risikofaktor fur die
Entstehung eines Vasospasmus, also einer massasokbhstriktio?”, die naturgeman mit

einer deutlichen Hypoperfusion einhergeht.

Auch durch lokale Mikrothromben kann die Durchbhguim GefaR behindert werd&h*
Stérungen der Blutgerinnung lassen sich bei SchdoelTraumen regelmafdig und
manchmal auch disseminiert nachweisen. Als Folgm lane intravaskuldre Gerinnung mit
der Bildung von Mikrothromben auftreten, welche dRerfusion des Parenchyms weiter
verschlechtern. Eine durch Hypoperfusion bedingtthdmie des Hirngewebes ist mit einer

schlechteren Prognose verbuntien

Eine direkte Schadigung von Endothelzellen fihremer primaren Stérung der Blut- Hirn-
Schranke. Dies resultiert in einem primar vasogedéem mit Austritt von Fliissigkeit in das
Hirnparenchym. Die Storung der Blut-Hirn-Schranken@églicht auch die Infiltration von
Leukozyten ins Hirnparenchym und damit deren Bigi@ilg an lokalen inflammatorischen

Prozesseii®
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Inflammatorische Prozesse

Die intrinsischen Immunzellen des Hirnparenchymnsl slie Mikroglia, die die Fahigkeit zur
Phagozytose besitzen und durch Antigenprasentatindere Immunzellen regulieren
kénner?®. Die direkt durch das SHT geschadigten Zellenesepezifische Signalmolekiile
frei, die sog. damage-associated-molecular-pattemMPs). Diese Molekile kénnen von
Rezeptoren der Mikrogliazellen erkannt werden uniksel aktiviereff. Aktivierte
Mikrogliazellen kdnnen je nach den lokalen Umwellipgungen zu zwei verschiedenen
Phanotypen differenzieren. Zum M1-Typ differenziemach die Zellen unter Einfluss von
Lipopolysacchariden (LPS, Bestandteile der bakterieZellwand) und Interferop-(IFNy,
von Immunzellen freigesetztes Glykoprot&lff und synthetisieren dann vor allem pro-
inflammatorische Zytokine wie Interleukirgl (IL-1B), Interleukin-6 (IL-6) oder
Tumornekrosefaktoo (TNFa), was zu einer Rekrutierung von weiteren Immurzellauch
aus dem peripheren Blut, fiffttZum M2-Typ differenzieren sich die Zellen unténfiuiss
von IL-4 oder IL-13°. Der M2-Typ sezerniert vor allem anti-inflammassofie
Signalmolekuile wie IL-10 und reduziert die Synthgea entziindungsfordernden Cytokinen
wie den oben genannten IL-1 oder Tdd¥ Die beiden beschriebenen Phanotypen von
aktivierter Mikroglia sind jedoch nur Endpunkte eirBandbreite von Auspragungen. Die
meisten Mikrogliazellen besitzen Eigenschaften vmgiden Typen in unterschiedlicher
Auspragunfl. Des Weiteren ist der Phanotyp auch variabel dieZeit, sodass eine Zelle
die hauptsachlich sezernierten Signalmolekile adeidern kann, wobei die anti-
inflammatorische M2-Auspragung im Vergleich zum -prilammatorischen M1-Typ eher
kurz besteht. Im Verlauf von ca. 1 Woche nach Tradiirt dies zu einer M1-dominierten

und daher pro-inflammatorischen Auspragung der Mjka’.

Die Ausschuttung pro-inflammatorischer Zytokine @idemokine durch die Mikrogliazellen
bewirkt eine Permeabilitdtssteigerung der Blut-Hdchranke und ermoéglicht so einen
Durchtritt von Immunzellen aus dem peripheren BistHirnparenchyrft. Zeitlich als erstes
infiltrieren neutrophile Granulozyten das geschtali@ewebe und helfen bei der Phagozytose
des Zelldetritus, setzen jedoch auch schadigentist&wen frei wie zum Beispiel reaktive
Sauerstoffradikale (ROS, engl. fiir reactive oxygpaciesY-"> Auch T-Zellen werden durch
Mikroglia aktiviert, infiltrieren das Gewebe undzsenieren ihrerseits selbst Chemokine, die

wiederum weitere Leukozyten, Lymphozyten und Moteayin das geschadigte Areal
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leiten®. Insgesamt kommt es so durch positive Riickkopsiomeghanismen zu einer

schnellen Immunantwort.

Neben Mikroglia und eingewanderten Leukozyten sinch Astrozyten an der Regulation der
Immunreaktion beteiligt. Aktivierte Astrozyten kdemsowohl pro-inflammatorische als auch
neuroprotektive Substanzen sezerniétéh Des Weiteren verhindern sie die Ausbreitung der
Immunreaktion auf gesundes Gew€b®ies erfolgt zum einen durch eine GréRBenzunahme
der Astrozyten mit der Ausbildung von Zellauslanfend zum anderen durch die Produktion
von extrazellularer Matrix, was insgesamt zu eiAdkapselung des betroffenen Areals
fuhr®®’® Durch die Kapsel wird das umliegende gesunde ®ewgeschiitzt, allerdings
werden die Heilungs- und Reparaturmechanismen igelapselten Areal erschw@rtAls
Residuum der Astrozytenaktivierung nach Traumabbldaher meist eine Glianarbe zuriick
als Ausdruck eine unvollstandigen Restitution attgrum, wahrend eine Hemmung der

Astrozytenaktivierung die Narbenbildung verring&amr°.

Insgesamt spielen Entzindungsvorgdnge eine wichRge bei der Entstehung des
sekundaren Hirnschad®n Sie sind unentbehrlich bei der Entfernung vonld&stitus und
damit ein essenzieller Bestandteil des Heilunggmees in den betroffenen Arealen, wenn
auch nach einer solchen Heilung zumeist eine Gltenauriickbleibf.

Zelluldre Prozesse

Alle beschriebenen pathophysiologischen Vorgangeestdie Homodostase von Zellen des

Hirnparenchyms und kénnen zu deren Schadigung odddhren.

Ein zentraler Pathomechanismus fiur Nervenzellen histbei die Exzitotoxizitat, eine
Schadigung von Zellen durch iibermaRige Aktiviefingon der Vielzahl der vorhandenen

Neurotransmitter im Gehirn scheint vor allem Glugamur Exzitotoxizitat beizutragén

Physiologischerweise wird Glutamat in prasynapgschVesikeln gespeichert und in
Abhangigkeit eintreffender Aktionspotentiale fresgezt (Abb. 6¥. Eine direkte Schadigung
der Zellmembran des Neurons kann zu einem unkdetteh loneneinstrom in die
prasynaptische Zelle und damit zu einer dauerhddspolarisation der Zellmembran fihren.

Dies bedingt an den Synapsen der Zelle eine UbégmdReisetzung von Transmitt&fn
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Hinzu kommt, dass auch die Astrozyten, welche gieaisen umgeben und normalerweise
Uberwiegend fir die Beseitigung des Glutamats ams dynaptischen Spalt verantwortlich
sind*® ebenfalls geschadigt sein kénnen und daher deitatorischen Transmitter nicht
suffizient aus dem synaptischen Spalt entferneas®beiden Prozesse zusammen fiihren zu
einer Anreicherung von Glutamat an der Synapsezundiner anhaltenden Aktivierung der
Rezeptoren. Hierdurch kommt es Uber die ionotrdgBtDA- (=N-Methyl-D-Aspartat) und
AMPA-Rezeptoren (sg-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic gcidu einem
Fluss von Kationen, insbesondere einem EinstromNatmium- und Calcium-lonen in den
postsynaptischen Anteil der nachfolgenden Nervémzelas zu einer Depolarisierung der
Zellmembran und damit zu einem Aktionspotentialrft/if® Insgesamt stellt dieser Prozess
einen positiven Feedbackmechanismus dar, indemakiizvierte Zelle erneut Glutamat
freisetzt und somit weitere Zellen aktiviert, wahdesine effektive Entfernung des Glutamats

aus dem synaptischen Spalt aufgrund der geschédigteozyten nicht erfolgen kaffn

Neben der direkten Depolarisierung ist besonderg&otestrom von Calciumionen in die Zelle
genauer zu betrachten, da die?@anen nahezu auf alle zellularen Vorgange regetidr
einwirken konneff. Um diesen Zweck zu erfiillen, muss der intrazétilCalciumspiegel
genau reguliert und niedrig gehalten werden. Diésigg durch Entfernung der lonen aus
dem Cytosol nach extrazellular oder in intrazehell®rganellen wie die Mitochondrien oder
das endoplasmatische Reticulum. Diese Aufgabegtrfair allem durch die G&ATPase,
einem transmembranésen Enzymtransporter, der uXembrauch des intrazellularen
Energietragers Adenosintriphosphat (ATP) Calciumeld entgegen einem Gradienten
transportieren kann, und einem Natrium-Calcium-Austher (NCX, fur engl. Natrium-
Calcium-Exchanger), welcher einen Konzentratiordigraen zwischen den Kompartimenten
als Antrieb fir den Calciumtransport ndtztLetzterer ist auf einen ausreichend hohen
Natriumgradienten angewiesen, der aktiv durch ch&KN-ATPase aufrechterhalten werden
mus$°. Mitochondrien besitzen einen weiteren’Garansporter, der die benétigte Energie
durch ein sogenanntes Uncoupling direkt aus derufgakette beziet; also durch ein
Ablaufen der Prozesse der Atmungskette ohne diduRtmn von ATP. Insgesamt ist die
Regulierung des Calciumspiegels also ein aktivez&ss, der viel Energie in Form von ATP

verbraucht.
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Abbildung 6 Physiologischer Ablauf der Signallibertragung an &er chemischen
Synapse. Die Wiederherstellung und Aufrechterhaltug des Ruhezustands ist ein
energieabhangiger Prozess. Bei Exzitotoxizitdt komimes zu einer dauerhaften
Depolarisation des prasynaptischen Neurons (1+2) dndadurch zu einer Ubermafigen
Transmitterausschittung (3). Im Endeffekt steigt daurch sowohl pra- als auch
postsynaptisch der Energiebedarf (5+7). Nahere Erl&erungen siehe Text. (Abbildung
modifiziert nach %%

Insgesamt betragt der durchschnittliche Energieaedh eines Neurons der grauen Substanz
etwa 30umol ATP/g Gewebe/Minute, was in etwa demergeverbrauch einer
Beinmuskelfaser wahrend eines Marathonlaufs emtspti Hierbei wird der GroRteil des

Energieverbrauchs vom synaptischen Vesikelkreistadbraucht, also zur Erméglichung der
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synaptischen Ubertragung. Rund 25% der Energie emerflir das Weiterleiten von
Aktionspotentialen aufgewendet.

Aufgrund der oben beschriebenen pathologischennderéingen nach einem Trauma kann es
zu einer Mangelversorgung des Hirnparenchyms mit@e und Sauerstoff komnierDies
fuhrt zu einem Funktionsverlust der energieabh&@migpnenpumpen, zu einem weiteren
Einstrom von N& und C&*-lonen in die Zelle und einer weiteren Depolarisigy der
Zellmembran. Die Depolarisierung der Zellmembrarux@acht eine Ausschittung von

Neurotransmittern und damit eine Erregung der radghhden Zelle.

Der Anstieg des Calciumspiegels in den Mitochondist ein zentraler Punkt wahrend des
neuronalen Zelltodes. Mitochondrien sind von eiDeppelmembran umgeben, wobei die
aulRere Membran aufgrund einer grof3en Anzahl an |&arfér lonen bis 5kDa GroRRe sehr
gut permeabel ist, also auch fiir Calcium-Iofie®er Transport Uber die innere Membran
erfolgt vor allem (iber einen Calcium-Uniporter,casinen spezifischen lonenkanal fiirGa

loner’’. Insgesamt konnen die Mitochondrien eine groRe dderan Calcium-lonen

aufnehmen und speichern. Sie spielen daher einbtigéc Rolle bei der Regulation der

Calciumhomoostase der Zelle.

In den Mitochondrien fiihrt ein &aKonzentrationsanstieg zu einer Aktivierung der
Atmungskette. Dies fuihrt zu einer gesteigerten &kodn von ATP als Reaktion auf die,
durch den Calciumanstieg signalisierte, Aktivierudgr Zell€®. Bei der oxidativen
Phosphorylierung, hier also der Produktion von AdiRch die Atmungskette, bei der die
bendtigte Energie aus Redox-Reaktionen gewonnerd, wantstehen als natirliches
Nebenprodukt reaktive Sauerstoffmolekile (ROS= .erggictive oxygen species), vor allem
Superoxidmolekille (©) und Hydroxylradikale (OB Solche Radikale sind sehr
reaktive Molekile und werden normalerweise schaetth antioxidantische Substanzen der
Zelle gepuffert, um zu verhindern, dass Proteiner atle DNA geschadigt werden. Nach
Schadel-Hirn-Trauma kommt es jedoch durch die aehde C&-bedingte Aktivierung der
Atmungskette zu einer Uberproduktion von ROS, die aellularen Speicher an
antioxidantischen Substanzen schnell aufbraucheésdd Zustand nennt man oxidativen
Stres$®™.
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Oxidativer Stress

Das Gehirn ist durch seinen hohen Energieumsataniess anfallig fir das Entstehen von
oxidativem Stress. Trotz seiner relativ zum Gesénprgewicht geringen Masse erhalt das
Gehirn ca. 20% des Herzminutenvolumens und danth ata. 20% des zur Verflgung
stehenden Sauerstoffé Sauerstoff ist essentiell als das Endempfangekiiolfur das

energietragende Elektron in der Atmungskette. Hilatives Uberangebot an Sauerstoff
ermoglicht so ein stadndiges Funktionieren der Atgskette, auch bei Prozessen oder in

Zustanden, die besonders viel Energie bendtigen.

Die bei der oxidativen Phosphorylierung primar estiende ROS ist das Superoxid- Radikal
*O,. Dies wird vor allem durch das Enzym SuperoxidAisase (SOD) zu
Wasserstoffperoxid (30,) reduziert, kann jedoch auch mit StickstoffmonoXNMO) zu
Peroxynitrid (ONOQ reagieren. Die beiden letztgenannten Molektlddnldie Gruppe der
sogenannten reaktiven Stickstoffspezies (RNS =. aeglctive nitrogen species). Trotz der
gro3en Menge an entstehendep®kifehlt in Neuronen das Enzym Catalase, das vomaithe
Leber und Herz, die Reaktion von Wasserstoffperaxi/asser und Sauerstoff katalysi&tt

Im Gehirn wird Wasserstoffperoxid auf drei versceiee Arten entfernt (siehe schematische
Ubersicht in Abbildung 7): Zum einen erfolgt diebeii den sogenannten Thioredoxin/
Peroxiredoxin-Weg. Hierbei wird das fehlende Elektr durch die Bildung einer
Disulfidbricke im Thioredoxinprotein generiert uddnn tber eine enzymatische Reaktion
ersetzt, katalysiert durch die Thioredoxinreduktadés Elektonendonor fungiert hierbei
NADPH* (=Nicotinamidadenindinukleotidphosphat), ein im rér ubiquitares Molekiil
und Reduktionmittel. Zum zweiten werden die Elek&wo Uber das Protein Glutathion (GSH)
Ubertragen. Dies erfolgt ebenfalls tber die Bildemger Disulfidbriicke. Die oxidierte Form
von Glutathion (GSSG) wird dann durch das Enzymt&thionreduktase wieder reduziert,
wobei ebenfalls NADPH als Elektronendonor di€htEin dritter Weg ist die durch das
Enzym Myeloperoxidase katalysierte Reaktion ve@Hmit Chloridionen zu Hypochlorsaure
oder Hypochlor-lonen, oxidativ hoch wirksamen Malkn, die an anderer Stelle z.B.

Bedeutung in der Abwehr von Bakterien durch Immilenehaben®.
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Abbildung 7  Zusammenfassende Darstellung der Reaktionswege nvoreaktiven
Sauerstoffspezies. Erlauterungen siehe Langtext. $D= Superoxid-Dismutase, GSH=
Gluthathion, TRX = Thioredoxin, MPO = Myeloperoxidase (Abbildung modifiziert nach

102)

Sollten diese enzymatischen Wege nicht ausreiclkzemdverfigung stehen, reagiert®p
spontan mit den umliegenden Lipiden, ProteinenDN&, und zerfallt nach Aufnahme eines
Elektrons zu Wasser und dem hochaktiven Hydroxikedd*OH). Durch eine Schadigung
der Lipide wird unter anderem die Membran der Mimadrien durchlassiger, wodurch es zu
einem Austritt von ROS und mitochondrialen Matroqginen in das Cytosol kommt.
Dadurch werden mehrere Signalkaskaden des Zelitodgel6sf und es kann zu massiven
Gewebeschaden komniéh

Nekrose und Apoptose

Klassischerweise gilt die Apoptose als ein aktiamergie benétigender Vorgang, der nach
festen molekularen Programmen abldlift Dabei lassen sich charakteristische
morphologische Veradnderungen der sterbenden Zeltddcrhten. Eine apoptotische Zelle

stellt sich geschrumpft dar mit Ausstilpungen deflidembran, welche sich abschniren
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kénnen und dann als ,apoptotic bodies” bezeichratden. Ferner ist eine sterbende Zelle
durch eine ausgepragte Kondensation des ChromatmsAusdruck eines DNA-Abbaus

gekennzeichnét 110

Nekrose Apoptose

Ursache: Aufbrauchen der Energiereserveblrsache: Signalkaskaden mit Aktivierung der
und Funktionsverlust der Na-K-ATPase Effektor-Caspasen

Y

m Zellschrumpfung durch Degeneration de

Zellschwellung durch Netto-Wassereinstrg Zellskeletts

Membranschadigung durch Intakte Membranen

Lipidperoxidation
Schwellung der Zellorganellen und des| Zellorganellen und Zellkern schrumpfen upd
Zellkerns durch toxische Effekte werden fragmentiert
Austreten von intrazellularen Molekulen und Phagozytose der fragmentierten
Auslosen einer Entziindungsreaktion Zellbestandteile, keine Inflammation

Zusammenfassende Darstellung der makroskopischen ttgrschiede im Ablauf
von Nekrose und Apoptose, modifiziert nach'!

Die Apoptose kann auf zwei unterschiedlichen Wegetriggert werden. Der intrinsische
Weg der Apoptose beginnt mit dem Austritt von Fr@ae aus dem Intermembranraum der
Mitochondrien ins Cytosol, allen voran Cytochror®&. Zusammen mit ATP und Apaf-1
(=engl. apoptotic protease activating factor), &il@ytochrom C das sogenannte Apoptosom,
welches die Caspase-Kaskade aktiviértDer extrinsische Weg wird durch extrazellulare
Signale getriggert, die Zelltod-Rezeptoren der &aktivieren und konsekutiv intrazellulare
Reaktionen verursachen, z.B. die Aktivierung vomou-Nekrose-Fakton (TNF-0)**2 Uber

den extrinsischen Weg kénnen auch Signale an diechktbondrien gegeben werden, sodass es
zu einer synchronen Aktivierung des intrinsischeegas kommen kanti. Als zentrales
Effektormolekll der Apoptose wurde die Caspaseéhtifiziert, welche die Degeneration

zellularer Struktur- und DNA-assoziierter Protebeavirkt!**11°

Durch den kontrollierten Ablauf gelangt, im Gegdmsaur Nekrose, kein intrazellulares
Material in den extrazellularen Raum. Es entstésw &eine EntziindungsreaktfSn Nach

einem SHT stellen sich apoptotische Zellen zu Beginauffallig dar und erst Stunden bis
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Tage nach dem Primartrauma kann man oben genanoiphatogische Merkmale
beobachten. Spatestens ab Tag 4 erreicht die Apopealoch ein groReres Ausmald als die
gleichzeitig vorhandenen Nekrosevorgdnge und Ulegtwmoglicherweise auch in der
Folgezeit®''® Diese Tatsache ist insofern von Bedeutung, alss ddadurch ein

therapeutisches Zeitfenster entsteht, sofern @nge| die Apoptose zu hemmen.

Im Gegensatz zur Apoptose gilt die Nekrose klabgisgeise als ein passiver Vorgang. Als
typisches morphologisches Merkmal ist hier die Ooedmgte Schwellung der Zelle und
deren Organellen beschrieben, die aufgrund einetktinsstérung der N&K'-ATPase
entsteht und im Verlauf zu einer FunktionsstéruagMembranen und zum Platzen der Zelle
filhren kanfh'’. Infolgedessen wird intrazellulires Material fesigtzt, was zu einer
inflammatorischen Reakti8h Nach dieser klassischen Ansicht sind Nekrosevmgznicht
unmittelbar beeinflussbar, sondern nur durch eirssgbalten der auslésenden Faktoren zu

verhinderd®®,

Aufgrund neuerer Erkenntnisse muss diese klassiBatteilung jedoch um mehrere Misch-
und Zwischenformen erweitert werdéh So gibt es zum Beispiel eine Caspase-unabhangige
Form der Apoptose, genauso wie kontrollierte Fornden Nekros€® Die kontrollierte
Nekrose erfolgt Uber verschiedene Signalkaskadererfolgt z.B. bei der sog. Nekroptose
eine Peroxidation der Membranlipide und eine Pdtdabg in den Membranen, was zu einer
deutlichen Permeabilitatssteigerung und dadurch einem Nettowassereinstrom
(Zellschwellung) filhft® Diese Variationen des Zelltodes sind im Momeng&stand vieler
Forschungsprojekte, sollen an dieser Stelle jedoshRucksicht auf das Ausmall des Themas

nicht weiter behandelt werden.
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1.2 Lipoxygenasen (LOX)

1.2.1 Lipidperoxidation

Bei Ubermaliger Produktion und Ausschittung vorktrean Sauerstoffradikalen kdnnen
andere intrazellulare Molekille geschadigt werdem Wwichtiger Aspekt hierbei ist die
Oxidation von Lipiden der Zellmembran, die die brigit der Membranen empfindlich stéren
kann und damit einen grof3en Beitrag zur Permeatsiiinderung der Membran und letztlich
zum Zelltod leistét®

Eine Lipidperoxidation durch reaktive Radikale desht zusammengefasst in drei Phasen

(1) Die Initiation, in der durch das reaktive Radikaln eElektron aus einer
Methylengruppe geldst wird. Hierbei erleichtert dagorhandensein einer
angrenzenden Doppelbindung den Entzug eines Efrektda es die C-H- Bindung der
Methylengruppe schwécht. Dieser Umstand macht raehrfingeséttigte Fettsauren
besonders anfallig fur Lipidperoxidation. Als Ergeb entsteht ein Lipidradikal mit
einem freien Elektron an einem Kohlenstoffatom, rgéld das urspringliche Radikal
durch das gewonnene Elektron neutralisiert wird.

(2) Die Propagationsschritte, in denen es zu eineanmtekularen Umverteilung der

Elektronen (und damit der Doppelbindungen) kommierikach folgt eine Reaktion
mit molekularem Sauerstoff, wodurch ein Lipidperoaglikal entsteht. Die weiteren
Schritte hangen nun von dem Molekul ab, von dem ldp&lperoxylradikal sein
bendtigtes Elektron nimmt. Eine Reaktion mit einemiteren Lipid flihrt zu einer
Kettenreaktion, indem die Radikalisierung und dientramolekulare
Elektronumverteilung immer weitere Lipide betreffen

(3) Die Terminierung, in der die Lipidradikale entwedsit anderen Radikalen oder mit

Radikalfangern, wie z.B. Vitamin E, reagieren uiah $o neutralisieren.

Je nach betroffenem Lipid, auslésendem RadikalderdDauer der Kettenreaktion gibt es bei
der unkontrollierten Lipidperoxidation eine Vielzalon mdglichen Produkten, von denen
einige auch direkt zelltoxisch sitfd Eine unkontrollierte Lipidperoxidation kann sof au
mehrere Wege eine ausgepragte Zellschadigung bawikowohl durch Schadigung der
Membranen als auch durch Schadigung von DNA odateen.
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Lipidperoxidation kommt jedoch in kontrollierter o auch nattrlicherweise in der Zelle vor
und besitzt eine wichtige Rolle fir die der Beséimatieit der Zellmembraf® und die
Generierung intrazellularer Signalmolek'@f‘e Hierbei nehmen die Lipoxygenasen eine

zentrale Rolle ein.

1.2.2 Aufbau und Funktion

Lipoxygenasen sind Enzyme, die in Sdugetieren dlashEn ubiquitdr vorkommen und auch
in Pilzen und einigen Bakterien gefunden wurderObwohl die Aminosauresequenz sich
zum Teil deutlich zwischen den einzelnen Zweigels géylogenetischen Stammbaums
unterscheidet, zeigt sich die dreidimensionale Kbtrudes Proteins sehr konstdft Alle
Isoformen der Lipoxygenase bestehen aus einerlagrzéolypeptidkette, die sich zu einer
Struktur mit zwei Doméanen auffaltéf, von denen die N-seitige deutlich kleiner ist und
funktionell die Membranbindung ermdglicht, wahretid C-seitige Doméane das katalytische
Zentrum enthalt. Die C-Doméane besitzt in zwei langelices vier der insgesamt bis zu sechs
Bindungsstellen fur die Eisenatome, die funfteltstids C-terminale Isoleucin dar und eine
mégliche sechste kann statt Eisen von Wassermealeligsetzt selff (siehe Abb. 8).

Abbildung 8 Struktur der Lipoxygenase-5 im Komplex mit Arachidonsaure im reaktiven
Zentrum (schwarzer Pfeil). Das Eisenatom im reaktien Zentrum ist durch einen
schwarzen Punkt markiert (Abbildung modifiziert aus der Molecular Modelling
Databasé?®)
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Lipoxygenasen katalysieren die positionsspezifiscBéoxygenierung von mehrfach
ungeséttigten Fettsauren, die eings,cis1,4-Pentadien-Anteil besitzEl Hauptsubstrate
sind die essentiellen mehrfach ungeséttigten retdsawie z.B. Arachidonsaure, Linolsédure
und LinolensaurE’, wobei im menschlichen Organismus — im Gegensateflanzen — die
Arachidonsaure als Substrat den gréRRten Anteiltelét’s®. Als Produkte entstehen dabei je
nach Substrat und LOX-Isoform unterschiedliche dipediatoren wie Leukotriene oder

Lipoxine'®2,

Auf welche Weise die Positionsspezifitat der kegedsten Reaktion zustande kommt, ist noch
nicht abschlieBend geklart. Fir den Menschen wing ertsbezogene Theorie propagiert.
Demnach binden sich die Substrate mit dem Meth@endlie Bindungstasche. So hangt die
Stelle der Dehydrogenierung und damit nachfolgemchader Oxygenierung von der Tiefe

der Bindungstasche ab und ist demnach je Isofomstkat und spezifis¢f>*

1.2.3 Katalysierte Reaktionen

Wie bereits oben erwéhnt, sind die Produkte ausLd&X-katalysierten Reaktionen auflerst
vielfaltig. Der Ubersichtlichkeit halber soll hiaur auf die vorherrschenden Reaktionen im
menschlichen Organismus eingegangen werden. Farniationen lber die Lipoxygenasen

im Pflanzenreich stehen mehrere Ubersichtsarbeiteiwerfugung®
Lipoxygenasen katalysieren drei verschiedene Remdtypen>

(1) Die Dioxygenase-Reaktion, also die Ubertragung dreidAtome eines
Sauerstoffmolekils auf das Substrat (R-H # -© R-OOH). Dabei entstehen
spezifische Hydroperoxide einer freien Fetts¥ir®as primére Reaktionsprodukt
der Lipoxygenasereaktion aus Arachidonsaure ist die
hydroperoxyeicosatetraenoische Saure (HpE¥E)

(2) Eine Hydroperoxidase-Reaktion (R-OOH +>xR-O + OH). Dies ist faktisch die
Aktivierungsreaktion fiur das Enzym. Durch die Ostida eines
Lipidhydroperoxids wird das Eisenatom im katalytien Zentrum von Fé zu

Fe* reduziert, welches z.B. fiir die Dioxygenierung@isdans fungieft®.
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(3) Eine Epoxyleukotriensynthase-Funktion, die aus HpETurch erneute
Dehydrierung des Lipids eine Epoxidkonfiguratiofdét (s.u.)

Die dabei entstehenden Produkte sind Signalmoleklideentweder Teil einer Signalkaskade

sind oder selbst als direkter Effektor wirken.

1.2.4 12/15- Lipoxygenase (12/15-LOX)

Die zweifache Nummerierung dieser Lipoxygenasetrdainer, dass die Retikulozytentyp-15-
LOX und die Leukozytentyp-12-LOX eine sehr hohe Ipbgnetische Verwandtschaft
aufweisen®’ ¥ Dies auBert sich in einer sehr ahnlichen Strukfast identischer
Substratspezifitit und Enzymkinetik sowie einer lishen Genregulatioi>** Die
Gensequenzen beider Gene stimmen zu Uber 99% fipevas auf eine evolutionare
Entstehung durch Genduplikatur hinw&ist

Im Jahre 1997 konnte eine zweite Art von 15-Lipaxyasen im Menschen isoliert werden.
Diese kommt vor allem in der Haut, Prostata, Lungel Cornea vor und wird als
Epidermistyp-15-LOX bezeichnet. Allerdings untersiclet sich die Epidermistyp-15-LOX (-
2) deutlich von den Retikulozytentyp-15-LOX (-1)nkichtlich der Proteinstruktur und den
enzymatischen Eigenschaften. Ferner wurde das Erxgher nur in den o.g. Geweben
nachgewiesen, wahrend PCR-Tests in einer Reihe remd&ewebearten, inklusive
Leukozyten, negativ waréH. Die Entsprechung zur Epidermistyp-15-LOX in deaud die
8-LOX™*,

Substrate und Reaktionsprodukte

Die 12/15-LOX hat eine sehr grol3e Bandbreite anliclign Substraten, was daher rihrt,
dass allen3- und ®6- Fettsauren enzymatisch prozessiert werden k§ralso ungesattigte

Fettséduren, bei denen die erste Doppelbindung &terdbzw. am sechsten Kohlenstoffatom
liegt (vom Omega-Ende gezahlt, dem Kohlenstoffatal®s von der Carboxylgruppe am
weitesten entfernt ist). Die LOX kdénnen ihre Susstgtrsowohl in freier als auch in veresterter

Form, z.B. als Teil der Zellmembranen, prozessiérerls biologisch einfachstes Substrat
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kann die freie Linolsaure angesehen werden, diechdubioxygenierung in 9Z,11E-
hydroperoxy-octadecadienséure (HpODE) umgewandeit*t% Wenn freie Arachidonsaure
als Substrat fungiert, entsteht als Produkt eine dréfyeroxy-57,82,117,13E-
eicosatetraensaure (HpETE). HpETE wird in der Zellsehr schnell zu
Hydroxyeicosatetraensaure (HETE) reduzfésiehe Abb. 9 und Abb. 10).

Die humanen Leukozytentyp-12-LOX und Retikulozyygnl5-LOX sind dual-spezifisch,
d.h. die katalysierte Reaktion kann sowohl am Kostieffatom C12 als auch an C15 des
Substrates stattfind&H. Somit entstehen als Produkte sowohl 12-HpETRad$h 15-HpETE
sowie als reduzierte Formen 12-HETE und 15-HETE.

° 72V VN N Vg
\ﬂ/\/\/

Arachidonsaure

15-LOX @ 0, o
° :/\:/\2/\/‘\/\/\
70{/\/\

15-HpETE

Glutathion- @
Peroxidase¢
0
0 Cr— Cr—

15-HETE

Abbildung 9Enzymatische Prozessierung von Arachidonsaure duincl5-LOX. Durch die
Dioxygenierung entsteht 15-HpETE, welches z.B. duhcdie Glutathion-Peroxidase zu
15-HETE reduziert wird (Erlauterungen siehe Langtex; Abbildungen modifiziert aus
der Molecular Modelling Databasé*®**9
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Biologische Rolle der 12/15-Lipoxygenasen

HETEs besitzen vielfaltige Funktionen, welche aktmech nicht vollstandig geklart sind.
Wahrend die duale Spezifitdt der 12-LOX und derL®B¢ mehrere Reaktionsprodukte

ermdglicht, sind die Wirkungen dieser Produktegemlsoform durchaus spezifisch.

In Thrombozyten zum Beispiel besitzt 12-HETE eiregulatorische Wirkung auf die
Blutgerinnung. Die Studienlage bescheinigt 12-HHRli&bei sowohl eine prothrombotische
als auch eine antithrombotische Wirkung, je nachm deAusloser fur die
Thrombozytenaggregatibtt*>® So inhibiert 12-HETE die Bindung von Tromboxan A2
(TXA>), einem prothrombotischen Signalmolekil, an detsprchenden Rezeptor, was vor
allem die durch Arachidonsaure getriggerte Form Hemombozytenaggregation hentrit
Im Gegensatz dazu fordert 12-HETE die von Thromhietriggerte Form der
Thrombozytenaggregation durch eine intrazellularalci@mfreisetzunly®. Als weitere
interessante  Wirkung der HETE wurde eine Beteilgguals prasynaptischer second
messenger in der neuronalen SignalUbertragung gieagodurch mittels einer direkten
Wirkung auf Kalium-Kanéle eine Regulation der syiisghen Transmission erfolgt. Auch

in der Reifung der roten Blutkdrperchen (Erythrogmespielen die Produkte der 12/15-LOX
eine Rolle, da sie an dem hier wichtigen SchrittDegradation der Mitochondrien beteiligt
sind>"**® Hierbei filhrt die 12/15-Lipoxygenase zu eineekien Stérung der Zellmembran,
was eine Anderung des mitochondrialen pH-Wertes dadurch die Degradation der
Mitochondrien bewirke®. Mehrere Studien bescheinigen der 12/15-Lipoxygenaes
Weiteren eine regulatorische Wirkung bei Entzindwnggangen. So inhibiert 15-HETE die
Superoxidbildung und Superoxidexozytose in aktteier_eukozytetf® sowie die Migration
von aktivierten Leukozyten durch das Endotffelind bewirkt eine deutliche Reduktion der
Substrataffinitat von Leukotrienoberflachenrezepioauf B4-Leukozytéfi’. Insgesamt ist
die Wirkung der 12/15-LOX also eher als anti-inflaatorisch einzustufen. Die Fahigkeit der
12/15-Lipoxygenasen, auch Zellmembranen zu oxygenjelasst eine Beteiligung in
Apoptosevorgangen vermuten, was auch bereits inrereh Studien gezeigt werden

konntg®3-16¢
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1.2.5 5-Lipoxygenase (5-LOX)

Die Lipoxygenase-5 wurde Ende der 1970er Jahre arsien Mal in Leukozyten
beschriebel’”. Es gelang seither, dass Enzym in mehreren Séusmézies nachzuweisen,
u.a. im Menschen, in der Ratte und in der M&usDie Aminosduresequenz der 5-

r’l.l69,170

Lipoxygenasen stimmt zwischen den Spezies zu (0$ér @erei und auch im Hinblick

auf Substratspezifitat und Enzymkinetik sind dietBine fast identisch.

Substrate und Reaktionsprodukte

Die bekanntesten Produkte der 5-Lipoxygenasen diadLeukotriene. Die Synthese der
Leukotriene beginnt mit der durch die 5-LOX katayse klassische Lipoxygenierung von
Arachidonsaure am Kohlenstoff C5, wobei als Prodifis)-hydroperoxy-6-trans-8,11,14-cis-
eicosatetraensaure (5-HpETE) entstéh(siehe Abb. 10). Die Aktivitat der 5-LOX wird
dabei durch das 5-lipoxygenase-activating-proté&thAP) verstarkt, welches zwar selbst
keine enzymatische Wirkung besitzt, jedoch die it der 5-LOX zu ihren Substraten

erhoht™.

Im zweiten Schritt wird durch dieselbe Lipoxygenasee Dehydration am Kohlenstoffatom

C7 katalysiert’>*"

wodurch eine Radikalwanderung ausgel6st wird @indUmklappen der
bestehenden Doppelbindungen erfolgt, sodass nua gj@-trans-Konfiguration entsteht.
Anstatt einer weiteren Oxygenierung mit einem neSanerstoffatom bindet sich das frei
gewordene Radikal jedoch nun an das bereits inererSchritt eingefliigte Sauerstoffatom,
sodass eine Epoxidkonfiguration mit Bindung dese&stoffs an die Kohlenstoffatome C5
und C6 entstehf**”> Das entstehende Produkt ist das LeukotrigifLAA4), welches nun
entweder von der LTAHydrolase oder von der LT,G-Synthase weiterverarbeitet wird. In
der LTAs-Hydrolase Kkatalysierten Reaktion entsteht eineuk®ir mit einer 12R-
Konformation und einer 6-cis-8-trans-10-trans-Kgofation der angrenzenden
Doppelbindungen (Leukotrien J8’°. Die LTC,~Synthase konjugiert das LEAmit
Glutathion und bildet Leukotrien sCwelches zu Leukotrien D(LTD,4) weiterverarbeitet

wird!™,
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Abbildung 10 Zusammenfassende Darstellung der im Langtext besghbenen
Reaktionswege und Produkte der 12/15-LOX und der 50X, ausgehend von

Arachidonsaure als Substrat
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Biologische Rolle der 5-Lipoxygenasen

Einmal gebildet, wirken die Leukotriene Uber dietitierung von G-Protein-gekoppelten
Leukotrien-Rezeptoren auf Immunzellen und EndogimeliDie Rezeptoraktivierung fuhrt
dabei im Cytosol zu einer Erhoéhung des intrazalna Calciumspiegels und einer
gleichzeitigen Verringerung des Spiegels von zgkiesn Adenosinmonophosphat (CAMP),
einem wichtigen intrazellularen second messefifdnsgesamt fordern die Leukotriene fiir
viele Untergruppen von Leukozyten den Ubertritt @swebe und die Immunfunktidr’®

So ist Leukotrien B (LTB4) ein starkes Chemokin fiir Neutrophile, férdert die
Monozytenmigration und fiihrt zu einer Ausschittwmoen Interleukin-6"°"%* Des Weiteren
stimuliert LTB, auch differenzierte T-Zellen zur Migratih und zur Ausschiittung von
Cytokinert®®. Insgesamt lasst sich LEBlso eine deutliche pro-inflammatorische Wirkung

bescheinigen.

LTD, spielt eine grol3e Rolle in der Pathogenese ddsest. Es induziert eine Vielzahl der
typischen Reaktionen beim Asthmaanfall wie z.B. @&mnchuskonstriktion, verstarkte

Schleimbildung und die Erhéhung der vaskularen Rabiitat®,

Im Gegensatz zu den gerade besprochenen Leukaotrieesitzt Lipoxin A (LXA,4) eine
Vielzahl von anti-inflammatorischen Wirkungen, voallem in Bezug auf die
Granulozytenaktivierung und —migratidn Es kann zudem die Wirkung von LID
blockierert®. Stattdessen wirkt LXA aktivierend auf Monozytéft. Die Bildung von
Lipoxin A4 erfordert enzymatische Schritte der 5X.@nd der 15-LOX zur Bildung, wobei

die Reihenfolge der zwei Reaktionsschritte nicht Bedeutung ist.

Zusammenfassend lasst sich den Produkten der Lipsre5 eine deutliche inflammatorische
Wirkung bescheinigen. In Verbindung mit dem ubigen Vorkommen im menschlichen
Organismus ist die LOX-5 eines der zentralen Enzyme der Regulation von

Entztndungsvorgangen.
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1.2.6 Lipoxygenasen im zentralen Nervensystem

An Entzindungsvorgangen im Gehirn sind alle Zedtypeteiligt, also sowohl Neurone als
auch Astro-, Oligodendrozyten und Mikroglia. In atliesen Zelltypen lassen sich
Lipoxygenasen nachweiséfi Diese werden, wie die Cyclooxygenasen und die
Phospholipase-A2 (PL#, bei Entziindungsvorgéngen im Gehirn aktivfértin Neuronen
kann die PLA (iber Rezeptoren direkt oder iiber G- Proteine iktiwerdef®®. Dies filhrt zu
einer erhbhten Konzentration an Arachidonsaure dardit einer vermehrten Verfluigbarkeit
an Substraten fur die LOX, sowohl bei normaler paeater Aktivitat als auch bei
Exzitotoxizitat. Die meisten Produkte der Lipoxygean spielen eine Rolle in der Entstehung
und der Regulation von inflammatorischen Prozesd#ie. von der LOX-5 gebildeten
Leukotriene, allen voran LTB4, besitzen auch im tmden Nervensystem die oben
beschriebenen pro-inflammatorischen Wirkungen wi8. zdie Chemokinwirkung auf
Granulozyten und sind daher in der Initiation under dAufrechterhaltung von
Entztndungsvorgangen von grof3er Bedeutung. Im Gagernlazu sind die von der LOX-
12/15 gebildeten Lipoxine eher als anti-inflammestcnt einzustufen, was ihre Bedeutung in
der Termination einer Entziindungsreaktion erklart

Die Aktivierung von Lipoxygenasen, und ebenso demwandten Cyclooxygenasen, flhrt,
wie oben beschrieben, zu einer Bildung von freiemdikalen im Sinne einer
Lipidperoxidation. Diese kdnnen die Funktion von ulmnen durch Schadigung der
Membranproteine, der lonenkanale oder der Rezepibeetlich einschrankét. Insgesamt
kommt es zu einer Zunahme der Konzentration aerfr®adikalen und damit auch zu einer
Zunahme von oxidativem Stress. Des Weiteren intebielie gebildeten Hydroperoxide den
natiirlichen Metabolismus der Phospholipidewas eine weitere Schadigung der Membranen

bewirken kann.

Die Lipidperoxidation, sowohl enzymatisch als autbht-enzymatisch, hat im Gehirn aus
mehreren Griinden eine besondere Bededttirgum einen liegt dies an dem, im Verhéltnis
zum Cytosol, groRen Anteil von Membranen in Neurdfe Als zweite Ursache lasst sich
der hohe Energieumsatz und die damit verbundene kanzentration an ROS aus der
Atmungskette nennél. Des Weiteren sind im Gehirn hohe Spiegel an Eiseh anderen

Redox-aktiven Metallen zu finden, welche das Oxatepotential auch enzymungebunden
erh6hen, was sich durch zusatzliche Eisenansameming.B. durch Austritt von



HINTERGRUND 1

Hamoglobin aus den BlutgefaRen bei Trauma, weigestiirken kani®*®” Zusammen mit
der schlechten bis fehlenden RegenerationsfahigkaitNeuronen sind diese Faktoren daftr
verantwortlich, dass Neurone und damit das Gehegohders anfallig sind fur Stérungen der
Lipidperoxidatior®®. Aus diesen Griinden haben die Lipoxygenasen imirGeturch ihre

enzymatische Regulation der Lipidperoxidation gjre&3e Bedeutung.

Neben den inflammatorischen Wirkungen haben diexygenasen auch andere Funktionen
im zentralen Nervensystem. So beeinflussen bespeete HETES die synaptische Aktivitat
und Effizienz, indem sie die Transmitterausschigtmoduliert®™. Hierbei scheint vor allem

12-HETE als retrograder Transmitter zu wirken, der prasynaptischen Neuron eine
verminderte Freisetzung von Glutamat bedingt, indden durch Depolarisation bedingte
Anstieg des intrazellularen €a Spiegels verzégert und vermindert wittd Hierdurch kann

die 12-Lipoxygenase uber 12-HETE eine sogenanntegy{leerm-Depression bewirken, also

eine Verminderung der Signaliibertragung in der Byaaiber einen gewissen Zeitrdtim

Aufgrund ihrer breit gefacherten Wirkungsweise tiedje Vermutung nahe, dass die
Lipoxygenasen bei einer Vielzahl von Erkrankungess Gentralen Nervensystems eine

wichtige Rolle spielen.
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1.3 Rolle von LOX-Inhibitoren in-vitro

In Vorarbeiten unserer Kollaborationspartner debeMsgruppe von Prof. Culmsee an der
Philipps-Universitat Marburg wurde die Rolle der X3 und der LOX-12/15 beim durch
reaktive Sauerstoffspezies bedingten Zelltod nelesrZellen genauer charakterisfé€tt Es
konnte in-vitro gezeigt werden, dass die Inhibitaer LOX-12/15 das Uberleben neuronaler
Zellen nach einem durch Glutamat bedingten Schadsegert. Dies betrifft sowohl
hippokampale HT-22-Zellen als auch primére korgkidleurone (siehe Abb. 11), wenn auch
auf geringflugig unterschiedliche Weise, da sich delltodmechanismen der beiden
Zellreihen unterscheiden. Dies liegt vor allem amdmassiven NMDA-Rezeptor-bedingten

Calcium-Einstrom in primare Neurone.

[ Control
120 [1PD146176 0.1 uM Owt
EIPD146176 0.5 uM 120 71 [JAlox15-mice
100 A g 100 A
c
= 3
(=] 80" E
£ 2 80 Glutamate 20 M
o _—
o 2
2 601 = 60 1 i
— Ke]
> S
8 >
| 407 < 40 1
> o
®
O 20 20 1
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Glutamate

Links: Anteil der Gberlebenden HT-22-Zellen (cell vability) in Relation
zur Kontrollgruppe. Der LOX-12/15- Inhibitor PD146176 wurde hierbei 1 Stunde vor
Glutamatgabe appliziert. Die LOX- Inhibition fihrte zu einem signifikant groR3eren
Anteil an Uberlebenden Zellen im Vergleich zur Kontollgruppe. Rechts: Anteil der
Uberlebenden primaren Neurone in Relation zur Kontollgruppe. Die Neurone wurden
aus  Alox-15-Knock-Out-Mausen gewonnen (d.h. die Zen exprimieren
naturlicherweise keine LOX-15). Nach Glutamat-bedigtem Zellschaden zeigt sich eine
signifikante Verbesserung des Zelliiberlebens. wt ¥ildtyp; EBSS = Bezeichnung flr
Nahrlésung der in-vitro Zellziichtung. Abbildungen mit freundlicher Genehmigung

modifiziert nach?®
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Auch wenn HT-22-Zellen keine ionotropen Rezeptomrsbilder”, zeigten sich nach
Glutamatexposition in diesen Zellen die Bildung v&®®S und die Entwicklung von
oxidativem Stress, was wie bei primaren Neuronerf a&ine Stérung in der
Calciumhomoostase zurtickgefuhrt werden konnte.rimgven Neuronen fuhrte eine LOX-
12/15-Inhibition zu einer signifikanten Reduktioesdglutamatbedingten Calciumeinstroms
und des intrazellularen Calciumspiegels, was eieteiBgung der Lipoxygenase-12/15 an der

Regulation der Calciumhomd@ostase nahelegt (siele B2).

Intrazellular konnte des Weiteren ein deutlicherstegy an Lipidperoxiden nachgewiesen
werden. So zeigte sich ein erster Anstieg ca. &a8d&n nach Glutamatexposition, der nach
ca. 16-18 Stunden deutlich starker ausgepragt siahd Abb. 12). Dieser Anstieg konnten
durch eine Inhibierung der LOX-12/15 signifikantngadert werden, was eine deutliche
Reduktion der ROS zur Folge hatte. Im Gegensatm #annte eine LOX-12/15-Inhibition

bei direkter Applikation von radikalen Sauerstofizigs den neuronalen Zelltod nicht

verhinderi®,
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Links: Anstieg der Lipidperoxidation nach Glutamatexposition. Ein erster
Anstieg zeigt sich nach 6-8h, nach 18h ist diesem#atieg deutlich starker ausgepragt.
Rechts: Fluoreszenzmessungen mit markierten Calciustonen zeigen die Zunahme von
intrazellularem Calcium nach Glutamatexposition (stwarze Kurve).
Lipoxygenasehemmung fuhrt zu einem geringeren Anstg und zu einem homogeneren
Calcium-Spiegels im Beobachtungszeitraum (graue Kwe). Abbildungen mit
freundlicher Genehmigung modifiziert nacH®



HINTERGRUND 1

Auch in Bezug auf die Degeneration der Mitochondrzeigte sich eine Schlisselrolle der
Lipoxygenase-12/15. So fihrte eine LOX-12/15-Inbibhg zu einer signifikanten
Reduzierung von degenerierten Mitochondrien. Daaugammenhéngend wurde der durch
oxidativen Stress und Exzitotoxizitat bedingte AV@dust durch die LOX-12/15-Inhibition

nahezu komplett verhindé?.

Zusammenfassend lie sich also sowohl bei HT-2Re@als auch bei primaren Neuronen
eine positive Wirkung der LOX-12/15-Inhibition nadBlutamat-induziertem oxidativen
Stress zeigen, was auf eine Regulation der Caloumiostase, einer verminderten
Lipidperoxidation und eine protektive Wirkung aué ditochondrien zurtckgefuhrt wurde.
Im Gegensatz dazu hatte die Inhibition der LOX-Tereso wie die Inhibition der

Cyclooxygenasen keine protektive Wirkung auf diéezd®.

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Nach Schadel-Hirn-Trauma tragt die Entwicklung dekundaren Hirnschadens maf3geblich
zum Gesamt-Outcome bei. Die pathophysiologischemg&dwe der posttraumatischen
Hirnschadigung sind vielschichtig und bisher nigbtistdndig geklart. Ebenso fehlt bisher
eine kausale Therapiemdglichkeit zur Verringeruag sekundaren Hirnschadens nach SHT.

Ein Bestandteil der Entwicklung des sekundaren ddinadens nach SHT ist die
Zellschadigung durch reaktive Sauerstoffspezies maativem Stress. Eine Hemmung von
Lipoxygenasen ist in dieser Hinsicht aufgrund itBeteiligung an der Oxidation von Lipiden

ein mogliches Therapiekonzept.

Die im vorherigen Abschnitt dargestellten Ergebmikennten eine neuroprotektive Wirkung
einer 12/15-LOX-Inhibition zeigen. Aufbauend aufeskn Erkenntnissen war die
Fragestellung dieser Arbeit, ob Lipoxygenasen anater Entstehung des posttraumatischen
Hirnschadens eine Rolle spielen und ob durch eaerpakologische Inhibition auch in-vivo
eine Neuroprotektion erzielt werden kann. Hierbelltan verschiedene Parameter des

strukturellen Hirnschadens sowie physiologischamater untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fur die Versuche verwendeten wir mannliche C57tW&use mit einem Gewicht von 19-22g
und einem Alter von 6-8 Wochen (Charles River, k&gg). Die Tiere erhielten freien Zugang
zu Nahrung und Wasser und wurden bei einem 12hgHelt-12h-Dunkelheit-Zyklus

gehalten.

Alle beschriebenen Prozeduren sind im Einklang deih Richtlinien der Regierung von
Oberbayern tber die Durchfihrung von Tierversuctitenzeichen 55.2-1-54-2531-118-
05) durchgefihrt worden. Die Konzipierung der Stuéifolgte nach den Leitlinien des
National Centre for the Replacement & ReductionAofmals in Research (NC3Rs), der
sogenannten ARRIVE-Guideliff&.

2.2 Narkose

Die Narkoseeinleitung erfolgte in einer abgesctdosBeatmungskammer mit 4% Isofluran
(Aesica Queenborough Limited, Queenborough, KermreMigtes Konigreich; Vernebler:
Forene Vapor 19.3, Drager, Lubeck), bis die Stdleke erloschen waren. Unmittelbar
hierauf erfolgte das Einspannen in eine sterectetkéi Halterung mittels Nasenklemme und
Gaumenplatte (Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA)r Aufrechterhaltung der Narkose
beatmeten wir die Tiere anschlie3end Uber einedBssnaske mit einem Gemisch aus 1,2 %
Isofluran, 30 % Sauerstoff und 69 % Lachgas.

Die Korpertemperatur der Versuchstiere wurde nighdiner Heizplatte, welche Uber eine
rektale Sonde rickgekoppelt war, bei konstant 3g&Balten (FHC, Bowdoinham, ME,
USA).

Postoperativ wurden die Tiere mit Metamizol (200kgdkG) analgetisch versorgt.
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2.3 Chirurgische Praparation und Traumainduktion

Fur die Induktion eines standardisierten und repzabaren Schadel-Hirn-Traumas wurde
das Controlled-Cortical-Impact-Modell (CCIl) verwerd Hierbei wird mit einem durch
Pressluft betriebenen Stempel eine reproduziebantusion erreicht. Die Eindringtiefe wird
hierfir mittels einer Mikrometerschraube genau egtgllt. Mithilfe eines Sensors im Gerat
kénnen zudem die Kontaktzeit und die Geschwindigtes Bolzens bestimmt und reguliert

werden.

Die Tiere wurden in eine stereotaktische Halterugiggespannt und es wurde ein
paramedianer Hautschnitt angelegt und die Galddaraniotomieareal entfernt. Mithilfe eines
Prazisionsbohrers (Rewatronic Products, Wald-Mizheth; Bohrkopf GD890R, Durchmesser
0,6mm, Aesculap, Tuttlingen) wurde eine rechtsqtale Kraniotomie ohne Verletzung der
Dura Mater durchgefuhrt. Zur Vermeidung von Hitzesten erfolgte eine kontinuierliche
Spulung mit 0,9%-iger Kochsalzlésung. Paramediarrderuder Schédelknochen intakt
belassen, so dass die Knochenplatte entlang detlenmit Schédelnaht nach medial

aufgeklappt werden konnte.

O

Schematische Darstellung der Stempellokalisation fu die
Traumaapplikation (hellgrauer Kreis). Der dunkelgrau markierte Knochenabschnitt
des Os parietale wurde zuvor durch anteriore, latestle und dorsale Kraniotomie
losgeldst und nach medial aufgeklappt.
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Das Tier wurde anschlieBend unter dem CCI-GerdPosition gebracht, wobei auf eine
senkrechte Stellung des Bolzens auf der Dura nggachtet wurde. Mit einer Eindringtiefe
von 1 mm, einer Geschwindigkeit von 8 m/s und ekentaktzeit von 150 ms erfolgte nun

die Traumainduktion.

Unmittelbar danach wurde die Kraniotomie durch Reganierung des zuvor hochgeklappten
Knochenstlickes verschlossen, mit Fibrinkleber (\detB 3TM) versiegelt und der

Hautschnitt in Einzelknopftechnik (Etibond excelOb-verschlossen. Die Narkose wurde
beendet und die Tiere zurtck in ihre Kafige verbtathm eine Hypothermie zu vermeiden,

wurden die Tiere fur 60 Minuten nach Trauma beiGdhd 40% Luftfeuchtigkeit gehalten.

2.4 Medikamente und Chemikalien

2.4.1 Pharmakologische Hemmung der 12/15-LOX

Zur pharmakologischen Hemmung der LOX-12/15 verve¢enl wir 6,11-Dihydro-[1]benzo-
thiopyrano[4,3-b]indol (PD146176, Sigma Aldrich, Nthen), aufgelést in 98%
physiologischer, phosphat-gepufferter Kochsalzlgs(@®BS, engl. fur phosphate buffered
saline, Sigma Aldrich, Minchen) mit 2% DMSO (=Ditmgsulfoxid, Sigma Aldrich,
Minchen). PD146176 ist ein hochselektiver Inhibder Lipoxygenase 15. Es wurde bereits
in mehreren in-vivo Studien verwentf?® Auch in der in-vitro Studie unserer
Kollaborationspartner aus Marburg wurde PD146176 Bemmung der LOX-12/15
verwendet®. Zur Herstellung der Dosierungen wurde zunéchst &tammlésung mit einer
Konzentration von 40mg/ml hergestellt und bei -209elagert. Unmittelbar vor
Durchfiuhrung der Versuche erfolgte die Herstelluthgr einzelnen Dosierungen durch
Verdinnung der Stammlésung mit der PBS-DMSO-Ldsing.Tiere erhielten 0,4, 4, 6 oder
8 mg Wirkstoff pro kg Korpergewicht intraperitoneBlas applizierte Volumen schwankte je

nach Korpergewicht zwischen 20 und 25pl.
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2.4.2 Pharmakologische Hemmung der 5-LOX

Als LOX-5 Inhibitor wurde 2-[[4-chloro-6-[(2,3-dintbylphenyl)amino]-2-pyrimidinyl]thio]-
oktansaure (Biomol GmbH, Hamburg) verwendet. YSistlein kinstliches Derivat der
Pirinixic-Saure und entsteht durch eine artifidelleresterurfd®> Wahrend die pirinixidische
Saure selbst keine inhibitorische Wirkung besitipen einige ihrer Ester-Derivate eine
hemmende Wirkung auf die Lipoxygenase-5 und digosiimale Prostaglandin-E2-Synthase
(mPEG), wobei mit der GroBe der Ester die Hemmueg ldpoxygenase zu und die
Hemmung der mPEG abzunehmen sch¥At” Zunachst wurde eine Stammlésung mit einer
Konzentration von 60 mg/ml YS121 in 96% PBS und B#SO hergestellt und bei -20°C
gelagert. Unmittelbar vor Durchfihrung der Versuen®lgte die Herstellung der einzelnen
Dosierungen durch Verdinnung der Stammlésung. DeeeTerhielten 0,3 oder 0,6 mg/kg
Kdrpergewicht intraperitoneal. Das applizierte \fokn schwankte je nach Korpergewicht
zwischen 20 und 25 pl.

2.5 Bestimmung des Nekrosevolumens

2.5.1 Herstellung der Praparate

24 Stunden nach der Traumainduktion erfolgte digui@ der Tiere durch cervikale
Dislokation in tiefer Isoflurannarkose. Unmittelbdanach wurden die Hirne sorgfaltig
entnommen, in pulverisiertem Trockeneis gefrored bis zur weiteren Verarbeitung bei

-20°C gelagert.

Die Bestimmung des Nekrosevolumens erfolgte anmayem Kryoschnitten. Hierzu wurden
die Gehirne eingebettet (Tissue-Tek®, Sakura HFndierope, Zoeterwoude, NL) und
mithilfe eines Kryostaten (Cryostar MH 560, MicroMjalldorf) 10um dicke Schnitte in
Abstdnden von 500um angefertigt. Der erste Sclaritilgte hierbei 1000pum distal des
Bulbus oculi. Die Schritte wurden auf einem Objedder aufgesogen (SuperFrost®,
Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co KG, Sondhemmd nach Nissl mit Kresyl-Violett
gefarbt (siehe nachfolgendes Farbeprotokoll). Reo Viurden 14 Schnittebenen untersucht.
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Verwendetes Farbeprotokoll:
1. Fixierung der Schnitte mit 70% Ethanol fir 2 Mien

2. Farbung mit Kresylechtviolett fir 10 Minuten

3. Spulen durch dreimaliges Eintauchen in destide\Wasser

4. je zweimaliges Eintauchen in aufsteigende Allagiloe (70%, 96% 100%)
5. 2 Minuten Eintauchen in Isopropanol

6. zweimaliges Xylolbad( je 5 Minuten)

7. Eindeckeln mit Eukitt (O. Kindler GmbH & Co, Hoerg, Deutschland)

2.5.2 Histomorphometrische Bestimmung des L&sionsvolumens

Mit Hilfe eines Mikroskops (Olympus BX 41, Olympusjamburg) und einer daran
angeschlossenen Kamera (Olympus Camedia C5050, p0mHamburg) wurden digitale
Aufnahmen in 12,5-facher VergroBerung angefertite Lasionsflache wurde durch
manuelle Markierung mithilfe einer Auswertungssaites (Olympus DP-Soft, analySIS,
Version 3.2., Olympus, Hamburg) ermittelt (siehe bAbl4). Die Berechnung des
Lasionsvolumens erfolgte durch Aufsummierung derzelnen Lasionsflachen nach der
Formel A x 0,5+ A x 0,5+........ +A4 X 0,5.

Abbildung 14 Beispiel eines nach Nissl gefarbten Hirnschnitts in eingezeichneter
Markierung der Lasionsflache.
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2.6 Bestimmung des Hirnwassergehaltes

Zur Quantifizierung des Hirnddems bestimmten wim #ernwassergehalt mittels der Feucht-

Trockenmethode.

Hierzu wurden 24 h nach Trauma die Hirne entnommaschlielend wurde mithilfe einer
gekuhlten koronaren Metall-Hirn-Matrix (WPI, Berlindas Kleinhirn und die Bulbus
olfactorii entfernt und die Hemisphéaren an der #fiithie getrennt. Die Hemispharen wurden
gewogen (Wégeglas 35 x 30 mm, Schott AG, Jena),demen Feuchtgewicht (FG) zu
bestimmen. Zur Bestimmung des Trockengewichtes (aggrten die Hirne 24 Stunden bei
100°C in einem Trockenschrank (Memmert, Schwabaghyl wurden danach erneut
gewogen. Der Hirnwassergehalt ergibt sich nun auPdferenz der beiden erhobenen Werte
und wird in Prozent vom Ausgangsgewicht angegelbt#mwassergehalt (in %) = (FG-
TG/FG) * 100.

2.7 Bestimmung des Neuroscores

Zur Untersuchung der neurologischen Funktion wumienTiere jeweils unmittelbar vor und
24h nach Trauma mithilfe einer neurologischen Tasthe, dem sogenannten Neurological

Severity Score (=NS&¥ neurologisch getestet.

Hierzu wurden die Tiere zunachst in der Mitte eifsfens (Hohe ca. 1 cm) mit einem
Durchmesser von einem Meter positioniert. Das M&hader Tiere wurde beobachtet und
hinsichtlich des Gangbildes und des Suchverhaltensteilt. Zudem induzierten wir eine
Schreckreaktion (startle reaction). Im Anschlussdavurde die Fahigkeit der Tiere beurteilt,
Uber quadratische Holzstabe mit 3,2 und 1 cm Kéémege zu laufen (beam walk). Zum
Abschluss werteten wir, wie gut sich die Tiere amem rotierenden quadratischen bzw.
runden Stab festhalten konnten (grip test). Diesdeeinmal ohne Bewegung getestet und
anschlieBend wurde der Stab umgedreht und bewisgljbTiere mindestens mit einer Pfote
den Halt verloren. Wahrend der gesamten Beobacbkraitgsuchten wir Hinweise auf

eventuell vorhandene Paresen, das Vorhandenseinkemiparese wurde separat gewertet.

Die verschiedenen Tests wurden jeweils mit 0 bRugkten bewertet, wobei null das beste
und 20 Punkte das schlechteste Ergebnis darstiellte Tabelle 2).
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Verlassen eines Reifens (Durchmesser = 1 m, HOhd €m)

kte

verlasst Reifen innerhalb von 2 Minuten 0 Punkte
bleibt auf Begrenzung sitzen 0,5 Punkte
stellt sich an Begrenzung auf 1 Punkt
Verlasst Reifen nicht 2 Punkte
Suchverhalten
Aktive Suche 0 Punkte
Sucht verlangsamt, macht Pausen 1 Punkt
Bleibt sitzen 2 Punkte
Schreckreaktion (startle reaction) auf Handeklatsclen
Normale Schreckreaktion (Zusammenzucken, Flucht) Purikte
Verringerte Reaktion (nur leichtes Zucken, Veriarnn Position) 1 Punkt
Keine Bewegung nach Klatschen 2 Punkte
Laufen
Lauft gerade 0 Punkte
Weicht zu einer Seite ab 1 Punkt
Keine Bewegung 2 Punkte
Hemiparese
Keine Hemiparese 0 Punkte
Leichtes Hinken der linken Hinterpfote 1 Punkt
Hemiparese links 2 Punkte
Balancieren auf Balken mit quadratischem Querschnit(LAnge 1 m; Breite 2,5/1,9/0,9 cm
Fehlerfreier Lauf Gber Balken je 0 Punkte
RegelmaRiges Abrutschen, Kauern je 1 Punkt
Herunterfallen vom Balken je 2 Punkte
Greiffunktion (Stab eckig 0,5 x 0,5 cm; Stab rund d= 0,5 mm)
Halten mit allen 4 Pfoten trotz Schitteln je 0 |en
Halten mit 3 Pfoten nach Schitteln je 0,5 Pun
Herunterfallen durch Schutteln je 1 Punkt
Halten nicht moglich je 2 Punkte

Beurteilungskriterien des Neurological Severity Sare (NSS) zur Beurteilung

des neurologischen Outcomes nach Schadel-Hirn-Trausn
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2.8 Experimentelle Gruppen

In einer ersten Studie untersuchten wir die Auswik der LOX-12/15-Inhibition auf das
Nekrosevolumen 24h nach CCI. Hierzu erhielten dierel (Gruppengrof3e n=10) jeweils
verblindet und randomisiert entweder eine intrdpagale Injektion des spezifischen LOX-
12/15-Inhibitors PD146176 in den Dosierungen 0,4kag4 mg/kg, 6 mg/kg bzw. 8 mg/kg
oder zur Kontrolle eine intraperitoneale Injektaer Tragersubstanz (98% PBS/ 2% DMSO).

Die Bestimmung des Hirnwassergehaltes und die Erigedes Neuroscores erfolgten in einer
weiteren Versuchsreihe. In dieser wurde den Tievesderum verblindet und randomisiert
intraperitoneal der spezifische LOX-12/15-InhibitBD146176 in den Dosierungen 0,4
mg/kg bzw. 4 mg/kg injiziert (Gruppengrof3e n=7).a8ANln der ersten Studie erhielt die
Kontrollgruppe eine Injektion mit 2%-DMSO.

Die Wirkung der LOX-5-Inhibition auf das Nekroseumoien untersuchten wir analog zu den
LOX-12/15-Versuchsreihen durch eine verblindete urahdomisierte intraperitoneale
Injektion des spezifischen LOX-5-Inhibitors YS121 den Dosierungen 0,3 mg/kg oder 0,6
mg/kg bzw. einer Kontrollinjektion von 4%- DMSO (@pengrélRe jeweils n=10).

Die Zuordnung der Tiere zu den Versuchsgruppen &uitt jedes Einzeltier per Los
bestimmt. Diese Randomisierung und die unmittelldarauf folgende Injektion der
Inhibitoren erfolgten verblindet. Wahrend des gesanVersuchsablaufes und der gesamten
Auswertung war der Untersucher hinsichtlich deiziajten Substanzen und Dosierungen und
damit hinsichtlich der Gruppenzugehdrigkeit der r&ieverblindet. Die Entblindung und
Zuordnung zu den Versuchsgruppen erfolgte erst rdmhvollstandigen Erhebung und

Auswertung der einzelnen Zielparameter.

2.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe d@sogramms SigmaPlot (Systat Software,
Inc. ©2011). Mit einem angestrebten Signifikanzawevon 0,05 und einem angestrebten
Fehler 2. Art von 0,2 ergab sich bei einer angeneman biologisch relevanten Differenz von

30% und einer mutmalllichen Standardabweichung v6Pb Iim Hinblick auf das
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Nekrosevolumen und das Hirnddem eine errechnetppg@ngrof3e von mindestens 8 Tieren.
Aufgrund der geringen Gruppengrof3e wurde von eineicht-normalverteilten
Untersuchungspopulation ausgegangen. Als statigtistethode verwendeten wir daher eine
Varianzanalyse (Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks) fitie Gesamtdaten. Vergleiche
zwischen den Gruppen erfolgten durch einem WilceRangsummentest (rank sum test).
Zur besseren Ubersichtlichkeit werden die Werte ndeh als Mittelwert (MW) =+
Standardabweichung (SD, fir engl. standard deviptiargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Standardisierungsreihe

Um zu uUberprifen, ob das Controlled-Cortical-Impdodell beherrscht wurde, wurde eine
Standardisierungsreihe durchgefuhrt. Zur Bestimmdag primaren Hirnschadens erfolgte
die Hirnentnahme bei einer Versuchsgruppe nach ituteh (n=11), die Evaluation des
sekundéaren Hirnschadens erfolgte bei einer zweersuchsgruppe durch Hirnentnahme
nach 24 Stunden (n=10).

Das Lasionsvolumen 15 Minuten nach CCI betrug inttéli8,3 mm3 + 3,6 mm3, das

Lasionsvolumen 24 Stunden nach Trauma im Mitteb 3dm3 + 4,3 mms.

M1 Mwisp

40 -

30

20

Lasionsvolumen in mm?3

10 - ‘I' Sekundérschaden

- Primartrauma

0 ; '
15 Minuten 24 Stunden

Zeitpunkt nach Trauma

Ergebnisse der Standardisierungsreihe. Nekrosevahen 15 Minuten und
24 Stunden nach Controlled-Cortical-Impact, dargesllt sind die Mittelwerte und die
Standardabweichung.
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3.2 Einfluss der LOX-12/15-Inhibition auf das Nekrosevolumen

nach experimentellem SHT

Um den Einfluss der Lipoxygenase-Inhibition auf ddskrosevolumen zu bestimmen,
wurden 10 Minuten vor der Traumainduktion verblingderschiedene Konzentrationen des
LOX-Inhibitors PD146176 intraperitoneal injizie24 Stunden nach CCI wurden wie oben
beschrieben die Hirne entnommen und mikroskopisatersucht. Die GruppengrofRe der
Kontrollgruppe betrug 21 Tiere, da die Versuchezimei Etappen durchgefuhrt wurden
(zunéachst der Vergleich der Gruppen mit den Dosgen 0,4 mg/kg Korpergewicht (=KG),

4 mg/kg KG und einer Kontrollgruppe von 10 Tieranschliel3end eine Versuchsreihe mit
den Dosierungen 6 mg/kg KG, 8 mg/kg KG und eineiteven Kontrollgruppe von 11

Tieren). Alle anderen Versuchsgruppen schlossen Zégre ein. Alle Tiere Uberlebten bis

zum geplanten Versuchsende (24 Stunden nach CCI)

Die Kontrollgruppe zeigte 24 Stunden nach experiglesm Schadel-Hirn-Trauma ein
mittleres Nekrosevolumen von 23,5 mm?3 + 2,7 mm% Biruppe, die PD146176 in einer
Dosierung von 0,4 mg/kg KG erhalten hatte, wiessggmifikant geringeres Nekrosevolumen
auf mit einem mittleren Lasionsvolumen von 20,8 mr3 mn? (p=0,039). Nach Gabe von
hoherem Dosen des LOX-Inhibitors zeigten sich wikitegeringere Lasionsvolumina als in
der Kontrollgruppe, ohne dass die Ergebnisse jedidam$ angestrebte Signifikanzniveau
erreichten. Hierbei ergab sich fir die Versuchpgeumit der Dosierung von 4 mg/kg KG ein
durchschnittliches Nekrosevolumen von 21,0 mm35:-mm3, wobei das Signifikanzniveau
beim statistischen Test mit den Mittelwerten jeddctapp nicht erreicht wird (p=0,058).
Auch die Versuchsgruppen mit einer Dosierung vanggkg KG (22,8 mmz+ 2,7 mn?) und
einer Dosierung von 8 mg/kg KG (23,5 mm2,7 mnT) wiesen noch ein gering reduziertes

Nekrosevolumen im Vergleich zur Kontrolle auf.
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Gruppe N Mittelwert Std.Abw. Std.Feh. Median
Kontrolle 21 23,5 2,6 0,6 23,2
0,4 mg/kg| 10 20,8 4,3 1,4 21,4

4 mg/kg 10 21,0 4.6 1,4 20,6
6 mg/kg| 10 22,8 2,7 0,9 22,2
8 mg/kg 10 23,5 2,7 0,9 24,5

Deskriptive Statistikwerte der Versuchsreihe mit LOX12/15- Inhibitoren.
Darstellung der Gruppengréf3e, des Mittelwertes, deiStandardabweichung (Std.Abw.),
des Standardfehlers (Std.Feh.) und des Medians
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Kontrolle 0,4mg/kg 4 maglkg 6 mg/kg 8 mg/kg

Nekrosevolumen 24 Stunden nach Controlled-Corticalmpact, dargestellt
sind die Mittelwerte und der Standardfehler. Das Nkrosevolumen in der
Versuchsgruppe, die den LOX12/15-Inhibitor in einerDosierung von 0,4 mg/kg KG
erhalten hatte, war signifikant geringer als in derKontrollgruppe (p=0,039).
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3.3 Einfluss der LOX-5 Inhibition auf das Nekrosevolumen

nach experimentellem SHT

Die Anwendung des 5-LOX-Inhibitors 10 Minuten vo€[Czeigte in den Dosierungen 0,3
mg/kg und 0,6 mg/kg keinen Einfluss das Nekroseweln 24 Stunden nach
Traumainduktion. In der Kontrollgruppe ergab seth mittleres Nekrosevolumen von 27,1 +
4,5 mni. In den Therapiegruppen zeigte sich bei der Dosrmit 0,3 mg/kg KG ein

durchschnittliches Nekrosevolumen von 27,21 + 4r8°mand bei einer Dosierung von 0,6

mg/kg KG ein Mittelwert von 27,40 + 4,4 nitrKein Tier verstarb vor Ende des Versuchs.

Gruppe N Mittelwert Std.Abw. Std.Feh. Median
Kontrolle 8 27,1 4,5 1,6 26,3
0,3 mg/kg 8 27,2 4,5 1,6 26,8
0,6 mg/kg 8 27,4 4,4 1,6 27,2

Deskriptive Statistikwerte der Versuchsreihne mit LOX5- Inhibitoren.
Darstellung der GruppengrofRe, des Mittelwertes, deiStandardabweichung (Std.Abw.),
des Standardfehlers (Std.Feh.) und des Medians
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MW +SD

30 1

25 1

Lasionsvolumen in mm?
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Kontrolle 0,3 mg/kg KG 0,6 mg/kg KG

Nekrosevolumen 24 Stunden nach Controlled-Corticalmpact, dargestellt
sind die Mittelwerte und die Standardabweichung. Neh Hemmung der Lipoxygenase-5
mittels YS121 in den Dosierungen 0,3 mg/kg KG und,® mg/kg KG zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede der Lasionsvolumina.
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3.4 Einfluss der LOX-12/15-Inhibition auf das

posttraumatische Hirnédem nach experimentellem SHT

Der Hirnwassergehalt der traumatisierten und dentriatateralen, nicht-traumatisierten
Hemisphare betrugen 81,8% + 1,5% bzw. 82,0% + 110% waren damit um ca. 3%
gegeniber dem Normwert von 79% erhoht.

In unserer Studie lasst sich kein Effekt der Lipgetyae-12/15-Inhibition auf die 6demattse
Gewebeschwellung der vom Trauma betroffenen Herdigpmachweisen. Eine diskrete
Minderung des Hirnwassergehaltes zeigt sich alggliin der kontralateralen Hemisphare,
d.h. der nicht unmittelbar vom Primartrauma be@oén Seite. Hier sinkt der
Hirnwassergehalt unter Medikation mit PD146176&Wub% + 1,2% bei einer Dosierung von
0,4 mg/kg KG und auf 80,8% + 1,3% bei einer Dosigrvon 4 mg/kg KG. Dieser Effekt
erreicht jedoch nicht das statistisches Signifikeweau (p = 0,07).

Gruppe N Mittelwert | Std.Abw. Std.Feh. Median
Kontrolle Trauma 7 81,8 1,5 0,6 81,7

Kontrolle kontralateral 7 82,0 11 0,4 81,8
0,4 mg/kg Trauma 7 81,7 1,7 0,6 82,1

0,4 mg/kg kontralateral 7 80,5 1,2 0,5 80,5
4 mg/kg Trauma 7 82,0 1,1 0,4 81,8

4 mg/kg kontralateral 7 80,8 1,3 0,5 80,6

Tabellarische  Darstellung der Ergebnisse: Bestimmuyp des

Hirnwassergehaltes (in Prozent des Gesamtgewichtesach Lipoxygenase-12/15-
Hemmung. Darstellung der GruppengrtfRe, des Mittelwetes, der Standardabweichung

(Std.Abw.), des Standardfehlers (Std.Feh.) und dededians
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Abbildung 18 Hirnwassergehalt 24 Stunden nach Controlled-Cortichlmpact,
dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardalveichung. Das posttraumatische
Odem der kontralateralen, nicht traumatisierten Hemisphare (hellgrau eingefarbt) zeigt
nach eine Lipoxygenase-Hemmung eine tendenzielle dRektion (p=0,07).
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3.5 Einfluss der LOX-12/15 Inhibition auf das neurologische

Outcome nach experimentellem SHT

Alle Tiere wurden vor Randomisierung mit dem Neagital Severity Score (=NSS)
untersucht. 24 Stunden nach Trauma wurden die Tamedog der Ausgangstestung im
gleichen Versuchsaufbau erneut untersucht. Andddid wurde fur jedes Tier die Differenz

aus dem Ergebnis nach Trauma und dem Ergebnisraomi errechnet.

Hierbei zeigt sich in der Kontrollgruppe eine dwgchnittliche Verschlechterung des
neurologischen Outcomes um 5,1 + 2,0 (Median 5,85NPunkte. Die Gruppe, die den
LOX12/15-Inhibitor in einer Dosierung von 0,4 mg/K& erhalten hatte, verschlechterte sich
durch das Trauma um durchschnittlich 3,4 £ 0,7 NPai8kte (Median 3,0) und zeigte damit
ein tendenziell besseres Outcome als die Kontigbige, ohne jedoch ein Signifikanzniveau

von 0,05 zu erreichen (p= 0,054).

Die Versuchstiere, die eine LOX12/15-Inhibition @ner Dosierung von 4 mg/kg KG
erhielten, hatten nach Trauma ein um durchschufitf,6 + 1,6 Punkte schlechteres NSS-
Ergebnis und liegen damit im Mittel zwischen demkollgruppe und der Gruppe mit einer
Dosierung von 0,4 mg/kg KG.

Gruppe N Mittelwert Std.Abw. Std.Feh. Median
Kontrolle 7 51 2,0 0,8 5,0
0,4mg/kg 7 3,4 0,7 0,3 3,0

4mg/kg 7 4,6 1,4 0,5 4,0

Deskriptive Statistikwerte der Versuchsreihe zur Betimmung des Neuroscores
bei Lipoxygenase-12/15-Hemmung. Darstellung der GppengroRe, des Mittelwertes,
der Standardabweichung (Std.Abw.), des Standardfebts (Std.Feh.) und des Medians
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MW £SD

0 T
Kontrolle

Differenz Neuroscore posttraumatisch - pratraumatisch

0,4 mgkg KG

4 mg/kg KG

Differenz des posttraumatischen Neurological Seveay Score (=NSS) zum
pratraumatischen NSS. Die Lipoxygenase-12/15-Hemmgnin der Dosierung von 0,4
mg/kg KG bewirkt eine tendenzielle Verbesserung desheurologischen Outcomes

(p=0,07).
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4. Diskussion

4.1. Diskussion der Methoden

4.1.1. Controlled-Cortical-Impact-Mausmodell

Aufgrund der vielfaltigen Ursachen und multiplenthmgohysiologischen Mechanismen, die
beim Schédel- Hirn- Trauma und der nachfolgenddstBnung des sekundaren Hirnschadens
eine Rolle spielen, ist es nicht moglich, ein Mddal erstellen, das alle diese Prozesse
komplett abbildet. Vielmehr ist es nétig, untergchiche und sich erganzende Modelle fir
Teilaspekte der Pathophysiologie des Schadel-Hiauwfias zu nutzé. Uber die letzten
Jahrzehnte wurden hierzu mehrere Tiermodelle ztoré&hung der Pathophysiologie des
SHTs entwickelt.

Als das am weitesten verbreitete Tiermodell fur iksile Schadelhirntrauma gilt aktuell das
Fluid-Percussion-Injury-Modéft®?** Dieses Modell nutzt zur Induktion des Traumasein
schnellen Flissigkeitsbolus, der auf die intakteaDauftrifft und sekundér konzentrisch in
den Epiduralraum eintrftt’. Durch Veranderung der Menge des Fliissigkeitsbiéum die
GroRRe des Primartraumas beeinflusst werden. Dies gésteuert, indem ein Pendel auf ein
Flussigkeitsreservoir fallen gelassen wird, wolei Eallhéhe und das Gewicht des Pendels
die Grolle und Schnelligkeit des Flussigkeitsbohus$ somit das Ausmalf? der Lasion bedingt.
Zudem konnen unterschiedliche Applikationsorte erdet werden (z.B. lateral, parasagittal,
oder in der Mittellinie), die die Lokalisation desimarschadens und somit die aus dem SHT

resultierenden neurologischen Defizite bestimfhett®

Das von uns verwendete Controlled-Cortical-impacidell wurde erstmals 1988 von
Lighthall fur das Frettchen beschrieb€nund spéter fiir kleinere Nager (z.B. Rattémund
Mausé'®) weiterentwickelt. Wie beim Fluid-Percussion-Mddelird zur Induktion des
Traumas die Schéadelkalotte ertffnet, sodass digiti@nde Kraft des Stempels unmittelbar
auf die Dura Mater wirkt. Dies ermdglicht eine katflierte und reproduzierbare
Priméarlasion. Nach SHT wird der Schadel wieder sldsssen, um die Entwicklung eines

intrakraniellen Druckanstieges zu ermoglichen.

Im Gegensatz dazu besteht bei Modellen, bei dergeKrdfteinwirkung auf die geschlossene
Schéadeldecke erfolgt, eine grolRere Variabilitdt Bezug auf die daraus entstehende
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Primarlasiof®?** Ein Beispiel fiir ein derartiges Modell ist dasnvMarmarou et al.
entwickelte, modifizierte Weight-Drop-Mod&f?® bei dem ein Gewicht aus einer
bestimmten H6he durch ein Fihrungsrohr auf den d&thdes Versuchstieres fallen gelassen
wird. Die Gré3e des Primartraumas kann dabei ddashgewdahlte Gewicht und die gewahlte
Fallhéhe reguliert werdéf?. Auf dem Schadelknochen wird eine Metallplatteetmgcht, um
Knochenfrakturen zu verhindern. Des Weiteren wiedl 8chadel des Versuchstieres nicht
fixiert, sondern auf einem Schaumstoffpolster getagHierdurch werden ein Ausweichen
und Zurickfedern des Kopfes und dadurch die Enisigheines Coup-Contrecoup-
Verletzungsmusters ermdoglicht, allerdings zum Preiger hoéheren Variabilitat des
Primartraumas und daher einer geringeren Reprothazieit?®. Des Weiteren wurden auch
Varianten des Weight-Drop-Modells mit direkter Kehwirkung auf die Dura
beschriebeft”. Der Versuchsablauf beinhaltet hierbei analog 2D@I eine Trepanation,
anschlieBend wird ein Metallstempel auf die Duxzeft, auf den dann das Gewicht aus einer
definierten HOhe fallen gelassen wird. Auch in dresVarianten wird der Kopf des
Versuchstieres nicht fest fixiert, was die Gefahinee Rebound-Verletzung beim

Zuriickfedern des Kopfes birgt und daher die Reprimibarkeit beeintrachtigen kaiif

Insgesamt ist die bessere Kontrollierbarkeit des&traumas aufgrund des rigiden Bolzens
ein deutlicher Vorteil des von uns verwendeten @uleid-Cortical-Impact-Modells
gegeniiber dem Fluid-Percussion-Injury-Modell unchdé/eight-Drop-Modell?*® so kann
neben Geschwindigkeit und Kontaktzeit auch die Engliefe des Bolzens genau reguliert
werderr®>, wahrend diese Parameter bei den anderen genaivelellen nur indirekt

kontrolliert werden kénnen.

Die zur Durchfihrung des CCI notwendige Trepanatimss ohne Verletzung der Dura
durchgefuhrt werden, um eine weitergehende undtnsthndardisierte Verletzung des
Gehirns zu vermeiden. Es ist jedoch nicht ausgesskh, dass die Trepanation selbst
dennoch einen Effekt auf das Traumamodell hat. &gte sich zum Beispiel in einer Studie

eine verstarkte Degeneration von hippocampalen dweur nach Trepanatitfi.
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A. Fluid-Percussion-Modell
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Abbildung 20Schematischer Vergleich der Versuchsanordnungen bé&iluid-Percussion-
Modell, beim Weight-Drop-Modells nach Marmarou und beim Controlled-Cortical-

Impact-Modells nach Lighthall (modifiziert nach 2%
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Das Controlled-Cortical-Impact-Modell fihrt sowdbei der Ratte als auch bei der Maus zu
einem ausgepragten kortikalen Schaden und zum hMjadg von grauer und weil3er
SubstanZ®?#® Daneben kénnen auch Neuronen im ipsilateralenpetipmpus, Gyrus
dentatus oder Thalamus und sogar Strukturen deerGege durch das Trauma zu Grunde
gehen, wobei die GroRRe der betroffenen Areale hiarhmittelbar durch die Regulation des
Traumas geregelt werden k&Htt'® Durch diese Verletzungsmuster stellt das Cormtdoll
Cortical-Impact-Modell ein gutes Abbild einer Koston des Gehirns dar. Wie bereits
beschrieben (Kap. 1.1.4), sind Kontusionen einer d&auptanteile des primaren

Hirnschadens.

Die physiologischen Vorgange nach einem CCI-Traunwalellieren die Pathophysiologie
des sekundaren Hirnschadens beim Mengéhen So lassen sich  sowohl
Entziindungsvorgang@?*°als auch oxidativer Stréd5%*?und Apoptos&°?% nachweisen.
Eine ausgedehnte Stérung der Blut-Hirn-Schrankebim CCI ebenfalls atit

Auch die funktionellen Defizite, die bei den mit @oolled-Cortical-Impact-Modell
traumatisierten Tieren auftreten, bilden einen @&ib@er Symptome beim Menschen n&th
So lassen sich bei den Versuchstieren unter ander&mdachtnisdefizifé®,
Lerneinschrankungél und fokal-neurologische Defizite wie Hemi- oder méparesefi®

nachweisen und durch verschiedene neurologischeeéFtzhren reliabel evaluieré&h.

Das in der aktuellen Studie verwendete CCI Traumsgpeicht einem schweren Schéadel-Hirn-
Trauma beim Menschen; Ziel ist, ohne Mortalitateeausreichend grof3e Lasion zu erzielen,
um durch einen Therapie Unterschiede zeigen zué@niDie von uns gewahlten Parameter
(8 m/s, 1 mm Eindringtiefe) zeigten in der Standaedungsreihe ein gut quantifizierbares
sekundares Nekrosevolumen und eine nahezu 100%Ygelebensrate. Dies ist auch in

Einklang mit Ergebnissen einer vorangegangeneni&det Arbeitsgrupg®.

Ein Nachteil des CCI in der verwendeten Starke jestloch das Fehlen eines
Hirnstammtraumas. Dies resultiert in gewissen Hird@tkungen in Bezug auf die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse von Tierversuchdérdam Menschen, da beim Menschen in
bis zur Halfte der Falle eine Hirnstammbeteiligibeschrieben wird® und diese mit einer
deutlichen Prognoseverschlechterung einhefgfettdm regelhaft eine Hirnstammbeteiligung

hervorzurufen, ware jedoch eine hohe CCI-Intensiatwendig, die mit einer stark
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gesteigerten Mortalitdt einhergehen wirde. Diesdeleine systematische experimentelle
Untersuchung erschweren und ware auch tierschitiickcbedenklich.

In Anbetracht aller geschilderten Aspekte stellts daontrolled-Cortical-Impact-Modell

insgesamt ein hervorragendes Modell einer trauctais Kontusion daf.

4.1.2. Verwendete Medikamente

PD146176

In unserer Studie strebten wir eine hohe Selektivitei der Inhibition der untersuchten
Enzyme an. Zur Inhibition der Lipoxygenase-12/1Bmendeten wir den Inhibitor PD146176.
Sendobry et al. untersuchten die pharmakologistezhanismen dieses LOX-Inhibitors und
konnten zeigen, dass PD146176 beim Hasen hochisedektdie LOX-15 wirkt, wahrend die
LOX-5 nicht und die Cyclooxygenasen nur minimalib#esst werdef{®. Bei der Maus als
Versuchstier wurde mit diesem Inhibitor bereitseeMielzahl von Studien durchgefihrt,
welche eine groRe Bandbreite von Themen umfasserura Beispiel die Tumorgenese von
kolorektalen Karzinomén®, inflammatorische Erkrankungen wie Arthrithis und die
Pathophysiologie von neurodegenerativen ErkrankeffijeNach unserer Kenntnis sind
bisher keine gravierenden Nebenwirkungen beschrieb@orden. Die in-vitro
Voruntersuchungen  konnten  zeigen, dass bei uniedidnen neuronalen
Zellschadigungsmechanismen eine spezifische PDB4®ditkung auf Neurone bestéfft

Deswegen erfolgte die Untersuchung auch in-vivocheiser Substanz.
YSi21

Die Gruppe von Werz et al. konnte mittels YS12ledreduktion der LOX-5-Produkte um
ca. 70% erzielén”. Uber die Wirkungsweise bei der Maus als Versuehsind uber
eventuelle Nebenwirkungen gibt es unserer Kenntiaish leider nur eine unzureichende
Studienlage. Die in-vivo-Versuche zur Wirksamkeitrden bei der Ratte durchgefiffift
Wir wahlten YS121 aufgrund der in-vitro-Vorergelsas
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Isofluran

Fur das verwendetes Anasthetikum Isofluran wurdemosl protektivé* als auch negative
Effekte auf die Entwicklung eines sekundéaren Himagtens beschrieben. So erhdhte eine
Narkose mit Isofluran den Hirnwassergehalt in tratisierten Tieren signifikant starker als
eine Narkose mit Sevofluran. Als Ursache hierflrrdeu eine Beeinflussung der tight-
junctions der Bluthirnschranke propagfétt Im Gegensatz hierzu wurde bereits eine
protektive Wirkung auf hypoxische Neurone besclerelwelche auf eine Verminderung der
Apoptose zuriickgefiihrt wurtfé Eine tiefere Sedierung mit hoheren Dosierungen an
Isofluran (1,67 miminale alveoldre KonzentrationA®) resultiert des Weiteren in einem
groReren Nekrosevolumen und einem schlechtererologischen Outconfé. In unserer
Studie versuchten wir durch eine standardisiertekd&e aller Tiere der verschiedenen
Versuchsgruppen den Einfluss der Isofluranwirkung insere Ergebnisse zu eliminieren.
Die verwendete Konzentration (zwischen 1 und 1,duMenprozent) entspricht zudem
weniger als 1,0 MAC fur Isofluran und liegt somriter den in den vorangegangenen Studien
verwendeten Dosen, fur welche negative Effekte gawfesen wurden. Auch die Dauer der
Narkose von weniger als 15 Minuten liegt unter fierdie meisten Effekte beschriebenen

Mindestdauef 5-246-248

DMSO

Die Ldslichkeit beider verwendeter Inhibitoren in a®éer ist schlecht, sodass eine
Stammldésung unter der Zugabe des organischen Lésutigls DMSO angefertigt wurde
(siehe Methodenteil). Mehrere Studien konnten bemgigen, dass DMSO unter anderem die
Entwicklung einer 6dematdsen Schwellung hefitnDiese Wirkungen treten bereits bei sehr
geringen Konzentrationen &t sodass auch in der hier durchgefiihrten Studiereéhen der
spezifischen LOX-Inhibition bestehende DMSO-Wirkunght ausgeschlossen ist. Auch
schadliche Wirkungen von DMSO auf das neurologisChiicome nach experimentellem
Schéadel-Hirn-Trauma bei der Maus wurden bereitshrésbei®. Da die Kontrollgruppe
jedoch eine Vehikellésung mit identischer DMSO-Kenization erhielt, ist eine mdgliche

DMSO-Wirkung bei allen Gruppen gleich ausgepragt.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 LOX-12/15-Inhibition verringert den posttraumatischen Hirnschaden nach

experimentellem Schéadel-Hirn-Trauma

Die in unserer Studie erhobenen Ergebnisse zeigtmalig in vivo, dass eine Inhibition der
Lipoxygenase-12/15 vor Trauma das Gesamtvolumen ddisnschadens nach
Schadelhirntrauma verringert. In-vitro konnte ber@iachgewiesen werden, dass eine LOX-
12/15 Inhibition das Gesamtiberleben von neuronaelien nach glutamatinduziertem
Schaden verbess&ft In-vivo ist die 12/15-Lipoxygenase an einer Va#z von
pathophysiologischen Prozessen des ischamischesdHadens beteiligt. Eine Inhibition der
LOX-12/15 verbesserte hier in mehreren experimimeStudien mit unterschiedlichen
Schlaganfallmodellen das neurologische Outcdfife” Eine weitere Studie konnte
experimentell bei globalem hypoxischen Hirnschadanh Herzstillstand eine signifikante
Erh6éhung der Lipoxygenase-12/15-Spiegel im Gehanhweisen und eine Prognose- und
Outcomeverbesserung durch die LOX-12/15-Hemmunger&f. Die zerebrale Ischamie
spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung destpaumatischen Hirnschadens, sodass eine
positive Beeinflussung dieser Komponente durch &€@X-12/15-Inhibition neuroprotektiv
sein sollte. Die mdglichen Mechanismen, Uber diepdetektive Effekt vermittelt sein kann,
sind vielfaltig und betreffen alle Teilaspekte dEntwicklung eines posttraumatischen

Hirnschadens (siehe Kap 1.1.4)

Posttraumatische Odementwicklung

Das post-traumatische Hirnddem setzt sich aus zkenplementaren Komponenten
zusammeft®, dem zytotoxischen Odem, welches vor allem dureilszhwellung der
Astrozyten entstefit’, und dem vasogenen Odem, welches durch eine $tolemBlut-Hirn-
Schranke bedingt fSY.

Traditionell wird fir den Zeitraum der ersten 24ach Trauma bereits ein kompliziertes
Verhaltnis zwischen vasogenem und zytotoxischemnOde verschiedenen Hirnregionen
postuliert. Das vasogene Odem resultiert dabei ieseth Zeitpunkt vor allem aus der
Primarlasion, innerhalb derer die Blut-Hirnschramkechanisch geschadigt wufefe Jedoch
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hat zu diesem Zeitpunkt das zytotoxische Odem sbwolder fokalen als auch in der
perifokalen Zone und global im Gehirn bereits eigedl3ere Bedeutung fir das
GesamtodeRi™. Als mogliche Ursache fiir ein globales Hirnddenrdweine reduzierte
zerebrale Durchblutung nach Schadel-Hirn-Traumagyeert, die zu multiregionalen oder

globalen ischamischen Zustanden &5t

Ist die Versorgung mit energieliefernden Substanzen gering, kann es zu einem
Funktionsverlust der NaK*-ATPase kommen. Dies fiihrt zu einem Netto-Einstimm Na -
lonen aus dem Extrazellularraum in die Zelle undchitlzu einer Zellschwellung aufgrund
eines osmotisch bedingten Wassereinstrom. Diesegavig wird durch eine Depolarisierung
der Zelle beschleunigt, da zur Wiederherstellunge®i Ruhepotentials nach einer
Depolarisation mehr Energie bendtigt wird als zwinen Aufrechterhaltung des
Membranpotentials. In der Tat ist in der posttratischen Phase eine sich zirkular
ausbreitende kortikale (Streu-)Depolarisation bekawlie sogenannte Cortical Spreading
Depolarization (=CSDB§°. Diese CSD tritt zum ersten Mal innerhalb von Memnach der
Lasion auf und kann im sich Verlauf von Stunden Bégen mehrfach wiederhoféh Die
CSD breitet sich vom Ort des Primartraumas Ubergesamte Hirnoberflache aus und ist
gekennzeichnet durch eine nahezu vollstiandige [Bepation der Neuronen und der
Astrozyteri®®?*® was zum einen zu einer massiven Ausschiittung Transmittern, unter
anderem Glutam&t, und aufgrund des oben beschriebenen Mechanismuseizer
Zellschwellung im Sinne eines zytotoxischen Odefitsrtf In gesunden Hirnarealen fiihrt
eine CSD nicht zum Untergang der Zefign

Eine Hemmung der Ne&K*-ATPase durch die Reaktionsprodukte der Lipoxygenaist
bereits mehrfach beschrieben wordér’ sowohl fiir die Produkte der 5-L3X als auch
fir die der 12/15-LOX>. Eine Erklarung fir die tendenzielle Reduktion des
Hirnwassergehaltes nach Lipoxygenase-12/15-Hemmumg der nicht-traumatisierten
Hemisphare wéare also ein positiver Effekt auf dasotpxische Odem, da durch die
Lipoxygenasehemmung die NK*-ATPase weniger gehemmt wird. In der traumatisierte
Hemisphare ist dieser Effekt jedoch kaschiert, digrand der bestehenden Ischamie die

notwendige Versorgung mit Energietragern nicht egeast.

Des Weiteren gibt es Hinweise auf eine positive KdAg einer Lipoxygenase-12/15-
Inhibition auf die Integritdt der Blut-Hirn-SchramkSo wurde gezeigt, dass 12-HETE zu
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einer Degeneration von Tight Junctions der Endatilen fihrt und somit zu einer Stérung
der endothelialen Barrief@?’” Durch die neurovaskuldre Einheit im Gehirn besth
unmittelbarer Einfluss von Astrozyten und Neuroaer die intraparenchymatdsen Gef&Re
Ein protektiver Einfluss auf diese Zelltypen fordeomit sekundar auch die Integritat der
Blutgefalle und damit insgesamt der Blut-Hirn-Sckeanwas eine Verringerung des

vasogenen Odems bewirken kann.

Insgesamt ist eine protektive Wirkung der LOX-12H&nmmung auf die Entstehung des
posttraumatischen Odems sowohl durch eine Redulgioes vasogenen als auch eines

zytotoxischen Odems denkbar.

Inflammatorische Prozesse

Inflammatorische Vorgéange sind ein essentiellet&@etteil der Heilungsprozesse nach einem
Gewebeschaden, also auch nach einem Schadel-HiumE, und haben eine Einddmmung
der Schaden sowie eine Reparatur des Gewebes ahfff A2 Obwohl die Mikrogliazellen
als Immunzellen des zentralen Nervensystems bargieshalb von wenigen Minuten nach
einem Trauma durch Signalmolekiile (v.a. damageeggtso-molecular-pattern = DAMPS)
aktiviert werdef®, ist eine signifikante Bedeutung der Immunreakfioamdie Entstehung des

sekundaren Hirnschadens in den ersten 24-48 Stuakdeell nicht gesiche®

Wie im Einleitungsteil (Kapitel 1.2) beschriebest die Wirkung der Reaktionsprodukte der
Lipoxygenase-12/15 eher als anti-inflammatorisazgstufen. So kann z.B. 15-HETE die
Migration von Leukozyten durch das Endothel hemiffenwas auch mit der generell
stabilisierenden Wirkung auf die Blut-Hirn-Schrank®isammenhangen koénnte (siehe
vorheriger Abschnitt). Die Produktion der antitamhmatorischen Lipoxine bendétigt eine
Beteiligung von LOX-12/15 und LOX-5 und diese Lipox scheinen eine zentrale Rolle in
der Regulation und Beendigung von Entziindungsvayeareu spieléft?, indem sie uber
spezifische Rezeptoren der T-Zellen die Produktim-inflammatorischer Molekile
hemmeR® und die Einwanderung von monozytéaren Zellen farderelche zum Ende einer
Entziindungsreaktion den Zelldetritus von zugrunégaggenen Zellen entferrt&h Im
Gegensatz hierzu sind fur Produkte der 12/15-LO¥hapro-inflammatorische Wirkungen

beschrieben, so z.B. bei der Entwicklung der Atkidlerosé®’. Insgesamt scheint die
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Wirkung der Lipoxygenasen maf3geblich von den vailkaen und prozessierten Substraten
abzuhangeif®. Inwieweit sich diese Ergebnisse, die in periphef@eweben gewonnen
wurden, unmittelbar auf das zentrale Nervensystbertiagen lassen, ist bisher noch nicht
vollstandig erforscht. Ausgehend von einer eheri-iafftammatorischen Wirkung der

Lipoxygenase-12/15-Produkte ware eine Hemmunggeipedoch kontraproduktiv.

Dennoch scheint besonders in neurodegenerativerartkingen, in denen eher chronische
Entzindungsvorgange eine Rolle spielen, wie z.Be dilzheimer-Erkrankung, eine
Lipoxygenase-12/15-Hemmung einen positiven Effeitdaie Entwicklung und das Outcome
dieser Erkrankungen zu haB&f®® Auch bei zerebraler Ischamie konnte fir 12-HETF# u
15-HETE eine anti-inflammatorische Wirkung gezeigerden. Dies erfolgt Uber eine
Aktivierung des Peroxisom-Proliferator-aktiviertBezeptorsy (PPARy) und wirkt daher
durch eine direkte Hemmung pro-inflammatorischedMerer®” %

Insgesamt ist unserer Meinung nach die alleinig@¢raBatung der inflammatorischen
Vorgange nicht ausreichend, um die gefundenen Bigeb zu erkléaren. Dies begrindet sich
zum einen aus den eher anti-inflammatorischen uadraprotektiven Wirkungen der
Lipoxygenase-12/15-Produkte und zum anderen ausndeln nicht vollstandig geklarten
Signifikanz inflammatorischer Vorgange bei der Enklung des sekundaren Hirnschadens

innerhalb der ersten 24 Stunden.

Zelluldre Prozesse

Als weiterer Wirkmechanismus der Inhibition der I2Lipoxygenase wird eine Regulation

der Apoptose propagiert.

Zum einen kommt es in Zellkulturen nach Glutamalumertem Zellschaden zu einer
deutlichen Verringerung der intrazellularen Glukattkonzentration, was wiederum zu einer
Steigerung des Lipoxygenasespiegels und dadurokirmr erhdhten Lipoxygenaseaktivitat
fihr®’. Eine LOX-12/15-Inhibition fiihrt in-vitro in neumalen HT-22-Zellen zwar nicht zu

einer Erholung des intrazellularen Glutathionspigde kann aber die erhéhte Aktivitat der

Lipoxygenasen puffern und so zu einer Verringerdeg oxidativen Stresses innerhalb der
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Zelle fuhren. Oxidativer Stress ist einer der Hauptoser fir den Caspase-unabhéngigen
Zelltod®

Wie im Einleitungsteil beschrieben, ist der veisgrEinstrom von Calcium-lonen in die
Mitochondrien eine wichtige Ursache fir oxidativBtress, da hierdurch die Atmungskette
aktiviert wird und so radikale Sauerstoff-Speziaesseehen. Durch eine Verminderung des
intramitochondrialen Calciumspiegels kdnnte also @edative Stress reduziert werden. In
der Tat legen Studien die Erkenntnis nahe, daddEIPE Calciumkanéle regulieren kah
und zwingend erforderlich ist fiir den €aEinstrom in die Zel@®. In einer Studie konnten
Li et al. den Calciumeinstrom in den Intrazellubanm durch LOX-12/15-Inhibition nahezu
vollstandig verhinder??®. Auch der Anstieg des intramitochondrialen Caldpirgels wird
durch 12-HETE geregélf. Eine Lipoxygenasehemmung kann diesen #*Ca
Konzentrationsanstieg vermindern. Dies kann im &otten die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies und die dadurch  bedingte  Perinatdsteigerung  der
Mitochondrienmembran reduzieren und so den Ausstreom intramitochondrialen
Molekulen in das Cytosol verringern. So wird zumdpes! die Translokation des Apoptose-
induzierenden Faktors (AIF) von den Mitochondrienden Zellkern durch Inhibition der
Lipoxygenase-12/15 deutlich reduzféft AIF gilt als einer der Hauptfaktoren im
Reaktionsweg der Caspase-unabhangigen Apoptostagidso mafigeblich zur Entwicklung
des sekundaren Hirnschadens’Heiduch eine verminderte Freisetzung von Cytochrom c
den Intrazellularraum und damit verbunden eine gwhie Bildung des Apoptosoms durch

eine LOX-Hemmung ist beschrieben wordfer?

Eine Lipoxygenasehemmung kann das mitochondrialmbanpotential stabilisieren und so
eine Leckage und den damit verbunden Ausstrom voo-apoptotischen Stoffen
verhinderd®’. Eine mégliche Ursache fiir die Reduzierung desaeslumens des
sekundaren Hirnschadens ist also eine Inhibition Apoptosevorgange. Dies gilt im
Besonderen fur diejenigen Vorgange, die durch dxida Stress ausgel6st werden.
Prinzipiell kbnnen diese Vorgange in allen Zellartkes Kérpers in dhnlicher Weise ablaufen.
Eine besondere Bedeutung beim sekundaren Hirnsehzateh Schadel-Hirn-Trauma ergibt
sich vermutlich aus den speziellen EigenschafteriNeerone und Gliazellen im Hinblick auf
die synaptische Informationsverarbeitung. Wie herdieschrieben, fihren exzitatorische

Neurotransmitter an Synapsen zu einem Calciumeimsin diese Zelle. Eine Exzitotoxizitét,
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wie sie nach einem Schadel-Hirn-Trauma durch démdPschaden an Neuronen entstehen
kann, hat somit eine deutliche Belastung der Zetlarch Calcium zur Folge (siehe Kap.
1.1.4).

Neurologisches Outcome

In unserer Studie geht die Verringerung des sekenddirnschadens auf histopathologischer
Ebene auch mit einem tendenziell besseren neusalogin Outcome einher. Der Neurological
Severity Score, den wir zur Evaluation der klineschEinschrankungen verwendet haben,
bezieht als sog. Composite Score eine Vielzahl wodglichen fokal-neurologischen
Ausféllen in die Bewertung mit ein. So werden mmtne, sensorische, visuelle und
funktionelle Tests gemacfit. Dies hat den Vorteil einer breiten Erfassung richgir
Ausfélle, kann jedoch dadurch die mdgliche Betonamygelner neurologischer Systeme
uberdeckef?®. In unserer Studie zeigte sich eine tendenziellerb¥sserung des
neurologischen Outcomes nach experimentellem SthlideTrauma. Dies steht in
Einklang mit mehreren Vorstudien, in denen bei oeiedensten neurologischen
Erkrankungen durch Lipoxygenasehemmung eine vezbtessmeurologische Funktionalitat
nachweisen lieR, so vor allem bei experimentellechl&®anfaff®®>*°"2% aber auch bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheithen unserer Studie zeigten sich
bei allen Versuchstieren relativ geringe Ausfallzer maximal aufgetretene NSS eines
Einzeltieres war 10 Punkte, der durchschnittlicheSNder schlechtesten Gruppe betrug 5
Punkte. Aufgrund dieser niedrigen Unterschiede @wes den Gruppen konnte das
Signifikanzniveau von 0,05 nicht erreicht werdemeegrofRere Gruppengrél3e konnte die
Ergebnisse jedoch festigen. In Anbetracht der $tudium neurologischen Outcome nach
Hemmung der 12/15-LOX bei anderen Erkrankungereiis¢ positive Wirkung auch beim
Schadel-Hirn-Trauma durchaus denkbar und im Hikbléuf unsere Studienergebnisse

wahrscheinlich.
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Verringerter positiver Effekt bei hoheren Inhibi#€onzentrationen

Ein interessanter Aspekt unserer Ergebnisse isvVdreingerung der positiven Wirkung der
Lipoxygenasehemmung auf den sekundaren Hirnschadeh Schadel-Hirn-Trauma bei
hoheren applizierten Konzentrationen. Die oben Hréslsene Wirkung auf die ablaufenden
inflammatorischen Prozesse wére als eine Ursachelié$es Ergebnis anzusehen, da die
Reaktionsprodukte der Lipoxygenase eher anti-infl@torisch wirken, eine zu starke
Hemmung der Lipoxygenase somit pro-inflammatorisélitekte haben konnte, die auch

bereits in der Frihphase von Bedeutung sind.

Ein weiterer moglicher Grund hierfir liegt in einseschriebenen neuroprotektiven Wirkung
von 12-HETE. Durch die direkte Aktivierung des PRARihrt es in experimentellen
Schlaganfall- und intraparenchymatdsen Blutungsl8tu zu einer Verbesserung des
Zelliberlebens und einer Verringerung der Nekrose#3’?® Der Verlust der

neuroprotektiven Wirkung von 12-HETE koénnte alsolgEheren Dosierungen den positiven

Effekt der Membranstabilisierung maskieren und siogar negativ auswirken.

Eine dritte mdgliche Ursache fir die Verringerungr grotektive Wirkung bei hdheren
Konzentrationen ist die gesteigerte Nutzung altereaProzessierungswege fur die durch die
Lipoxygenase- Hemmung akkumulierte Arachidonsa@e. wurde zum Beispiel fur die
Cyclooxygenase-2 eine Steigerung der Aktivitat nadhipoxygenase-5-Hemmung
beschriebet?®*** Dies ist durchaus auch bei einer LipoxygenaséStBihibition denkbar
und insofern von Bedeutung, als dass die von deK-2Gynthetisierten Prostaglandine
moglicherweise einen verstarkenden Einfluss auf weurotoxischen Effekt von Glutamat
besitzed™. Allerdings sind in der Literatur auch neuropraie Effekte von Prostaglandinen
beschriebet?® und es scheint nach Schadel-Hirn-Trauma nicht meresignifikanten
Stimulation der COX-2 Expression zu komnf&nsodass dieser Punkt ein méglicher Ansatz

fur weitergehende Untersuchungen darstellt.
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Zusammenfassung

Zusammenfassend haben also bereits mehrere Studigen positiven Effekt eine

Lipoxygenase-12/15-Inhibition auf das histologisalv auch das neurologische Outcome
nach neuronaler Schadigungen gezeigt. Unsere Hgegebnlassen sich in diesem
Zusammenhang plausibel dahingegen deuten, dasshaunhexperimentellen Schadel-Hirn-

Trauma eine LOX-12/15-Inhibition eine neuroprote&tWirkung hat.

4.2.2. LOX-5-Inhibition durch YS121 hat keinen Einfuss auf das Nekrosevolumen nach

experimentellem Schadel-Hirn-Trauma

In der vorliegenden Studie hat die Inhibition deipdxygenase-5 in den verwendeten
Konzentrationen 0,3 und 0,6 mg/kg KG keinen Eirdliemuf das Nekrosevolumen nach
experimentellem Schadel-Hirn-Trauma. Diese Ergeenisecken sich mit den in-vitro
Ergebnissen unserer Kooperationspartner in Marluliegzeigen konnten, dass die Hemmung
der LOX-5 keine signifikante Reduktion des neurenaZelltods nach glutamatinduzierten

Zellschaden nach sich zieht.

Die Lipoxygenase-5 ist ebenso wie die 12/15-LOXquiliar im Gehirn vorhanden, also auch
in Neuroner”®3%® Mehrere Studien konnten bereits eine wichtige leRalon 5-LOX-
Produkten bei der Neuroplastizitat und der Entwinkl des Gehirns zeigefi®'? Hierbei
scheinen vor allem Wachstum und Proliferation nealer Stammzellen von Leukotrienen,
insbesondere von LTBstimuliert zu werdetl'. Diese neuronalen Stammzellen sind an der
Reparatur von Schadigungen des Gehirns von Bedgudiansie Vorlauferzellen sowohl von
Neuronen als auch von Gliazellen stHd** Vor diesem Hintergrund wirkt eine Inhibition
der Lipoxygenase-5 auch hemmend auf die endogerparB®urmechanismen des Gehirns,
was sich durchaus negativ auf die Entwicklung eise&undéaren Hirnschadens nach

Schadelhirntrauma auswirken kann.

Wie oben bereits beschrieben, sind Entzindungsugegdin unverzichtbarer Bestandteil
jedes Heilungsprozesses. So finden auch nach eiBeimadel-Hirn-Trauma multiple
Inflammationsvorgange statt?*%?%! Aufgrund der zentralen Bedeutung der Leukotrieine

Entwicklung einer inflammatorischen Reaktion isdeschaus plausibel, dass eine Hemmung
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der Lipoxygenase-5 im Sinne einer Inhibierung deulkotrien-Synthese auch Uber diesen
Weg positiv auf die Pathophysiologie des sekund&tenschadens einwirkt. Voigt et al.

untersuchten die Rolle der Lipoxygenase-5-Inhibitauf die Entwicklung des sekundaren
Hirnschadens Schéadel-Hirn-Trauma bei R&ffenin dieser Studie zeigte sich bei einer
posttraumatischen MRT-Bildgebung 24 Stunden nacufia zwar eine tendenzielle, jedoch
keine signifikante Reduktion des betroffenen Areal®bei hier einschrankend erwahnt
werden muss, dass die hier beurteilte T2w-LasiofMiRIT nicht gleichbedeutend ist mit der

histopathologischen Nekrosezone. Die ErgebnisseVioigt et al zeigten zudem eine weitere
GroRenzunahme der Nekrosezone im Zeitraum zwis2haind 72 Stunden, welcher durch
die LOX-5-Inhibition signifikant reduziert werderminte. Dies kann erklart werden durch die
verzogerte Infiltration durch Makrophagen, die inegénsatz zu den Granulozyten erst im

Zeitraum von Tagen in das geschadigte Gewebe eifeva’

Des Weiteren lasst sich auch hier als mdglichern@rdie Aktivierung von alternativen
Prozessionswegen der Arachidonsaure anfuhren (¥epe 4.2.1). Das bedeutet, dass es
durch die Hemmung der Lipoxygenasen zu einer Stangeder Cyclooxygenasen und damit
zu einer vermehrten Produktion von Prostaglandik@nmt, welche moglicherweise einen
negativen Effekt auf den glutamatinduzierten Zélsten habeff**°*3% und somit den

posttraumatischen Gesamtschaden steigern kdnnten.

Insgesamt lassen sich unsere Ergebnisse also iArtieleuten, dass eine Lipoxygenase-5-
Hemmung innerhalb der ersten 24 Stunden keinenfikgmen Effekt auf die Entwicklung
des sekundaren Schéadel-Hirn-Traumas hat, da drednidoetroffenen pathophysiologischen
Vorgange, insbesondere die Anregung der Stammzelied die Einwanderung der

Makrophagen erst nach diesem Zeitraum in signifdsanAusmall von statten gehen.
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4.3. Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werdessceine Inhibition der Lipoxygenase-
12/15 den Hirnschaden nach Schédel-Hirn-Trauma imelern und so das neurologische
Outcome im Mausmodell tendenziell verbessern kémrZusammenschau mit den in-vitro
Vorergebnissen erachten wir hierbei eine Vermindgrdes oxidativen Stresses als den
wahrscheinlichsten Wirkmechanismus. Da oxidativieess beim Schadel-Hirn-Trauma eine
besondere Rolle spielt, scheint dies ein lohnerdtiek einer pharmakologischen Therapie

darzustellen.

Aufgrund der komplizierten Pathophysiologie desuselren Hirnschadens ist es unserer
Meinung nach unwahrscheinlich, dass ein einzelné&kdtff als alleiniges Medikament
ausreicht, um eine signifikante Verbesserung dedes beim Menschen zu erreichen.
Vielmehr deutet die Studienlage daraufhin, dass@srere vielversprechende Angriffspunkte
zur Therapie gibt, was die vaskulare, die inflanoriathe und die zellulare Ebene betrifft.
Eine erfolgreiche Therapie sollte alle Ebenen detstehung des sekundaren Hirnschadens

nach Schadel-Hirn-Trauma bertcksichtigen.

In dieser Hinsicht ist die Hemmung der Lipoxygena2£5 ein vielversprechender
Teilaspekt in der Behandlung des sekundaren Hiadkaiis nach Schadel-Hirn-Trauma. Die
aus den hier vorliegenden Ergebnissen moglichengeriherapeutische Breite kénnte durch
Kombination mit anderen Wirkstoffen kompensiert de. Dies erfordert jedoch ein

tiefergehendes Verstandnis der pathophysiologisstuegange und daher weitere Forschung.
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5. Zusammenfassung

Das Schédel-Hirn-Trauma gehort seit vielen JahneBeautschland zu den zehn haufigsten
Ursachen fir einen stationaren Krankenhausaufentmal generell in Industrienationen zu

den haufigsten Todesursachen fir Menschen untéalien.

Das sog. Primartrauma, also die urspruingliche (fankeinschrankende) Gewalteinwirkung
auf das Gehirn, ist keiner kausalen Therapie zugdmgondern nur praventiv zu vermeiden.
Als Folge des primaren Schadens kommt es zu uhiediichen pathophysiologischen

Vorgangen, die gemeinsam ohne weiteres Traumarer eeutlichen GroRenzunahme der
primaren Lasion fuihren, dem sogenannten sekunddiraschaden. Bei der Entwicklung des
sekundaren Hirnschadens lassen sich inflammaterisehskulare und zellulare Vorgange
identifizieren, die jedoch teilweise zeitgleich alflen und sich in erheblichem Malde
gegenseitig beeinflussen. Diese beteiligten Prezesmd prinzipiell aufgrund ihres

verzogerten Auftretens durch eine medikamentoseapie beeinflussbar.

Ein Anteil des sekundaren Hirnschadens nach SchdidelTrauma kann auf oxidativen
Stress zuriickgefuhrt werden, insbesondere auf@thédigung der betroffenen Zellen durch
reaktive Sauerstoffspezies (engl. radical oxygeeacigs = ROS), die Lipide und DNA

schéadigen kénnen.

Als ein vielversprechendes Ziel zur Therapie ddauséaren Hirnschadens nach Schadel-
Hirn-Trauma wurden die Lipoxygenasen identifizielie an der Oxidation von Lipiden und
somit an der physiologischen Entstehung von RORilliggt sind. Eine Beteiligung der
Lipoxygenasen konnte bereits bei der Pathophyselaies Schlaganfalls und bei der
Entwicklung der Alzheimer-Erkrankung nachgewiesesrden, sodass eine Bedeutung in der
Entwicklung des sekundaren Hirnschadens nach SkhicleTrauma durchaus denkbar ist.

In einer in-vitro-Studie konnten unsere Kollabavagpartner bereits einen positiven Effekt
der Lipoxygenase-15-Inhibition auf das neuronaldiBerleben nach glutamatinduzierten
Zellschaden zeigen. Vor diesem Hintergrund war Zlasunserer Studie die Evaluation der
Wirksamkeit der LOX-15-Inhibition auf die Entwickig des sekundéren Hirnschadens nach

experimentellem Schadel-Hirn-Trauma im Mausmodell.
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In einer ersten Versuchsserie konnte gezeigt werdlss eine Lipoxygenase-12/15-
Hemmung das Nekrosevolumen 24 Stunden nach exp#efien Schadel-Hirn-Trauma
durch Controlled-Cortical-Impact signifikant vergert. Das neurologische Outcome zeigte
eine tendenzielle Verbesserung im Vergleich zur tkalgruppe. Durch Hemmung der

Lipoxygenase-5 konnte keine signifikante Reduktien Nekrosezone erreicht werden.

Eine Dosisfindungsserie zeigte bei hoheren Konatiotren des Lipoxygenase-12/15-
Inhibitors einen geringeren protektiven Effekt adie Entwicklung eines sekundaren
Hirnschadens nach Schadel-Hirn-Trauma und eine Wemi&g der Nekrosevolumina an die

Kontrollgruppe.

Der Hirnwassergehalt 24 Stunden nach experimente8ehadel-Hirn-Trauma wurde durch
die Inhibition der Lipoxygenase-12/15 nicht sigkéfnt reduziert. Der mutmaliliche

Wirkmechanismus greift also nicht signifikant iregiosttraumatische Odementwicklung ein.

Als wahrscheinlichsten Mechanismus der protektiVéimkung einer Lipoxygenase-12/15-
Inhibition bei der Entwicklung eines sekundarenndahadens nach Schadel-Hirn-Trauma
erachten wir daher eine zellulare SchutzfunktioncduRegulation des oxidativen Stresses.

Der genaue Wirkmechanismus muss jedoch in weitgtedien erforscht werden.
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