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1. Einleitung

In Deutschland erleiden jdhrlich ca. 250.000-300.000 Menschen ein Schéddel-Hirn-Trauma
(SHT). Es liegen aber keine exakten epidemiologischen Daten iiber die Haufigkeit sowie die
Schwere von SHT vor. Ungefdhr 10.000 Menschen sterben an den Folgen eines Schédel-
Hirn-Traumas. Bei ca. 40 bis 60 % der Patienten liegen Begleitverletzungen vor. Gerade bei
polytraumatisierten Unfallopfern kommt dem AusmaB des Schéddel-Hirn-Traumas die
entscheidende prognostische Bedeutung zu. Vor allem junge Erwachsene stellen einen
Grofiteil der Verletzten dar. Ménner sind zwei- bis viermal héufiger betroffen als Frauen
(GRAHAM et al. 1989; SCHUTTLER et al. 1995). Zu den hiufigsten Ursachen eines SHT
zahlen neben Verkehrsunfillen, Haus-, Sport- und Berufsunfille. Die Letalitét eines schweren
SHT ist mit 30 bis 40 % als hoch anzusehen. Viele Patienten benétigen aufwendige
Rehabilitationsmafinahmen und behalten bleibende neurologische Schiden. 10 bis 20 % der
Patienten sind nach einem schweren SHT dauerhaft behindert (MILLER 1993).

Bei Patienten mit einem schweren SHT hat vor allem die Qualitit der Erstversorgung einen
entscheidenden Einfluss auf die Prognose. In dieser Patientengruppe kann bei ungentigender
Primérversorgung eine Zunahme der Letalitit um das Dreifache registriert werden
(SCHUTTLER et al. 1995). Aus diesem Grund ist in den letzten Jahren versucht worden, die
Therapie des SHT zu standardisieren, um eine Reduzierung der Morbiditdt und Mortalitdt zu
erreichen. Verschiedene internationale und interdisziplindre Expertengruppen (u.a. die Brain
Trauma Foundation, das European Brain Injury Consortium und die European Society for
Intensive Care Medicine) arbeiten an Empfehlungen mit dem Ziel der Standardisierung der
Primérversorgung des Patienten mit schwerem SHT. In Deutschland wurden dazu von der
Deutschen Gesellschaft fiir Neurochirurgie, Anésthesiologie und Intensivmedizin die
»Leitlinien zur Primérversorgung von Patienten mit SHT* herausgegeben (JANTZEN u.

PIEK 1997).

Die Wirksamkeit der Therapiemafinahmen héngen von der erfolgreichen Intervention in die
pathophysiologischen Mechanismen ab, die innerhalb der ersten Stunden nach Trauma
ablaufen und von entscheidender Bedeutung fiir den klinischen Verlauf und das Endergebnis
sind (CHERIAN et al. 1996). Studien iiber die letzten zwei Jahrzehnte zeigten, dass ein
signifikanter Anteil des zerebral entstandenen Schadens nach einem SHT auf sekundire
autodestruktive Insulte zuriickzufiihren ist. So wird das Endergebnis von SHT Patienten
einerseits durch das Ausmal und die Schwere des primdren Hirnsubstanzdefektes infolge des
Traumas determiniert, andererseits durch den Sekundirschaden, der sich nach dem Trauma

infolge extra- und intrakranieller Einfliisse manifestiert und die Prognose entscheidend
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bestimmt (WERNER u. ENGELHARD 2001). Aufgrund der Tatsache, dass der
Sekundérschaden erkennbar und therapierbar ist, kann die Prognose durch eine differenzierte
Patienteniiberwachung und eine geeignete Therapie relevant verbessert werden (WERNER u.
ENGELHARD 2001).

Obwohl man die neuroprotektive Wirkung zahlreicher Medikamente im Tiermodell unter
Beweis stellen konnte, hat bisher kein einziges von ihnen auch klinisch eine eindeutige
Verbesserung in der humanmedizinischen Klinik erzielen konnen (LIGHTHALL et al. 1989).
So werden viele Patienten nach einem SHT einer Allgemeinanésthesie unterzogen, auch wenn
die Wirkungsmechanismen, iiber die die Anisthetika ihre neuroprotektive Wirkung entfalten,
nicht bis ins letzte Detail verstanden sind. Andsthetika gelten trotz lebhafter Diskussionen
traditionell als Baustein hirnprotektiver Konzepte. Als neuroprotektive Mechanismen werden
die verbesserte Balance zwischen Substratangebot und -bedarf, die Suppression der
Sympathikusaktivitit und der Krampfpotentiale, die Senkung des intrakraniellen Drucks, die
Umverteilung der Hirndurchblutung zugunsten ischdmischer GefiaBareale, die Hypothermie

und das Abfangen freier Radikale diskutiert.

Propofol reduziert dhnlich wie volatile Andsthetika und Barbiturate die neuronale Aktivitit
und den Hirnstoffwechsel. Inwieweit Propofol tatsichlich zur Hirnprotektion geeignet ist,
kann trotz ermutigender laborexperimenteller Befunde bis zum heutigen Tag nicht
abschlieend beurteilt werden (WERNER 2000a).

Um weitere Erkenntnisse iiber das Anidsthetikum Propofol und iiber sein moglicherweise
neuroprotektives Potential nach einem SHT zu erlangen, kommt in der vorliegenden Studie
das Controlled-cortical-impact- (CCI-) Modell an der Ratte zum Einsatz, das eine
kontrollierte traumatische Hirnrindenkontusion verursacht. Mit Hilfe dieses Verfahrens soll
der dosisabhédngige Einfluss von Propofol auf den histopathologischen Schaden anhand
zweier histologischer Fiarbemethoden und in einer immunhistochemischen Férbetechnik

bestimmt werden.



2. Schriftum

2.1 Nervensystem

Die Einteilung des Nervensystems wird sowohl nach topographischen als auch nach
funktionellen Kriterien vorgenommen. Nach topographischen Gesichtspunkten erfolgt die
Untergliederung in das Zentralnervensystem (ZNS) sowie in das periphere Nervensystem
(PNS, periphere Nerven und Ganglien). Nach funktionellen Kriterien gliedert man in das
somatische (willkiirliche) und in das autonome (vegetative, unwillkiirliche) Nervensystem,
die beide teils zum ZNS und teils zum PNS gehoren. Das autonome Nervensystem gliedert
sich in den Sympathikus und in den Parasympathikus, die liberwiegend als Gegenspieler
fungieren. Das somatische Nervensystem ermdglicht die Auseinandersetzung mit der
AuBenwelt (BUDRAS et al. 1996).

Das ZNS besteht aus dem Gehirn (Encephalon) und dem Riickenmark (Medulla spinalis).

Seine Funktion liegt in der koordinierten Reizaufnahme, -verarbeitung und -beantwortung.

Beim anatomischen Aufbau von Gehirn und Riickenmark unterscheidet man eine graue
Substanz (Substantia grisea) und eine weille Substanz (Substantia alba). In der grauen
Substanz liegen die Zellkdper der Nervenzellen, die vom Neuropil umgeben sind. Die weil3e
Substanz wird vor allem von den Leitungsbahnen gebildet, deren phospholipidhaltige
Markscheiden auffallend weill sind. Im GroB3- und Kleinhirn liegt die graue Substanz vor
allem peripher, wéhrend die weile Substanz als Marksubstanz zentral vorkommt. Im
Gegensatz dazu bildet die graue Substanz im Riickenmark die typische ,,Schmetterlingstigur
und ist vom peripheren Weill umgeben, in dem die Leitungsbahnen vom und zum Gehirn

ziehen (SILBERNAGL u. DESPOPOULOS 1991).

Histogenetisch betrachtet baut sich das Nervensystem aus zwei verschiedenen Komponenten

auf:
- aus der ektodermalen nervosen Substanz, dem Nervengewebe, und

- aus dem umbhiillenden Bindegewebe und den sekunddr einwachsenden Blutgefdl3en, beides
mesodermalen Ursprungs (RUSSE u. SINOWATZ 1991).

Das Nervengewebe selbst besteht wiederum aus zwei funktionell verschiedenen Zelltypen.
Zum einen sind dies die Neurogliazellen, die Abgrenzungs- und Stoffwechselfunktionen
tibernehmen, zum anderen handelt es sich um die erregungsbildenden und -leitenden
Nervenzellen mit ihren Fortsdtzen (NICKEL et al. 1992).

9



2.1.1 Anatomie des Gehirns

Das Gehirn nimmt als {libergeordnetes Integrations-, Koordinations- und Regulationsorgan
eine zentrale Rolle im nervésen Geschehen ein. Seine Leistungsfihigkeit steht im
unmittelbaren Zusammenhang mit seinem morphologischen Aufbau (NICKEL et al. 1992).
Das Gehirn liegt in der kndchernen Schidelhdhle (Cavum crani), die vom Kleinhirnzelt
(Tentorium cerebelli) in eine rostrale groBere fiir das GroBhirn und in eine kaudal gelegene,
kleinere Hohle fiir das Kleinhirn, unterteilt wird. Das gesamte Zentralnervensystem wird von
drei {ibereinander liegenden bindegewebigen Hiillen (Meninges) umgeben: der harten
Hirnhaut (Dura mater) und der weichen Hirnhaut (Leptomeninx), dic wiederum aus der
Spinnwebenhaut des Gehirns (Arachnoidea) und der zarten Hirnhaut (Pia mater) besteht.
Aus Sicht der Ontogenese und der Phylogenese kann das Gehirn in fiinf Hauptabschnitte
unterteilt werden. Danach bilden sich widhrend der fetalen Entwicklung kranial des
Riickenmarks folgende Abschnitte aus:
- das Rautenhirn (Rhombencephalon) mit dem

- Nachhirn (Myelencephalon) und dem

- Hinterhirn (Metencephalon),
- das Mittelhirn (Mesencephalon),
- das Vorderhirn (Prosencephalon) mit dem

- Zwischenhirn (Diencephalon) und dem

- Endhirn (Telencephalon) (KONIG u. LIEBICH 1999).

2.1.2 Stoffwechsel des Gehirns

Obwohl das Gehirngewicht nur 2 % der Kdorpermasse betrdgt, wird es von 20 % des
Herzzeitvolumens durchstromt. Die starke Hirndurchblutung (50 ml Blut/100 g
Gehirngewebe/min) ist Ausdruck seines hohen Energiebedarfs und fiir den normalen Ablauf
des nervosen Geschehens von ausschlaggebender Bedeutung. Der Energiebedarf des Gehirns
wird fast ausschlieflich durch oxidative Phosphorylierung gedeckt. Das Gehirn verbraucht 20
% des Sauerstoffs (3 bis 5 ml Sauerstoff/100 g Gehirngewebe/min) und iiber ein Viertel der
Glukose (31 umol/100 g/min) des gesamten Organismus. Das Gehirn verfiigt nur iiber sehr
geringe Energiespeicher, die bei Zirkulationsstorungen jeglicher Genese schnell verbraucht
sind (KEMPSKI 1994; KEMPSKI 2000).
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Der durch autoregulatorische MaBnahmen konstant gehaltene Perfusionsdruck (Differenz
zwischen arteriellem und intrakraniellem Druck) ist fiir eine ausreichende Hirndurchblutung
erforderlich (KEMPSKI 2000).

Sobald der Perfusionsdruck unter einen kritischen Schwellenwert sinkt, kann die
Autoregulation nicht aufrechterhalten werden, die Durchblutung des Gehirns féllt ab
(Unterbrechung der Substratzufuhr von Sauerstoff und Glukose) und der Struktur- wie auch
der Funktionsstoffwechsel sistieren. Der Strukturstoffwechsel liefert die Energie, die
notwendig ist, um die neuronale Integritit aufrecht zu erhalten, wie beispielsweise die
Erhaltung des Membranpotentials, die Biosynthese von Proteinen und Neurotransmittern und
der axonale Transport von Substanzen. Sein Anteil am Gesamtstoffwechsel betrdgt 40 %. Der
Funktionsstoffwechsel, der 60 % des Gesamtstoffwechsels reprisentiert, erhdlt die
funktionelle Zellleistung d.h. die efferenten und afferenten neuronalen Prozesse (WERNER
1997).

Wenn der zerebrale Blutfluss unter 20 bis 18 ml/100 g/min sinkt, kommt es zum Erliegen des
Funktionsstoffwechsels, erkennbar am isoelektrischen Elektroenzephalogramm (EEG).
Morphologische Verdnderungen und Zellunterginge werden erst bei Blutflusswerten unter 12
bis 10 ml/100 g/min beobachtet. Bei Werten zwischen 12 und 18 ml/100 g/min bleibt der
Strukturstoffwechsel erhalten. Im Grenzgebiet zwischen Infarkt und gesundem Gewebe
entsteht eine Penumbra. Der dort entstechende tempordre Funktionsverlust ist bei
Wiederherstellung des Blutflusses voll oder partiell reversibel (KEMPSKI 1994).

2.1.3 Blutversorgung des Gehirns

Die arterielle Blutversorgung des Gehirns erfolgt iiber den Circulus arteriosus cerebri, der
seitlich durch die paarige Arteria (A.) carotis interna und kaudal von der unpaaren A.
basilaris gespeist wird. Die A. carotis interna entspringt der A. carotis communis und steht
tiber die A. intercarotica caudalis und A. intercarotica rostralis mit der A. carotis interna der
Gegenseite in Verbindung. Innerhalb des Cavum leptomeningicum teilt sich die A. carotis
interna beiderseits in die A. communicans caudalis und in die A. cerebri rostralis auf.
Wihrend sich die beiden Arteriae (Aa.) communicantes caudales mit der A. basilaris
vereinigen, flieBen die beiden Aa. cerebri rostrales, jedoch nicht in allen Féllen, zur
gemeinsamen A. communicans rostralis zusammen (NICKEL et al. 1992). Hierdurch bildet
sich um den Hypophysenstil an der Gehirnbasis der Circulus arteriosus cerebri aus. Dieser ist

beim Hund geschlossen, bei den iibrigen Tieren ist er spangenartig und rostral meistens
11



geoffnet. Aus dem Circulus arteriosus cerebri und der A. basilaris entspringen folgende

Hauptiste des Gehirns:

- die A. cerebri rostralis (Versorgung der kranialen und medialen Abschnitte der
Hemisphére)

- die A. cerebri media (Vaskularisation der gesamten Lateralfliche der Hemisphére)

- die A. cerebri caudalis (Durchblutung der medialen Fldche des Hinterhauptlappens)

- die A. cerebelli rostralis und A. cerebelli caudalis (Blutversorgung des Kleinhirns).

Von den grofen Gefdflen, die ausschlieBlich an der Gehirnoberfldche verlaufen, ziehen kleine
Arterien und Arteriolen senkrecht in die Gehirnsubstanz, um sich dort weiter aufzuteilen. Das
Kapillarnetz in der grauen Substanz ist sehr dicht, in der weilen Substanz hingegen
weitmaschiger (KONIG u. LIEBICH 1999).

A. cerebri rostralis
A. carotis interna

A. cerebri media

Circulus arteriosus
A. communicans caudalis

A. cerebri caudalis
A. basilaris

A. cerebelli rostralis
A. cerebelli caudalis

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Arterien an der Gehirnbasis in der
Ventralansicht nach (BUDRAS et al. 1996).

Die Venen, die unabhdngig zu den Arterien verlaufen, sind in die Dura mater encephali
eingebettet. Aus diesem Grund besitzen sie weder eine Muskelwand noch Klappen (NICKEL
et al. 1992). Man kann zwischen dorsalen, basalen und inneren Venen unterscheiden. Diese
miinden in die ebenfalls klappenlosen Sinus durae matris (Hirnblutleiter) (KONIG u.
LIEBICH 1999).

Man unterteilt ein dorsales und ein ventrales Hirnblutleitersystem. Zum dorsalen System
gehort der Sinus sagittalis dorsalis, der in der Falx cerebri verlduft. Er nimmt sowohl die
Venae (Vv.) cerebri dorsales auf, wie auch die Vena (V.) cerebri magna, die das Blut aus
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inneren Bereichen des Gehirns sammelt. Nach einer Anastomose zum ventralen System
erfolgt der Ubergang in die V. maxillaris (BUDRAS et al. 1996). Das ventrale
Hirnblutleitersystem ist im Wesentlichen durch den Sinus cavernosus repréisentiert. Er
umrandet die Hypophyse und ist mit dem distalen Ende der A. carotis interna (Rete mirabile
epidurale) gekoppelt. Kaudal setzt sich das ventrale System in den Sinus petrosus ventralis
fort. Dieser entldsst eine Emissionsvene zur V. jugularis interna, bevor er mit dem dorsalen
System anastomosiert und im weiteren Verlauf iiber den Sinus basilaris in den Plexus
vertebralis internus ventralis iibergeht (KONIG u. LIEBICH 1999).

2.1.4 Hippokampus

Der Hippokampus ist ein Kerngebiet des limbischen Systems und besitzt hauptsachlich
Verbindung zum Riechhirn. Zur Hippokampusformation gehoren:
- Hippokampus oder das Ammonshorn (Cornu ammonis)
- Gyrus parahippocampalis
- Gyrus dentatus
- Fimbria hippocampi und der Fornix (NICKEL et al. 1992).
Entstehungsgeschichtlich gehort der Hippokampus zum Telencephalon und wird hier dem
Archicortex zugerechnet. Dieser zdhlt zusammen mit dem Palaeocortex zum Allocortex. Im
Laufe der Embryonalentwicklung entsteht der Archicortex auf der dorsomedialen Seite der
Hemisphirenwand, dorsal von der Fissura chorioidea. Hier verdickt sich dessen Wand und
rollt sich als Hippokampusformation (Gyrus hippocampi) ein. Dabei bildet sich der tiefe
Sulcus hippocampi aus, der den Gyrus hippocampi vom Gyrus dendatus trennt. Mit der
Ausweitung des Corpus callosum und der Ausweitung des Telencephalon wird der
Hippokampus in den Temporallappen verlagert (RUSSE u. SINOWATZ 1991).
Die glatte Oberfliche des Hippokampus wird erst nach Eroffnung des Seitenventrikels
sichtbar. Die innere Oberfliche des Hippokampus ist von einer diinnen Markschicht, dem
Muldenblatt (Alveus) iiberzogen, das sich am medialen Rand freimacht und in das
Adergeflecht iibergeht. Nach innen konnen histologisch drei weitere Schichten unterschieden
werden:
- Stratum moleculare (hier liegen Endverzweigungen afferenter Nervenfasern sowie

der Spitzendendriten der groen Pyramidenzellen)
- Stratum pyramidale (vor allem grof3e, dicht gelagerte Pyramidenzellen)
- Stratum multiforme (Schicht der polymorphen Zellen, locker verteilte kleine
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Assoziationszellen)
Der Gyrus dentatus ist zum Teil im Sulcus hippocampi versenkt und sitzt im Querschnitt dem
freien Ende des Hippokampus kappenartig auf. Auch er weist im Feinbau von innen nach
auflen drei Schichten auf:
- Stratum moleculare (siehe oben)
- Stratum granulare (kleine modifizierte Pyramidenzellen)
- Stratum multiforme (siche oben)
Es ist anzunehmen, dass der Gyrus dentatus der Ausbreitung ihm zustromender Erregung in
der Hippokampusformation dient (NICKEL et al. 1992). Die Hippokampusformation ldsst
sich in die CA1-, CA2-, CA3- und die CA4-Region einteilen, die sich zwischen den oberen

und unteren Ast des Gyrus dentatus schiebt.

CAl-Region

52 ' e h CA2-Region
o % CA4-Region 1
~unterer Ast eglqn;'il 24 R 5‘

'. | | UC'A‘3-Regi0’n

Abbildung 2: Hippokampusformation (CA1-CA4-Region) mit den Asten des Gyrus dentatus
(GD) in der Kresylviolett-Farbung (hach PAXINOS und WATSON 1998).

2.1.5 Kortex

Die GroBhirnrinde (Cortex cerebri) iiberzieht, mit Ausnahme der Lamina tectoria der
Adergeflechte, als diinne, graubrdunliche Schicht die ganze Oberfliche des Hirnmantels. Sie
liegt einem méchtigen weillen Marklager (Corpus medullare cerebri) auf. Thre Dicke variiert
sowohl regional wie auch tierartlich betrachtet unterschiedlich stark (NICKEL et al. 1992).

Der Kortex wird nach phylogenetischen Gesichtspunkten in den Isocortex (Neocortex) und in
den  Allocortex  (umfasst Pallaeocortex und  Archicortex) unterteilt.  Der

entwicklungsgeschichtlich jiingere Isocortex weist im Feinbau sechs Schichten auf, die
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embryonal immer vorhanden, postnatal sowohl weiter untergliedert als auch reduziert sein

konnen. Von der Oberflédche zur Tiefe lassen sich folgende Schichten unterscheiden:

- Lamina molecularis

- Lamina granularis externa

- Lamina pyramidalis externa

- Lamina granularis interna

- Lamina pyramidalis interna

- Lamina mulitformis (HEES u. SINOWATZ 1992)

Der Allocortex ist gegeniiber dem Isocortex scharf abgegrenzt. Er unterscheidet sich entweder

von diesem durch die fehlende Schichtung oder dadurch, dass er nur aus drei Schichten (z.B.

Hippokampus) aufgebaut ist (NICKEL et al. 1992).

Gemal ihrer spezifischen Zytoarchitektur werden zahlreiche Rindenfelder (Area) abgegrenzt

(beim Mensch Area 1 bis 52), die teilweise fiir die Bezeichnung von Hirndetails

herangezogen werden. Eine somatotope Gliederung in sensomotorische Felder erfolgt nach

funktionellen Gesichtspunkten. Einer bestimmten Empfindung an einer eng begrenzten

Korperstelle oder einer bestimmten Bewegung von Korperteilen kann ein umschriebenes

sensibles und sensorisches oder motorisches Projektionsfeld der GroBhirnrinde zugeordnet

werden. Die sensomotorischen Regionen der GroBhirnrinde sind einerseits untereinander und
andererseits mit tiefen Anteilen des Zentralnervensystems durch zu- oder abfiithrende Bahnen

des GroBhirnmarks verbunden (BUDRAS et al. 1996).

Die GroBhirnrinde ldsst sich in die folgenden sensiblen und sensorischen bzw. motorischen

Projektionsfelder und diese verbindenden Binnen- oder Assoziationsfelder einteilen (KONIG

u. LIEBICH 1999):

- Das sensibel-sensorische Projektionsfeld schlieBt sich kaudal an das motorische
Rindenfeld an und nimmt die kaudale Hélfte des Gyrus postcruciatus und den Gyrus
suprasylvius rostralis ein. Man kann hierbei die Area sensorica contralateralis
(empfingt Impulse von der gegeniiberliegenden Korperseite) von der Area sensorica
bilateralis (Impulswahrnehmung von beiden Korperseiten) unterscheiden. Letztere
befindet sich im vorderen Schenkel des Gyrus ectosylvius. Neben Reizen von der Haut
werden auch solche von tieferen somatischen Geweben und von den Sinnesorganen
empfangen.

- Das motorische Rindenfeld (Area motoria) liegt rostral des sensiblen Rindenfeldes.
Ungeféhr die Halfte des Gyrus postcruciatus und coronalis, sowie der ventrolaterale
Abschnitt des Gyrus praecruciatus bis zum Sulcus praesylvius werden eingenommen. Die
Skelettmuskulatur der Gegenseite erhilt iiber die gekreuzten Pyramidenbahnen die Impulse

zur Ausfithrung willkiirlicher Bewegungen.
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- Die Sehsphire (Area optica) erstreckt sich tiber die mediale, zum Teil auch iiber die
dorsolaterale Flache des Lobus occipitalis.

- Die Horsphére (Area acustica) befindet sich im Lobus temporalis.

- Die Riechsphire ist zusammen mit der Geschmacksphére in der Area olfactoria und im
Lobus piriformis lokalisiert.

Die Assoziationsfelder sind als groBBere Bezirke zwischen die Projektionsfelder eingeschoben.

Reizversuche konnen hier keine Reaktionen auslosen (so genannte ,,stumme* Rindengebiete).

Ihr Umfang nimmt mit steigender Entwicklungshéhe zu. Es wird ein frontales, ein parietales

und ein okzipitales Assoziationsfeld unterschieden. Sie stehen durch komplizierte

Fasersysteme mit den Primirzentren der Hirnrinde in Verbindung und sorgen fiir deren

Zusammenspiel im Dienst des Gesamtorganismus. Man kann annehmen, dass dhnlich wie

beim Menschen, auch bei den Tieren das Erkennungs-, Erinnerungs- und Handlungsvermdgen

an diese Rindenbezirke gebunden ist (NICKEL et al. 1992).

primérer
somatosensorischer
Kortex
primérer posteriorer
pramotorischer motorischer parietaler
Kortex Kortex Kortex

hohere
visuelle
Kortizes

prifrontaler | Kortizes
Assoziations- st
kortex o
Sl rimarer
limbischer primarer Bisueller Kortex
Assoziations-  auditorischer
kortex Kortex .
parieto-temporo-
okzipitaler
Assoziationskortex

Abbildung 3: Funktionelle Gliederung der Grof3hirnrinde in Projektionsfelder (primére
Rindenfelder einer definierten motorischen und sensorischen  Funktion) und
Assoziationsfelder (violett) (Quelle Internet: www. Cortex cerebralis. de).
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2.2 Schidel-Hirn-Trauma

Ein Schédel-Hirn-Trauma (SHT) liegt vor, wenn durch &uflere Gewalteinwirkung die
funktionelle Integritit des Gehirns gestort ist. Hierbei kann das Ausmal} der Schidigung von
Weichteilen, Schddelknochen und Hirngewebe unterschiedlich stark ausgeprdgt sein. Von
einem geschlossenen SHT spricht man, wenn die Dura mater unversehrt ist. Ein offenes SHT

schlieBt eine verletzte Dura mater mit ein (HENNES 2000).

Beim Menschen kommt es beispielsweise am Unfallort durch Gewalteinwirkungen zur
mechanischen Zerstérung von Neuronen, Axonen und GefdBen. Dieser Primérschaden fiihrt
aufgrund der Funktionsstorung des Gehirns zur Bewusstseinsstorung, was als Leitsymptom
fir ein SHT angesehen wird. Die durch den Primédrschaden ausgeloste Kaskade
pathobiochemischer Prozesse wird als Sekundérschaden bezeichnet. Der Primérschaden ist im
Gegensatz zum Sekundérschaden irreversibel (LAURER u. MCINTOSH 1999).

Laut den Angaben des Bundesamtes fiir Statistik, Wiesbaden, wurden 1996 in Deutschland
279.029  schédelhirntraumatisierte  Menschen  vollstationdr  behandelt. Bei einer
Gesamtbevolkerung von 81.895.637 Einwohnern im Jahr 1996 ergibt sich damit eine Inzidenz
von 340 Schidelhirnverletzungen pro 100.000 Einwohner. Eine zahlenméBige Haufung der
Behandlungsfille findet man in der Altersgruppe der 15 bis 25-Jdhrigen, jedoch besteht eine
erhohte Inzidenz im Sduglings- und Kleinkindesalter. Die Sterbefdlle nach
Schéadelhirnverletzungen haben in Deutschland seit 1972 von mehr als 16.000 Féllen
kontinuierlich bis auf 9.415 Fille im Jahr 1996 abgenommen. Damit ergibt sich eine
schidelhirntraumabedingte Mortalitit von 11,5/100.000 Einwohnern. Die Analyse der
Altersverteilungen ergab die hochste Mortalitit in der Altersgruppe der iiber 75jdhrigen, wo
sie mehr als das Zehnfache gegeniiber der Mortalitdt im Kindesalter betrdgt. Ein weiterer,
jedoch kleinerer Anstieg der Mortalitét findet sich in der Altersgruppe der 15 bis 25-Jéhrigen
(CORTBUS u. STEUDEL 1999).

Die Beurteilung eines SHT erfolgt anhand der Glasgow Coma Scale (GCS). Diese Einteilung
beruht auf einer klinischen Untersuchung, wobei hier neben der Fihigkeit die Augen zu
offnen, die beste verbale und motorische Reaktion bewertet wird. Der maximale Wert betrigt
15 Punkte, der minimale Wert drei Punkte. Ein schweres SHT liegt vor, wenn die Punktwerte
zwischen drei und acht liegen (HENNES 2000).
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Tabelle 1: Einteilung des SHT nach der Glasgow Coma Scale (GCS)

GCS-Punkte SHT-Schweregrad
3-8 schwer
9-12 mittelschwer
13-15 leicht

Eine klinische Studie an 59.713 Patienten weist auf die enge Korrelation zwischen dem
Schweregrad des SHT und der Mortalitdt hin (GENNARELLI 1994).

Die Ausprigungen und die Ursachen eines SHT in der Humanmedizin sind sehr
unterschiedlich und deshalb fiir vergleichende Studien ungeeignet. Ferner kommen in
klinischen Studien zusdtzliche Variablen wie Alter, Basiserkrankung, Zeit bis zum
Therapiebeginn, Behandlungsmoglichkeiten, Kontrollgruppe, Randomisierung und Blindung
hinzu, die eine Standardisierung erschweren. In den letzten Jahrzehnten wurden zahlreiche
Tiermodelle entwickelt, um neurologische Syndrome, sowie biomechanische und
pathologische Aspekte aus der Humanmedizin gezielt reproduzieren zu koénnen. Die
Tiermodelle sind notwendig, um die pathophysiologischen Schadensmechanismen nach
einem SHT zu verstehen und um verschiedene Therapieansitze entwickeln und testen zu
konnen. Die ganze Komplexitidt des humanen SHT kann jedoch nicht in einem einzigen
Modell erfasst werden. Daher existieren mehrere Tiermodelle, die selektiv bestimmte
Teilaspekte aus der Humanmedizin imitieren konnen (DIXON et al. 1991; GENNARELLI
1994).
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2.2.1 Tiermodelle des Schidel-Hirn-Traumas

Die Einteilung der SHT-Modelle basiert auf den Studien von DENNY-BROWN und
RUSSELL aus dem Jahr (1941). Demnach unterteilt man experimentelle

Schidelhirnverletzungen in zwei Hauptkategorien:
- Percussion concussion

- Acceleration concussion

Zu den momentan gebriuchlichsten Tiermodellen zéhlen:

- Kontrollierte traumatische Hirnrindenkontusion (Controlled-cortical-impact, CCI)
- Kompression durch Fliissigkeit (Fluid-percussion, FP)

- Fallgewicht (Weight-drop)

- Aufprallbeschleunigung (Impact-acceleration)

- Tragheitsbeschleunigung (Inertial-acceleration)

Das Fluid-percussion- und das CCI-Modell stellen die moderne Version des von DENNY-
BROWN und RUSSEL (1941) beschriebenen Percussion-concussion-Modells dar. Beide
Modelle kdnnen zentral, lateral oder lateral mit gleichzeitiger kontralateraler Offnung der
Dura mater ausgeiibt werden. Das Weight-drop-, Impact-acceleration- und Inertial-

acceleration-Modell werden dem damaligen Acceleration-concussion-Modell zugeordnet.

Die am héufigsten verwendeten Tiermodelle bei Ratten stellen das CCI-Modell und das Fluid-
percussion-Modell dar (GENNARELLI 1994).

Kontrollierte traumatische Hirnrindenkontusion (Controlled-cortical-impact)

Das Controlled-cortical-impact- (CCI-) Modell wurde erstmals beim Frettchen beschrieben
(LIGHTHALL 1988) und spiter auf die Ratte (DIXON et al. 1991) und die Maus (SMITH et
al. 1995) iibertragen. Das Tier wird hierzu in einem stereotaktischen Rahmen fixiert,
kraniotomiert und die intakte Dura mater freigelegt. Danach wird das Tier unter dem Schédel-
Hirn-Trauma-Gerédt platziert. Das Gerdt besteht aus einem druckluftbetriebenen,
computergesteuerten Stempel, der in einer Fiihrungshiilse gehalten wird. Die plane
Fithrungshiilse des Schlagbolzens wird auf der intakten Dura mater aufgesetzt. Hierdurch
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wird einerseits eine exakte Reproduzierbarkeit der Gehirnschdadigung erreicht, andererseits
eine kontrollierte Variation der Traumastirke ermoglicht. Nach dem mechanischen Insult
erfolgt das sofortige VerschlieBen der Kraniotomie. Eine genaue Darstellung von diesem
Modell erfolgt im Kapitel 3.2.7.

Stempel

Abbildung 4: Platzierung des Stempels beim lateralen Controlled-cortical-impact am
Rattengehirn mit Ubersicht (iber die angrenzenden Gehirnregionen. IK=ipsilateraler Kortex,
IH= ipsilateraler Hippokampus, KK=kontralateraler ~Kortex, KH=Kkontralateraler
Hippokampus (modifiziert nach BASKAYA et al. 1997).

Viele  pathophysiologische = Phdnomene der  Humanmedizin, wie  Kontusion,
intraparenchymale Hédmorrhagie, Himatome und diffuse Axonenschiden kénnen mit diesem
Tiermodell reproduziert werden (LIGHTHALL 1988). Neben einer fokalen Kontusion des
Kortex treten auch Abldsungen der grauen, weniger der weillen Substanz, in Schadensnéhe
auf (GOODMAN et al. 1994; SMITH et al. 1995). Anzeichen fiir den apoptotischen Zelltod
sind ebenfalls zu finden. Sowohl das CCI-Modell, wie auch das Fluid-percussion-Modell
produzieren Apoptose und Nekrose im Kortex und im Hippokampus (COLICOS u. DASH
1996; CONTI et al. 1998; FOX et al. 1998). Der Zusatz von sekundéren Insulten zum CCI-
Modell ldsst den Grad der Apoptose im Hippokampus ansteigen (CLARK et al. 1997). Das
CCI produziert auf der Einschlagseite neben der Kontusion auch einen nekrotischen
Zellverlust. Eine Abnahme der Pyramidenzellen in der CAl- und CA3-Region des
Hippokampus konnte zwei Wochen nach Trauma festgestellt werden (GOODMAN et al.
1994). Abhéngig von der Traumaschwere, speziell der Einschlagtiefe und der Lokalisation
des Schadens, verursacht das CCI-Modell Odembildung und Anderungen im zerebralen
Blutfluss (KOCHANEK et al. 1995). Beim CCI-Modell hédngt die Blutflussreduktion mit der
Traumastirke zusammen. So ist nach einem mildem CCI (3 m/s, Tiefe: 2,5 mm) der Blutfluss
auf der ipsilateralen Seite um ca. 50 % reduziert. In allen anderen Gehirnregionen ist der

Blutfluss im Normbereich (GIRI et al. 2000). Diese Senkung reicht zwar nicht aus, um einen
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ischamischen Schaden zu verursachen, jedoch steigert sie die Sensitivitit des Gehirns

gegeniiber sekundédr ischdmischen Insulten.

Nach einem schwereren CCI (5 m/s, Tiefe 3 mm) nimmt der Blutfluss auf der ipsilateralen
Seite um tiber 75 % ab. Dies kann zu einer ischdmischen Schidigung fiihren (CHERIAN et al.
1994). Defizite im rdumlichen Vorstellungsvermdgen, im Lernprozess, in der
Gedédchtnisleistung und in der neurologisch motorischen Funktion werden bei Ratten und

Maiusen sowohl beim CCI- wie auch beim FP-Modell beschrieben (MCINTOSH et al. 1989).

Kompression durch Fliissigkeit (Fluid-percussion)

Das Fluid-percussion-Modell wurde bei zahlreichen Tierspezies (Hunden, Katzen,
Kaninchen, Ratten, Schweinen) etabliert. Insbesondere bei der Anwendung am Nagetier
gehort das Fluid-percussion-Modell gegenwértig zum weit verbreitetsten SHT-Modell. 1987
beschrieben DIXON et al. an der Ratte den Versuchsaufbau: Nach der Fixierung des Kopfes
im stereotaktischen Rahmen erfolgt eine sagittale Kraniotomie mit 4,8 mm Durchmesser. Ein
starres Plastikrohr (Innendurchmesser 2,6 mm) wird auf die Dura mater aufgesetzt,
festgeklebt und die Liicken mit Zahnzement aufgefiillt. Die Dauer der Aushirtung des
Zahnzements wird mit einem Tag angegeben. Ein Metallpendel induziert einen kurzen
messbaren und variablen Fliissigkeitsimpuls (isotonische Kochsalzlosung, 37 °C) auf die
intakte Duraoberflache, der sich im epiduralen Spalt konzentrisch ausbreitet. Eine kurze
Verdrangung und Deformation des neuronalen Gewebes sind die Folgen. Die Schadensstéirke
korreliert eng mit der Hohe, aus der das Pendel féllt. Extrakranielle Druckimpulse, die durch
das Fluid-percussion-Modell induziert werden, sind eng assoziiert mit intrakraniellen
Druckénderungen (LINDGREN u. RINDER 1966). Abhédngig von der Traumastirke und der
Lokalisation des Schadens ist das Modell durch Verdanderungen im Blutfluss (GINSBERG et
al. 1997), im Metabolismus (DIETRICH et al. 1994a) und in der lonenhomdostase
(KATAYAMA et al. 1990) charakterisiert. Hinzu kommen chronische Beeintrachtigungen
der neuro-motorischen Funktionen (PIERCE et al. 1998) sowie kognitive Defizite (SMITH et
al. 1991). Neben dem Verlust der Blut-Hirn-Schranke (MCINTOSH et al. 1989), wird eine
reaktive Astrozytose (CORTEZ et al. 1989), nekrotischer und apoptotischer Zelltod am
Aufprallort und in selektiv vulnerablen Gehirnregionen beschrieben (SMITH et al. 1991;
RINK et al. 1995; CONTI et al. 1998).

Im Gegensatz zum lateralen Fluid-percussion-Modell neigt das zentrale Fluid-percussion-
Modell zu variableren und relativ kleineren Kontusionen in der Néhe des

Fliissigkeitsimpulses. Bei Katzen und Ratten ist in diesem Modell ein diffuser Axonschaden,
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der groftenteils im Hirnstamm lokalisiert ist, nachgewiesen worden (SHIMA wu.
MARMAROU 1991).

Das laterale Fluid-percussion-Modell verursacht ebenfalls zerebrale Kontusionen, die sich
lateral und entfernt vom Fliissigkeitsimpuls befinden. Trotz einer gewissen kontralateralen
Schiadigung handelt es sich hierbei um ein unilaterales Schadensmodell. Typische Merkmale
fiir dieses Modell sind ein diffuser Axonschaden in der ipsilateralen, subkortikalen weillen
Substanz ~ (GENNARELLI 1994) und eine  unilaterale = Schiadigung  der
Hippokampusformation. Im Hintergrund stehen bei diesem Modell Verletzungen im Bereich

des Hirnstamms.

Die Vorteile des Fluid-percussion-Modells beruhen in erster Linie auf seiner Simplizitit und
der Moglichkeit eine signifikante histopathologische Schiddigung des Gehirns zu produzieren,
die unter anderem intraparenchymale Hdmorrhagien und Axonschidden mit einschlief3t
(POVLISHOCK et al. 1992). Als nachteilig erweist sich bei diesem Modell eine geringe
Kontrolle der Verletzungsparameter, die oftmals von Verletzungen des Hirnstamms bis hin
zum Tod reichen (GENNARELLI 1994).

Fallgewicht (Weight-drop)

Das Weight-drop-Modell stellt eine Modifikation des Impact-acceleration-Modells dar, das
(1994) von MARMAROU et al. beschrieben wurde. Nach ENGELBORGHS et al. (1998)
besteht der Versuchsautbau des Weight-drop-Modells aus einer horizontalen Plattform, die
auf Federn gelagert ist, um beim Aufprall eine vertikale Abwartsbewegung zu ermdoglichen.
Der Kopf des Tieres wird auf der Plattform im stereotaktischen Rahmen fixiert. Dariiber ist
eine 1,5 m lange Plexiglassdule montiert (Durchmesser: 20 mm), die einen 400 g schweren
Stahlzylinder (Durchmesser: 19 mm) beinhaltet, der von einer beliebig festgelegten Hohe
(hier: 70 cm) im freien Fall auf den unerdffneten Schédel auftrifft. Als Schutz vor Frakturen
wird eine Silikonscheibe (Durchmesser: 9 mm, Dicke: 2 mm) auf das Bregma aufgelegt. Der
Schaden ist abhéngig von der Masse und der Beschleunigung des Gewichts. Mit dem Weight-
drop-Modell konnen mehrere wichtige Aspekte der Humanmedizin nachgestellt werden. An
der Aufprallstelle kommt es zur fokalen Kontusion des Kortex und zum selektiven Verlust
von Neuronen im Kortex und Hippokampus (CA2- und CA3-Region) (TANG et al. 1997b)

im Thalamus und im Gehirnstamm.

Generalisiert treten Storungen im Metabolismus, eine akute und chronische intrakranielle
Hypertension, Blutungen und Odeme auf (ENGELBORGHS et al. 1998).

Verhaltensédnderungen wie reduzierte Spontanaktivitit sowie beeintrachtigte motorische und

22



kognitive Funktionen (SHAPIRA et al. 1988; TANG et al. 1997a) und Krampfe werden
ferner beobachtet. Durch die fehlende Geschwindigkeitskontrolle des herabfallenden
Gewichts und die nicht vorhandene Steuerbarkeit iiber die Tiefe der Duraimpression ist das

Ausmal} des SHT schlecht steuerbar.

Aufprallbeschleunigung (Impact-acceleration)

Bei diesem Modell erfolgt die Induktion des SHT durch Aufschlagen eines Gewichts auf den
unerdffneten Schidel. Aufgrund der geringen Inzidenz von Schidelfrakturen in der
Humanmedizin wird dem Tier eine Art Stahlhelm aufgesetzt, um Frakturen zum Zeitpunkt
des Aufschlags zu verhindern (MARMAROU et al. 1994). Der Kopf liegt frei auf einer
Schaumstoffunterlage, um eine Bewegung nach dem Aufschlag zu gewéhrleisten. Der
Schaden, der eng mit der Traumastirke korreliert, reprisentiert sich in einem Axonschaden
(BUKI et al. 1999) und in einer Schidigung der Dendriten ohne fokale Kontusionen
(FOLKERTS et al. 1998). Weiterhin kommt es bei diesem Modell zu einem
posttraumatischen Odem, geschrumpften Neuronen im Kortex und subarachnoidalen wie auch
intraventrikuldren Blutungen (FODA u. MARMAROU 1994). ADELSON et al. (1997)
beschrieben eine Beeintrachtigung motorischer und kognitiver Funktionen. Ein grofer

Nachteil dieses Modells ist die schlechte Reproduzierbarkeit des Schadens.

Triagheitsbeschleunigung (Inertial-acceleration)

Durch eine uneingeschrinkte Rotationsbewegung des Kopfes wird ein Rotations- und
Deformationsschaden des Gehirns erzielt. Entwickelt und evaluiert wurde dieses Modell von
ROSS et al. (1994) am Minipig. In enger Korrelation mit der Rotationsbeschleunigung steht
ein traumatischer Axonschaden in der tiefen weillen Substanz ohne fokale Kontusionen oder
Blutungen. Metabolische Verdnderungen wurden im Zusammenhang mit kortikalem,

subkortikalem und zerebralem neuronalen Schaden von SMITH et al. (1997) beschrieben.
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Tabelle

2:

Einsatzmoglichkeiten

GENNARELLI 1994):

der

verschiedenen
pathophysiologische Aspekte aus der Humanmedizin zu reproduzieren (modifiziert nach

SHT-Modelle,

Modelle: CCI Fluid Impact Inertial
Aspekte: (lateral) percussion | acceleration | acceleration
=
Gehirn-
o et oot oo
erschiitterung
Axonschaden + + ++ +++
Gehirnschwellung - - - -
Kontusion + + + +/-
Akutes subdurales
- - - ++
Himatom
Intrazerebrales
Himatom
Schidelfrakturen - - +/- -

(Bewertungsschliissel von - = ungeeignet bis +++ = sehr gut geeignet)
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2.2.2 Pathophysiologie des Schidel-Hirn-Traumas

Die pathophysiologischen Abldufe bei Patienten mit einem SHT konnen in zwei Phasen
unterteilt werden: in den Primérschaden und in den Sekundirschaden (WERNER u.
ENGELHARD 2001). Unter dem Primdrschaden, der unmittelbar und irreversibel ist, wird
die direkte mechanische Einwirkung auf das ZNS verstanden. Der primdre Hirnschaden ist
nicht therapierbar. Der Sekundirschaden entwickelt sich als Konsequenz eines primiren
Hirnschadens. Er stellt eine bisher wenig verstandene Abfolge pathologischer Prozesse intra-
und extrakranieller Genese dar, die zum Zeitpunkt des mechanischen Insults beginnen und
Monate, sogar Jahre voranschreiten konnen. In diesem Zusammenhang spielen neben
strukturellen und funktionellen Verinderungen auch Anderungen auf der zelluldren und
molekularen Ebene eine wichtige Rolle. Dem Sekundirschaden wird der Verlust der Blut-
Hirn-Schranke, die Odembildung, eine Beeintrichtigung im Gehirnstoffwechsel und
Verdnderungen des zerebralen Perfusionsdruckes (CPP) zugeordnet. Weiterhin kommt es zur
Ionendyshomdostase, zur Aktivierung von autodestruktiven Enzymen und Transmittern, zur
Entstehung freier Radikale und zu Verdnderungen im Genom. Im Gegensatz zum

Primérschaden ist der Sekundérschaden therapierbar (LAURER u. MCINTOSH 1999).

priméres SHT sekundires SHT

Blutung Avidose Zytotoxisch?s und
« GefiBschaden Komerression ca™ vasogenes Odem
» Axonschaden Hypotension Glutamat R ‘
« Zellschaden N NO xondegeneration
Hypoxie Radikale

Sekundir ischamischer

Zellschaden

Abbildung 5: Darstellung des primaren und sekundaren Hirnschadens nach einem Schéadel-
Hirn-Trauma (SHT) (nach KOLENDA 1999);
NO = Stickstoffmonoxid
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Arterielle Hypotonie (systolischer Blutdruck <90 mmHg) und Hypoxdmie sind die
Hauptursachen des sekundidren Hirnschadens nach einem Schidel-Hirn-Trauma (CHESNUT
et al. 1993). Bei ca. 15 bis 20 % derart Verletzter ist mit dem Auftreten einer Hypoxadmie, bei
etwa 10 bis 15 % mit einer Hypotonie zu rechnen (WAHJOEPRAMONO et al. 1993).
Epidemiologische Studien zeigten, dass das Vorliegen einer Hypoxie (arterieller
Sauerstoffpartialdruck <60 mmHg) oder Hypotension bei Einlieferung ins Krankenhaus die
Mortalitétsrate verdoppelt (MILLER 1985). Die Priavention der Hypoxdmie und Hypotonie ist
geeignet, um die Prognose von SHT Patienten zu verbessern (CHESNUT 1995).

Ein weiterer Sekundérschaden ist die zerebrale Ischimie (BOUMA et al. 1991). Die zerebrale
Ischdmie kommt nach schweren Kopfverletzungen vor und trdgt zur Mortalitit und einem
schlechteren neurologischen Ergebnis bei. GRAHAM et al. (1978) stellten durch
histopathologische Untersuchungen eine ischdmische Schadigung des Gehirns in ca. 90 % der
Fille fest. Die primére zerebrale Ischidmie tritt unmittelbar nach dem Trauma auf und ist
proportional zur Schwere der Verletzung. Es konnte gezeigt werden, dass die
Hirndurchblutung in den ersten sechs Stunden nach schwerem SHT vermindert ist und in den
folgenden 18 Stunden wieder ansteigt. Bei einem Drittel der Patienten liegt die Durchblutung
unterhalb der Ischdmieschwelle von 18 ml/100 g/min (BOUMA et al. 1991). Die zerebrale
Ischdmie tritt unabhéngig von Hypotonie, Hypoxie oder Hypokapnie auf. Das Vorhandensein
der zerebralen Ischdmie bei Einlieferung im Krankenhaus ist assoziiert mit einem schlechten
Ergebnis. Die Ursache fiir die zerebrale Ischdmie ist in einer vendsen Okklusion zu suchen,
die auf einer Pldttchenaggregation oder auf einer durch Hirnschwellung verursachten
Gefakompression beruht (CHERIAN et al. 1996). Auch die sekundire zerebrale
Ischdmie/Hypoxie findet man nach schweren Kopfverletzungen. Die Ursache hierfiir kann
einerseits systemischer Natur (Hypotension, Hypokapnie, Hypoxie, Andmie) andererseits aber
auch zerebraler Genese (intrakranielle Hypertension, Vasospasmus) sein. Diese sekundéren
ischdmischen Insulte treten vor allem kurz- bis mittelfristig nach dem Trauma auf. Sie kdnnen
jedoch auch in der gesamten akuten Erholungsphase vorkommen. Auch sie sind mit einem
schlechten neurologischen Ergebnis verbunden (MILLER 1985). Das geschidigte Gehirn ist
vermindert in der Lage ischdmische/hypoxische Insulte zu tolerieren, die in ihrer Auspragung
bei gesunden Personen keine Schidigung hervorrufen wiirden. Das traumatisch geschidigte
ischdmische Hirnareal ist von einer partiell ischdmischen Zone, der Penumbra umgeben, die
tiber KollateralgefaBe perfundiert wird. Die Penumbra besteht aus reversibel geschadigtem
Hirngewebe, das durch Hypotonie und Hypoxie in irreversiblen Strukturverlust mit
Zelluntergang tiibergehen kann, so dass sich die Prognose gravierend verschlechtert
(CHESNUT et al. 1993; CHESNUT 1995).
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Nach einer traumatischen Gehirnverletzung kommt es zu himodynamischen Anderungen, die
in drei charakteristische Phasen (unmittelbar, friih, spit) einteilbar sind. In der Zeit
unmittelbar nach dem CCI kommt es zur Hypertension, die nur fliichtig besteht und von einer
Hypotension abgelost wird. Die Hypertension bewirkt einen Anstieg des intrakraniellen
Drucks (ICP), der unbeeinflusst vom Blutdruckabfall bestehen bleibt (CHERIAN et al. 1994).
Die friihe Antwort auf eine schwere Gehirnverletzung ist gepridgt durch eine intrakranielle
Hypertension, eine systemische Hypotension und eine Reduktion des zerebralen Blutflusses
(CBF), in Folge eines sinkenden CPP. Jedoch ist der CPP nicht niedrig genug, um eine
Reduktion des Blutflusses um 50 % zu erkldren (CHERIAN et al. 1994). Der CBF bleibt
erniedrigt, auch wenn der Blutdruck wieder im physiologischen Bereich liegt. BOUMA et al.
(1991) fanden ein dhnliches Hypoperfusionsmuster in den ersten sechs Stunden nach einer
Gehirnverletzung. Der regionale CBF lag bei 33 % der Patienten unter 18 ml/100 g/min.
Innerhalb der ersten 24 Stunden stieg der CBF auf normale bis hyperdmische Werte an. In den
ersten acht Stunden nach Trauma bestand eine signifikante Korrelation zwischen dem CBF
und dem klinischen Status. Eine dhnliche Beziehung existierte zwischen dem CBF und dem
neurologischen Endergebnis. Auch MARION et al. (1991) dokumentierten regionale CBF
Werte unter 18 ml/100 g/min in kontusionsnahen Bereichen. KOCHANEK et al. (1995)
fanden eine deutliche Reduktion des lokalen CBF in der ipsilateralen Hemisphére, die anfangs
auf den parietalen Kortex, das Corpus callosum und den Hippokampus beschrankt war.
Bereits nach zwei Stunden konnte in der gesamten geschiadigten Hemisphére eine
Hypoperfusion verzeichnet werden. Nach 24 h fand man ein heterogenes
Perfusionsverhiltnis: Zonen, reichend von moderater Flussreduktion bis hin zur schwerer
Ischdmie (2,2 ml/100 g/min) waren von normal bis hoch perfundierten Arealen
(Luxusperfusion) umgeben. Auch sieben Tage nach dem Insult war das heterogene Verhalten
im Blutfluss nachweisbar. MARTIN et al. (1997) beschrieben anhand einer klinischen Studie
drei verschiedene hidmodynamische Phasen. Die ersten 24 Stunden waren von einer
Hypoperfusion geprigt, der sich bis zum dritten Tag eine hyperdmische Phase anschloss.

Diese wurde in den folgenden vier bis 15 Tagen von einem Vasospasmus abgel0st.

Die spite himodynamische Antwort auf eine Schédel-Hirn-Verletzung wurde hauptsichlich
in klinischen Studien untersucht. Sie ist charakterisiert durch einen CBF im physiologischen
bis leicht erhohten Bereich. Der zerebrale Metabolismus ist reduziert und die arteriovendse
Sauerstoffdifferenz ist erniedrigt. Unter diesen Unstéinden kann sogar ein CBF innerhalb der
physiologischen Grenzen zu hoch fiir den reduzierten zerebralen metabolischen Bedarf sein
(OBRIST et al. 1984). Die Entkopplung der Metabolismus-CBF-Regulation wurde schon
1966 als so genanntes ,luxury perfusion syndrom* bezeichnet (LASSEN 1966). Eine

27



Beziehung zwischen einem erhohten CBF und der Entwicklung einer intrakraniellen

Hypertension wurde festgestellt (OBRIST et al. 1984).

Die Ursache der regional verminderten Hirndurchblutung ist im Vasospasmus zu suchen
(MARTIN et al. 1992). Ungefdhr ein Drittel der Patienten mit einem schweren SHT
entwickelt innerhalb der ersten Tage einen Vasospasmus. Die FErhoéhung der
Flussgeschwindigkeit bleibt bis zu zwei Wochen erhalten. In ca. 50 % der Fille ist die
Autoregulation (BOUMA u. MUIZELAAR 1995) bei erhaltener Kohlendioxid- (CO»-)
Reagibilitit gestort. Die Hirndurchblutung folgt passiv dem systemischen Blutdruck, die
Gefahr besteht im Blutdruckabfall. Andererseits kann eine Hypertonie eine Hyperdmie mit
Anstieg des ICP verursachen. Die Erhohung des ICP bei einem SHT ist hdufig. Ein Anstieg
des ICP (>20 bis 25 mmHg) erhoht um 69 % bis 95 % die Mortalitdt (MILLER et al. 1977).
Als Ursache kommt neben intrakraniellen Hdmatomen und Hirnddemen auch die Zunahme
des intrazerebralen Blutvolumens durch zerebrale Vasoparalyse in Frage (KELLY et al.
1996).

Der primédre und der sekundire Hirnschaden besitzen als gemeinsamen pathophysiologischen
Endpunkt die zerebrale Ischdmie. Das hieraus resultierende Missverhiltnis zwischen
Sauerstoffangebot und -bedarf blockiert die oxidative Phosphorylierung und fiihrt zu einer
schnellen Entleerung der Adenosintriphosphat- (ATP-) Speicher. Die Sauerstoffabwesenheit
begiinstigt die Zunahme der anaeroben Glykolyse mit der Ausbildung einer Laktatazidose,
einer konsekutiven Zunahme der Zellpermeabilitiit (vasogenes und zytotoxisches Odem) und
einer progressiven Storung der kollateralen Perfusion. Aufgrund der fehlenden ATP-Bildung
kann das Membranpotential nicht mehr aufrechterhalten werden. Der hieraus resultierende
unkontrollierte Einstrom von Natrium- (Na'-) Ionen und der ungebremste Ausstrom von
Kalium- (K'-) Ionen induzieren eine terminale Membrandepolarisation. Die nun folgende
Freisetzung exzitatorischer Neurotransmitter (z.B. Glutamat) stimuliert postsynaptische
Agonisten-gesteuerte Rezeptorsysteme (N-Methyl-D-Aspartat, NMDA; a-amino-3-hydroxy-
5-methyl-4-isoxazolepropionicacid, AMPA) und Spannungs-abhéngige Membrankanéle. Der
resultierende starke Einstrom von Kalzium- (Ca™-) und Na'-Ionen in die Zelle bewirkt eine
intrazellulire Akkumulation von Ca'™", die wiederum verantwortlich ist fiir die Aktivierung
kataboler Prozesse (z.B. die neuronale Stickoxid-Synthetasen, Phospholipasen, Proteasen und
Lipidperoxidasen), wodurch Zellmembranen und intrazelluldire Organellen hydrolysiert
werden. Die hierbei entstehenden hohen Konzentrationen an freien Fettsduren werden zu
Prostaglandinen, Thromboxanen, Leukotrienen und freien Radikalen abgebaut. Daneben
induzieren die katabolen Enzymsysteme die Lyse von neuronalen, glialen und vaskuldren

Membranen, und es kommt zum Zelluntergang (WERNER 2000a).
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COLICOS et al. (1996) teilten den neuronalen Zelltod in drei Kategorien ein:

- Der Zelltod, der direkt auf den physikalischen Schaden im Moment des Traumas

zuruckzufiihren ist.

- Der nekrotische Zelltod, der auf der exzessiven Freisetzung von exzitatorischen

Neurotransmittern wie beispielsweise Glutamat beruht.

- Der programmierte Zelltod (Apoptose), der verzogert eintritt und somit ein therapeutisches

Zeitfenster zur klinischen Intervention offen 1asst.

Nekrose und Apoptose

Ahnlich zur zerebralen Ischdmie reicht auch nach traumatisch entstandenen
Gehirnverletzungen das phinotypische Spektrum des Zelluntergangs von der Nekrose bis hin
zur Apoptose (RINK et al. 1995; CLARK et al. 1997). Der direkt entstandene mechanische
Schaden ist in erster Linie nekrotischer Natur. Die Zelllyse hdngt in diesem Fall mit
osmolaren Verschiebungen und der intrazelluldren Hirnschwellung zusammen. Mittlerweile
ist klar geworden, dass auch Apoptose zu einem signifikant erhohten Mall nach
Gehirnverletzungen vorkommt. Das Verhéltnis zwischen nekrotischem und apoptotischem
Zelltod hangt zum einen vom Ausmal} des Traumas und der Gehirnregion ab, zum anderen

von sekundiren Faktoren.

Initiatoren der Nekrose und der Apoptose sind neben Ischdmie und Hypoxie freie Radikale,
mitochondriale  Dysfunktionen, sowie Mangel bzw. Entzug von zelluldren
Wachstumsfaktoren (MAC MANUS u. LINNIK 1997). Im Gegensatz zur Nekrose, bei der es
sich um einen unmittelbaren und frithen Prozess handelt, der ,,herdformig* auftritt und in der
Regel ganze Gruppen von Zellen beinhaltet, tritt die Apoptose als aktiver Energie-
verbrauchender Prozess zeitlich verzogert auf und betrifft einzelne, verstreut liegende Zellen.
Welche Form des Zelluntergangs eintritt, ist neben Faktoren wie Reizstirke und -dauer auch

vom intrazelluldren ATP-Gehalt abhingig (LEIST et al. 1997).

Nekrose und Apoptose konnen histologisch voneinander unterschieden werden. Ganz im
Gegensatz zur Apoptose kommt es bei der Nekrose primir zu einem Versagen metabolischer
Prozesse bzw. zu einem Zusammenbrechen der zelluldren Energieversorgung. Konsekutiv
kommt es zu einem Ausfall der lonenpumpen und zum Verlust der Membranintegritit der
Zelle (MAJNO u. JORIS 1995). Morphologisch betrachtet fillt die Nekrose zuerst durch

Zellschwellung und spiter durch Auflésungsprozesse der Zelle auf. Dabei kommt es zu einer
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explosionsartigen Freisetzung von Zellorganellen mit einer sich anschlieBenden entziindlichen

Begleitreaktion (Odem, Leukozyteninfiltration).

Erstes morphologisches Anzeichen der Apoptose ist die Kondensation des Chromatins mit
anschlieender Fragmentierung. Die typische internukleosomale Fragmentierung der
Desoxyribonukleinsdure (DNA) in Segmente mit ca. 180 Basenpaaren bzw. Vielfachen davon
imponieren in der Gelelektrophorese als so genanntes ,,DNA laddering” und koénnen als
Nachweismethode der Apoptose (terminal transferase mediated dUTP-biotin nick end
labeling, TUNEL) genutzt werden (GAVRIELI et al. 1992). Die Zellmembran bleibt trotz
ausgepriagter Bewegung der Zelle (boiling stadium) intakt, sie kann sich jedoch ausstiilpen
(blebbing stadium). In der Folge kommt es zur Schrumpfung der Zelle, zum Verlust der Zell-
Zellkontakte und zur Abschniirung (budding) membranumschlossener Vesikel, der apoptotic
bodies. Die Phagozytose dieser Zellreste durch angrenzende Zellen lduft ohne
inflammatorische Begleitreaktion ab (PADOSCH et al. 2001).

Die Apoptose reprisentiert ein genetisch determiniertes, aktives Sterbeprogramm einer Zelle.
Der damit assoziierte Prozess wird auch als ,,programmierter Zelltod” bezeichnet. Der Arzt
und Philosoph Galen von Pergamon (129-203 n. Chr.) beschrieb bereits den koordinierten
Zelluntergang anhand der Embryonalentwicklung von Féten und bei der Entwicklung von
Insektenlarven. KERR et al. (1972) prigten den Begriff der Apoptose als eine Form des
aktiven gesteuerten Zelluntergangs neben der Nekrose. Die Apoptose spielt in
physiologischen Prozessen, wie z.B. bei der Embryonalentwicklung des Gehirns und der
Extremitéten, in Keimzentren von Lymphknoten sowie beim zelluldren Turn-over (z.B. Haut)
und in verschiedenen Involutionsprozessen (z.B. im senilen Ovar) eine wichtige Rolle
(PADOSCH et al. 2001). Auch bei spontanen Zelluntergingen in malignen Tumoren (KERR
et al. 1972) und bei der Regression nach Therapie von Neoplasmen kommt es zu
apoptotischen Zelluntergidngen. Die Apoptose stellt unter anderem einen physiologischen
Gegenpol zur Mitose dar. Die neuronale Apoptose ist jedoch auch von Bedeutung bei
neurodegenerativen Erkrankungen (Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson etc.), bei akuten
Erkrankungen wie Trauma, zerebralen Krampfanfillen und nach zerebraler Ischdmie bzw.

Reperfusion (PADOSCH et al. 2001).

Die aktuellen Theorien zum Ablauf der Apoptose gehen von mehrstufigen Kaskaden
(pathways) zwischen dem initialen Reiz und der finalen DNA-Fragmentierung und Spaltung
lebenswichtiger Proteine aus. Man unterscheidet zwischen der extrinsischen und der

intrinsischen Apoptosekaskade.
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Abbildung 6: Extrinsische und intrinsische Apoptosekaskade (nach PADOSCH et al. 2001).

Die Rezeptor-vermittelte extrinsische Apoptosekaskade wird durch unterschiedliche Signale
aus der Zellumgebung initiiert. Nach der Anlagerung von Liganden binden sich intrazellulédre
Caspase-Adapterproteine an die Todesrezeptoren (z.B. Fas/CD95), die zur Tumor-necrosis-
factor- (TNF-)/nerve-growth-factor- (NGF-) Rezeptorfamilie gehoren. Die Adaptermolekiile
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fungieren als Bindeglied zwischen aktivierten Todesrezeptoren und den Procaspasen. Die
Procaspasen der Initiatorcaspasen-8 und -10 werden an dem Rezeptor-Liganden-Komplex

gebunden und aktivieren sich dort gegenseitig (MUZIO 1998).

Die intrinsische Apoptosekaskade wird durch eine mitochondriale Dysfunktion mediiert, die
durch eine Vielzahl von Stimuli ausgeldst werden kann (Ischdmie, Hypoxie, Reperfusion,
Noxen, Toxine, etc.). Sobald eine Stérung des empfindlichen Gleichgewichts zwischen pro-
und anti-apoptotisch wirksamen Modulatorproteinen (z.B. Bax und Bcl-2) eintritt, kommt es
in der Mitochondrienmembran zur Porenbildung. Das hierdurch ins Zytoplasma freigesetzte
Zytochrom C, ein Enzym aus der Atmungskette, ist in einem ATP-abhédngigen Prozess an der
Aktivierung der Caspase-9 beteiligt, indem es an das Caspase Aktivierungs-Protein (Apaf-1)
bindet. Hierdurch oligomerisiert das Apaf-1 und bewirkt seinerseits die Bindung zu
Procaspase-9, was dessen Spaltung bzw. Aktivierung auslost (PADOSCH et al. 2001).
LEWEN et al. (2001) beobachteten bereits eine Stunde nach CCI einen Anstieg der
zytosolischen Zytochrom-C-Reaktivitét. Die hierdurch ausgeloste DNA-Fragmentation wurde
drei Stunden spiter detektiert. Die massive Zytochrom-C-Freisetzung, zum Teil durch freie
Radikale verursacht, endet vor allem im nekrotischen Zelluntergang. Letztendlich miinden
beide Wege der Apoptosekaskade in die Aktivierung der so genannten Effektorcaspasen
(Spaltung der Procaspasen-3, -6 und -7) bzw. in die konsekutive Spaltung von
Targetproteinen (ELDADAH u. FADEN 2000).

Der Name ,,Caspase* leitet sich von der Zystein-abhingigen Aspartat Spezifitdt des Enzyms
ab. Aktuell sind 14 strukturell unterschiedliche Caspasen der Proteasenfamilie bekannt. Sie
liegen als inaktive Vorstufen (Procaspasen) vor und werden durch Spaltung in grofle und
kleine Untereinheiten unter Bildung eines Heterotetramers mit enzymatischer Aktivitét in ihre
aktive Form iiberfiihrt. Je nach Funktionalitdt lassen sich die Caspasen in Effektorcaspasen
(Caspase-3, -6, -7), Initiatorcaspasen (Caspase-2, -8, -9, -10) und inflammatorische Caspasen
(Caspase-1, -4, -5, -11) unterteilen (THORNBERRY u. LAZEBNIK 1998). Die

Effektorcaspasen bewirken durch folgende Aktionen die Elimination der Zelle:

Destruktion von Zell-Zell-Interaktionen und des Zytoplasmas
Stillstand von DNA-Replikation und -Reparaturmechanismen
DNA-Spaltung und Unterbrechung der Ribonukleinsdure- (RNA-) Editierung (Splicing).

Die nukledren Strukturen werden abgebaut und letztendlich kommt es zur Abschniirung der

apoptotic bodies.
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Die erste formale Evaluierung des programmierten Zelltods erfolgte durch RINK et al. (1995)
anhand des Fluid-percussion-Modells. Sie beschrieben das Vorkommen TUNEL-positiver
Neuronen mit typischen und atypischen Apoptosemerkmalen im ipsilateralen Kortex und
Hippokampus. Mittlerweile wurde der programmierte Zelltod auch in zahlreichen anderen
Studien anhand der verschiedensten Tiermodelle nachgewiesen. So berichteten YAKOVLEV
et al. (1997) erstmals iiber die Schliisselrolle des Caspase-3-vermittelten Zelltods nach Fluid-
percussion. Sie stellten 24 Stunden nach Trauma eine Erhdhung der Caspase-3-mRNA um
das flinffache im ipsilateralen Kortex und um das zweifache im Hippokampus fest. Ein
Anstieg der enzymatischen Aktivitdt der Caspase-3 wurde in zytosolischen Extrakten des
verletzten Kortex nachgewiesen. Eine einsetzende DNA-Fragmentierung wurde nach vier
Stunden im ipsilateralen Kortex und im Hippokampus detektiert. Unter Verwendung des
gleichen Tiermodells konnten KNOBLACH et al. (2002) bereits eine Stunde nach lateraler
Fluid percussion Spaltprodukte von Caspase-3 und -9, in erster Linie in kortikalen Neuronen,
nachweisen. Schon eine Stunde nach Traumasetzung konnte aktivierte Caspase-3 und-9 im
geschiadigten Kortex und Hippokampus detektiert werden. Auch KEANE et al. (2001)
untersuchten die Expression von Caspase in einem moderaten parasagittalen Fluid-
percussion-Modell. Innerhalb einer Stunde konnte eine Exprimierung von Caspase-8 und -9,
zwel Initiatoren der Apoptose, liberwiegend in superfizialen Kortexbereichen angrenzend zum
Trauma und im Thalamus nachgewiesen werden. Aktivierte Caspase-3 konnte sechs Stunden

nach Trauma im traumatisierten zerebralen Kortex und im Hippokampus detektiert werden.

Auch im CCI-Modell ist der programmierte Zelltod nachgewiesen worden (COLICOS u.
DASH 1996; FOX et al. 1998). NEWCOMB et al. (1999) zeigten, dass ein moderates CCI
einen betridchtlichen DNA-Schaden produziert, der sowohl mit apoptotischem wie auch
nekrotischem Zelluntergang, in erster Linie auf der Seite des kortikalen Impakts und im
Bereich der fokalen Kontusion, assoziiert ist. Apoptotische Verdnderungen, gezeigt durch
positive TUNEL-Féarbung und internukleosomaler DNA-Fragmentation, setzten bereits nach
sechs Stunden ein. Zu diesem Zeitpunkt wiesen 33 % der TUNEL-positiven Zellen
apoptotische Merkmale auf. Nach einem Tag erreichten sie ihr Maximum. Hier zeigten 48 %
der positiven Zellen apoptotische Kennzeichen. Apoptotische DNA konnte nur in Neuronen,
nicht jedoch in Gliazellen nachgewiesen werden. Auch BEER et al. (2000) bestétigten, dass
der Prozentsatz der kortikalen Neuronen, die Caspase-3 exprimierten, signifikant hoher war
als bei Astrozyten und Oligodendrozyten. Zu keinem Zeitpunkt wurde aktivierte Caspase-3
im kontralateralen Kortex oder im kontralateralen und ipsilateralen Hippokampus detektiert.
Im Gegensatz dazu konnten COLICOS und DASH (1996) neuronale Apoptose im

ipsilateralen Hippokampus nachweisen.
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Neben den beschriebenen Formen des Zelluntergangs (Nekrose und Apoptose) kann es durch
das SHT auch zu GefaBBschidden und somit zur Blutung und zur Ausbildung eines Himatoms

kommen.

Im Rahmen des sekundiren SHT kann sich durch anaerobe Glykolyse, Laktatazidose und

Zunahme der Zellpermeabilitiit ein vasogenes und zytotoxisches Odem entwickeln.

Hiamatom und Odem

Eine traumatisch bedingte Raumforderung im Gehirn, wie beispielsweise durch Hadmatom,
Hirnschwellung oder Odem, fiihrt nach Verbrauch der Reserveriume zum Anstieg des ICP
und setzt dadurch Regelmechanismen zur Aufrechterhaltung des zerebralen Blutflusses in
Gang. Der primére Anstieg des ICP senkt den CPP, dies bewirkt eine kompensatorische
Abnahme des =zerebralen GefiaBBwiderstands (CVR=mittlerer arterieller Blutdurck
(MAP)/CBF). Die resultierende zerebrale Vasodilatation erhoht das zerebrale Blutvolumen
(CBV) mit der Folge eines weiteren Ansteigens des ICP (BAETHMANN et al. 1997).

Traumatisch bedingte Raumforderung

(Hamatom, Hirnschwellung, Odem)

N

CBV 1 CPP |

k CVR | “

ICP 1

Abbildung 7: Circulus vitiosus der traumatisch bedingten Raumforderung.
ICP=intrakranieller =~ Druck, @ CPP=zerebraler  Perfusionsdruck, = CVR=zerebraler
GefalBwiderstand, CBV=zerebrales Blutvolumen (ubernommen von BAETHMANN et al.
1997).
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Himatom

Beim SHT kann es zu raumfordernden intrakraniellen Blutungen kommen. Man unterscheidet
das epidurale Himatom, das akute Subduralhimatom und das intrazerebrale Himatom. Das
epidurale Himatom entsteht meist durch Blutungen aus Asten der A. meningea media
zwischen Kalotte und Dura mater und findet sich hiufig temporal in Zusammenhang mit einer
Kalottenfraktur. Die Inzidenz ist im Vergleich zum akuten Subduralhdmatom geringer, auch

die Letalitét ist niedriger (HENNES 2000).

Das akute Subduralhdmatom ist das hdufigste intrakranielle Himatom bei schwerem SHT und
stellt oftmals eine Kombination aus vendser und arterieller Blutung dar. Es kann zusammen
mit Kontusionsherden auftreten (HENNES 2000). Obgleich die wirkliche Inzidenz der
Kontusion schwer abzuschitzen ist, stellt sie ein klinisches Schliisselmerkmal in Féllen von
schweren traumatischen Gehirnverletzungen dar und wurde in nahezu 42 % der Félle von
Patienten mit fatalen Kopfverletzungen beobachtet. Kontusionen weisen hinsichtlich der
Schweregrade und der pathologischen Charakteristiken ein umfangreiches Spektrum auf. Das
klinische Bild reicht von multiplen petechialen H&morrhagien bis hin zu grofen
intrazerebralen Himatomen. Die intrazerebralen Himatome werden durch die Koaleszenz von

multiplen verletzten Bereichen gebildet (RIBAS u. JANE 1992).

Odem

Fast alle zerebralen Insulte werden von einem Hirnddem begleitet, welches als intrakranielle
Raumforderung wirken kann. Dadurch kann neben dem primédren Schaden ein weiterer
ischdmisch-hypoxischer Schaden entstehen. Beim traumatischen Hirnddem handelt es sich
immer um eine Kombination aus zytotoxischem und vasogenem Hirnddem (HENNES 2000).
Bei einem zytotoxischen Hirnddem kommt es durch zellmembranschédigende Substanzen
primir zum Astrozytenhydrox (d.h. zur Gliazellschwellung). Im Gegensatz zum vasogenen
Hirnédem ist hier die Blut-Hirn-Schranke (BHS) primér intakt. Beim zytotoxischen
Hirnddem liegt jedoch eine Schidigung der Hirnzellmembranen mit Stérung der

membrandren lonenpumpen und der intrazelluldren Osmoregulation vor (FANDINO 1995).

Bei dem vasogenen Hirnddem ist die BHS zerstort. Griinde hierfiir konnen neben einer
endothelialen Schiadigung und einer Verbreiterung der tight junctions auch die Induktion
eines abnormen vesikuldren Transports sein. All diese Mechanismen fithren zu einer
Zunahme von Blutplasmakomponenten im Gehirn (KLATZO 1985). Geschwindigkeit und
Ausbreitung des Odems werden durch himodynamische Faktoren entscheidend bestimmt
(FANDINO 1995).
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Im Tiermodell konnten BASKAYA et al. (1997) eine biphasische Offnung der BHS
nachweisen. Die erste Offnungsphase der BHS, vier bis sechs Stunden nach CCI, steht in
direktem Zusammenhang mit der Odembildung, die bereits zwei Stunden nach Trauma
einsetzt. Das Odem, welches intial auf die traumatisch geschiidigte Seite beschrinkt ist,
erreicht nach 24 Stunden seine maximale Ausbreitung und dehnt sich auch auf den
kontralateralen Kortex und Hippokampus aus. Die zweite Offnungsphase der BHS, drei Tage
nach Trauma, fiihrt nicht mehr zu einer Odemzunahme. Die zugrunde liegenden Theorien, die
zu einem biphasischen Offnen der BHS fiihren, sind spekulativ. Einen moglichen Ansatz stellt
der gemeinsame Pathomechanismus von Ischdmie und SHT dar. So wurde ein signifikantes
Absinken des CBF in Kortex und Hippokampus nach kortikaler Kontusion nachgewiesen
(CHERIAN et al. 1994). Ebenso ist bekannt, dass sich ischdmische Verdnderungen im Gehirn
unmittelbar nach einem SHT ereignen und bis zu zwdlf Stunden persistieren (MARION et al.
1991). Somit kann die zweite Offnungsphase der BHS mit einer verspiteten Reperfusion des

ischdmisch geschadigten Gewebes zusammenhéngen (BASKAYA et al. 1997).

Ein zweiter mdglicher Mechanismus fiir die biphasische Offnung der BHS kann sein, dass der
Primérschaden zur Geféal3zerreiBung und Zerriittung von endothelialen Membranen fiihrt und
dadurch fiir die erste Offnungsphase der BHS verantwortlich ist. An der zweiten
Offnungsphase sind mdglicherweise Mediatoren beteiligt, die zur Schidigung der BHS
fiihren. Hierunter fallen vor allem Metaboliten der Arachnidonsdurekaskade wie Leukotriene
und Prostaglandine, Polyamine, Histamine und freie Radikale (BASKAYA et al. 1997).
SOARES et al. (1995) berichteten, dass die Rekrutierung inflammatorischer Leukozyten
initial in den geschadigten Gefd3en vorkommt und sich dann in den geschidigten Kortex und
Hippokampus ausbreitet. Eine Aktivierung von Leukozyten wurde nur in Bereichen mit
zerstorter BHS festgestellt. Folglich kann die Akkumulation von Leukozyten in geschadigten
Gehirnregionen zur zweiten Offnungsphase beitragen, indem die Leukozyten zytotoxische

Substrate wie lysosomale Enzyme und Zytokine sezernieren (BASKAYA et al. 1997).

KOCHANEK et al. (1995) zeigten, dass das Maximum der Odembildung nach 24 Stunden
erreicht ist und bis zum zweiten Tag in dieser Stdrke erhalten bleibt. Jedoch konnten sie zu
keinem Zeitpunkt eine Odemformation in der kontralateralen Hemisphiire beobachten.
Weiterhin zeigten sie, dass das Gehirnddem bereits nach einer Woche zu etwa 70 % resorbiert

ist.
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2.2.3 Therapieformen nach SHT

Die Prognose eines Patienten mit schwerem Schédel-Hirn-Trauma hat sich in den letzten 20
Jahren deutlich verbessert. Die Wirksamkeit der Behandlung weist in der Frithphase die
hochste Effizienz auf (golden hour of shock). Aus diesem Grund ist eine Verbesserung der
Prognose vor allem von einer Optimierung der Akutbehandlung in der Préhospitalphase und
in der Notaufnahme zu erwarten. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgemeinschaft
Intensivmedizin/Neurotraumatologie der Deutschen Gesellschaft fiir Neurochirurgie (DGNC)
und unter Beteiligung der Deutschen Interdisziplindren Vereinigung fiir Intensiv- und
Notfallmedizin (DIVI) ist vom wissenschaftlichen Arbeitskreis Neuroandsthesie der DGAI
eine Leitlinie zur Primérversorgung bei schwerem SHT erarbeitet worden (DINKEL u.
HENNES 1998).

Die vorrangige Aufgabe der innerklinischen Akutversorgung stellt die Vermeidung Prognose-
limitierender zerebraler Sekundarschidden dar, die bei etwa 90 % aller letalen SHT bestehen
(GRAHAM et al. 1989). Vor allem die arterielle Hypotonie wie auch die Hypoxé@mie sind die
entscheidenden extrakraniellen Determinanten eines unglinstigen Heilungsverlaufes nach
SHT (MILLER et al. 1981; CHESNUT et al. 1993). Trotz préklinischer Erstversorgung liegen
bei stationdrer Aufnahme bei 10 bis 15 % der Patienten eine Hypoxidmie und bei 15 bis 20 %
eine Hypotonie vor (WAHJOEPRAMONO et al. 1993). Die Aufrechterhaltung eines
ausreichend hohen zerebralen Perfusionsdrucks (CPP=MAP-ICP) ist von herausragender
Bedeutung, da in der Regel die Hindurchblutung in der Frithphase nach einem SHT erniedrigt
ist (BOUMA et al. 1991; BOUMA u. STRINGER 1992; MARTIN et al. 1992). Ischdmische
Hirnldsionen konnten durch Autopsie bei tiber 80 % der Patienten mit einem letalen SHT
gefunden werden (GRAHAM et al. 1989). Um ischdmische zerebrale Sekundérschiden zu
vermeiden, ist ein CPP {iber 70 mmHg anzustreben. Hierzu sollte bei erhdhtem intrakraniellen
Druck ein MAP iiber 90 mmHg und ein systolischer Blutdruck iiber 120 mmHg anvisiert
werden. Um diese Richtwerte zu erreichen, muss im gegebenen Fall eine Volumentherapie,
der Einsatz von vasoaktiven Substanzen und das Stillen einer evtl. vorhandenen Blutung
durchgefiihrt werden bzw. auch eine Hypertonie korrigiert werden (DINKEL u. HENNES
1998).

Zur Vermeidung von zerebralen Sekundérschaden tragt, neben der Kreislaufstabilisierung, die
Priavention der Hypoxdmie, Hyperkapnie und extremen Hypokapnie bei. Bis zu 70 % aller
Patienten mit einem schweren SHT weisen neben der Hypoxdmie eine Hyperkapnie auf, die
durch zerebrale Vasodilatation den ICP steigert (CHESNUT et al. 1993). Vorrangige

Therapieziele sind daher eine Normoxdmie (Sa0,>95 %, Pa0O,>100 mmHg) und eine
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Normokapnie im unteren Normbereich (PaCO,~35 mmHg, PetCO,~30 mmHg). Falls diese
Kriterien bei stationdrer Aufnahme nicht erfiillt sind, miissen alle Patienten mit acht bzw.
weniger als acht Punkten auf der Glasgow Coma Scale und alle Patienten mit einer
beeintrachtigten Sauerstofftransportkapazitdt endotracheal intubiert, volumenkontrolliert
beatmet und adiquat (Pulsoxymetrie, Kapnometrie, Blutgasanalysen) kontrolliert werden
(DINKEL u. HENNES 1998). Ein schweres SHT verursacht bei 70 bis 80 % der Patienten
einen Anstieg des ICP. Die Mortalitét korreliert eng mit der Hohe des ICP. Eine Senkung des
ICP ist bei Werten tiber 20 mmHg indiziert. Die Therapie ist auf die Reduktion des ICP und
auf die Erhoéhung des CPP (= 70 mmHg) ausgerichtet (JOINT SECTION ON
NEUROTRAUMA AND CRITICAL CARE 1995). Die Beseitigung intra- und extrakranieller
Ursachen einer ICP-Erhéhung (z.B. Hdmatome, Hyperkapnie, Hypotonie) hat Vorrang vor

symptomatischen Malnahmen.

Stress- und schmerzinduzierte Anstiege des ICP miissen durch Analgosedierung oder Narkose
verhindert werden. Eine Analgesie ist bei komatosen Patienten erforderlich (BRUDER et al.
1994).

Das Hypnotikum Propofol wird bevorzugt zur Sedierung von Patienten mit einem SHT auf

der Intensivstation eingesetzt (s. Kapitel 2.3).

Die Stabilisierung der Vitalfunktionen, die Wiederherstellung und Aufrechthaltung des
normalen CPP durch Volumensubstitution und Vasokonstringenzien sind neben dem
Hochlagern des Oberkorpers (Vorraussetzung hierfiir ist eine storungsfreie zerebrovendse
Drainage) bis maximal 30 °C wirksame BasismaBBnahmen (FELDMANN et al. 1992). Die
Liquordrainage und der Einsatz von Mannitol gelten als wichtige ZusatzmaBBnahmen. Dabei
sind Kurzinfusionen von Mannitol (0,25-1 g/kg) wirkungsvoller und mit weniger
Komplikationen verbunden als eine Dauerinfusionen. Ein Ansteigen der Serumosmolaritét
iiber 320 mosmol/l und eine Hypovoldmie sind zu verhindern (SMITH et al. 1986). Zusétzlich
konnen bei ungentigender osmotischer Wirkung Schleifendiuretika verabreicht werden. Wenn
der ICP mit diesen MaBnahmen nicht reduziert werden kann, ist die therapeutische
Hyperventilation zu erwédgen. Die Hyperventilation ist Teil des traditionellen
Therapiekonzepts bei intubierten und kontrolliert beatmeten Patienten mit erhéhtem
intrakraniellen Druck. Dem therapeutischen Einsatz der Hyperventilation liegt die CO;-
Reagibilitit der Hirngefile zugrunde, die bei Abnahme des arteriellen
Kohlendioxidpartialdruckes (PaCO;) zu einer Reduktion der Hirndurchblutung und des

zerebralen Blutvolumens fiihrt. Zusitzlich soll die Hyperventilationstherapie eine Zunahme
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des interstitiellen und neuronalen pH-Werts und damit eine Reduktion der ischdmischen
Azidose bewirken (WERNER 2000a).

Als weitere MalBlnahmen gelten neben der Hyperventilation auch die milde Hypothermie und
die Therapie mit Barbituraten. Der Einsatz der Hypothermie erwies sich im Tiermodell als
neuroprotektiv (DINKEL u. HENNES 1998). Durch eine milde Hypothermie (36,5 °C bis
34,0 °C Kerntemperatur) konnte in klinischen Untersuchungen eine Senkung des zerebralen
Sauerstoffverbrauchs, eine Reduktion des erhdhten ICP, eine verminderte Freisetzung
toxischer Neurotransmitter, eine Abnahme in der Mortalitit und ein verbessertes
neurologisches Ergebnis erzielt werden (MARION et al. 1993). Jedoch kann aufgrund
unzureichender Erkenntnisse liber das optimale Ausmal}, Einsatzdauer und MaBnahmen zur
Kiihlung und Wiedererwdrmung die aktive Kiihlung derzeit nicht als Routinebehandlung
empfohlen werden. Barbiturate werden klassisch zur Senkung des erhdhten intrakraniellen
Drucks eingesetzt (EISENBERG et al. 1988). Sie senken den zerebralen Sauerstoffverbrauch
und sollen unter anderem dadurch hirnprotektiv wirken. Der Patient erhidlt eine

kontinuierliche Infusion unter EEG-Monitoring (Burst-Suppression-EEG).

Spezifische MaBnahmen zur Hirnprotektion konnten entweder aufgrund des fehlenden
Beweises der klinischen Wirksamkeit nicht empfohlen werden (Bsp. Glukokortikoide) oder
sind speziellen Indikationen, wie beispielsweise Kalziumantagonisten bei traumatischer
Subarachnoidalblutung, vorbehalten. So wird die Indikation und Wirksamkeit einer Therapie
mit Glukokortikoiden beim Neurotrauma kontrovers beurteilt (GUDEMAN et al. 1979). In
mehreren SHT Studien (GUDEMAN et al. 1979; COOPER et al. 1979; DEARDEN et al.
1986) konnte keine giinstige Beeinflussung des neurologischen Ergebnisses erzielt werden.
Daneben galt das wissenschaftliche Interesse der Reduktion der Ca™'-Freisetzung durch
Kalziumantagonisten (DINKEL u. HENNES 1998). Die ischdmiebedingte Erhohung der
intrazelluliren Ca"™ -Konzentration ist ein Trigger fiir die Vermittlung einer Vielzahl von
neurodegenerativen Prozessen. So wurde fiir das Medikament Nimodipin eine Hemmung der
Ca''-Freisetzung aus intrazelluliren Speichern nachgewiesen. Die Blockade von
Dehydropyridin-sensitiven =~ Ca'-Kanilen  mit  Nimodipin  nach  traumatischer
Subarachnoidalblutung ist wirkungsvoll, da es eine Hypoperfusion, die durch Vasospasmen
induziert wurde, vermeiden kann (HARDERS et al. 1996).

Indomethacin, ein Zyclooxygenasechemmer, senkt nach einer Bolusinjektion von 50 mg
signifikant den ICP. Allerdings tritt nach dem Absetzen ein Rebound-Phédnomen auf
(BIESTRO et al. 1995).
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Da die bisherigen Konzepte zur Therapie des SHT unzureichend sind, bedarf es weiterer
Studien, um Patienten gezielter vor neurologischen Folgeschiden nach einem SHT zu
schiitzen. Nach wie vor ist die Andsthesie Gegenstand der SHT-Forschung, da sie regelmaf3ig

in die Erstbehandlung von SHT-Patienten eingebunden ist.
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2.3 Propofol

2.3.1 Allgemeine Informationen

Propofol (z. B. Disoprivan 2 9%, Astra-Zeneca, Wedel) ist ein einfach gebauter
Phenolabkommling (siche Abb. 8). Aufgrund der phenolischen Hydroxylgruppe in der
Strukturformel ist Propofol ein potentes Antioxidans und zusétzlich ein Inhibitor der

Lipidperoxidation (MURPHY et al. 1992).
H
O

CH (CH3), HC CH (CHz3),

Abbildung 8: Molekulstruktur von Propofol.

Seit den 1980er Jahren wird Propofol als allgemeines Anidsthetikum und Hypnotikum ohne
analgetische Potenz eingesetzt (JAMES u. GLEN 1980). Zur Anwendung kommt es als
1%iges oder 2%iges 2,6-Diisopropylphenol in Form einer Ol in Wasser Emulsion mit 10 %
Sojabohnendl, 2,5 % Glyzerol und 1,2 % Eiphosphatiden mit einem pH-Wert zwischen 6 und
8,5. Im Mérz 1993 wurde Propofol als Sedativum in der Intensivbetreuung von kiinstlich
beatmeten Patienten zugelassen (MIRENDA u. BROYLES 1995).

2.3.2 Pharmakokinetik

Propofol wird aufgrund seiner hohen Lipophilie sehr schnell im Rahmen eines offenen 3-
Kompartimentsystems umverteilt und metabolisiert. Riickverteilungen aus dem schlechter
durchbluteten Fettgewebe finden protrahiert statt (FREY u. LOSCHER 1996). Propofol wird

hauptsdchlich in der Leber biotransformiert. FEinige Berichte weisen auf einen
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extrahepatischen Metabolismus von Propofol hin. DAWIDOWICZ et al. (2000) konnten
nachweisen, dass Propofol beim Menschen in der Lunge zu 2,6-diisopropyl-1,4-quinol
transformiert wird. Die inaktiven Hauptmetaboliten sind das Glukuronsdure-konjungierte
Propofol und das Glukuronsdure- und Sulphat-konjungierte, hydroxylierte Derivat 2,6-
diisopropyl-1,4-quinol. Die Metaboliten werden zu 88 % iiber den Urin ausgeschieden, nur 2
% tber den Kot. Weniger als 0,3 % der Ausgangsdosis wird unverdndert ausgeschieden

(SIMONS et al. 1988).

2.3.3 Pharmakodynamik

Propofol fiihrt innerhalb einer Minute zum Toleranzstadium ohne Exzitationserscheinungen.
Aufgrund einer sehr schnellen Biotransformation ist die Wirkungsdauer nach einmaliger
Applikation nur ca. 5 bis 10 min. Da die Metaboliten rasch ausgeschieden werden, sind
Riickstandsbildungen in Muskulatur und Fettgewebe unwahrscheinlich. Aus diesem Grund
sind kumulative Effekte beim Menschen nicht zu erwarten (FORTH et al. 1996). Propofol ist
kombinierbar mit Inhalationsnarkotika, Analgetika und Sedativa. Auch Infusionen sind
moglich. Zur Narkoseeinleitung bendtigt man in der Humanmedizin ca. 1,5 bis 2,5 mg/kg
intravends (i.v.) und fiir die Narkoseaufrechterhaltung ca. 4 mg/kg/h Propofol (FREY u.
LOSCHER 1996). In der Veterinirmedizin bewegt sich die Propofol-Dosierung zur
Narkoseeinleitung (ohne Pramedikation) beim Hund zwischen 5 und 7 mg/kg/i.v und bei der
Katze zwischen 5 und 8 mg/kg/i.v. Zur Narkoseaufrechterhaltung benétig man beim Hund 9
mg/kg/h und bei der Katze bis zu 30 mg/kg/h Propofol (ERHARDT et al. 2004; LENDL u.
HENKE 2004).

2.3.4 Einsatz in der Medizin

Im Mittelpunkt der Therapie von SHT-Patienten steht die Minimierung des zerebralen
Sekundérschadens. Hierbei stellen Analgesie und Sedierung essentielle Therapiebestandteile
dar, jedoch ldsst sich ein Beweis fiir deren Wirksamkeit in Bezug auf die Prognose in der

vorliegenden Literatur nicht finden. Neben der Kontrolle des ICP kommt auch dem CPP eine
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grofle Bedeutung zu. Ziel hierbei ist es, die zerebrale Stoffwechselrate (CMR) zu verringern.
Dadurch kommt es in Gebieten mit erhaltener Autoregulation der Hirngefdle zu einer
Verminderung des CBF, des CBV und des ICP. In minderperfundierten Bereichen kann eine
Senkung der Sauerstoffaufnahme einem ischdmischen Schaden vorbeugen (GREMMELT u.
BRAUN 1995). Es existieren einige klinische Studien, die sich mit dem Einsatz von Propofol
in der Intensivmedizin beschéftigten. In einer der ersten Studien zu dieser Thematik
untersuchten FARLING et al. (1989) die Verwendung von Propofol als Sedativum bei
schweren Kopfverletzungen. Hierzu wurde iiber 24 Stunden eine 1%ige Propofol Infusion (48
ng/kg/min) an zehn Patienten verabreicht, nachdem initial Morphin (5-10 mg/h), Midazolam
(5-10 mg/h) und Vecuronium (0,1 mg/kg/h) gegeben wurde. Im Gegensatz zum ICP, der
unverdndert blieb, war der CPP am Ende der 24 Stunden signifikant gestiegen. In einer
anderen 24-stiindigen Untersuchung von MERGAERT et al. (1991) wurde der Effekt einer
Infusion mit 1%igen Propofol (15 Patienten, 1 bis 3 mg/kg/h) mit einer Fentanyl Infusion (16
Patienten, 0,3 bis 0,5 mg/h) verglichen. Beide Gruppen erhielten zusétzlich Pancuronium (4
bis 6 mg/h). In der Propofolgruppe stieg der CPP signifikant von 75 auf 93 mmHg an. Der
ICP blieb stabil in der <16 mmHg ICP Untergruppe, stieg aber in der >16 mmHg ICP
Untergruppe an. In der Studie von STEWART et al. (1994) wurden neun Patienten mit
Propofol infundiert (im Mittel 55 pg/kg/min) und sechs Patienten mit Morphin (0 bis 4 mg/h)
und Midazolam (0 bis 5 mg/h) sediert. Nach 40 Stunden waren keinerlei Unterschiede in den
beiden Gruppen hinsichtlich Blutdruck, ICP oder CPP zu erkennen. HARTUNG (1987)
untersuchte das intrakranielle Druckverhalten bei fiinf Patienten mit Schidel-Hirn-Trauma im
Alter von 17 bis 18 Jahren nach Propofol- (1 mg/kg/KG) bzw. Thiopental-Applikation (2
mg/kg KG). Die Werte von ICP, MAP, CPP, Blutdruck (blutig), Herzfrequenz (HF) und die
Blutgase wurden vor, sowie 1, 3, 5, 10 und 15 min nach Applikation bestimmt. Der ICP fiel
bei Propofolgabe initial ab, jedoch wurden die Ausgangswerte nach 5 min wieder erreicht.
Die Reduktion des MAP war deutlich, die Ausgangsituation war nach 10 min wieder
hergestellt. Der CPP verringerte sich bei drei Patienten leicht, bei einem deutlich und stieg bei
einem weiteren leicht an. Die Blutgasanalyse belegte liber den Messzeitraum unverdnderte

Ventilations- und Oxygenierungsverhiltnisse.

KELLY et al. (1999) untersuchten den Einsatz von Propofol an Patienten mit moderaten und
schweren Kopfverletzungen. Die Studie umfasste 42 Patienten wobei hiervon 19 Patienten der
Morphingruppe (1,3 +/- 0,7 mg/h) zugeteilt waren und 23 Patienten der Propofolgruppe (55
+/- 42 ng/kg/min) angehorten. Eine ausreichende Analgesie wurde bei allen Patienten durch
Morphin erzielt. Die durchschnittliche Therapiedauer betrug in der Propofolgruppe 95 +/- 87
Stunden, in der Morphingruppe 70 +/ -54 Stunden. Der ICP wie auch der CPP verhielten sich
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in beiden Gruppen gleich, jedoch sank der ICP in der Propofolgruppe am 3. Tag der Therapie.
Obwohl in der Propfolgruppe ein hoéherer Einsatz von Vasopressoren und Mannitol
beschrieben wurde, sank der Verbrauch von Muskelrelaxantien, Benzodiazepinen,
Pentobarbital und Liquordrainagen. In der Langzeitbeobachtung (sechs Monate) erzielten
beide Gruppen dhnliche Ergebnisse, bessere Resultate wurden bei Patienten erzielt die in den
sechs Monaten eine Propofol-Gesamtdosis von mindestens 100 mg/kg Korpergewicht

erhielten.

2.3.5 Neuroprotektives Potential von Propofol

Die zerebrale Neuroprotektion umfasst all jene prophylaktischen Mallnahmen, die die
Toleranz des ZNS gegeniiber Hypoxie und Ischdmie verbessern. Die Geschichte der
zerebralen Neuroprotektion begann 1960, als festgestellt wurde, dass anisthesierte Patienten
weniger EEG-Schwankungen unterworfen waren, als dies im Wachzustand der Fall war, und
als zusétzlich fiir Barbiturate nachgewiesen wurde, dass sie in der Lage sind, die Toleranz des
Gebhirns hinsichtlich Hypoxie und Ischdmie zu verbessern (WELLS et al. 1963; GOLDSTEIN
et al. 1966). Danach wurde fiir mehrere anisthetische Regime herausgefunden, dass sie die
Inzidenz fiir eine neuronale Schidigung im Vergleich zum Wachzustand senken. Trotz einer
beachtlichen Anzahl an experimentellen und klinischen Studien und Erkenntnissen in der
Grundlagenforschung, ist die Rolle der Anédsthetika als Neuroprotektiva immer noch nicht bis
ins letzte Detail geklart (POL 2000). Zahlreiche Studien haben sich vor allem anhand
zerebraler Ischdmie- und Hypoxie-Modelle, sowohl in In-vitro- wie auch In-vivo-
Versuchsansétzen mit der neuroprotektiven Wirkung von Propofol befasst (YAMASAKI et
al. 1999). Bis zum heutigen Tag existieren drei experimentelle Traumastudien, die sich mit
der neuroprotektiven Wirkung von Propofol beschéftigt haben. So untersuchten
HOLLRIEGEL et al. (1996) in einem In-vitro-Zellversuch den Einfluss von Propofol auf die
Neuroneniiberlebensrate und auf die Erhaltung der synaptischen Integritit nach einer
kiinstlichen Amputation der Dendriten. Sie fanden heraus, dass Propofol liber Gamma-
Amino-Buttersdure (GABA,) Rezeptoren seine neuroprotektive Wirkung dosisabhingig
ausiibt. Dieser neuroprotektive Effekt, Propofol ist ein GABA Agonist, wurde allerdings nur

erzielt, wenn Propofol bereits vor der Dendritotomie gegeben wurde.

Eine zweite experimentelle Studie zu diesem Thema untersuchte die neuroprotektive Wirkung
von Propofol und zwei weiteren Anésthetika, Halothan und Chloralhydrat, im Weight-drop-
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Modell an der Maus. Das einzige Bewertungskriterium war das Erfassen des neurologischen
Status nach der Traumainduktion. Parameter wie Blutdruck, Blutgase etc. wurden nicht
aufgezeichnet (TECOULT et al. 2000). Auch eine weitere Studie beschiftigte sich mit dem
Weight-drop-Modell, allerdings an der Ratte. Dem experimentell induzierten Trauma schloss
sich eine Phase der moderaten Hypothermie (33 bis 24 °C) an, entweder unter
Propofolanisthesie oder Isoflurannarkose. Die Messung der physiologischen Variablen ergab,
dass eine Kombination von Hypothermie und Propofolandsthesie nach einem SHT der
Isoflurannarkose vorzuziehen ist, da Propofol eine Senkung des ICP und einen Anstieg des

CPP und des lokalen CBF induziert (KAHVECI et al. 2001).

Es existieren einige klinische Studien iiber das neuroprotektive Potential von Propofol. So
untersuchten STEPHAN et al. (1987) die Auswirkungen von Propofol auf die
Gehirndurchblutung und den Sauerstoffverbrauch des Gehirns an Patienten mit koronarer
Herzkrankheit. Sie fanden heraus, dass Propofol (0,2 mg/kg/min) zu einer Senkung des
mittleren Perfusionsdrucks um 25 % fiihrte, die Autoregulation in diesem Bereich jedoch
erhalten blieb. Aufgrund einer Abnahme der zerebralen Sauerstoffaufnahme (CMRO,) um 36
%, die eng mit einem Absinken der neuronalen Aktivitit im EEG korreliert, sank die
Hirndurchblutung um 51 %. Der HirngefiBwiderstand stieg um 55 % an. Propofol {ibt
wahrscheinlich iiber die Senkung der zerebralen Sauerstoffaufnahme und der

Hirndurchblutung eine hirnprotektive Wirkung aus.

Auch VANDESTEENE et al. (1988) stellten unter Propofolgabe (0,1 mg/kg/min) eine
Reduktion der Hirndurchblutung um 28 % und eine Senkung der zerebralen
Sauerstoffautnahme um 18 % fest. Sowohl STEPHAN et al. (1987) als auch
VANDESTEENE et al. (1988) fiihren die Reduktion der Hirndurchblutung wihrend einer

Propofol-Infusion auf einen sinkenden Stoffwechselbedarf zuriick.

Zwischen der Hirndurchblutung und der metabolischen Stoffwechselrate des Sauerstoffs
besteht eine lineare Korrelation. Propofol senkt beide proportional beim Menschen, ohne die
zerebrale arteriovendse Sauerstoffgehaltsdifferenz (cerebral arteriovenous oxygen content
difference) zu beeinflussen (OSHIMA et al. 2002). WERNER et al. (1992) zeigten an
Hunden, dass Propofol (0,8 mg/kg/min) die Hirndurchblutung, die Blutflussgeschwindigkeit
und die metabolische Stoffwechselrate des Sauerstoffs in dhnlichem Umfang senkt. KOCHS
et al. (1992) wiesen nach, dass Propofoldosierungen, die zu einem Burst-Suppression-Muster
im EEG fiihrten, sowohl ein signifikant verbessertes neurologisches wie auch ein
histopathologisches Endergebnis nach inkompletter zerebraler Ischdmie im Vergleich zu einer
Fentanyl/Lachgas-Anisthesie erzielten. Zudem konnte durch diese Studie belegt werden, dass
die neuroprotektive Wirkung von Propofol unabhingig vom Plasma-Glukosespiegel ist.
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YAMASAKI et al. (1999) stellten fest, dass Propofoldosierungen, die in der Lage sind, ein

Burst-Suppression-Muster im EEG zu erzielen, neuroprotektiv sind.

Propofol reduziert die Aktivitit kortikaler Neuronen, indem es die durch GABA, Rezeptoren
vermittelte synaptische Inhibition verstirkt (ANTKOWIAK u. KIRSCHFELD 2000). HANS
et al. (1994) zeigten in einer Zellkultur, dass hohe Propofolkonzentrationen in der Lage sind,
die iiber N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) Rezeptoren vermittelte Neurotoxizitidt von Glutamat
signifikant zu vermindern. Die Autoren machten hierfiir eine vermutlich allosterische
Hemmung der NMDA Rezeptoren verantwortlich (ORSER et al. 1995). ZHU et al. (1997)
hingegen stellten unter Propofolgabe und Normothermie (37 °C) eine Erhéhung des
neuronalen Zellschadens durch NMDA fest.

Auch AMORIM et al. (1995) zeigten in einem In-vitro-Versuch, dass Propofol unter
normothermen Bedingungen (37 °C) nicht zu einer Verminderung des anoxischen Schadens
fiihrt, allerdings unter hyperthermen Bedingungen (39 °C). Grund hierfiir ist einerseits die
Verminderung des Ca™'- und Na'-Influx und andererseits der K'-Efflux. Die Reduzierung des
elektrophysiologischen Schadens war jedoch nur dann signifikant, wenn Propofol bereits vor
Beginn der Hyperthermie angewandt wurde. Dass Propofol den Glutamat abhéingigen Ca''-
Eintritt in die Synaptosomen blockiert, stellten BIANCHI et al. (1991) in einem Versuch an
Ratten fest. VELLY et al. (2003) bestitigten die neuroprotektive Wirkung von Propofol in
einem In-vitro-Sauerstoff-Glukose-Mangel-Modell. Propofol senkt in der Zellkultur, bei
Verwendung von klinisch relevanten Dosen (0,05-10 umol/90min), sowohl signifikant die
Freisetzung von  Laktatdehydrogenase (LDH) wie auch die extrazellulire

Glutamatkonzentration, wihrend die Aufnahme von Glutamat verstarkt wird.
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2.4 Halothan

2.4.1 Allgemeine Informationen

Halothan, ein fluorierter (halogenierter) Kohlenwasserstoff, wird seit iiber 30 Jahren in der
Human- und Veterindrmedizin als dampfformiges Inhalationsnarkotikum eingesetzt. Als klare
Fliissigkeit (Siedepunkt 50 °C) wird es unter dem Zusatz von 0,01 % Thymol (Stabilisator) in
braunen Flaschen aufbewahrt, da durch Lichteinfluss Brom und fliichtige Sauren freigesetzt
werden konnen. Halothan riecht sii8lich und hat eine geringgradige Reizwirkung auf die
Schleimhédute im Respirationstrakt. Aufgrund seines hohen Dampfdruckes muss es iiber

spezielle Verdampfer appliziert werden (FORTH et al. 1996).
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Abbildung 9: Molekilstruktur von Halothan.

2.4.2 Pharmakokinetik

Die hohe Lipophilie des Halothan kann schon wihrend der Anflutungsphase zur
Umverteilung in das schlechter durchblutete Fettgewebe fiihren. Da nach Beendigung der
Narkose innerhalb von 30 min 60 bis 80 % des applizierten Halothan unverdndert abgeatmet
werden, ist die Gefahr der Riickstandsbildung nach einmaliger Anwendung gering (FREY u.
LOSCHER 1996). Bis zu 20 % der Halothangesamtmenge werden in der Leber durch
mischfunktionelle Oxidasen (Monooxygenasen 1im endoplasmatischen Retikulum)
biotransformiert. Dies geschieht iiberwiegend erst nach der Narkose im Zeitraum bis 48
Stunden und mehr. Die dabei entstehenden Brom- und Flurionen fiihren bei Dauerbelastung
zu Nieren- und Leberschidden (Leberstoffwechseldepression). Die nichtfliichtigen Metaboliten

(Hauptmetabolit: Trifluoressigsdure) werden mit dem Harn eliminiert (FORTH et al. 1996).
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2.4.3 Pharmakodynamik

Halothan wird seit 1956 klinisch eingesetzt und war fiir lange Zeit das meist verwendete
Narkotikum. Der MACs, von Halothan betrdgt 0,8 Vol%. Aufgrund seiner geringen
Blutloslichkeit und hohen Lipophilie wird sowohl die Einleitungsphase rasch durchlaufen wie
auch eine schnelle Anflutung im ZNS erreicht. Man nimmt an, dass die Lipophilie
Stoffwechsel- und Austauschvorgédnge in den Membranen des ZNS beeinflusst, und somit
Ursache fiir eine Hemmung bestimmter Impulsleitungen und Transmitterbewegungen sein
kann (FREY u. LOSCHER 1996). Halothan zeichnet sich durch eine schwach analgetische
Wirkung aus. Seine skelettmuskelrelaxierende Wirkung ist ebenfalls gering, jedoch erhoht
sich die Wirksamkeit peripherer Muskelrelaxantien. Das Toleranzstadium wird beim
Menschen mit 0,5 bis 1,2 Vol% Halothan aufrechtgehalten (FORTH et al. 1996). Um eine
ausreichende Anisthesie ohne eine Beeintrichtigung der Herz-Kreislauf-Funktion zu
erreichen, wird Halothan relativ hiufig mit Lachgas oder einem Opioid (z.B. Fentanyl)
kombiniert. Aufgrund seiner atemdepressiven Wirkung sollten ldngere Halothannarkosen

unter kontrollierter Beatmung erfolgen (FREY u. LOSCHER 1996).
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2.5 Elektroenzephalographie (EEG)

Das EEG erfasst als nicht invasives und kontinuierliches zerebrales Monitoringverfahren die
spontane  hirnelektrische  Aktivitit. Die iiber Oberflichenelektroden abgeleiteten
hirnelektrischen Signale reprisentieren im Wesentlichen die synaptische Aktivitét kortikaler
Neuronen und gestatten ein Abschdtzen der funktionellen neuronalen Integritit und des
zerebralen Metabolismus. Beide Groflen konnen durch physiologische Variablen, Pharmaka,
erhohten ICP oder zerebrale Ischdmie beeinflusst werden. Durch Messung am Zielorgan
(Gehirn) orientiert an der Wirkung, nicht an einer fixen Dosis, sind pharmakokinetische und
pharmakodynamische Unterschiede zwischen den Tieren beriicksichtigt (WERNER u.
ENGELHARD 2001).

Eine Abnahme in der Hirnfunktion geht in der Regel mit einer Verlangsamung des EEG
einher. Somit bietet die Frequenzzusammensetzung des EEG einen Anhalt zur Einschitzung
der Schwere einer zerebralen Funktionsstdrung. Die Frequenz des EEG wird als Anzahl der

Potentialschwankungen pro Sekunde angegeben.

In der Elektroenzephalographie werden bestimmte Frequenzen zu Frequenzbereichen bzw.

Frequenzbiandern zusammengefasst. Man kann folgende Frequenzbereiche unterscheiden:

* Betawellen (B): 13 bis 30/s. Sie kommen beim aufmerksamen, wachen Erwachsenen vor.

* Alphawellen (a): 8 bis 13/s. Sie stellen den Grundrhythmus des ruhenden Gehirns bei
geschlossenen Augen dar. Beim Offnen der Augen kommt es zur o-Blockade, es treten

hochfrequente Wellen auf, die B-Wellen.

* Thetawellen (0): 4 bis 8/s. Sie treten bei abnehmender Vigilanz in Erscheinung, es kommt

zur Verlangsamung des EEG.

* Deltawellen (5): 0,5 bis 4/s: Sie treten bei weiterer Ddmpfung der Hirnfunktion auf.
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Abbildung 10: Einteilung der klassischen Frequenzbéander (modifiziert nach SCHMIDT u.
BISCHOFF 2004)

Die klassische Einteilung der Frequenzbidnder wird sowohl im hochfrequenten Bereich
(>30/s) mit den Gammawellen (y) als auch im unteren Bereich mit den Sub-3-Wellen ergidnzt

(SCHMIDT u. BISCHOFF 2004).

Generell kommt es mit zunehmender Anésthetikadosierung zur Abnahme der schnellen und
zu einer Zunahme der langsamen Frequenzanteile. Bei geringen Anésthetikakonzentrationen
sind die hochfrequenten EEG-Anteile im Sinne einer Exzitation verstdrkt. Folglich kommt es

bei der Narkoseeinleitung zur Frequenzsteigerung.

EEG-Verdnderungen sind medikamentenspezifisch. Alle Hypnotika oder Anésthetika haben
jedoch bei sehr tiefer Narkose als gemeinsames Muster das Auftreten von Burst-Suppression-
Mustern (BS). Hierunter wird die teilweise Unterdriickung der kortikalen EEG-Aktivitit
(Suppression) im Wechsel mit hochfrequenter EEG-Aktivitidt (Burst) verstanden (SCHMIDT
u. BISCHOFF 2004).

Suppression Burst
v e (s

Abbildung 11: Bildliche Darstellung von Burst-Suppression-Mustern im EEG (modifiziert
nach SCHMIDT u. BISCHOFF 2004).
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Unter der Burst-Suppression-Ratio versteht man den prozentualen Anteil des supprimierten
EEG pro Zeit. Die Burst-Suppression-Ratio kann 0 bis 100 % betragen. In der vorliegenden
Studie kommen in den beiden Propofolgruppen zwei verschiedene Burst-Supppression-Ratio
zum Einsatz. Hierbei bedeutet eine BS-Ratio von 1 bis 5 % eine beginnende Suppression der

Bursts, wohingegen die BS-Ratio von 30 bis 40 % eine tiefere Burst-Suppression bedeutet.

r—tho—ne— {5 o

Abbildung 12 : Links: Beispielhafte Darstellung von einer Burst-Suppression-Ratio von 1-5
%, Rechts: Burst-Suppression-Ratio von 30-40 % (modifiziert nach SCHMIDT u. BISCHOFF
2004).

Bei Patienten mit einem SHT ist eine EEG-Uberwachung sinnvoll, wenn ein Barbituratkoma
zur Reduktion des Hirnstoffwechsels und des ICP indiziert ist. So kann die adiquate
Barbituratdosierung durch Definition von Burst-Suppression-Mustern titriert werden (WINER
et al. 2001).

Grundsitzlich unterscheidet man zwischen generalisierten und fokalen EEG-Verdanderungen.
Die generalisierten Verdnderungen sind iiber allen Schidelregionen dhnlich ausgeprigt,
wohingegen bei fokalen Verdnderungen nur Teilbereiche des Schidels betroffen sind. Eine
generalisierte EEG-Verdnderung kann durch Narkotika, Sedativa und durch Faktoren
hervorgerufen werden, die den Metabolismus bzw. die Energieversorgung des Gehirns
beeinflussen und dadurch die Zellfunktion verdndern. Zu derartigen Einflussfaktoren zdhlen
neben der Hypoxie die Ischimie, die Hypothermie, die Hypo-/Hyperkapnie und die
Hypoglykidmie (SCHMIDT u. BISCHOFF 2004).

Fokale EEG-Verdnderungen konnen ihre Ursache in Tumoren, Kontusionsblutungen,
subduralen Hdmatomen oder in lokal begrenzten Hypoxien haben. Bei Sedierungskonzepten
mit noch erhaltener hirnelektrischer Aktivitit kann das Auftreten fokaler oder globaler Insulte
durch ein EEG-Monitoring erfasst werden. Die Uberwachung der spontanen hirnelektrischen
Aktivitdt kann zudem das Auftreten nichtkonvulsiver epileptischer Episoden darstellen, die
als Hauptursache fiir posttraumatische hypoxisch-ischdmische Zusténde gelten (VESPA et al.
1999).
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Ein typisches intraoperatives EEG-Signal umfasst nicht nur die Potentialschwankungen einer
Frequenz sondern kann sich aus schnellen sowie langsamen Potentialschwankungen
zusammensetzen. Der hieraus resultierende komplexe Informationsgehalt ist visuell kaum zu
erfassen und muss komprimiert werden. Aus diesem Grund wurden digitale,
computergestiitzte EEG-Signalverarbeitungen eingefiihrt, wobei hierbei die Spektralanalyse
mit Hilfe der Fast-Fourier-Transformation (FFT) eine Standardmethode zur EEG-Auswertung
darstellt (PRIESTLEY 1981). Bei der Spektralanalyse wird ein EEG-Abschnitt in seine
Frequenzkomponenten zerlegt. Dabei bleiben die Form und zeitlichen Abfolgen der EEG-
Wellen unberiicksichtigt. Man geht davon aus, dass sich der zu analysierende EEG-Abschnitt
in eine Reihe von Sinus- und Kosinusschwingungen mit bekannten Wellenldngen zerlegen
lasst. Fiir jede einzelne Wellenlinge kann nun die Ubereinstimmung anhand von
Korrelationsanalysen mit dem zu analysierenden EEG-Abschnitt iiberpriift werden und ergibt
die so genannte Kovarianz. Aus der Summe der Sinus- und Kosinusfunktionen ergibt sich die
Information iiber die Amplitude und die Phasenlage des analysierten EEG-Abschnitts. Eine
grafische Darstellung der FFT-Ergebnisse im Leistungsspektrum verdeutlicht die visuelle
Verteilung der Frequenzanteile (SCHMIDT u. BISCHOFF 2004).
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3. Eigene Untersuchungen

3.1 Zielvorstellung

In der vorliegenden Studie sollen das AusmalB3 des Schidel-Hirn-Traumas (SHT) und das
Vorkommen Apoptose-assoziierter Proteine in Kortex und Hippokampus des Rattengehirns
sechs Stunden nach kontrolliertem zerebralen Trauma unter EEG-gesteuerter Propofolnarkose

in zwei Dosierungen anhand dreier immunhistochemischer Farbungen erfolgen.

Um weitere Erkenntnisse iiber das Andsthetikum Propofol und iiber sein mdglicherweise
neuroprotektives Potential nach einem SHT zu erlangen, kommt in dieser Arbeit das
Controlled-Cortical-Impact- (CCI-) Modell zum Einsatz, das eine kontrollierte traumatische
Hirnrindenkontusion verursacht. Bisher ist noch nicht untersucht worden, inwieweit Propofol,
in unterschiedlichen Dosierungen, nach einem experimentell induzierten Schidel-Hirn-
Trauma neuroprotektiv wirksam ist, insbesondere wenn dieses realititsnah kurz nach dem

Insult gegeben wird.

Propofol gilt nach moderatem oder starkem Trauma als neuroprotektiv (KELLY et al. 1999).
In zwei vorangehenden Studien der eigenen Arbeitsgruppe wurde bereits die neuroprotektive
Wirkung von Propofol nach einem lingeren Uberlebenszeitraum von vier Wochen im
Ischamiemodell unter Beweil3 gestellt. So untersuchte KELLERMANN (2004) u. a. den
Einfluss von Propofol auf den nekrotischen und apoptotischen Zelltod iiber einen
Beobachtungszeitraum von 28 Tagen und konnte eine neuroprotektive Wirkung auf das
neuronale Gewebe nachweisen. Auch STEGEMANN (2004) zeigte, dass Propofol bis zu 28
Tagen nach einem ischdmischen Insult im Zusammenhang mit Apoptose-assoziierten

Proteinen neuroprotektiv wirkt.

Da die neuroprotektive Wirkung von Propofol nach lingeren Uberlebensspannen erwiesen ist
soll nun in der vorliegenden Arbeit das neuroprotektive Potential von Propofol bereits nach
einer sehr kurzen Uberlebenszeit untersucht werden. Die Evaluierung des histologischen
Schadens erfolgt sechs Stunden nach kontrollietem SHT und anschlieBender

Nachbeatmungszeit unter Propofol- bzw. Halothannarkose.

Eine Bestimmung der Lasionsflichen in Gehirnschnitten mit definiertem Abstand zueinander
und der prozentualen Hiufigkeit der eosinophilen und apoptotischen Nervenzellen erfolgt
durch Férbungen mit Kresylviolett und Héamatoxylin Eosin, sowie einer Markierung
aktivierter Caspase-3-positiver Neuronen durch Antikdrper. Durch digitale Aufnahmen dieser

einzelnen Gehirnschnitte kann das gesamte Lasionsvolumen des Gehirns berechnet werden.
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Mit dieser Studie sollen bereits bestehende Untersuchungen iiber die protektiven Wirkungen
von Propofol z.B. bei zerebraler Ischimie (KELLERMANANN 2004, STEGEMANN 2004)
ergidnzt und erweitert werden. Das iibergeordnete Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, dazu
beizutragen, dass die neuroprotektiven Mechanismen der Andsthetika nach einem SHT besser
verstanden werden, und moglicherweise die Analgosedierung mit Propofol als Teil einer

Therapie im klinischen Betrieb angewendet werden kann.
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3.2 Material und Methodik

3.2.1 Versuchstiere

Die Untersuchungen werden an 39 minnlichen Sprague-Dawley Ratten (Charles River
Deutschland GmbH, Sulzfeld) durchgefiihrt.

Die Ratten sind geméll den Vorgaben zur Versuchstierhaltung bei einer Raumtemperatur von
20 bis 23 °C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 bis 60 % und bei einem konstanten

Luftwechsel (500 1/min) untergebracht.

Der Beleuchtungswechsel zwischen hell (50 bis 100 Lux) und dunkel im Kifig findet alle

zwOIf Stunden statt.

Mindestens sieben Tage vor Versuchsbeginn werden die Tiere in einem Gruppenkifig
(Makrolon Typ IV, 1800 cm?) untergebracht. IThr Einstallgewicht betrdgt ca. 320-350 g. Bei
einer durchschnittlichen Gewichtszunahme von sechs Gramm pro Tag erreichen die Tiere bis
zum vorgesehenen Op-Termin ein Korpergewicht von ca. 350-450 g. Als Einstreu dient

entkeimtes und entstaubtes Weichholzgranulat (Fa. Altromin, Lage/Lippe).
Alleinfutterpellets (Alleinfutterpellets fiir Ratten und Mause ssniff R/M-Haltung, 10 mm,
nitrosaminarm der Fa. ssniff Spezialdiditen GmbH, Soest) und Wasser werden ad libitum

angeboten. Die Tiere werden praoperativ nicht niichtern gesetzt.

Das Tierversuchsvorhaben wurde gemédl § 8 des Deutschen Tierschutzgesetzes (TierSchG
1.d.F. vom 25.05.1998, BGBII S. 1105) durch die Regierung von Oberbayern genehmigt.
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3.2.2 Versuchsaufbau

Der Versuch gliedert sich in einen operativen Teil (Anésthesie, Priparation, Induktion des
Schidel-Hirn-Traumas (SHT), Nachbeatmungsphase) und in einen postoperativen Abschnitt,
der eine mikroskopische Analyse des Gehirns beinhaltet. Nur klinisch gesunde Tiere werden
fir den Versuch zugelassen. Zudem werden sdmtliche technischen Gerite vor
Operationsbeginn auf ihre Funktionalitdt hin tiberpriift.

Wahrend der Priaparation (ca. 1,5 h) erfolgt bei allen Tieren die Anisthesie durch 1,2 bis 1,7
Vol% Halothan (Halothan-Eurin 250 ml, Halocarbon Laboratories, Riveredge, NJ, USA) in
N,0/0; (Fi0,=0,33). Zum Zeitpunkt der ersten Messung 0:00 (Ausgangswert = AW) wird die
Halothankonzentration auf < 1,0 Vol% verringert. Bei der sich anschlieBenden
Randomisierung in die entsprechende Versuchsgruppe unterscheidet man die SHT-Gruppe
(Controlled-cortical-impact=CCI), in der bei allen Tieren ein Trauma induziert wird, von der
SHAM-Gruppe (=Scheinversuch). Bei der SHAM-Gruppe erfolgt exakt die gleiche
Praparation wie in der SHT-Gruppe, ebenso wird der Schédelknochen trepaniert (s. 3.2.7
SHT-Induktion, Préparation), eine Induktion des SHT jedoch unterbleibt.

Per Losverfahren erfolgt nun die Zuteilung der Tiere in die jeweilige Versuchsgruppe. Bei
Tieren der Propofolgruppe (=Behandlungsgruppe) wird Halothan entfernt und Propofol
infundiert (Disoprivan 2 %, Astra-Zeneca, Wedel), dosiert nach EEG-Muster mit einer Burst-
Suppression-Ratio (BS) in der hoher dosierten Propofolgruppe von 30-40 %, in der
niedrigeren dosierten Propofolgruppe mit einer BS von 1-5 %. Tiere der Halothangruppe
(=Kontrollgruppe) erhalten weiterhin Halothan in Luft/O, (Fi0,=0,33).

Innerhalb der 6-stiindigen Nachbeatmungszeit erfolgt die Messung der physiologischen
Variablen zu genau definierten Messzeitpunkten. Die Uberlebenszeit von sechs Stunden endet
mit der Dekapitierung und Entnahme des Gehirns. Das Gehirn wird fiir die sich
anschlieBenden histologischen Untersuchungen bei -70 °C gelagert.

Die nachfolgende Abbildung soll einen schematischen Uberblick iiber die einzelnen Phasen

des operativen Versuchsablaufs aufzeigen:
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Abbildung 13: Schematische Ubersicht (iber den operativen Abschnitt des Versuchs.
AW=Ausgangswert, BS=Burst-Suppression-Ratio, SHAM=Scheinversuch, SHT=Schadel-
Hirn-Trauma.



3.2.3 Gruppeneinteilung

Um die 39 Tiere des Versuchs auf die insgesamt vier Gruppen aufzuteilen, erfolgt vor der
Induktion des Schéidel-Hirn-Traumas die Randomisierung. Per Losverfahren wird das Tier
erstens einer der zwei Versuchsgruppen (SHT oder SHAM) und zweitens einer der drei
Anisthetikagruppen (Propofol BS1-5 %, Propofol BS30-40 % und 1,0 Vol% Halothan)
zugewiesen. Die Evaluierung des histologischen Schadens erfolgt sechs Stunden nach
kontrolliertem SHT wund anschlieBender Nachbeatmung unter Versuchsnarkose. Eine

Beschreibung der vier Gruppen findet sich im Folgenden:

1. Tiere der SHT/Propofol-Gruppe, Burst-Suppression-Ratio 1-5 % (SHT/Prop BS1-5 %)

Die zehn Tiere dieser Gruppe durchlaufen alle sieben Phasen des operativen Versuchsablaufs

von Préiparation iiber SHT-Induktion und Nachbeatmungszeit bis hin zur Euthanasie (s. Abb.
13). Wiahrend der 6-stiindigen Nachbeatmungsphase erhalten alle Tiere eine Versuchsnarkose
mit Propofol, dosiert nach EEG-Muster mit einer Burst-Suppression-Ratio von 1-5 % und
werden volumengesteuert beatmet. Durch die Steuerung der Propofolnarkose {iiber das
Vorhandensein einer Burst-Suppression-Ratio von 1 bis 5 % im EEG wird bei jedem Tier die

gleiche Tiefe des Narkosestadiums gewéhrleistet.

2. Tiere der SHT/Propofol-Gruppe, Burst-Suppression-Ratio 30-40 % (SHT/Prop BS30-40
%)

Die zehn Tiere dieser Gruppe durchlaufen ebenfalls alle sieben operativen Phasen des

Versuchs. In der 6-stiindigen Nachbeatmungszeit werden auch hier alle Tiere
volumenkontrolliert beatmet wihrend sie ebenfalls eine Versuchsnarkose mit Propofol,
dosiert nach EEG-Muster, jedoch hier mit einer Burst-Suppression-Ratio von 30 bis 40 %,

erhalten.

3. Tiere der SHT/Halothan-Gruppe (SHT/Halo)

Nachdem die zehn Tiere alle sieben Phasen des operativen Abschnitts durchlaufen haben,

werden sie unter einer Kontrollnarkose mit Halothan (1,0 Vol% Halothan in Luft/O,

(F10,=0,33) sechs Stunden nachbeatmet.
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4. Tiere der SHAM/Halothan-Gruppe

Die neun Tiere der SHAM-Gruppe erhalten exakt die gleiche Préparation wie die Tiere der

SHT-Gruppe, einschlieBlich einer Trepanation und Eréffnung des Schéadelknochens, jedoch
unterbleibt eine Induktion des SHT. In der 6-stiindigen Nachbeatmungszeit werden alle Tiere
der SHAM-Gruppe ebenfalls unter einer Kontrollnarkose mit 1,0 Vol% Halothan in Luft/O,
(Fi0,=0,33) sechs Stunden nachbeatmet.

Die Tiere aller Gruppen erhalten sofort nach Induktion des Schidel-Hirn-Traumas eine
kontinuierliche analgetische Versorgung mit Fentanyl (Fentanyldihydrogencitrat 0,1 mg/2ml,
Janssen-Cilag, Neuss) in der Dosierung von 8-10 pg/h intravends (i.v.).

Arterenol (Norepinephrinhydrochlorid 1 ml, Aventis Pharma, Frankfurt a. M.) wird in allen
vier Gruppen zur Erhaltung des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP) in physiologischen
Bereichen (90-100 mmHg) eingesetzt. Nach der 6-stiindigen Nachbeatmungsphase unter
Versuchsnarkose werden die Tiere euthanasiert und das Gehirn zur weiteren Analyse

entnommen.
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3.2.4 Narkose und maschinelle Beatmung

Die Ratten miissen fiir die Intubation anésthesiert sein. Hierzu werden sie in einen
Glaszylinder gesetzt, der eine mit Halothan getrinkte Zellstofflage enthélt. Mit Eintritt der
Bewusstlosigkeit wird das Tier mit einem abgestumpften 18G Herzkatheter (Cavafix Certo
358, Braun, Melsungen) als Tubus, unter Sichtkontrolle mit Hilfe eines eigens von

Steigenberger konstruierten Laryngoskop intubiert.

Das Tier wird mit einer volumengesteuerten Beamtmungspumpe (Harvard Rodent Ventilator,
Model 683, Harvard Apparatus Inc., South Natick, MA, USA) mit 1,2 bis 1,7 Vol% Halothan
in N,O/O; (Fi0,=0,33) kontrolliert beatmet. Die durch einen Atemgasmonitor (Capnomac,
Fa. Datex, Helsinki, Finnland) iiberwachten Parameter umfassen die endexspiratorischen
Gaskonzentrationen von CO,, O,, N,O und Halothan. Die endexspiratorische CO;
Konzentration wird durch Regulierung der Beatmungsfrequenz bei Werten zwischen 38 und

42 mmHg konstant gehalten.

Bei diesem Narkosesystem handelt es sich um ein halboffenes System ohne Riickatmung mit

einer konstanten Frischgaszufuhr von mindestens 2 I/min und einer Gasabsaugung.

3.2.5 Priparation der Gefillzuginge

Zur Vorbereitung wird das Tier auf den Riicken gedreht, die Priparationsstellen rasiert und
mit Desinfektionsmittel (CutaseptRF, Fa. Bode, Hamburg) eingespriiht. Die verwendeten
Katheter werden mit heparinisiertem (Liquemin N 25000, Hoffmann-La Roche AG,
Grenzach-Wyhlen) Thomaejonin (Thomaejonin Infusions-Lsg 500 ml, Deltaselect,

Pfullingen) 1000 LE. pro 500 ml gespiilt, um einer Thrombodisierung vorzubeugen.

Zur Katheterisierung der A. coccygea wird auf der Schwanzunterseite in der Medianen ein ca.
1 cm langer Hautschnitt gesetzt und nach stumpfer Praparation des subkutanen Fettgewebes
die dariiber liegende Faszie dargestellt. Nach Einschneiden der Faszie liegt die A. coccygea
frei. Es wird ein Katheter zur invasiven Blutdruckmessung (Cardiocap II, Datex, Helsinki,
Finnland) und zur Probenentnahme fiir die Bestimmung der Blutgase und der Blutglukose in

das Gefal3 gelegt.
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Zur Darstellung der linken V. jugularis erfolgt ein Hautschnitt paramedian an der linken
Halsseite. Die Priparation des subkutanen Fettgewebes erfolgt stumpf. Die V. jugularis, die
im Sulcus jugularis zwischen dem M. brachiocephalicus und dem M. sternooccipitalis
verlduft, wird freigelegt. In die V. jugularis werden drei Katheter zur
Medikamentenapplikation (Propofol, Arterenol, Fentanyl) eingefiihrt. Um Blutungen zu
verhindern, wird das Gefdll mit Tabotamp (Ethicon, Norderstedt), einem Hadmostyptikum,

abgedichtet.

3.2.6 Gemessene Parameter

Wihrend der operativen Phase werden zu genau definierten Messzeitpunkten verschiedene
Parameter erhoben und dokumentiert. Dies erfolgt einerseits, um die Narkose des einzelnen
Tieres exakt iiberwachen zu koOnnen, andererseits um einen konstanten Versuchsablauf

gewdhrleisten zu konnen.

Der erste Messzeitpunkt 0:00 h (Ausgangswert) liegt unmittelbar vor der Induktion des
Schédel-Hirn-Traumas. Weitere Messungen werden in der 6-stiindigen Nachbeatmungsphase
nach 20 min (0:20 h), 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h und 6 h erhoben und dokumentiert.
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Tabelle 3: Messzeitpunkte der physiologischen Variablen

Messzeitpunkt Physiologische Variablen

0:00 h (Ausgangswert)

MAP (mittlerer arterieller Blutdruck)

0:20 h nach SHT/SHAM HF (Herzfrequenz)

Gesamthdmoglobin
1 h nach SHT/SHAM

PaO; (arteriellerSauerstoffpartialdruck)

2 hinach SHT/SHAM | paC, (arterieller Kohlendioxidpartialdruck)

pH-Wert
3 h nach SHT/SHAM

AF (Atemfrequenz)

4 h nach SHT/SHAM Blutglukose

rektale Temperatur
5 hnach SHT/SHAM

Perikranielle Temperatur

6 h nach SHT/SHAM

L UAE

Messzeitpunkte der physiologischen Variablen, die wahrend der operativen Phase erhoben
werden.

Messparameter (Blutdruck, Herzfrequenz, Blutgasanalyse, Atmung, Blutglukose,

Temperatur)

Der Blutdruck wird invasiv durch einen Katheter in der A. coccygea gemessen. Dieser ist an
einen Druckdom (MX 960, Medex, Lancashire, GroBbritannien) angeschlossen. Als
Gegendruck zum arteriellen Blutdruck dient ein angeschlossener Beutel mit NaCl 0,9 %, der
auch als Gegenspiilung dient. Vom Druckdom geht direkt eine Verbindung zur eigentlichen
Messstation, dem Cardiocap II (Datex, Helsinki, Finnland). Neben dem systolischen und dem
diastolischen Blutdruck wird auch der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) angezeigt. Vor

Versuchsbeginn erfolgt zur Kalibration des Gerits ein Druckausgleich.
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Durch Ausmessen des Elektrokardiogramms ldsst sich die Herzfrequenz ermitteln. Das
Elektrokardiogramm (Cadiocap 1II, Datex, Helsinki, Finnland) wird {iiber zwei
Nadelelektroden abgeleitet, die ca. 1,5 cm rechts und links vom Sternum auf Hohe der

Achselhohlen subkutan eingestochen werden.

Zu den oben genannten Messzeitpunkten wihrend des Versuchs erfolgt die Bestimmung der
Blutgase. Folgende Parameter werden mit Hilfe des pH/ Blutgas Analyzer 1306
(Instrumentation Laboratory, 20128 Mailand, Italien) bestimmt:

Héamoglobinkonzentration (g/dl)

PaO, (arterieller Sauerstoffpartialdruck in mmHg)
PaCO; (arterieller Kohlendioxidpartialdruck in mmHg)
Blut-pH (-log H'-Ionenkonzentration)

Die Atmung wird durch einen Atemgasmonitor (Capnomac, Datex, Helsinki, Finnland)
kontrolliert. Neben den endexspiratorischen Gaskonzentrationen von Sauerstoff,
Kohlendioxid, Lachgas und Halothan werden auch die Atemfrequenz, der Atemdruck und das

Atemvolumen uberwacht und kontrolliert.

Die Blutglukosebestimmung erfolgt mit einem Schnelltestgerdt (Glucometer Elite, Bayer

Diagnostics, Miinchen).

Die Temperaturmessung erfolgt zum einem rektal zum anderen perikraniell. Die rektale
Temperaturmessung erfolgt durch eine in den Enddarm eingefiihrte Temperatursonde und

dient lediglich der Kontrolle der peripheren Korpertemperatur.

Die Installation der perikraniellen Temperatursonde (Hypodermic needle probe, Omega
Technologies Co, Standford CT, USA) erfolgt schdadelnah in den rechten M. temporalis. Die
Sonde ist mit einer Rotlichtlampe gekoppelt, die direkt iiber dem Tier installiert ist. Sobald
das Kontrollgerdt (Omega Technologies Co, Standford CT, USA) eine Temperatur unterhalb
der physiologischen Korpertemperatur von 37,3 °C misst, schaltet sich die Warmelampe an,
iiber 37,8 °C aus.
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Elektroenzephalographie (EEG)

Die Messung des EEG erfolgt iiber fiinf Nadelelektroden, die vor der Induktion des SHT
implantiert werden. Jeweils zwei der Sonden werden auf jeder Seite 2 mm kaudal des
lateralen Augenwinkels senkrecht zur Haut eingestochen. Auf die gleiche Weise werden zwei
weitere Elektroden je 3 mm kranial der Ohrbasis platziert. Eine Erdungselektrode in der
Schwanzwurzel ermdglicht die storungsfreie Ableitung des Elektroenzephalogramms der
linken und rechten Gehirnhélfte (Aspect Medical Systems Inc., A-1000, Natick, MA, USA).
Da die EEG Amplituden sehr klein sind, sie liegen im Mikrovoltbereich, miissen die

Ableitungen sehr sorgfiltig vorgenommen werden, um Stérungen weitgehend zu vermeiden.

3.2.7 Schiadel-Hirn-Trauma-Induktion

Préparation
Nach Platzierung der Gefialkatheter und der EKG-Sonden wird das Tier wieder auf den

Bauch gedreht und in dem stereotaktischen Rahmen (Kopf Instruments, Modell 961 u. 962,
Tujunga, CA, USA) fixiert.

Am Kopf setzt man in der Medianen einen Hautschnitt. Die weitere Préparation bis zum
Periost erfolgt stumpf. Durch das Anbringen von vier Haltefdden in der Unterhaut schafft man
sich ein {iibersichtliches Prédparationsfeld. Nun erfolgt die Durchtrennung des Periost in der
Medianen mit einem Skalpell und dessen stumpfe Abpridparation vom Schideldach. Die
Aufbohrung des knochernen Schéddeldachs iiber der rechten Hemisphére erfolgt an der
kranialen (kaudal von Bregma gelegen), lateralen (parallel zum Ansatz des M. temporalis)
und kaudalen (kranial von Lambda gelegen) Seite (Diamantbohrer, Kugelform @ 5 mm,
Proxxon GmbH, Niersbach). Wihrend dem Bohren wird durch Thomaejonin®-Spiilung
gekiihlt. Zum Schluss muss der Knochendeckel vorsichtig iiber der Sutura saggitalis
hochgeklappt werden. Danach wird ein Knochenschuppenhalter angebracht und festgeklebt.
Die Bedeckung des Gehirns erfolgt mit Thomaejonin®-Lésung. Bei dem ganzen Vorgang
muss die Dura mater intakt bleiben. Ein Einreilen der Dura mater wiirde den Ausschluss aus
dem Versuch bedeuten. Vor der Verringerung der Halothankonzentration auf < 1,0 Vol%

werden die EEG-Sonden installiert.
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‘Lambda

Kranial kaudal

Abbildung 14: Anatomische Begrenzungslinien: kranial (links) Bregma, kaudal (rechts)
Lambda und in der Mitte die Sutura saggitalis.

Schédel-Hirn-Trauma-Induktion

Zwischen 0:00 und 0:20 wird das Tier mit dem stereotaktischen Rahmen unter das Schédel-
Hirn-Trauma-Gerit (Typ SHTM-3 und SHT-3 CCI Controller, Eigenbau, Mainz) gelegt. Uber
dem Loch im Schéideldach wird ein speziell fiir diesen Zweck konzipiertes Gerét platziert, mit
dem das Schidel-Hirn-Trauma ausgelost wird. Das Gerdt besteht aus einem
druckluftbetriebenen Stempel (Durchmesser 5,0 mm) der vertikal auf dem Gehirn aufgesetzt
wird. Die computergesteuerten Schussparameter sind: 1,75 mm Eindringtiefe, 4-5 m/s
Einschlaggeschwindigkeit und 200 ms Eindringdauer. Kurz vor dem Schlag wird das Gehirn
vorsichtig getrocknet und der Schlagbolzen mit Vaseline eingerieben. Nach dem Schlag soll
die Dura mater intakt sein. Tiere, deren Dura mater eingerissen ist, werden aus dem Versuch
genommen. Wiahrend der ganzen Zeit wird die Gehirntemperatur des Tieres konstant bei 37,5
°C gehalten.

Nach dem Schlag wird das Tier aus dem Schédel-Hirn-Trauma-Gerdt genommen und der
Knochendeckel sofort auf dem geschidigten Gehirn platziert und mit Gewebekleber
(Histoacryl 0,5 ml, B. Braun, Tuttlingen) fixiert. Der Hautschnitt wird mit einem
Lokalanésthetikum Bupivacainhydrochlorid (Bucain 0,5 %, Curasan AG, Kleinostheim)
unterspritzt und die Haut mit 4/0 Prolene (Prolene 4/0, Ethicon, Briissel, Belgien) vernéht. Als
Fliissigkeitsdepot fiir die Nachbeatmungsphase wird jedem Tier 10 ml angewirmte

Elektrolytlosung (Thomaejonin) s.c. verabreicht. N,O wird durch Luft ersetzt.
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Abbildung 15: Links: Druckluftbetriebener Schussapparat, Rechts: Praparatiosstelle mit
aufgesetzter Fhrungshilse.

3.2.8 Nachbeatmung unter Versuchsnarkose

Nach Randomisierung der Tiere in ihre entsprechende Anésthetikagruppe wird die Narkose je
nach Versuchsgruppe umgestellt. In der Halothangruppe betrigt die inspiratorische
Halothankonzentration 1,0 Vol%. Unabhéngig von der Gruppenzugehdrigkeit wird jedem
Tier kontinuierlich 8-16 pg/h Fentanyl verabreicht. Arterenol wird in beiden Gruppen bei
Bedarf zu einer Erhaltung des MAP in physiologischen Bereichen (MAP 90 bis 100 mmHg)
eingesetzt.

In der Propofolgruppe wird die Narkosetiefe fiir jedes Tier individuell iiber das
Vorhandensein eines Burst-Suppression-Musters im EEG gesteuert. Direkt nach dem SHT
werden die Sonden mit den Kabeln des Monitors konnektiert. Zuerst erfolgt eine
Impedanzmessung, um eventuell vorhandene Stérungen in den EEG-Ableitungen zu erkennen
und durch Umstecken der Sonden zu korrigieren. Bei den Tieren der Propofolgruppe wird als
erstes die Zufuhr von Halothan und N,O abgestellt und Luft zugefiihrt bevor ein initialer
Propofolbolus von ca. 12,8 ml/h/Tier (640 mg/kg/h) iiber einen Perfusor (Spritzenpumpe
Modell 11, Harvard Apparatus, Marktheidenfeld) injiziert wird. Die Propofolmenge wird
nach der Bolusgabe so titriert bis das geforderte Burst-Suppression-Muster im EEG sichtbar
wird. In der vorliegenden Studie werden zwei unterschiedliche Propofolgruppen

unterschieden. Die ,,niedrig® dosierte Propofolgruppe, die eine Burst-Suppression-Ratio von
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1-5 % aufweisen soll und die ,.hoch* dosierte Propofolgruppe mit einer Burst-Suppression-
Ratio von 30-40 %. Wiahrend der 6-stiindigen Nachbeatmungszeit erfolgen eine laufende
Kontrolle des Burst-Suppression-Musters im EEG und eine entsprechende Anpassung der
Dosierung des Propofols. Zeitgleich zur Gabe des Propofolbolus wird ein Bolus des
Kreislauf-stabilisierenden Arterenols von ebenfalls 12,8 ml/h/Tier (40.000 fach verdiinnt)
iber einen Perfusor verabreicht, um einen physiologischen MAP zwischen 90 bis 100 mmHg
aufrecht zu halten. Wéhrend der 6-stiindigen Nachbeatmungszeit findet eine kontinuierliche
Kontrolle des MAP statt, der durch Titration der Arterenolmenge (30 pg/kg/h) in seinem
physiologischen Bereich gehalten wird. Eine weitere Auswertung des EEG erfolgt nicht.

Am Ende der 6-stiindigen Nachbeatmungszeit wird die Narkose vertieft und das Tier

euthanasiert.

3.2.9 Probengewinnung

Nach einer Uberlebenszeit von sechs Stunden werden die Tiere euthanasiert und das Gehirn

fiir die histologische Untersuchung entnommen.

3.2.9.1 Dekapitierung

In Vollnarkose erfolgt die Totung des Tieres durch zervikale Dislokation, danach durchtrennt

man mit einer Schere zuerst die Nackenmuskulatur und anschliefend die Halswirbelsdule.
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3.2.9.2 Priparation, Entnahme und Einfrieren des Gehirns

Fiir die Darstellung des Gehirns muss zuerst die Kopfhaut, von den Ohren nach rostral bis zu
den Augen abpripariert werden. AnschlieBend erfolgt beiderseits die Abhebung des M.
temporalis vom Schidelknochen. Mit einer Hohlmeif3elzange muss die Nackenmuskulatur,
das Os occipitale und das Os parietale entfernt werden.

Nach der Platzierung des Spatels basal des Gehirns kann man dieses nun vorsichtig aus den
umgebenden Schéddelknochen heraushebeln. Im Anschluss daran wird das Gehirn in einen
Aluminiumzylinder (H6he 2,5 cm, Durchmesser 1,5 cm) verbracht, der zur Halfte mit einem
Einfriermedium (Tissue Freezing Medium, Jung, Leica Instruments, Nussloch) gefiillt ist.
Nachdem man das Gewebe vorsichtig auf den Boden des Zylinders gedriickt hat, kann dieser
vollstdndig mit Einfriermedium aufgefiillt werden. Unter Zuhilfenahme einer Klemme wird
nun der Aluminiumzylinder in ein mit Methylbutan gefiilltes und auf Trockeneis gelagertes
Gefal3 gehalten. Nachdem das Einfriermedium komplett durchgefroren ist, erfolgt die weitere

Lagerung des Gehirns, bis zu seiner weiteren Verarbeitung, bei -70 °C.

3.2.9.3 Schneiden des Gehirns

Vor dem Schneiden wird das Gehirn aus dem Aluminiumzylinder enthnommen und unter
Zuhilfenahme des Einfriermediums auf einen Objekttisch aufgefroren. Danach wird das
Praparat soweit wie mdglich vom Einfriermedium befreit. Nach einer kurzen
Aquilibierungszeit von ca. 10 min auf eine Objekttemperatur von -15 °C werden zunéchst von
rostral beginnend 30 um dicke Scheiben des Gehirns mit dem Kryotom (Microtom-Kryostat,
HM 500 QM, Microtom GmbH, Walldorf) bei einer Kammertemperatur von -23 °C
abgehobelt. Hierdurch soll die Ausrichtung des Gehirns zum Messer (Symmetrie der beiden
Gehirnhilften) gepriift und gegebenenfalls gedndert werden, sowie die richtige Schnittebene
erreicht werden. Angestrebt wird hierbei die Schnittebene ,,Plate 11%, die als Nullpunkt
festgelegt ist und im Atlas “Maps and Guide to Microdissection of the Rat Brain®
(PALKOVITS u. BROWNSTEIN 1988) definiert ist. Von diesem ausgehend, werden
zunédchst bei 1000, 2000 und 3000 pm, pro Ebene insgesamt drei Objekttrager (Objekttriger

SuperFrost Plus, Menzel-Gliaser, Braunschweig) mit zwei 10 um dicken Schnitten

aufgenommen. Von 3000 bis 9000 um werden alle 500 pm die entsprechende Anzahl an
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Schnitten aufgenommen. Die letzten beiden Schnittebenen 9000 und 10000 pm weisen
wieder einen Abstand von 1000 pum auf. In einem Vorversuch konnte man bei der
Auswertung feststellen, dass der eigentliche Schaden ab ca. 3000 um nach dem festgelegten
Nullpunkt beginnt und im Durchschnitt bei 9000 um endet. Aus diesem Grund wird in dieser
Studie kranial und kaudal des Schadens alle 1000 um (,,Hauptebenen*) die erwdhnte Anzahl

an Schnitten aufgenommen und im Schadensbereich zusétzlich alle 500 um (,,Nebenebenen).
Sofern der Schaden makroskopisch iiber die 10000 pm Ebene hinausgeht, werden auch die
11000 um und 12000 pm Ebenen als Schnitte aufgenommen.

Eine Dokumentation verschiedenster Parameter wie beispielsweise Erreichen des Nullpunkts,
Anzahl der zu trimmenden Schnitte, Schneidetemperatur etc. erfolgt in einem
Schneideprotokoll (s. Tab. 4).

Fiir die Immunhistochemie bendtigt man als Positiv- und Negativkontrollen Gefrierschnitte
von Thymus und Gehirn so genannter Nativ-Tiere. Diese Tiere werden keinerlei Behandlung
oder Manipulation unterzogen, deshalb konnen die gefarbten Organe als physiologische
Vergleichswerte herangezogen werden.

Die fertigen Schnitte werden in Objekttragerkésten (Neo Lab, Heidelberg) bei -70 °C fiir die

weitere Verarbeitung gelagert.
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Tabelle 4: Schneideprotokoll

Datum:

Tiernummer:

0-Pkt
(Bregma
A2400

pm)

zu
trim-
mende pm

Anzahl

Trimm-

schnitte
30um

Anzahl

Trimm-

schnitte
10pum

Aufzu-
nehmende
Schnitte
bei pm

Anzahl
der aufge-
nom-

menen
OTs

Schaden
in Ansicht
der
Schnitt-
ebene

Schaden
in
der
Kortex-
Ansicht

mm-Abstand des
Schadens vom 0-Pkt in
Kortex-Ansicht
bis zum
Anfang  Ende

Schnei-
detemp-
eratur
-20 °C

Sym-

metrie

in der
Gewebe-
struktur
gegeben

1000

2000

3000

3500

4000

4500

5000

5500

6000

6500

7000

7500

8000

8500

9000

10000

OT=Objekttrager




3.2.10 Untersuchung des Gehirns

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit finden sich die Angaben zu Herstellerfirma einschlieBlich
Ort und Land aller Antikorper, Chemikalien, Gerdte, Verbrauchsmaterialien und Losungen im

Kapitel 3.2.11. Die nachfolgende Abbildung zeigt eine Ubersicht iiber die histologische

Untersuchung;:
Gehirn
Anfertigung von Gefrierschnitten
Kresylviolett- HE- Caspase-3/NeuN-
Féarbung Féarbung Féarbung

} } }

11 Schnitte 10 Schnitte 3 Schnitte

} O\ }

Erfassung Erfassung Zihlung Zihlung
der der der eo- der Caspase-3
Lisions- Lisions- sinophilen positiven
fliche fliche Zellen Neurone
pro Schnitt pro Schnitt im im
Hippokampus Hippokampus

} }

Berechnung des
Lisions-
volumens

des Gehirns

Abbildung 16: Ubersicht tiber die histologische Untersuchung.
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3.2.10.1 Kresylviolett- (KV-) Farbung

Mit Hilfe der Kresylviolett-Farbung, auch Nissl-Farbung genannt, konnen Nervenkerne und
Tigroidschollen (Nissl-Schollen) in den Nervenzellen dargestellt werden. Das Substrat der
Féarbung sind Ribonukleoproteine (ROMEIS 1989). Aufgrund gleicher Zusammensetzung aus
DNS verhalten sich beide den Farbstoffen gegeniiber indentisch. Der basische Teerfarbstoff
Kresylviolett lagert sich in saurem Milieu (pH-Wert 4) nach dem Prinzip der
Endpunktfarbung elektropolar an die sauren Gruppen der Nukleinsduren (BURCK 1988). In
der Féarbung stellen sich Tigroidschollen, Kernmembranen und Nukleolen intensiv blau oder
violett dar. Das Zytoplasma der Ganglienzellen und Gliazellen farben sich blassblau,
Zellfortsétze bleiben ungefarbt (ROMEIS 1989).

Von jedem Tier werden elf konsekutive Gefrierschnitte des Gehirns mit bekannten Abstinden

zueinander mit Kresylviolett gefarbt.

3.2.10.1.1 Farbevorgang

Die Firbung erfolgt nach eigenem Protokoll. Pro Ebene erfolgt die Fiarbung eines
Objekttragers mit zwei 10 um dicken Gefrierschnitten.

Kurz beschrieben, stellt sich der Farbevorgang wie folgt dar:

1. absteigende Alkoholreihe:
* 15 min in 100 % Ethanol pro analysi
* 1 min in 96 % Ethanol
* 1 min in 70 % Ethanol

2. destilliertes Wasser (zwei Gefal3e, jeweils kurz hintereinander eintauchen)

3. 5 min in Kresylviolett

4. <30 sec in 1 % Essigsdure (zwei Getile, jeweils kurz eintauchen)
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5. aufsteigende Alkoholreihe:
* <15 sec in Ethanol 96 %
* 2 min in Ethanol 100 % pro analysi

6. 2 min in Rotihistol

7. 5 min in Rotihistol

Die Gefrierschnitte werden aus dem -70 °C kalten Gefrierschrank entnommen, beschriftet und
15 min lang in Ethanol 100% pro analysi durch Fliissigkeitsentzug fixiert. Durch die
anschlieBende absteigende Alkoholreihe werden die Schnitte rehydriert. Danach wéscht man
die Gefrierschnitte zwei Mal fiir jeweils ca. 30 sec in destilliertem Wasser. Nun erfolgt die
Féarbung mit Kresylviolett, wobei die Schnitte fiir 5 min im Farbstoff belassen werden. Nach
dem zweimaligen Waschen in Essigsdure folgt die aufsteigende Alkoholreihe, um die
Gefrierschnitte vor dem Eindecken zu dehydrieren. Nach der aufsteigenden Alkoholreihe
werden die Schnitte in Rotihistol verbracht. Nach dem Einbringen in Rotihistol werden die
Gefrierschnitte unter Verwendung von Roti Histokitt eingedeckt und dadurch haltbar

gemacht.

3.2.10.1.2 Untersuchung mit dem Lichtmikroskop

Die elf mit KV gefirbten Gehirnsschnitte werden unter dem Lichtmikroskop begutachtet. Von
den zwei Gefrierschnitten pro Objekttrager geht der qualitativ hochwertigere in die
Auswertung ein. Mit Hilfe der mikroskopischen Betrachtung wird von einem geblindeten
Untersucher die Schnittebene gesucht, in der eine beginnende zerebrale Schéddigung
ausgemacht werden kann. In den folgenden konsekutiven Schnittebenen (zunehmender
Abstand vom festgelegten Nullpunkt) wird der Verlauf der Schadensausdehnung bis hin zu
der Schnittebene, in der kein Schaden mehr festzustellen ist, dokumentiert. Durch den
Vergleich des traumatisch geschddigten Gehirnareals der rechten Hemisphire zur
ungeschédigten linken Gehirnhélfte wird der zerebrale Schaden pro Gehirn bestimmt und
durch die - nachfolgend erkldrte- Computer gestiitzte Auswertung erfasst. Als Abgrenzung
zwischen geschidigtem und gesundem Bereich dient neben den schwicher mit KV
angefdrbten Neuronen im Schadensbereich eine Auflockerungen des Zellverbands und

Odembildung.
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3.2.10.1.3 Auswertung

Zur Lisionsvolumenbestimmung wird der Objekttriger auf das LED-Leuchtfeld
(Kompaktes LED-Leuchtfeld, Leuchtfliche 83x75 mm?) aufgelegt und ein Gehirnschnitt mit
homogenem Durchlicht beleuchtet. Dariiber sind die hochauflésende Kamera (Evolution MP
Digital Color Kit inkl. Treiber IEEE Kamera MP ungekiihlt fiir IPP/ IPD /IPE) und das
Makro-Zoom-Objektiv (Makro-Video-Zoom, Prézisions-Zoom-Objektiv 2/3%) angebracht,
die ein Live-Bild auf den Monitor (21 Samsung-Monitor IS-Computersysteme, Erding)
projizieren. Die Bildeinstellung wird optimiert und dann ein Bild des Gehirnschnittes
angefertigt.

Der digital erfasste Gehirnschnitt wird wie folgt mit Hilfe des Softwareprogramms (Software:
Image-Pro Express Version 4.5, Weiss, Imaging and Solutions GmbH, Giinding/ Bergkirchen;
Komplettrechner P4, 512 MB RAM, 80 GB HDD, Intel CPU 2,66 GHZ) bearbeitet:

Zunichst wird mit dem Cursor die linke, ungeschiddigte Hemisphére vollstindig umfahren. Im
Anschluss daran wird die rechte Hemisphire unter Auslassung des traumatisch geschéidigten
Gehirnareals umfahren. Mit Hilfe dieser Flidchen berechnet die Software eine 6demkorrigierte
Flache des Traumas. Mit den elf konsekutiven Schnitten, mit bekanntem Abstand zueinander,

lasst sich schlieBlich das Volumen des Traumabereichs im Gehirn berechnen.

Die Flachenwerte werden fiir jeden Schnitt in eine Excel-Tabelle eingetragen.
Auffillige mikroskopische Besonderheiten der Gefrierschnitte wie beispielsweise
Ventrikeldilatation, kortikale  Einblutungen, deutliche Asymmetrie der beiden

Gehirnhemisphéren etc. werden in einer weiteren Excel-Tabelle beschreibend festgehalten.

Tiere mit schwerwiegenden kortikalen und subkortikalen Einblutungen, die zu einer
Verfélschung der Werte des tatsdchlich vorhandenen Léasionsvolumens fithren wiirden,
werden von der Lésionsflichen- und Léasionsvolumenbestimmung in der KV- und
Héamatoxylin Eosin- (HE-) Fiarbung ausgeschlossen. Bei diesen hochgradig eingebluteten
Tieren findet eine rein deskriptive Beschreibung des morphologischen Schadens in der HE-
Féarbung statt (siche Kapitel 3.3.3.4). Eine Bestimmung der eosinophilen Zellzahl in der
Hippokampusformation findet bei diesen Tieren nach wie vor in der HE-Féarbung statt (siche
Kapitel 3.2.10.2.3).
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3.2.10.2 Himatoxylin Eosin- (HE-) Firbung

Die HE-Féarbung der Gehirngefrierschnitte erfolgt mit Himalaun nach Mayer, welches aus
Héamatoxylin hergestellt wird (ROMEIS 1989).

(Hématoxylin, ein natiirlicher Pflanzenfarbstoff, gehort zu den Kernfarbungen. Es farbt
Zellkerne und Zytoplasmaanteile, die reich an rauem endoplasmatischen Retikulum sind,
blau-violett (WELSCH 2003). Hématoxylin an sich ist farblos und wird erst durch
Dehydrieren (Oxydation) in den richtigen Farbstoff Hdmatein tiberfiihrt. Der saure Farbstoff
Hamatein hat in saurer Losung eine rotliche Farbe ohne férberischen Nutzen. Zur
Kernfarbung ist eine Beizung unbedingt erforderlich, zum Beispiel mit Alaun-Hamatoxylin
(Hémalaun) (BURCK 1988). Die Kernfirbung kommt am besten in stark saurem Milieu
zustande, indem sich das positiv geladene Hadmalaun mit Phosphorgruppen der Nukleinsduren
des Chromatins verbindet. Ein pH-Wert iiber drei (wird durch das Leitungswasser erreicht, s.
Farbeprotokoll) ist notwendig fiir die Erzielung der blauen Farbe.)

Eosin, schwach sauer und in die Fluoreszein-Gruppe gehorend, wird zu den Plasmafarbungen
gezdhlt. Es farbt mit einem Zusatz von Eisessig (ein Tropfen auf 100 ml Farblosung)
Zytoplasma, Bindegewebe und Kollagenfasern kréftig rot (BURCK 1988). (Die Eosinophilie
des Zytoplasmas tritt ein, wenn der Zellstoffwechsel auf anaerobe Glykolyse umgestellt wird
und deswegen vermehrt Laktat in der Zelle produziert wird und somit der pH-Wert der Zelle
sinkt (GRAHAM u. LANTOS 1997).)

3.2.10.2.1 Farbevorgang

Bei jedem Tier werden nach dem Erreichen der festgelegten Nullebene zehn Gefrierschnitte
des Gehirns in 1000 pm Abstinden mit HE angeférbt. Pro Ebene erfolgt die Farbung eines

Objekttragers mit zwei 10 um dicken Gefrierschnitten.

Das nachstehende Protokoll soll eine Ubersicht iiber den folgenden Firbevorgang geben:
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1. absteigende Alkoholreihe:
* 10 min in 100 % Ethanol pro analysi
* 1 min in 96 % Ethanol
* 1 min in 70 % Ethanol

. 5 min in Himalaun nach Mayer
. 10 min in leicht warmem Leitungswasser (so oft wechseln, bis das Wasser farblos ist)

. 30 sec in Eosin (Eosin ca. 2 min zuvor auf den Magnetriihrer stellen)

[, I S VS T O]

. Waschen in destilliertem Wasser (zwei Gefille, jeweils kurz hintereinander eintauchen)

6. aufsteigende Alkoholreihe:
* 5 min in 70 % Ethanol
* 1 min in 96 % Ethanol

* 1 min in 100 % Ethanol pro analysi

7. 2 min in Rotihistol

8. 5 min in Rotihistol

Die Gefrierschnitte werden aus dem -70 °C kalten Gefrierschrank entnommen, beschriftet und
10 min lang in Ethanol 100 % pro analysi durch Entwisserung fixiert. Durch die folgende
absteigende Alkoholreihe erfolgt die Rehydratation der Schnitte. Bei der sich nun
anschlieBenden Fiarbung mit Hdmalaun nach Mayer (eigene Herstellung), verbleiben die
Priparate fiir 5 min im Farbstoff. Durch das Spiilen in Leitungswasser (ph-Wert iiber drei
wird erreicht) fiihrt man den Hématoxylinlack in seine blaue Form iiber (Blduen) (BURCK
1988). Dies bedeutet zugleich eine Fixierung der Farbung, da die Farbe im Alkalischen
schlecht 16slich ist und die Haltbarkeit des Praparates begiinstigt wird. Nach dem Waschen
taucht man die Schnitte fiir 30 sec in Eosin (wéssrige Eosin-Dinatrium Losung, eigene
Herstellung). Im Anschluss daran werden die Gefrierschnitte zwei Mal fiir jeweils 30 sec in
destilliertem Wasser gewaschen. Durch die nun folgende aufsteigende Alkoholreihe erfolgt
die Dehydratation der Préparate. Danach verbringt man die Schnitte in Rotihistol.

Die Eindeckung der Gehirnschnitte auf den Objekttragern erfolgt mit Roti Histokitt. Die

Schnitte werden in Objekttragerkésten bei Raumtemperatur aufbewahrt.
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3.2.10.2.2 Untersuchung mit dem Lichtmikroskop

Wie bereits in der KV-Farbung beschrieben wird auch in der HE-Firbung eine
Lisionsvolumenbestimmung anhand von einem Gefrierschnitt pro Objekttriager
durchgefiihrt. Durch die lichtmikroskopische Betrachtung kénnen wiederum Beginn, Ausmal}
und Ende (s.Kapitel 3.2.10.1.2, S. 73) des traumatisch geschiddigten Gehirnareals festgelegt
werden. In der HE-Farbung dient die eosinophile Zellgrenze als Abgrenzung zwischen
geschiadigtem und gesundem Bereich.

Des Weiteren erfolgt in der HE-Fiarbung eine Beurteilung des Hippokampus. Um eine
aussagekriftige Auswertung der gefarbten Schnitte zu erreichen, wird der Hippokampus in
sechs verschiedene Regionen (CAl, CA2, CA3, CA4, oberer Ast des Gyrus dentatus und
unterer Ast des Gyrus dentatus) eingeteilt. In der UbersichtsvergroBerung (25-fach, mit
eingeklappter Lupe) betrachtet man das Gesamtbild des Schadens und vergleicht den
Hippokampus der rechten mit der der linken Hemisphédre. In den hoheren VergroBerungen
(100-, 200-, und 400-fach) wird der Hippokampus stets nach dem gleichen Schema
untersucht: man beginnt in der CA1-Region, fahrt dann den gesamten Hippokampus entlang
ab bis zum Ende der CA4-Region und betrachtet dann zuerst den oberen Ast des Gyrus

dentatus und dann den unteren Ast des Gyrus dentatus.

3.2.10.2.3 Auswertung

Die Lisionsvolumenbestimmung erfolgt in Anlehnung an Kapitel 3.2.10.1.3
Die Beurteilung der Hippokampusformation erfolgt unter Zuhilfenahme einer
Zéhlvorrichtung. In der 400-fachen Vergroferung werden alle eosinophilen Zellen der

Hippokampusformation getrennt nach Regionen ausgezéhlt.

Aus den Werten dieser gezdhlten Zellen wird die Gesamtzellzahl der eosinophilen Zellen

ermittelt.
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Beispielhafte Darstellungen der eosinophilen Zellschdden in der Hippokampusformation

finden sich in Abb. 17 und Abb. 18.

Abbildung 17: (Vergr.: 400 x): HE-
Farbung rechte CA1-Region 6 h post
Trauma, eosinophile Zellen sichtbar

(s. Pfeile).

Abbildung 18: (Vergr.: 200 x): HE-
Farbung rechter Gyrus dentatus und
CA4-Region des Hippokampus 6 h post
Trauma, eosinophile Zellen sichtbar

(s. Pfeile).

Bei Tieren die aufgrund schwerwiegender Einblutungen in den Kortex und in subkortikale

Strukturen nicht einer Lasionsflachen- und Lisionsvolumenbestimmung unterzogen werden

konnen, wird eine rein deskriptive Beschreibung der Einblutung vorgenommen. Pro Tier

werden zehn Gehirnschnitte mit HE-gefarbt und unter dem Lichtmikroskop begutachtet. Mit

Hilfe der mikroskopischen Betrachtung werden Beginn, Lokalisation und Ausdehnung der

Einblutung in das traumatisch geschidigte Gehirnareal der rechten Hemisphédre und der

ungeschddigten linken Gehirnhilfte bestimmt und dokumentiert (sieche Kapitel 3.3.3.4).
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3.2.10.3 Doppelfirbung von aktivierter Caspase-3 und NeuN

Bei Verwendung der einfach aktivierten Caspase-3-Fiarbung ist es dem Betrachter nicht
moglich zwischen einer Nervenzelle und einer Gliazelle (Astrozyten, Oligodendrozyten,
Mesogliazellen und Ependymzellen) (HEES u. SINOWATZ 1992) zu unterscheiden, da von
der Apoptose beide Zelltypen betroffen sind. Indem man zusétzlich zum Antikdrper gegen
aktivierte Caspase-3 auch noch einen Antikorper gegen neuronales Strukturprotein verwendet,
das so genannte NeuN, ist man in der Lage, bei der lichtmikroskopischen Betrachtung
zwischen aktivierter Caspase-3-positiven Gliazellen und Caspase-3-positiven Neuronen zu
unterscheiden. In der Fiarbung stellen sich aktivierte Caspase-3-positive Neuronen rot dar,

aktivierte Caspase-3-positive Gliazellen hingegen braun.

3.2.10.3.1 Farbevorgang

Die Farbung erfolgt nach etabliertem Protokoll (MATZ 2003).

Von jeder SHT-Gruppe werden beispielhaft zwei Tiere gegen aktivierte Caspase-3 und NeuN
doppelgefirbt. Pro Tier werden drei Gefrierschnitte des Gehirns aus dem Schadensbereich
gefarbt. In jedem Fiarbedurchgang wird ein Thymuspréparat als Positivkontrolle und ein

Schnitt von einem Nativ-Tier als Negativkontrolle mitgefiihrt.

Zusammenfassend stellt sich der Farbevorgang folgendermalen da:

5 min Fixieren in Paraformaldehyd (PFA) 4 %

5 min Waschen in PBS (immer auf Schiittler)

10 min Blockieren der endogenen Peroxidase mit 3 %-H,0O,-Methanol
2x3 min Waschen in PBS

A e

Blockierung auftragen (DAKO serum-free protein block, 80 ul/Objekttriger) 20 min
inkubieren

6. Primir-Antikorper (AK) gg. Aktivierte Caspase-3 (rabbit) auftragen; 50 min
Inkubieren; Verdiinnung 1:100 (80 ul/Objekttriger,verdiinnen mit DAKO serum-free
protein block)
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7. 2x3 min Waschen in PBS

8. Biotinylierten anti-rabbit SekundarAK auftragen; Inkubationszeit 45 min Verdiinnung
1:200 (80 pnl/Objekttrager,verdiinnen mit DAKO serum-free protein block)

9. 2x3 min Waschen in PBS

10. Horseradish Peroxidase konjugiertes Streptavidin auftragen; Inkubationszeit 30 min

11. 2x3 min Waschen in PBS

12. DAKO DAB auftragen, 20 min braune Farbe in der feuchten Kammer entwickeln
(1 Tropfen DAB/mI)

13. 3 min Waschen in destilliertem Wasser

14. Umstellen in PBS (kurz)

15. PrimdrAK gegen aGFAP/NeuN (mouse) auftragen; 50 min inkubieren, Verdiinnung
1:500 (80 pl/Objekttrager, verdiinnen mit DAKO serum-free protein block)

16. 2x3 min Waschen in PBS

17. Biotinylierten anti-mouse SekundérAK auftragen; Inkubationszeit 45 min,
Verdiinnung 1:200 (80 pl/Objekttrager,verdiinnen mit DAKO serum-free protein
block)

18. 2x3 min Waschen in PBS

19. Alkalische Phosphatase konjugiertes Streptavidin auftragen; Inkubationszeit 30 min,
Verdiinnung 1:200

20. 2x3 min Waschen in PBS

21. Vector Red auftragen, 30 min rote Farbe entwickeln

22. 2x3 min Waschen in PBS

23. kurz Abspiilen in Leitungswasser

24. Aufsteigende Alkoholreihe:

* 1 min in 70 % Ethanol
* 1 min in 96 % Ethanol
* 1 minin 100 % Ethanol pro analysi

25. 2 min in Rotihistol
26. 5 min in Rotihistol

Die Gefrierschnitte werden aus dem -70 °C kalten Gefrierschrank entnommen, beschriftet und
5 min lang in 4 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Das sich daran anschlieBende Waschen
erfolgt in PBS-Pufferlosung. Um die endogene Peroxidase zu blockieren, werden die Schnitte
in H,0,-Methanol fiir 10 min verbracht. Nach einem weiteren Waschgang in PBS-

Pufferlosung erfolgt die Blockierung. Hierzu wird pro Objekttriger ein Gehirnschnitt mit
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einem Liquid-Blocker Stift umfahren und dann auf diesen Schnitt 80 pl einer Serum-freien
Proteinblockierungslosung aufgetragen. Im Anschluss daran werden die Schnitte in eine
feuchte Kammer verbracht, um eine Austrocknung zu verhindern. Nach der Inkubationszeit
von 20 min wird pro Schnitt 80 pl des Primédrantikérpers aus dem Kanninchen in der
Verdiinnung 1:100 aufgetragen und fiir 50 min in der feuchten Kammer inkubiert. Der nun
folgende Waschgang in PBS-Pufferlosung soll einen eventuellen Uberschuss an
Primérantikorper entfernen. Jetzt werden pro Gehirnschnitt 80 pl des biotinylierten
Sekundérantikdrpers in einer Verdiinnung 1:200 aufgetragen, der gegen Kaninchen-Antigen
gerichtet ist. Nach einer Inkubationszeit von 45 min in der feuchten Kammer schlie3t sich ein
weiterer Waschgang in PBS an. Im Anschluss daran trigt man pro Objekttrager 80 pl
Streptavidin auf, das mit Horseradish Peroxidase konjungiert ist, und inkubiert fiir 30 min in
der feuchten Kammer. Nach einem erneuten Waschgang in PBS wird der Farbstoff
Diaminobenzidin in Pufferlosung auf die Gehirnschnitte aufgetragen, die Inkubationszeit in
der feuchten Kammer betrdgt 20 min. Unter dem Einfluss der Peroxidase wird das
Diaminobenzidin in ein unlésliches braunes Farbstoffprodukt umgesetzt.

Nach dem Waschen in destilliertem Wasser erfolgt ein kurzes Umstellen in PBS. Hiermit ist
der erste Teil (1.-14.) der Doppelfarbung beendet.

Im Folgenden wird der Gehirnschnitt mit dem zweiten Primarantikérper aus der Maus in der
Verdiinnung 1:500 beschichtet und fiir 50 min in der feuchten Kammer inkubiert. Nach einem
erneuten Waschgang in PBS trdgt man 80 pl des Sekundirantikorpers, der gegen Maus-
Antigen gerichtet ist und mit Biotin konjungiert ist, in einer Verdiinnung 1:200 auf und
inkubiert in der feuchten Kammer fiir 45 min. Im Anschluss an einen weiteren Waschgang in
PBS folgt das Auftragen des Streptavidins, das mit alkalischer Phosphatase konjugiert ist, in
einer Verdiinnung von 1:200 und einem 30miniitigen inkubieren in der feuchten Kammer. Es
folgt ein weiterer Waschgang in PBS, bevor der Farbstoff Vector Red aufgetragen wird und
sich die rote Farbe in der feuchten Kammer innerhalb von 30 min entwickeln kann. Um die
tiberfliissigen Farbreste zu entfernen, erfolgt ein weiterer Waschgang in PBS.

Nach einem kurzen Eintauchen in Leitungswasser folgt die aufsteigende Alkoholreihe, die
eine Dehydration der Schnitte bewirkt. Danach werden die Schnitte in Rotihistol verbracht.
Die Eindeckung der Gehirnschnitte auf den Objekttragern erfolgt mit Roti Histokitt. Die

Schnitte werden in Objekttrigerkésten bei Raumtemperatur aufbewahrt.
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3.2.10.3.2 Untersuchung mit dem Lichtmikroskop

Eigene Vorversuche ergaben, dass eine Léisionsvolumenbestimmung anhand der Zellgrenze
der Caspase-3 und NeuN positiven Zellen im Kortex sechs Stunden post Trauma nicht
moglich ist.

Es soll jedoch in der vorliegenden Studie festgestellt werden, ob bereits sechs Stunden nach
CCI, aktivierte Caspase-3 und NeuN positive Zellen in der Hippokampusformation zu
finden sind.

Bei dieser Farbung unterscheidet man grundsétzlich zwischen Zellen, die nur gegen aktivierte
Caspase-3 positiv markiert sind (braun) und Neuronen, die sowohl aktivierte Caspase-3
positiv sind als auch mit NeuN angeférbt sind, also eine Kombination der beiden Farbstoftfe

braun (akt. Caspase-3) und rot (NeuN) darstellen.

3.2.10.3.3 Auswertung

Die Auswertung der Hippokampusformation wird, wie in der HE-Firbung bereits

beschrieben auch hier durch Auszédhlen der positiven Zellen durchgefiihrt.

Die nachfolgende bildliche Illustration stellt die drei angewendeten Férbetechniken (KV-,
HE- und akt. Caspase-3/NeuN-Féarbung) an einem und demselben Tier aus der SHT/Prop BS
30-40-Gruppe einander gegeniiber. Fiir die Abbildung wurden sehr dicht beieinander liegende
Schnittebenen gewdhlt, um die Unterschiede in den drei Farbungen besser vergleichend

darstellen zu konnen.
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Abbildung 19: (Vergr.: 10 x, Kresylviolett-Farbung, Schnittebene: 8500 um): aufgelockertes
Gewebe im rechten Kortex 6 h post Trauma sichtbar (s. Pfeil).

Abbildung 20: (Vergr.: 10 x, Hamatoxylin Eosin-Farbung, Schnittebene: 7000 pm):
aufgelockertes Gewebe und minimale Einblutungen im rechten Kortex 6 h post Trauma
erkennbar (s. Pfeile).

,."' \ / ~.
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Abbildung 21: (Vergr.: 10 x, akt. Caspase-3/NeuN-Farbung, Schnittebene: 7000 pm):
aufgelockertes Gewebe im rechten Kortex 6 h post Trauma erkennbar (s. Pfeil).
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Eine zusammenfassende iibersichtliche Darstellung iiber die Gruppeneinteilung der 39
Versuchstiere und die sich anschlieBende histologischen Analysen findet sich in der

nachfolgenden Tabelle.
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Tabelle 5: Ubersicht tiber die Gruppeneinteilung und die histologische Untersuchung

SHT/PROPOFOL SHT/PROPOFOL SHT/HALOTHAN SHAM/HALOTHAN
BS1-5 % BS30-40 % 1,0 Vol% 1,0 Vol%
n=10 n=10 n=10 n=9
L)
Kresylviolett- Kortex Kortex Kortex Kortex
Fiirbung Léasionsvolumenbestimmung || Ldsionsvolumenbestimmung || Lasionsvolumenbestimmung || Ldsionsvolumenbestimmung
Hippokampus Hippokampus Hippokampus Hippokampus
Eosinophile Zellen nach Eosinophile Zellen nach Eosinophile Zellen nach Eosinophile Zellen nach
I1.) Regionen zéhlen Regionen zéhlen Regionen z&hlen Regionen zéhlen
HE-
Féirbung Kortex Kortex Kortex Kortex
Liasionsvolumenbestimmung || Lisionsvolumenbestimmung || Lasionsvolumenbestimmung || Ldsionsvolumenbestimmung
anhand eosinophiler Zellen || anhand eosinophiler Zellen || anhand eosinophiler Zellen [ anhand eosinophiler Zellen
I11.) Hippokampus Hippokampus Hippokampus Hippokampus
Caspase3/NeuN- Caspase-3 positive Caspase-3 positive Caspase-3 positive Caspase-3 positive
Fiirbung Neuronen nach Regionen Neuronen nach Regionen Neuronen nach Regionen Neuronen nach Regionen

zdhlen

zéhlen

zéhlen

zéhlen




3.2.11 Antikorper, Chemikalien, Geriite, Verbrauchsmaterialien und Losungen fiir die

histologische Untersuchung

Antikorper:

Doppelfiarbung

1. Antikorper:

o Antikorper, monoklonal, gegen akt. Caspase-3, BD PharMingen, San Jose, USA
e Mouse Anti-Neuronal Nuclei Monoclonal Antibody, NeuN, Chemicon International,
Temecula, USA

2. AntikSrper:

e Biotinylierter anti-mouse Antikdrper, VectorLabs, Burlingame, USA(Vector Cat.
S.39; Cat# BA-2001)

o Biotinylierter anti-rabbit Antikdrper, VectorLabs, Burlingame, USA (Vector Cat.
S.39; Cat# BA-1000)

Chemikalien:

o Alkalische Phosphatase-konjugiertes Streptavidin, Fa. VectorLabs, Burlingame, USA
(Vector Cat. S.66; Cat# SA-5100)

BSA, bovine Albumin Fraktion V, Fa. Sigma, Steinheim

DAB liquid DAB Substrate-Chromogen System, Fa. DAKO, Hamburg

Eisessig 100%, Fa. Merck, Darmstadt

Ethanol 100% pro analysi, Fa. Merck, Darmstadt

Ethanol 96%, Fa. Merck, Darmstadt

Horseradish Peroxidase-konjugiertes Streptavidin in einer “ready-to-use-solution”, Fa.
VectorLabs, Burlingame, USA (Horseradish Peroxidase konjugiertes Streptavidin
auftragen (Vector Cat. S.66; Cat# SA-5004 = concentrate bzw. als ready-to use
solution Cat.# SA-5704)

Kresylviolett (Acetat), Merck, Darmstadt

Methanol 100% pro analysi, Merck, Darmstadt

Paraformaldehyd (PFA), Merck, Darmstadt

PBS-Dulbecco w/o Ca2+, Mg2+, Biochrom Ag, Berlin

Proteinblockierungsreagenz, serumfrei, DAKO, Hamburg
Rotihistol, Roth, Karlsruhe

Roti Histokitt, Roth, Karlsruhe

Saures Hamalaun nach Mayer, hausinterne Apotheke
Schiittler Rocky 3D, Frobel Labortechnik, Lindau
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Tissue Freezing Medium, Jung, Leica Instruments, Nussloch

Tris (Puffer 2-Amino-2-(hydroxy methyl)-1,3 propanediol

Universal-LSAB TM 2 Kit, DAKO, Hamburg

VectorRed alkalische Phosphatase Substrat Kit I, Fa. VectorLabs, Burlingame, USA
(Vector Cat# SK-5100)

Wasserstoffperoxid 30%, Merck, Darmstadt

e Wissrige Eosin DiNatrium Losung, NRF 11.95, 0,5% / 1%, hausinterne Apotheke

Gerite und Verbrauchsmaterialien:

e Deckgléser 22 x 50 mm, Menzel-Gléser, Braunschweig

e Eppendorf Reference Pipetten 100-1000 pl; 20-200 ul; 10-100 pl; 2-20 upl; 0,5-10 pl

o Eppendorf ReaktionsgefdBe 1,5 ml mit Deckel, Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg

o Fettstift PapPen, Daido Sangyo Co., Peske, Aindling

e Feuchte Kammer, Eigenbau

e Kryotom HM 500, Microm, Walldorf

e Objekttrager SuperFrost Plus, Menzel-Gliser, Braunschweig

o Plastikschalen, Kriba, Neuss

e Plastiktiiten, Plastibrand, Brand, Wertheim

e Reamix Assistent, Karl Hecht, Sondheim

e Schiittler Rocky 3D, Frobel Labortechnik, Lindau

o Tischzentrifuge, Neo Lab, Heidelberg

e Vielzweck Etiketten #3321, Fa. Zweckform, Holzkirchen

o Zihlvorrichtung, Four Digit Hand-Held Tally Counter, Aldrich, Milwaukee, USA
Losungen:

e Ethanol, 70%, 200 ml
140 ml Ethanol pro analysi
60 ml destilliertes Wasser
o Kiresylvioett-Losung
2 g Kresylviolett (Acetat)
200 ml destilliertes Wasser
e H,0,-Methanol, 3 %, 200 ml
194 ml Methanol pro analysi
6 ml destilliertes Wasser

e Paraformaldehyd, 4%
200 ml destilliertes Wasser
8 g Paraformaldehyd
15 ul 15 M NaOH
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e PBS 20-fach, Phosphate Buffered Saline
320 g NaCl
57,6 g NaHPOg4
9,6 g KH,PO,
8 g KCl
ad 2000 ml destilliertes Wasser
e Saures Hdmalaun nach Mayer
1,0 g Himatoxilin
0,2 g Natriumjodat
50 g Kaliumaluminiumsulfat-12-Hydrat
50 g Chloralhydrat
0,91 g Zitronensdure wasserfrei
in 1 1 destilliertem Wasser
e Waissrige Eosin-Dinatrium Losung; NRF 11.95; 0,5% / 1%
80 ml Eisessig
200 ml Eosin
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3.2.12 Statistische Bewertung der Befunde

Stetige Variablen werden als Mittelwert +/- Standardabweichung angegeben.

Die Vergleichbarkeit der Versuchsgruppen hinsichtlich physiologischer Parameter wurde mit
dem Kruskall-Wallis Test und im Falle von signifikantem Unterschied mit bivariantem Mann-
Whitney-Test iiberpriift. Der Friedman Test and post hoc Wilcoxon Test wurde angewandt
um innerhalb der Gruppen zeitliche Anderungen zu untersuchen.

Titration des Narkosemittels zwischen den Gruppen wurde mit einem Repeated Measurement
Model untersucht. Im Falle signifikanter Effekte wurden post-hoc Tests angeschlossen.
Eosinophile Zellen im Hippokampus wurden als Gesamtzahl sowie als mittlere Anzahl pro
Schnitt beriicksichtigt. AuBerdem wurden diese Variablen kategorisiert in zwei gleich grof3e
Gruppen.

Fiir die Auswertung wurde der Kruskall Wallis Test und post hoc Mann-Whitney-Tests
verwendet. Kategorisierte Variablen wurden mit dem Chi*- Test bzw. Fischer Exakt Test
analysiert.

Bonferroni Korrektur wurde fiir die gesamte Auswertung zur Adjustierung multipler Tests
verwendet. Alle Tests wurden zweiseitig zu einem Signifikanzniveau von 5 % durchgefiihrt.
Die Auswertung wurde mit SPSS Version 11.5 durchgefiihrt.

Der Zusammenhang zwischen Lésionsvolumen und Gesamtschaden (Gesamtzahl
abgestorbener ~ Zellen iiber alle Regionen hinweg) wurde mit Pearson
Korrelationskoeffizienten berechnet. Lineare Regression wurde angewendet, um den Effekt

zu quantifizieren und auf Gruppenunterschiede zu testen.
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3.3 Ergebnisse

In die Ergebnisse flieBen die intraoperativ erhobenen Werte von 39 ménnlichen Sprague-
Dawley Ratten ein. Vor der Induktion des Schidel-Hirn-Traumas erfolgt die Randomisierung
in eine der zwei Versuchsgruppen: SHT oder SHAM. Die SHT Tiere werden entweder einer
der zwei Versuchsnarkosen, Propofol BS1-5 % bzw. Propofol BS30-40 %, oder der
Kontrollnarkose Halothan zugeteilt. SHAM ist der Scheinversuch unter der Kontrollnarkose
Halothan.

Die physiologischen Parameter werden zu genau definierten Messzeitpunkten erhoben. Der
erste Messzeitpunkt 0:00 h (Ausgangswert) erfolgt unmittelbar vor der Induktion des Schidel-
Hirn-Traumas. Weitere Messungen werden in der 6-stiindigen Nachbeatmungsphase nach
0:20 h, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h und 6 h erhoben und dokumentiert. Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit wird sowohl der 1.-, 2.- und 3.-Stundenwert nach SHT wie auch der 4.-, 5.-

und 6.-Stundenwert zu einem Wert zusammengefasst.
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3.3.1 Physiologische Variablen wihrend des operativen Abschnitts

Tabelle 6: Mittlerer arterieller Blutdruck, Herzfrequenz und Hamoglobin

SHT/ SHT/
Messzeit- SHT/ SHAM/
Prop Prop
punkt Halo Halo
BS1-5 % BS30-40 %
MAP SHT 93+6 98 +5 96 + 6 95 + 8
(mmHg) 1.-3.h 95+4 93+35 92+35 95+ 4
4.-6.h 89+7 90 £ 5 94+5 96+ 6
Herz-
SHT 336 + 37 323 + 49 352 + 43 374 + 54
frequenz
) 1.-3.h 311+23 288 +33 367 + 53 384 + 61
(/min)
4.-6.h 297 + 11 292 + 63 368 + 65 388 + 54
Ausgangswert | 12,6 £0.,6 12,8+ 0,9 12,2+0,8 132+0,4
Hamo-
SHT 12,3+0,5 12,4+ 0,6 12,2+0,7 13,3+0,7
globin
(@/dl) 1.-3.h 11,7+ 0,6 11,6 +0,7 11,8+0,5 13,0+ 0,6
4.-6.h 113+08 11,0+ 0,9 11,6+ 1,1 12.8+09

Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (£SD) des mittleren arteriellen Blutdrucks
(MAP), der Herzfrequenz und des Hadmoglobingehalts zu den vier definierten intraoperativen
Zeitpunkten der vier Versuchsgruppen (SHT/Prop BS1-5 %, SHT/Prop BS30-40 % und
SHT/Halo (jeweils n = 10) sowie SHAM/Halo (n = 9)).

Signifikanzen: keine

Der mittlere arterielle Blutdruck zeigt keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen oder den gemessenen Zeitpunkten. Der MAP steigt kurzzeitig tendenziell in allen
vier Versuchsgruppen nach dem SHT auf {iber 90 mmHg an. Im weiteren Verlauf wird durch
die Dauerinfusion des Kreislauf-stabilisierenden Arterenols der MAP kontinuierlich zwischen
80 und 100 mmHg gehalten und féllt nicht in einen kritischen Bereich unter 80 mmHg ab.

Hinsichtlich der Herzfrequenz lassen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den vier
Versuchsgruppen erkennen. Die Herzfrequenz sinkt im Verlauf tendenziell in beiden
Propofolgruppen. In beiden Halothangruppen bleibt die Herzfrequenz tendenziell erh6ht. Im

Verlauf des Versuchs bleiben alle gemessenen Werte im physiologischen Bereich.
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Die Messung des Gesamthdmoglobins ergibt zu keinem Zeitpunkt und in keiner Gruppe eine
signifikante Erhohung oder Erniedrigung der errechneten Mittelwerte. Ein tendenzielles
Absinken der Gesamthdmoglobinkonzentration in Bezug auf den Ausgangswert ist
feststellbar. Es bleiben jedoch wihrend der gesamten Versuchsdauer alle Werte im

physiologischen Bereich.

Tabelle 7: Ergebnisse der Blutgasanalyse sowie der Atemfrequenz

SHT/ SHT/
Messzeit- SHT/ SHAM/
Prop Prop
punkt Halo Halo
BS1-5 % BS30-40 %
Pa0, SHT 125+ 14 136 +17 125 +24 126 + 17
(mmHg) 1.-3.h 109+ 9 119+ 10 118+ 13 127+ 12
4.-6.h 110 £ 13 114+ 14 126 + 13 127+ 10
Ausgangswert | 41,3 %2,5 40,6 + 2,1 40,6 + 3,5 42.8+2.1
PaCO, SHT 425+3,1 40,2 + 4,0 41,1+3.4 427+23
(mmHg) 1.-3.h 43,1423 42.4+2.5 429420 425+ 1,6
4.-6.h 408+ 1,5 40,6 + 2.7 40,6 + 2.3 401+ 12
Ausgangswert [ 7:43 0,03 7,43 + 0,02 7,42 + 0,03 7,42 + 0,03
SHT 7,42 + 0,03 7,42 + 0,03 7,43 + 0,03 7,44+ 0,01
pH-Wert
1.-3.h 7,41 +0,03 7,38 + 0,02 7,40 + 0,03 7,43 + 0,02
4.-6.h 742+0,04 | 740+0,03 | 743+0,03 | 7.44+0,02
Ausgangswert 68 + 10 63+9 68+ 16 63+8
Atem-
SHT 69+9 67+ 10 71+ 18 66 + 6
frequenz
i 1.-3.h 77 + 14 73+ 10 77+ 13 72+6
(/min)
4.-6.h 78 + 14 77+ 16 82+ 15 75+ 7

Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (xSD) des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks
(Pa0Oy), des arteriellen Kohlendioxidpartialdrucks (PaCO,), des pH-Werts und der
Atemfrequenz zu den vier definierten intraoperativen Zeitpunkten der vier Versuchsgruppen
(SHT/Prop BS1-5 %, SHT/Prop BS30-40 % und SHT/Halo (jeweils n = 10) sowie
SHAM/Halo (n =9)).

Signifikanzen: keine
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Es ergeben sich keinerlei signifikante Unterschiede bei den Variablen der Blutgasanalyse und
der Atemfrequenz zwischen den Messzeitpunkten innerhalb einer Gruppe und zwischen den
Gruppen zum gleichen Messzeitpunkt.

Der PaO, wird durch die Zufuhr von Sauerstoff im konstanten Bereich, immer {iber 100
mmHg, gehalten. Es liegen keine Differenzen zwischen den einzelnen Versuchsgruppen oder
den gemessenen Zeitpunkten vor. Auch bei der Messung des PaCO, lassen sich keine
Unterschiede zwischen den vier Versuchsgruppen oder den gemessenen Zeitpunkten
feststellen. Alle Werte liegen im physiologischen Bereich.

Ebenso wie beim PaO, und beim PaCO, liegt auch beim pH-Wert keine Besonderheit
zwischen den einzelnen Versuchsgruppen oder den gemessenen Zeitpunkten vor. Alle Werte
befinden sich im physiologischen Bereich.

Bei der Atemfrequenz ist iiber die Zeit ein tendenzieller Anstieg der Frequenz zu erkennen.

Jedoch bleiben auch hier alle Werte innerhalb ihrer physiologischen Grenzen.

Tabelle 8: Ergebnisse der Blutglukosekonzentration

SHT/ SHT/
Messzeit- SHT/ SHAM/
Prop Prop
punkt Halo Halo
BS1-5 % BS30-40 %
Ausgangswert 162 + 26 146 + 27 137 + 27 159 + 36
Glukose SHT 148 + 12 128 + 22 130+ 13 148 + 23
mg/dl 1.-3.h 116 + 14%* 106 + 17* 109 + 9% 124+ 19
4.-6.h 99 + 14* 103 £ 24* 104 £ 15% 115 + 22

Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (£SD) der Glukosekonzentration zu den vier
definierten intraoperativen Zeitpunkten der vier Versuchsgruppen (SHT/Prop BS1-5 %,

SHT/Prop BS30-40 % und SHT/Halo (jeweils n = 10) sowie SHAM/Halo (n = 9)).
Signifikanzen: ohne Sonderzeichen = nicht signifikant; (*) = p<0,05 vs. Ausgangswert

Eine detaillierte Darstellung des Glukoseabfalls iiber die Zeit findet sich in Abbildung 22.
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Glukose
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Abbildung 22: Glukosekonzentration (MW+SD) der vier Versuchsgruppen tber die Zeit (h
nach SHT).

Die SHT/Halo-Gruppe und die SHT/Prop BS30-40 %-Gruppe zeigen tendenziell einen
geringeren Glukoseausgangswert als die beiden anderen Gruppen, SHAM/Halo und
SHT/Prop BS1-5 %. Direkt nach dem SHT fillt der Glukosespiegel tendenziell in allen vier
Versuchsgruppen. Eine signifikante Erniedrigung der Glukosekonzentration besteht in allen
SHT-Gruppen drei Stunden nach SHT. Im Zeitraum von vier bis sechs Stunden nach SHT
kann in allen vier Versuchsgruppen ein signifikanter Abfall im Vergleich zum Ausgangswert

festgestellt werden.
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Temperatur

Wihrend der gesamten Versuchsdauer werden sowohl die periphere als auch die perikranielle
Korpertemperatur in allen Gruppen und zu allen Zeitpunkten erfasst und durch eine

riickgekoppelte Warmelampe konstant bei 37,5 °C gehalten.

Korpergewicht

Die Versuchstiere werden vor dem operativen Abschnitt des Versuchs gewogen. Das

Korpergewicht aller Tiere schwankt zwischen 350-450 g.
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3.3.2 Narkose

In der Propofolgruppe wird die Narkosetiefe in der 6-stiindigen Nachbeatmungsphase fiir
jedes Tier individuell iiber das Vorhandensein eines Burst-Suppression-Musters im EEG
gesteuert. In der vorliegenden Studie werden zwei Propofolgruppen unterschieden. Die
,hiedrig™ dosierte Propofolgruppe, die eine Burst-Suppression-Ratio von 1-5 % aufweist und

die ,,hoch* dosierte Propofolgruppe mit einer Burst-Suppression-Ratio von 30-40 %.

Dosis Propofol
0,006 —e— SHT/Prop BS30-40 %
120 1+ —Oo— SHT/Prop BS1-5 %
0,002
r

S 100
=
= e
B
E 84 -
S
=
S 60 -
S
="
X
o~ 40 T

20 - 0,008 “————!

0.016 0,0031

0:20 1:00 2:00 3:00 4:00 5:00 6:00
Zeit (h nach SHT)

Abbildung 23: Ubersicht tiber die Dosierung des 2 %igen Propofol (mg/kg/h) iiber die Zeit (h
nach SHT) der zwei Propofolgruppen zur Erhaltung der geforderten Burst-Suppression-Ratio.
Signifikanzen: siehe p-Werte
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Die Propofoldosis sinkt kontinuierlich in beiden Gruppen mit der Zeit. Von der Stunde fiinf
auf sechs nach SHT besteht kein signifikanter Unterschied in der Dosierung von Propofol.
Mit dieser Dosierung ist es moglich, die vorgegebene Burst-Suppression-Ratio (BS) der zwei
Propofolgruppen aufrecht zuhalten. Eine detaillierte Darstellung der Burst-Suppression-Ratio

der zwei Propofolgruppen tiber die Zeit findet sich in Abbildung 24.

Burst-Suppression-Ratio

50 1 —®— SHT/Prop BS30-40 %
—O— SHT/Prop BS1-5 %

40 1

(78]
<
1
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| T T

0:20 1:00 2:00 3:00 4:00 5:00 6:00
Zeit (h nach SHT)

Burst-Suppression-Ratio

Abbildung 24: Grafische Darstellung der Burst-Suppression-Ratio (MW+SD) der zwei
Propofolgruppen tber die Zeit (h nach SHT).

Die vorliegende Grafik zeigt den kontinuierlichen Verlauf der Burst-Suppression-Ratio in den
zwei SHT/Prop-Gruppen. Sowohl in der SHT/Prop-Gruppe, in der die Burst-Suppression-
Ratio 1-5 % betrdgt, wie auch in der SHT/Prop-Gruppe mit einer Burst-Suppression-Ratio
von 30-40 % wird wihrend der gesamten Versuchszeit die BS innerhalb des geforderten

Bereichs konstant aufrecht gehalten.
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3.3.3 Untersuchung des Gehirns

3.3.3.1 Kresylviolett- (KV-) Farbung

3.3.3.1.1 Erfassen der Lisionsflaichen und -volumen

In jeder der vier Versuchsgruppen werden pro Tier elf mit Kresylviolett gefarbte
Gehirnschnitte unter dem Lichtmikroskop begutachtet. Mit Hilfe der mikroskopischen
Betrachtung werden Beginn, Ausmaf3 und Ende des traumatisch geschadigten Gehirnareals
bestimmt (siehe Kapitel 3.2.10.1.2, S. 73).

Von insgesamt sieben Tieren der SHT-Gruppen konnte aufgrund von Einblutungen in das
Gehirn keine Lésionsflichenbestimmung durchgefiihrt werden und in der Folge kein
Aussage-kriftiges Lésionsvolumen berechnet werden. Deshalb werden sowohl in der
nachfolgenden Grafik wie auch in den folgenden Tabellen nur die Ergebnisse von sieben bzw.
acht Tieren dargestellt. Insgesamt mussten aus der SHT/Prop BS1-5 %-Gruppe zwei, aus der
SHT/Prop BS30-40 % drei und aus der SHT/Halo wiederum zwei Tiere aufgrund
schwerwiegender kortikaler und subkortikaler Einblutungen von der Léasionsflichen- und

Liasionsvolumenbestimmung ausgeschlossen werden.

Die errechneten Flachenwerte der rechten Hemisphidre und der ungeschidigten linken
Gehirnhélfte werden in eine Excel-Tabelle eingetragen. Mit Hilfe dieser Flachen berechnet

die Software jeweils eine 6demkorrigierte Flache des Traumas (s. Tab. 9 bis 11).

Die nachfolgende Grafik stellt die ermittelten Léasionsflichen der drei SHT-Gruppen

vergleichend dar.
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Lasionsflichen (KV-Fiarbung)
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Abbildung 25: Vergleichende grafische Darstellung der Mittelwerte (MW) und des
Standardfehlers (SEM) von den Lasionsflachen (mm?) der Gehirne der Tiere der drei SHT-
Gruppen (SHT/Prop BS1-5 % (n = 8), SHT/Prop BS30-40 % (n = 7) und SHT/Halo ( n = 8))
im jeweiligen Abstand (mm) vom definierten Nullpunkt in der Kresylviolett- (KV-) Farbung.

Die Lasionsflichen der drei SHT-Gruppen nehmen mit zunehmendem Abstand vom
definierten Nullpunkt zu. In einer Entfernung von 5 bis § mm vom definierten Nullpunkt
erreichen sie ihr Lasionsflichen-Maximum. Ab einem Abstand von 8 mm vom definierten
Nullpunkt kann eine kontinuierliche Abnahme der Lasionsfldchen in allen drei SHT-Gruppen
beobachtet werden. Signifikante Unterschiede der Lésionsflichen zwischen den drei SHT-
Gruppen bestehen nicht. Im Vergleich zu den beiden SHT/Prop-Gruppen zeigt die SHT/Halo-
Gruppe  tendenziell erhohte  Lasionsflichenwerte.  Die  tendenziell  kleinsten
Liasionsflaichenwerte sind in der SHT/Prop BS30-40 %-Gruppe zu verzeichnen (s. Abb. 25).
Aus den Liasionsflichenwerten ldsst sich mit Hilfe der elf konsekutiven Schnitte, mit
bekanntem Abstand zueinander das Volumen des Traumas des Gehirns berechnen. Hierbei
wird der Mittelwert zweier nebeneinanderliegenden Fldchen errechnet und dann mit dem
dazwischen liegenden Abstand multipliziert (Formel s. Tab. 9).

In den nachfolgenden Tabelle sind die Léasionsflichenwerte und Lasionsvolumina der Gehirne

in der KV-Férbung fiir jede SHT-Gruppe getrennt voneinander aufgefiihrt.
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Tabelle 9: Lasionsflachen (mm?) und Lasionsvolumina (mm®) der SHT/Prop BS1-5 %-Gruppe in der KV-Farbung

Abstand vom definierten Nullpunkt in [mm]

sn L2 | 3 [35 45|55 65]|75[85] 9 | 10 | 11 [Lasions-
volumen
Prop ) [mm3]
BS Lasionsflichen [mm~] der SHT/Prop BS1-5 %
1.5 (n =8) der SHT/
% in der KV-Firbung 5 SP P,
=8 A [ B c | D E F G | H I J K | L (n=8)
1 0,00 | 0,00 | 1,13 | 0,83 | 3,24 | 3,45 | 3,03 | 6,77 | 5,43 | 2,35 | 0,00 23,8
2 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 |-0,23 | 2,49 | 3,48 | 3,12 | 0,00 7,2
3 0,00 | 0,00 | -1,17 | 7,87 | 1,44 | -1,17 | 5,77 | 6,62 | 7,64 | 2,30 | 0,00 25,1
4 0,00 | 2,17 | 9,17 | 8,24 | 291 | 3,86 | 7,19 | 5,01 | 0,00 | 0,00 | 0,00 34,2
5 0,00 | 0,00 |-1,11 |-1,15|-1,92| 533 | 7,30 | 4,87 | 10,7 | 9,32 | 9,49 | 8,05 46,4
6 0,00 | -5,66 | -5,43 | -0,38 | 9,31 | 9,93 | 10,5 | 12,2 | 8,69 | 10,1 | 7,81 | -5,12 48,7
7 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 |-1,96| 3,35 | 3,08 | 2,34 | 7,31 | 8,78 | 2,71 | 0,00 21,6
8 0,00 | 0,00 | 0,99 | 1,07 | 7,11 | 11,8 | 9,60 | 9,14 | 1,78 | 3,68 | 2,04 45,4
MW | 0,00 | -0,44| 0,45 | 2,06 | 2,52 | 4,57 | 5,78 | 6,18 | 5,62 | 4,96 | 2,76 | 0,98 MW 31.55
SEM | 0,00 | 0,79 | 1,44 | 1,33 | 1,43 | 1,58 | 1,28 | 1,17 | 1,29 | 1,36 | 1,35 | 3,83 n ’
Formel zur Berechnung des Lasionsvolumens: SD 14,66
((A+B)/2*d+((B+C)/2*d+((C+D)/2*d+((D+E)/2*d+((E+F)/2*d+((F+G)/2*d+((G+H)/2*d+
((HAD)/2*d+((I+])/2*d+((J+K)/2*d+((K+L)/2*d

d = Abstand zwischen zwei konsekutiven Schnitten

Tabellarische Darstellung der Mittelwerte (MW) und des Standardfehlers (SEM) von den Lasionsflachen (mm?) der Gehirne der Tiere der
SHT/Prop BS1-5 %-Gruppe (n = 8), im jeweiligen Abstand (mm) vom definierten Nullpunkt in der Kresylviolett- (KV-) Farbung und dem daraus
errechneten Lasionsvolumina (mm®) mit dem dazugehdrigen Mittelwert (MW) und Standardabweichung (£SD) vom Gesamtergebnis der jeweiligen
SHT-Gruppe



Tabelle 10: Lasionsflachen (mm?) und Lasionsvolumina (mm?®) der SHT/Prop BS30-40 %-Gruppe in der KV-Farbung

Abstand vom definierten Nullpunkt in [mm]

SHT/ | 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 3,5 ‘ 4,5 ‘ 5,5 ‘ 6,5 ‘ 7,5 ‘ 8,5 ‘ 9 ‘ 10 ’ 11
p Lésions-
rop volumen
BS Lisionsflichen [mm?] der SHT/Prop BS30-40 % [mm’]
der SHT/
30-40 n="7) Prop
% in der KV-Firbung BS30-40
%
(n=7) (n _ 7
1 0,00 | 0,00 | 0,00 | -1,30| 6,02 | 6,70 | 10,1 | 7,13 | 9,39 | 7,34 | 3,89 454
2 0,00 | 0,00 | 092 | -0,07 | 522 | 5,66 | 541 | 299 | 6,62 | 5,24 | 3,73 32,5
3 0,00 | 0,00 | 0,63 | 2,73 | 453 | 3,01 | 993 | 5,51 | 0,00 | 0,00 | 0,00 25,5
4 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,37 | 3,63 | 11,1 | 10,8 | 7,83 | 7,39 | 10,9 | 2,93 | 0,00 497
5 0,00 | 0,00 | 0,00 | -1,34 | 545 | 7,27 | 3,07 | 6,76 | 427 | 6,18 | 1,45 | 0,00 30,8
6 0,00 | 0,00 | 0,60 | -0,51 | 0,14 | 7,19 | 5,61 | 7,13 | 10,5 | 4,77 | 2,25 | -0,67 33,2
7 0,00 | 0,00 | 0,00 | -1,55| 5,25 | 6,58 | 437 | 5,15 | -0,83 | 0,00 | 0,00 19,6
MW 33,81
MW 0,00 | 0,00 | 0,31 | -0,10 | 432 | 6,79 | 7,03 | 6,07 | 533 | 491 | 2,04 | -0,22 +
SEM 0,00 0,00 0,15| 0,61| 0,75| 091 | 1,18 | 0,63 | 1,66| 1,48| 0,61 | 0,22 | SD 10,57

Tabellarische Darstellung der Mittelwerte (MW) und des Standardfehlers (SEM) von den Lasionsflachen (mm?) der Gehirne der Tiere der
SHT/Prop BS30-40 %-Gruppe (n = 7), im jeweiligen Abstand (mm) vom definierten Nullpunkt in der Kresylviolett- (KV-) Farbung und dem daraus
errechneten Lasionsvolumina (mm®) mit dem dazugehorigen Mittelwert (MW) und Standardabweichung (+SD) vom Gesamtergebnis der jeweiligen
SHT-Gruppe



Tabelle 11: Lasionsflachen (mm?) und Lasionsvolumina (mm?®) der SHT/Halo-Gruppe in der KV-Farbung

Abstand vom definierten Nullpunkt in [mm]

1 | 2| 3 |35 45|55 65| 75]185] 9 | 10 | 11
Lasions-
volumen
SHT/ Lésionsflachen [mmz] der SHT/Halo [mm3]
Halo (n=28) der SHT/
= Halo
(n=8) in der KV-Firbung (n=23)
1 0,00 | 0,00 | 0,25 | 5,69 | 4,32 | 3,09 | -1,76 | 2,2 | 0,03 | 0,00 | 0,00 12,3
2 0,00 0,00 | -1,1 | 0,31 | 5,93 | 7,74 | 3,1 3,14 | 4,45 | -1,98 | -1,67 19,5
3 0,00 1,97 | 1,92 | 2,65 | 11,0 | 7,97 | 6,03 | 6,16 | 6,34 | 2,86 | 0,00 | 0,00 43,5
4 0,00 | 0,00 | -3,26 | -2,43 | 8,37 | 9,66 | 10,9 | 13,4 | 12,5 | 11,7 | 7,09 | -1,21 61,8
5 0,00 | 0,00 | 1,41 | 094 | 2,44 | 10,7 | 5,87 4 5,83 | 0,00 | 0,00 27,2
6 0,00 | 0,00 |-4,89 | -3,05|-3,12| 4,52 | 43 10,5 | 10,9 | 11,6 | 887 | 2,9 38,5
7 0,00 | 0,00 | 0,00 | -3,34 | -5,48 | 227 | 6,89 | 5,2 | 9,79 | 9,99 | 8,21 | 3,36 32,8
8 0,00 | 0,00 |-3,39 | 7,08 | 9,66 | 10,4 | 10,7 | 11,4 | 10,5 | 5,04 55,8
MW 36,42
MW ] 0,00 | 0,25 | -1,13 | 0,98 | 4,14 | 7,04 | 5,75 | 7,00 | 7,49 | 4,91 | 3,21 | 1,26 SD i17 06
SEM | 0,00 | 0,25 | 0,87 | 1,40 | 2,10 | 1,18 | 1,45 | 1,48 | 1,44 | 1,97 | 1,74 | 1,11 ’

Tabellarische Darstellung der Mittelwerte (MW) und des Standardfehlers (SEM) von den Lasionsflachen (mm?) der Gehirne der Tiere der
SHT/Halo-Gruppe (n = 8), im jeweiligen Abstand (mm) vom definierten Nullpunkt in der Kresylviolett- (KV-) Farbung und dem daraus errechneten
Lasionsvolumina (mm®) mit dem dazugehdrigen Mittelwert (MW) und Standardabweichung (+SD) vom Gesamtergebnis der jeweiligen SHT-
Gruppe.



Im Vergleich der drei SHT-Gruppen ist eine Tendenz dahingehend zu erkennen, dass die
SHT/Halo-Gruppe tendenziell ein gréBeres Lésionsvolumen aufweist, als die beiden

SHT/Prop-Gruppen.

3.3.3.2 Hamatoxylin Eosin- (HE-) Fiarbung

3.3.3.2.1 Erfassen der Lisionsflichen und -volumen

Wie bereits in der KV-Fiarbung beschrieben, werden auch in der HE-Farbung in jeder der vier
Versuchsgruppen pro Tier zehn mit Himatoxylin-Eosin gefarbte Gehirnschnitten unter dem
Lichtmikroskop begutachtet. Als Abgrenzung zwischen geschéddigtem und gesundem Bereich
dient einem die eosinophile Zellgrenze im Kortex.

Aufgrund schwerwiegender Einblutungen konnten nur sieben bzw. acht Tiere pro Gruppe bei
der Lisionsflachen- und Lasionsvolumenbestimmung ausgewertet werden. Insgesamt mussten
auch in der HE-Férbung aus der SHT/Prop BS1-5 %-Gruppe zwei, aus der SHT/Prop BS30-
40 % drei und aus der SHT/Halo wiederum zwei Tiere aufgrund schwerwiegender kortikaler
und subkortikaler Einblutungen von der Liasionsflichen- und Lésionsvolumenbestimmung

ausgeschlossen werden.

Die errechneten Flichenwerte der rechten Hemisphire und der ungeschéddigten linken
Gehirnhilfte werden in eine Excel-Tabelle eingetragen. Aus diesen Flidchen berechnet die
Software jeweils eine 6demkorrigierte Flache des Traumas. Die nachfolgende Grafik stellt die

ermittelten Lésionsfldchen der drei SHT-Gruppen einander gegeniiber.
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Abbildung 26: Vergleichende grafische Darstellung der Mlttelwerte (MW) und des
Standardfehlers (SEM) von den Lasionsflachen der Gehirne (mm?) der Tiere der drei SHT-
Gruppen (SHT/Prop BS1-5 % (n = 8), SHT/Prop BS30-40 % (n = 7) und SHT/Halo (n = 8))
im jeweiligen Abstand (mm) vom definierten Nullpunkt in der Hamatoxylin Eosin- (HE-)
Farbung.

Die ermittelten Lasionsflichen in der HE-Féarbung der drei SHT-Gruppen nehmen mit
zunehmender Entfernung vom definierten Nullpunkt zu. Sie erreichen in einem Abstand von
5 bis 8 mm vom definierten Nullpunkt ihr Lésionsflichen-Maximum. Ab 8 mm Entfernung
vom definierten Nullpunkt kann eine kontinuierliche Abnahme der Lésionsflichen in allen
drei SHT-Gruppen beobachtet werden. Signifikante Unterschiede der Lisionsflichen
zwischen den drei SHT-Gruppen bestehen nicht. Im Vergleich zu den beiden SHT/Prop-
Gruppen zeigt die SHT/Halo-Gruppe tendenziell erhohte Lésionsflichenwerte. Die
tendenziell kleinsten Lasionsflichenwerte bestehen in der SHT/Prop BS30-40 % (s. Abb. 26).
Im Vergleich zu den Lésionsflichen in der KV-Féarbung lassen sich keine signifikanten
Unterschiede finden. Die drei SHT-Gruppen der HE-Féarbung zeigen im Gegensatz zu den
Lisionsflichenwerten der drei SHT-Gruppen in der KV-Firbung tendenziell groBere

Lasionsflachenwerte.
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Aus den Lisionsflichenwerten ldsst sich mit den zehn konsekutiven Schnitten, bei bekanntem
Abstand zueinander, schlieBlich das Volumen des Traumas des Gehirns berechnen (Formel s.
Tab. 9, S. 100).

In den folgenden Tabellen sind die Lésionsflichenwerte und Lasionsvolumina der Gehirne fiir

jede SHT-Gruppen getrennt voneinander aufgefiihrt.
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Tabelle 12: Lasionsflachen (mm?) und Lasionsvolumina (mm?®) der SHT/Prop BS1-5 %-Gruppe in der HE-Farbung

Abstand vom definierten Nullpunkt in [mm]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
SHT/ | | | | | | | | | | .
Prop .. . 2 volumen
Lisionsflichen [mm®] der SHT/Prop BS1-5 % [mm3]
BS1-5 (n=28) der SHT/
% . . Prop
in der HE-Fiarbung BS1-5 %
(n=8) (n=8)
1 0,00 | 0,00 | 2,62 | 12,22 | 13,95 | 13,76 | 13,58 | 10,55 | 7,21 1,78 | 0,00 65,1
2 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 566 | 11,57 | 7,86 | 9,25 | 11,31 | 4,78 | 2,68 43,9
3 0,00 | 0,00 | 11,43 | 13,04 | 9,86 | 8,86 | 9,29 | 8,70 | 4,19 | -0,75 55.9
4 1,38 | 2,18 | 11,26 | 10,18 | 8,38 | 11,29 | 7,24 | 1,39 | 0,00 | 0,00 51,2
5 0,00 | 0,00 | -1,71 | 3,62 | 6,99 | 10,02 | 13,56 | 12,89 | 12,33 | 13,68 | 7,47 66,0
6 -5,21 | 483 | -0,73 | 792 | 9,12 | 10,18 | 13,26 | 10,60 | 11,07 | 8,80 | -1,53 50,7
7 0,00 | 0,00 | 0,00 | -0,39 | 885 | 881 | 11,64 | 8,53 | 891 | 3,86 | 1,01 42,7
8 0,00 | 0,00 | 1,79 | 9,58 | 12,19 | 12,23 | 11,72 | 9,01 | 4,54 | 2,66 54,7
MW 53,77
MW | -048 | -0,33 | 3,08 | 7,02 | 9,38 | 10,84 | 11,02 | 8,87 | 7,45 | 4,35 | 1,93 SD * 8,62
SEM | 0,70 | 0,70 | 1,87 | 1,87 | 0,94 | 0,60 | 0,91 1,18 | 1,52 | 1,70 | 1,55

Tabellarische Darstellung der Mittelwerte (MW) und des Standardfehlers (SEM) von den Lasionsflachen (mm?) der Gehirne der Tiere der
SHT/BS1-5 %-Gruppe (n = 8), im jaeweiligen Abstand (mm) vom definierten Nullpunkt in der Hamatoxylin Eosin- (HE-) Farbung und dem daraus
errechneten Lasionsvolumina (mm®) mit dem dazugehdrigen Mittelwert (MW) und Standardabweichung (£SD) vom Gesamtergebnis der jeweiligen
SHT-Gruppe.



Tabelle 13: Lasionsflachen (mm?) und Lasionsvolumina (mm?®) der SHT/Prop BS30-40 %-Gruppe in der HE-Farbung

Abstand vom definierten Nullpunkt in [mm]

SHT/ | 1 | 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 ‘ 7 ‘ 8 | 9 ‘ 10 | 11
> Lasions-
rop volumen
BS Lisionsfléichen [mm?] der SHT/Prop BS30-40 % [mm3]
der SHT/
30-40 n="7) Prop
% in der HE-Firbung BS30-40
%
(n="7) (n=7)
1 0,00 | 0,00 | 0,00 | 7,20 | 10,40 | 12,40 | 12,67 | 10,89 | 945 | 7,47 | 2,64 62,23
2 0,00 | 0,00 1,87 | 3,79 | 9,07 | 11,59 | 9,18 | 10,16 | 6,87 | 5,32 1,16 48,85
3 0,00 | 2,13 | 787 | 7,69 | 7,09 | 5,54 | 8,14 | 5,70 | -0,08 | 0,00 38,38
4 1,28 | 6,94 | 11,49 | 12,31 | 12,30 | 11,64 | 12,45 | 5,72 1,72 | 0,00 69,49
5 0,00 | 0,00 | -2,82 | 8,47 | 7,66 | 9,55 | 9,53 | 6,51 5,27 1,73 | 0,00 39,39
6 0,00 | 0,00 | 0,47 | 6,23 | 10,22 | 13,15 | 10,94 | 10,51 | 11,05 | 4,36 1,27 57,69
7 0,00 | 0,00 | -0,59 | 9,61 | 12,60 | 11,59 | 9,95 | 11,13 | 6,89 | 0,00 50,05
MW 52,30
MW 0,18 1,30 | 2,61 790 | 991 | 10,78 | 10,41 | 8,66 | 5,88 | 2,70 1,27 SD ill 55
SEM | 0,18 | 0,99 1,94 1,01 0,80 | 0,97 | 0,64 | 0,96 1,50 1,15 | 0,54 ’

Tabellarische Darstellung der Mittelwerte (MW) und des Standardfehlers (SEM) von den Lasionsflachen (mm?) der Gehirne der Tiere der
SHT/Prop BS30-40 %-Gruppe (n = 7), im jeweiligen Abstand (mm) vom definierten Nullpunkt in der Hamatoxylin Eosin- (HE-) Farbung und dem
daraus errechneten Lasionsvolumina (mm®) mit dem dazugehorigen Mittelwert (MW) und Standardabweichung (£SD) vom Gesamtergebnis der
jeweiligen SHT-Gruppe.



Tabelle 14: Lasionsflachen (mm?) und Lasionsvolumina (mm?®) der SHT/Halo-Gruppe in der HE-Farbung

Abstand vom definierten Nullpunkt in [mm]

1 | 2| 3] 4] 5 | 6 | 71 8 | 9 |10 | 1
Lasions-
olumen
SHT/ Lasionsflichen [mmz] der SHT/Halo V[Hlllm3]
Halo (n=8) der SHT/
= Halo
(n=8) in der HE-Firbung (n=23)
1 0,00 | 0,00 | 7,94 | 9,62 | 10,89 | 10,29 | 7,90 | 6,86 | 0,00 | 0,00 46,6
2 0,00 | 0,00 | 0,60 | 812 | 11,86 | 11,40 | 13,10 | 11,04 | 9,00 | -0,73 53,3
3 0,00 | 1,59 | 2,11 | 14,62 | 148 | 14,86 | 14,44 | 10,5 | 4,62 | 0,00 | 0,00 67,0
4 0,00 | 0,00 | -291 | 898 | 12,79 | 13,50 | 13,09 | 14,51 | 6,45 | 10,23 | -2,31 59,8
5 2,13 | 3,34 | 10,4 | 15,07 | 11,54 | 8,58 | 9,22 | 5,58 | 0,00 | 0,00 59,2
6 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,86 | 8,93 | 836 | 941 | 13,47 | 12,05 | 13,71 | 10,27 63,6
7 0,00 | 0,00 | 0,00 | -3,86 | 7,82 | 7,86 | 10,60 | 9,43 | 12,26 | 11,76 | 8,20 54,6
8 0,00 | -3,39 | 7,08 | 9,66 | 10,35 | 10,66 | 11,38 | 10,51 | 5,04 50,8
MW 56,87
MW 0,27 | 0,19 | 3,15 | 7,88 | 11,12 | 10,69 | 11,13 | 10,24 | 6,18 | 5,83 | 4,04 SDi679

SEM | 0,27 | 0,67 | 1,66 | 2,28 | 0,77 | 0,88 | 0,80 | 1,06 | 1,69 | 2,75 | 3,07

Tabellarische Darstellung der Mittelwerte (MW) und des Standardfehlers (SEM) von den Lasionsflachen (mm?) der Gehirne der Tiere der
SHT/Halo-Gruppe (n = 8), im jeweiligen Abstand (mm) vom definierten Nullpunkt in der Hamatoxylin Eosin- (HE-) Farbung und dem daraus
errechneten Lasionsvolumina (mm®) mit dem dazugehérigen Mittelwert (MW) und Standardabweichung (+SD) vom Gesamtergebnis der jeweiligen
SHT-Gruppe.



In der HE-Farbung zeigt die SHT/Halo-Gruppe tendenziell ein groBBeres Lasionsvolumen, als

die beiden SHT/Prop-Gruppen.

Im direkten Vergleich zwischen den beiden Farbungen, HE und KV, weisen alle Gruppen in

der HE-Firbung ein tendenziell groferes Lasionsvolumen auf als in der KV-Férbung.

3.3.3.2.2 Beurteilung der Hippokampusregion

Um eine aussagekriftige Auswertung der gefirbten Schnitte zu erreichen, wird der
Hippokampus in sechs verschiedene Regionen (CA1, CA2, CA3, CA4, oberer Ast des Gyrus
dentatus und unterer Ast des Gyrus dentatus) eingeteilt. In die Auswertung gehen jedoch nur
die CAl-, CA3-, CA4- Region und der Gyrus dentatus mit ein. Zellen, die sich eindeutig
eosinophil darstellen, werden sowohl in der rechten als auch in der linken Hemisphére
ausgezdhlt und dokumentiert (sieche Tabelle 15,16,17).

Aufgrund schwerwiegender kortikaler und subkortikaler Einblutungen muss ein Tier in der
SHT/Prop BS30-40 %-Gruppe von der Beurteilung der Hippokampusformation

ausgeschlossen werden.
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Tabelle 15: Anzahl der eosinophilen Zellen in der CAl-, CA3- und CA4-Region des
Hippokampus in der rechten Hemisphare

CAl CA3 CA4
Anz-ahl eosino- MW Summe MW Summe MW Summe
philer Zellen
21 147 5 35 24 165
2 8 7 40 38 228
10 58 8 46 29 174
SHT/ 7 49 0 0 13 o1
Prop BS1-5 % 4 22 0 0 27 161
18 108 16 97 49 293
(n=10) 7 42 5 34 3] 216
5 29 1 8 30 177
41 327 8 62 37 260
13 64 16 96 44 261
Gesamtergebnis | 13112 | 85494 | 746 | 42435 | 32410 | 203 60
MW-SD
5 27 5 27 34 171
23 139 10 58 45 268
SHT/ 5 24 8 40 25 125
Prop BS 22 134 10 59 39 235
. 15 o1 1 4 21 126
30-40 % 23 140 2 10 25 148
(n=9) 9 55 2 10 33 198
12 69 4 22 39 233
26 129 16 79 49 244
Gesamtergebnis | 16§ | 81+53 | 6+5 | 31427 | 34+9 | 175+80
MW-SD
4 23 1 8 22 131
18 92 9 44 23 115
32 227 6 43 40 278
SHT/ 19 111 7 44 38 227
Halo 5 26 8 42 24 118
9 66 14 99 46 321
(n=10) 43 258 5 36 47 328
20 121 5 32 37 261
29 176 10 60 44 266
53 210 31 122 78 311
Gesamtergebnis | 73 16 | 131+83 | 10+8 | 53+33 | 40+16 | 236+85
MW=SD

Mittelwerte (MW) und Gesamtanzahl (Summe) der eosinophilen Zellen in der CA1-, CA3- und
CA4-Region des Hippokampus der rechten Gehirnhemisphare aller Tiere der drei SHT-
Gruppen (SHT/Prop BS1-5 %, SHT/Prop BS30-40 % und SHT/Halo) sowie der Mittelwert
(MW) und die Standardabweichung (xSD) vom Gesamtergebnis der jeweiligen SHT-Gruppe.
MW = Gesamtanzahl der eosinophilen Zellen in der jeweiligen Hippokampusregion geteilt
durch die Anzahl der ausgezahlten Schnittebenen pro Gehirn in dieser Region
Summe = Gesamtanzahl der eosinophilen Zellen pro Gehirn in der jeweiligen
Hippokampusregion
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Die SHT/Halo-Gruppe weist im direkten Vergleich mit den beiden SHT/Prop-Gruppen in der
CAl-, CA3- und CA4-Region tendenziell mehr eosinophile Zellen auf. Die wenigsten
eosinophilen Zellen sind in allen drei Regionen des Hippokampus in der Gruppe SHT/Prop
BS30-40 % vorhanden.

In der linken Hemisphdre der drei SHT-Gruppen und in beiden Hemisphéren der
Scheinversuchsgruppe, SHAM/Halo, konnten keine eosinophilen Zellen detektiert werden.
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Tabelle 16: Anzahl der eosinophilen Zellen im Gyrus dentatus der rechten Hemisphére

GD oben GD unten
Anzahl eosino- MW Summe MW Summe
philer Zellen
33 228 10 73
35 212 16 93
17 99 9 52
SHT/ 13 93 2 11
Prop BS1-5 % 27 159 4 21
48 285 22 130
(n=10) 28 195 11 77
24 146 5 30
54 430 60 480
38 228 14 85
Gesamtergebnis 32+ 13 208 + 99 15+17 105+ 137
MW<SD
22 112 7 35
32 194 9 56
SHT/ 28 138 6 29
Prop BS 39 233 15 91
o 31 186 11 63
30-40 % 25 152 10 59
mn=9) 29 171 8 46
32 190 18 107
32 159 14 71
Gesamtergebnis 30 + 5% 154 + 63 11+4 56 £ 31
MW=SD
18 110 1 4
35 176 12 58
45 317 36 250
SHT/ 34 206 15 91
Halo 16 80 4 20
41 286 10 68
(n=10) 41 288 10 67
43 301 13 89
34 201 19 116
82 329 43 173
Gesamtergebnis 39+ 18 220 + 88 16 £13 94 +73
MW=SD

Mittelwerte (MW) und Gesamtanzahl (Summe) der eosinophilen Zellen im Gyrus dentatus der
rechten Gehirnhemisphare aller Tiere der drei SHT-Gruppen (SHT/Prop BS1-5 %, SHT/Prop
BS30-40 % und SHT/Halo) sowie der Mittelwert (MW) und die Standardabweichung (£SD)
vom Gesamtergebnis der jeweiligen SHT-Gruppe.

Signifikanzen: ohne Sonderzeichen = nicht signifikant; (*) = p<0,05

MW = Gesamtanzahl der eosinophilen Zellen in der jeweiligen Hippokampusregion geteilt
durch die Anzahl der ausgezahlten Schnittebenen pro Gehirn in dieser Region
Summe = Gesamtanzahl der eosinophilen Zellen pro Gehirn in der jeweiligen
Hippokampusregion
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Die meisten eosinophilen Zellen finden sich in allen SHT-Gruppen tendenziell im oberen Ast
des Gyrus dentatus. Zwischen der SHT/Halo und der SHT/Prop BS30-40 % besteht bei
Vergleich der Mittelwerte ein signifikanter Unterschied in der eosinophilen Zellzahl im
oberen Ast des Gyrus dentatus. Im Gruppenvergleich ist eine schwache Tendenz dahingehend
zu erkennen, dass die SHT/Halo-Gruppe im gesamten Gyrus dentatus tendenziell mehr
eosinophile Zellen aufweist als die beiden SHT/Prop-Gruppen. Die tendenziell geringste
Anzahl an eosinophilen Zellen im oberen und unteren Ast des Gyrus dentatus ist in der
SHT/Prop BS30-40 %-Gruppe festzustellen.

Im linken Gyrus dentatus aller drei SHT-Gruppen und in der Scheinversuchsgruppe,

SHAM/Halo, kénnen keine eosinophilen Zellen detektiert werden.

Zusitzlich wird in der HE-Farbung fiir jedes Tier der jeweiligen SHT-Gruppe die
Gesamtanzahl an eosinophilen Zellen in der Hippokampusformation (CAl-, CA3-, CA4-
Region und Gyrus dentatus) errechnet. Die Summenwerte der eosinophilen Zellen in der
Hippokampusformation sind fiir alle Tiere, getrennt nach den SHT-Gruppen, in der

nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt.
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Tabelle 17: Gesamtanzahl der eosinophilen Zellen in der Hippokampusformation in den drei
SHT-Gruppen

SHT/ SHT/ SHT/
Prop BS1-5 % Prop BS Halo
(n=10) 30-40 % (n=10)
(n=9)
648 372 162
581 715 485
Hippokampus 429 356 1115
Summe 244 752 679
363 470 286
913 509 840
564 480 977
390 621 804
1559 682 819
734 1145
Gesamtergebnis
MW-SD 643 £377 551 +£147 731 +£332

Gesamtanzahl (Summe) der eosinophilen Zellen im Bereich der gesamten
Hippokampusformation der rechten Gehirnhemisphare aller Tiere der drei SHT-Gruppen
(SHT/Prop BS1-5 %, SHT/Prop BS30-40 % und SHT/Halo) in der Hamatoxylin Eosin- (HE-)
Farbung ebenso wie der Mittelwert (MW) und die Standardabweichung (£SD) vom
Gesamtergebnis der jeweiligen SHT-Gruppe.
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Im Vergleich der drei SHT-Gruppen ist eine Tendenz dahingehend zu erkennen, dass die
SHT/Halo-Gruppe im Bereich der Hippokampusformation (CA1, CA3, CA4 und GD) die
hochste Anzahl an eosinophilen Zellen aufweist. Die tendenziell geringste Gesamtzahl an

eosinophilen Zellen ist in der SHT/Prop BS30-40 %-Gruppe zu erkennen.

Uber alle Gruppen betrachtet wird eine Korrelation nach Spearman zwischen dem
Lisionsvolumen und der Anzahl eosinophiler Zellen (MW) bzw. dem Lésionsvolumen und
der Gesamtanzahl eosinophiler Zellen (Summe) durchgefiihrt. Dabei zeigen sich folgende

Ergebnisse (sieche Tabelle 18).

Tabelle 18: Korrelation nach Spearman zwischen dem Lasionsvolumen der Gehirne (mm?)
und der Anzahl eosinophiler Zellen (MW) bzw. zwischen Lasionsvolumen der Gehirne (mm®)
und Gesamtanzahl eosinophiler Zellen (Summe) der drei SHT-Gruppen

Léasionsvolumen vs. Anzahl Lasionsvolumen vs. Gesamtanzahl
eosinophiler Zellen (MW) eosinophiler Zellen (Summe)
Korrelation nach
0,502(*) 0,581(**)
Spearman
Signifikanz (2-seitig) 0,015 0,004
N 23 23

* Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig).

** Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig).

Die Korrelation zwischen Lédsionsvolumen und Anzahl eosinophiler Zellen (MW) ist
zweiseitig auf dem Niveau 0,05 signifikant. Die Korrelation zwischen Lasionsvolumen und
Gesamtanzahl eosinophiler Zellen (Summe) stellt sich auf dem Niveau 0,01 zweiseitig
signifikant dar.

Eine Grafik tiber die Verteilung der Korrelation findet sich unter Abb. 27.
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Abbildung 27: Grafische Darstellung der Korrelation zwischen dem Lé&sionsvolumen der
Gehirne (mm®) der Tiere der drei SHT Gruppen (SHT/Prop BS1-5 % (n = 8), SHT/Prop
BS30-40 % (n = 7) und SHT/Halo (n = 8)) in der Hamatoxylin Eosin-Farbung und der

Gesamtanzahl eosinophiler Zellen (Summe) im Hippokampus.

Durch die Korrelation kann gezeigt werden, dass ein signifikanter gleichsinninger linearer

Zusammenhang von Ldsionsvolumen in der HE-Féarbung und der Gesamtanzahl eosinophiler

Zellen im Hippokampus besteht.
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3.3.3.3 Doppelfirbung von aktivierter Caspase-3 und NeuN

Um festzustellen ob Apoptose bereits sechs Stunden nach CCI im Kortex und Hippokampus
detektierbar ist, werden von jeder SHT-Gruppe jeweils zwei Tiere einer Doppelfarbung gegen
aktivierte Caspase-3 und NeuN unterzogen. Sechs Stunden nach CCI ist die Expression von
akt. Caspase-3 in Neuronen in allen SHT-Gruppen im ipsilateralen Hippokampus
nachweisbar. Aufgrund der geringen Anzahl an akt. Caspase-3 und NeuN positiver Zellen in
allen drei SHT-Gruppen erfolgt keine zédhlerische Auswertung der Hippokampusformation
sondern lediglich eine deskriptive Beschreibung. Im gesamten Kortex sind sechs Stunden
nach CCI keine doppelgefarbten Zellen zu sehen. Beispielhafte Darstellungen von Zellen der
Hippokampusformation die sowohl NeuN in der Farbe rot als auch akt. Caspase-3 in brauner
Farbe zeigen finden sich in Abb. 28 bis 31.
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Abbildung 28: (Vergr.: 400 Xx)
SHT/Halo:  akt.  Casp-3/NeuN,
rechte  CAl-Region 6 h post
Trauma, Caspase positive Neuronen
sichtbar (s. Pfeile).

Abbildung 30: (Vergr.: 400 Xx)
SHT/Prop BS1-5 %: akt. Casp-
3/NeuN, rechter Gyrus dentatus 6 h
post Trauma, Caspase positive
Neuronen sichtbar (s. Pfeile).
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Abbildung 29: (Vergr.: 400 Xx)
SHT/Prop BS30-40 %: akt. Casp-
3/NeuN, rechte CA4-Region 6 h post
Trauma, Caspase positive Neuronen
sichtbar (s. Pfeile).

Abbildung 31: (Ausschnitt von Abb.
28) SHT/Prop BS1-5 %: akt. Casp-
3/NeuN, rechter Gyrus dentatus 6 h
post Trauma, Caspase positive
Neuronen sichtbar (s. Pfeile).




3.3.3.4 Tiere mit kortikalen Einblutungen

Jede der drei SHT-Gruppen weist eine unterschiedliche Anzahl an Tieren auf, die aufgrund
schwerwiegender Einblutungen in den Kortex und in subkortikale Strukturen nicht einer
Liasionsvolumenbestimmung unterzogen werden konnen. Bei diesen Tieren wird eine rein
deskriptive Beschreibung der Einblutung vorgenommen. Pro Tier werden zehn Gehirnschnitte
mit HE-gefarbt und unter dem Lichtmikroskop begutachtet. Mit Hilfe der mikroskopischen
Betrachtung wird die Schnittebene gesucht in der die Einblutung erstmals sichtbar ist. In den
folgenden konsekutiven Schnitten (zunehmender Abstand vom definierten Nullpunkt) werden
Lokalisation und Ausdehnung der Einblutung in das traumatisch geschéddigte Gehirnareal der
rechten Hemisphire und der ungeschédigten linken Gehirnhélfte bestimmt und dokumentiert.
In der Haufigkeitsverteilung weisen die drei SHT-Gruppen eine unterschiedliche Anzahl von
Tieren mit Einblutungen auf. So kommen in der SHT/Prop BS1-5 % und in der SHT/Halo-
Gruppe zwei Tiere mit gravierender Einblutung vor, wohingegen in der SHT/Prop BS30-40
%-Gruppe drei solcher Tiere zu finden sind. Bereits in der makroskopischen Betrachtung des
ganzen Gehirns kann man die unterschiedliche Stirke der Einblutung erkennen. Beispiele von
Gehirnen mit starker Einblutung finden sich in Abb. 32 und 33. Beispiele mit moderater bis
schwacher Einblutung von Gehirnen finden sich in Abb. 34 und 35.

Abbildung 32: Beispiel eines Gehirns Abbildung 33: zweites Beispiel eines
mit starker Einblutung aus der Gruppe Gehirns aus der Gruppe SHT/Prop BS1-
SHT/Prop BS1-5 %: Aufsicht auf das 5 % mit starker Einblutung: Aufsicht auf
entnommene Rattengehirn mit das entnommene Rattengehirn mit
umschriebenem traumatisierten Areal umschriebenem traumatisierten Areal
auf dem rechten Parietal- auf dem rechten Parietal-
/Temporallappen. /Temporallappen.
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Abbildung 34: Beispiel eines Abbildung 35: Gehirn aus der
Gehirns mit diffuser moderater Gruppe SHT/Halo mit diffuser
Einblutung aus der SHT/Prop schwacher Einblutung des
BS30-40 %-Gruppe: Aufsicht auf Gehirns:  Aufsicht auf das
das enthommene Rattengehirn mit entnommene  Rattengehirn  mit
umschriebenem  traumatisierten umschriebenem  traumatisierten
Areal auf dem rechten Parietal- Areal auf dem rechten Parietal-
/Temporallappen. /Temporallappen.

Mikroskopisch ldsst sich in allen drei SHT-Gruppen ein einheitliches Schema der Einblutung

erkennen:

Im Abstand von 1000 um zum festgelegten Nullpunkt (s.
Kapitel 3.2.9.3 Schneiden des Gehirns) sind Einblutungen in

, den dritten Ventrikel (Ventrikel tertius) fest zu stellen. Dabei
kann der dritte Ventrikel dilatiert oder komplett rupturiert

sein.

Abbildung 36:
Beispielhafte
Darstellung eines HE-
gefarbten
Hirngewebeschnittes aus
der Gruppe SHT/Prop
BS1-5 %: eingebluteter
dritter Ventrikel 6 h post
Trauma im Abstand von
1000 pum vom definierten
Nullpunkt (s. Pfeil).

Ab einer Entfernung von 2000 um vom festgelegten Nullpunkt sind erste Auflockerungen in
der rechten Gehirnhélfte im Korpus kallosum zu erkennen. Dieser Gewebsverlust besteht vor
allem oberhalb des rechten Seitenventrikels, breitet sich jedoch im weiteren Verlauf sowohl

seitwadrts als auch nach rechts unten aus.
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Ab 3000 pym kommen auch in der linken Gehirnhemisphire Auflockerungen im Korpus

kallosum vor, die sich im weiteren Verlauf {iber den gesamten linken Hippokampus und

Seitenventrikel ausbreiten.

Abbildung 37: Beispielhafte
Darstellung eines HE-
gefarbten Gehirns eines Tiers
der Gruppe SHT/Prop BS30-
40 %: massive Einblutung in
den rechten Kortex 6 h post
Trauma im Abstand von 5000
pum vom definierten Nullpunkt,
aufgelockertes Gewebe
drumherum gut sichtbar (s.
Pfeile).

Abbildung 38: Beispielhafte
Darstellung eines HE-
gefarbten Gehirns aus der
Gruppe SHT/Prop BS1-5 %
mit ,,gestauchtem**
Hippokampus (s.Pfeil) 6 h post
Trauma im Abstand von 7000
pum vom definierten Nullpunkt.

Ab der 4000 pm Schnittebene werden Einblutungen in

den rechten Kortex (a) sichtbar. Sie nehmen in den

. nachfolgenden Schnittebenen fast den gesamten Kortex

der rechten Gehirnhalfte ein.

Die Einblutung ist oftmals von aufgelockertem Gewebe
(s. Pfeile) umgeben. Teilweise breitet sich die Blutung
auch {iber die Mediane hinaus in die linke
Gehirnhemisphére (b) aus.

Einblutungen in die Seitenventrikel kdnnen ebenfalls

vorkommen.

Die massiven Einblutungen (¢) fiihren im weiteren

- Verlauf  oftmals zu  einer ,Stauchung®  der
' Hippokampusformation ~ (s.  Pfeil) der rechten

| Gehirnhélfte, erkennbar in den Schnittebenen von 5000-

9000 pm.

Mit zunehmender Entfernung vom definierten Nullpunkt nimmt die Einblutung in der rechten

Gehirnhemisphére ab und verschwindet vollstindig in der linken Gehirnhélfte.
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Nach Betrachtung der in Abb. 32 bis 38 dargestellten Beispiele von massiven Einblutungen in
das Gehirn wird deutlich, dass eine Lésionsvolumenbestimmung des induzierten CCI zum

Teil nicht mdglich war.
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4. Diskussion

Die Anisthesie und die Intensivmedizin sind immer in die praklinische, friihklinische,
operative und postoperative Behandlung von Patienten mit einem SHT involviert. Neben dem
primdren irreversiblen Hirnsubstanzdefekt bestimmen die durch das Trauma induzierten
pathophysiologischen Prozesse den sekunddren Hirnschaden und damit das Ausmal3 der
endgiiltigen Hirnschiddigung. Es ist erwiesen, dass post-traumatische sekundédre biochemische
Prozesse fiir Tage und Wochen nach einem SHT anhalten und immer neue Zellen fiir den
Zelltod rekrutieren. So konnten sterbende Zellen auf der geschidigten Gehirnseite bis zu
einem Jahr post Trauma gefunden werden (WENNERSTEN et al. 2003). Urspriinglich
wurden die vom sekundéren post-traumatischen Zelluntergang betroffenen Zellen vollstindig
dem nekrotischen Zelltod zugeordnet. Jedoch wurde in den letzten Jahren auch fiir die
Apoptose eine Schliisselrolle im Zelluntergang nach CCI nachgewiesen. Kenntnisse {iber den
apoptotischen Zelluntergang (KERR et al. 1972) stellen eine Option dar, das therapeutische
Fenster nach einem SHT zu erweitern. Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit eines

hirnschiitzenden Therapiekonzepts in der Phase der Erstbehandlung.

Ziel der vorliegenden Studie ist es, anhand eines experimentell induzierten SHT bei der Ratte
ein mogliches neuroprotektives Potential fiir das Anisthetikum Propofol, das in zwei
unterschiedlichen Dosierungen zum Einsatz kommt, nachzuweisen. Hierzu wurden zwei
histologische Standardfiarbungen (Kresylviolett und Hé&matoxylin Eosin) und eine
immunhistochemische Nachweismethode (Doppelfarbung von akt. Caspase-3 und NeuN)
angewandt.

Sowohl in der KV- wie auch in der HE-Farbung wurde eine Lésionsvolumenbestimmung
durchgefiihrt. Des Weiteren erfasste man in der HE-Fiarbung die Anzahl der eosinophilen
Zellen in der Hippokampusformation. Zusdtzlich wurde die Aktivierung von Caspase-3,
einem Apoptose-spezifischen Protein, in Neuronen untersucht. SchlieBlich konnte man die

Ergebnisse der drei SHT-Gruppen und der Scheinversuchsgruppe miteinander vergleichen.
Durch die Scheinversuchsgruppe, SHAM/Halo, konnte man den Einfluss von dem

Anésthetikum Halothan auf den histopathologischen Schaden von dem traumabedingten

Schaden abgrenzen.
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4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1 Schiadel-Hirn-Trauma-Modell

Da sowohl Auspriagung als auch Ursache eines SHT in der Humanmedizin vielfiltig sind, ist
es fur vergleichende klinische Studien ungeeignet. Aus diesem Grund ist es unumgénglich,
mit reproduzierbaren und kontrollierten In-vivo-Tiermodellen zu arbeiten. Weiterhin sind fiir
eine vollstandige histopathologische, biochemische und physiologische Untersuchung
invasive Verfahren und der direkte Zugang zum Hirngewebe nétig. Ein weiterer Vorteil des
Tiermodells ist die Steuerbarkeit des zeitlichen Verlaufs und die Uberwachung und Kontrolle
verschiedener Parameter vor, wihrend und nach dem SHT.

In SHT-Modellen kommen die verschiedensten Tierarten zum Einsatz, jedoch werden in der
heutigen Zeit hauptsdchlich Nagetiere verwendet. Die Verwendung von Ratten in SHT-

Modellen hat verschiedene Vorteile (DIXON et al. 1987):

- exakte Daten tliber Alter, Gewicht und die genetische Herkunft der Tiere sind bekannt

- hohe Resistenz gegeniiber Infektionen

- geringere Kosten aufgrund eines sinkenden Arzneimittelverbrauchs wegen des niedrigen
Korpergewichts der Tiere

- niedrige Anschaffungs- und Unterhaltskosten

- vergleichbare Anatomie und Physiologie zu hoheren Sdugetieren

- Vereinbarkeit mit einer Vielzahl von neurochemischen und neuropharmakologischen
Techniken, iiber die eine grofe Erfahrung im Vergleich zu anderen Tierspezies besteht

- Existenz  von Normwerten in einer Vielzahl von physiologischen und

verhaltensorientierten Variablen

Fiir die vorliegende Studie wurde das Controlled-cortical-impact- (CCI-) Modell ausgewihlt.
Das CCI wurde lateral {iiber der rechten Gehirnhemisphire ausgeiibt. Die exakte
Positionierung des Tierschiddels im stereotaktischen Rahmen, die prizise Einstellung der
Deformationstiefe des Gehirns, die Uberwachung der Schlagbolzengeschwindigkeit und die
Einhaltung identischer Kontaktzeiten des Bolzen mit dem Gehirn gewihrleisten die Erhebung

von standardisierten Daten mit geringer Streuung.

124



Dennoch beschert auch das CCI-Modell Variationsmoglichkeiten, die eine Objektivierbarkeit

der Daten erschweren konnen. Hierunter fallen:

- Einschlagwinkel des Schlagbolzens
- GroBe und Lokalisation der Kraniotomie
- Aufsetzen des Bolzens auf der Gehirnoberfldache

- verwendetes Narkoseprotokoll

Die Variationsmoglichkeiten stellen einerseits potentielle Quellen fiir eine unzureichende
Standardisierung dar, andererseits ermdglichen sie die Bearbeitung verschiedener
Fragestellungen aufgrund unterschiedlicher Einstellungsparameter. Um zum einen
Schwankungen so gering wie moglich zu halten und zum anderen eine exakte Datenerhebung
zu gewihrleisten, wurde der operative Versuchsabschnitt stets von derselben geblindeten
Person mit groBBer Sorgfiltigkeit durchgefiihrt.

Fiir eine grotmogliche Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurden vor
Studienbeginn die Tischposition und der Einschlagwinkel des Bolzens manifestiert.

Weiterhin wurden zur Gewdéhrleistung einer identischen Traumastirke vor jeder SHT-
Induktion die computergesteuerten Schussparameter iiberpriift: 1,75 mm Eindringtiefe, 4 bis 5
m/s Einschlaggeschwindigkeit und 200 ms Eindringdauer. Ein weites Spektrum
pathobiologischer Reaktionen kann durch die variierbare und voneinander unabhédngige
Einstellung von Einschlaggeschwindigkeit und Einschlagtiefe des CCI erhalten werden
(LIGHTHALL 1988).

Da im CCI-Modell der mechanische Einschlag quantifizierbar und stufenweise variierbar ist,
konnen Korrelationen zwischen der Traumastirke und den daraus resultierenden
pathologischen und funktionalen Verdnderungen gemacht werden. Diese analytischen
Untersuchungen lassen Interaktionen zwischen dem mechanischen Einschlag und der
traumatischen Schédigung erkennen.

Im Vergleich zu den im Schriftum unter Kapitel 2.2.1 beschriebenen Traumamodellen stellt
das CCI-Modell durch dessen Aufbau eine technisch aufwendige Methode dar, die jedoch gut

zu bedienen ist und mit wenig Aufwand reproduzierbare Daten liefert.
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4.1.2 Lisionsvolumenbestimmung anhand der Kresylviolett- (KV-) Firbung

Mit Hilfe der KV-Fiarbung konnen Nervenkerne und Tigroidschollen (Nissl-Schollen) in den
Nervenzellen dargestellt werden. Das Substrat der Farbung sind Ribonukleoproteine. In der
Féarbung stellen sich Tigroidschollen, Kernmembranen und Nukleolen intensiv blau oder
violett dar. Das Zytoplasma der Ganglienzellen und Gliazellen farbt sich blassblau,
Zellfortsétze bleiben ungefarbt (ROMEIS 1989).

Bei der KV-Fiarbung handelt es sich um eine unkomplizierte und schnell durchfiihrbare
histologische Farbetechnik (Dauer ca. 1 h pro Rattengehirn).

Obwohl die KV-Farbung traditionell zur Lasionsbestimmung in der Histologie herangezogen
wird, besitzt diese Farbemethode auch Nachteile. Als ungiinstig bewerten JONGEN-RELO
und FELDON (2002) die Tatsache, dass die KV-Farbung zwar grofle Neuronen mit reichlich
vorhandenen Ribosomen gut hervorhebt, jedoch kleinere Neuronen wie beispielsweise
kortikale Interneuronen oder die Kornerzellen im Gyrus dentatus sehr schwer von den
ebenfalls gefiarbten Gliazellen zu unterscheiden sind. Nach den initial durch Gliazellen
eingeleiteten Aufrdumungs- und Reparaturarbeiten kommt es im weiteren Zeitverlauf (einige
Wochen bis Monate) zur Reorganisation. In diesem Zusammenhang kommt es zur
Schrumpfung des Lésionsbereichs oder zur Besetzung der freien Stellen durch Gliazellen.
JONGEN-RELO und FELDON (2002) machen darauf aufmerksam, dass diese
kompensatorischen MaBinahmen die Ergebnisse der Lasionsbestimmung verfdlschen. Auch im
Ischdmiemodell konnte dieser Pathomechanismus beobachtet werden. So konnte hier nach 15
Tagen eine Einwanderung von Fibroblasten-dhnlichen Zellen beobachtet werden, die ein
narbiges Ersatzgewebe in der Peripherie des Infarktkerns bildeten und so zu einer
Schrumpfung des Infarktgebietes fiihrten (CLARK et al. 1994).

Aus diesem Grund ist der Untersuchungszeitpunkt der L&sionsvolumenbestimmung von
entscheidender Bedeutung fiir das Ergebnis. JONGEN-RELO und FELDON (2002) vertreten
die Ansicht, dass die Lédsionsvolumenbestimmung innerhalb der ersten Woche nach
Traumasetzung durchgefiihrt werden soll, da hier aufgrund der aktiven Proliferation von
Gliazellen der Léasionsbereich in der KV-Farbung eindeutig abgegrenzt werden kann. Fiir
DAVOLI et al. (2002) ist bei Bestimmung des ischdmischen Infarktvolumens in KV
gefarbten Schnitten der beste Untersuchungszeitpunkt schon 24 Stunden nach Schéddigung
erreicht.

Auch im CCI-Modell wurde die KV-Firbung in verschiedenen Studien als Standardfarbung
zur Bestimmung des Lidsionsvolumens eingesetzt (CLARK et al. 1997; SULLIVAN et al.
2002; CHEN et al. 2003). Im Gegensatz zu der vorliegenden Studie wurde jedoch in den
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anderen Studien die Lisionsvolumenbestimmung erst nach einer lingeren Uberlebenszeit
vorgenommen.

In den eigenen Untersuchungen erwies sich der frithe Untersuchungszeitpunkt (sechs Stunden
nach CCI) moglicherweise als nachteilig fiir die Lasionsvolumenbestimmung in KV gefarbten
Schnitten. Sechs Stunden nach CCI konnte eine partielle Schwichung der Farbeintensitit
beobachtet werden. CHEN et al. (2003) assoziieren einen qualitativen Verlust der
Férbeintensitit in der KV-Firbung mit verletzten oder sterbenden Neuronen. Andere
Kriterien, die zur optischen Demarkierung des Schadens hitten beitragen konnen, wie
beispielsweise eine Akkumulation von Gliazellen oder die Ausbildung einer Kavitét, waren
sechs Stunden nach moderatem CCI in der vorliegenden Studie noch nicht vorhanden. Diese
Erkenntnisse werden auch von anderen Autoren bestitigt. So konnten CHEN et al. (2003) in
den ersten 24 Stunden nach CCI ebenfalls nur eine Reduktion in der Férbeintensitét speziell
im Kortexbereich beobachten. Erst ab Tag vier bermerkten sie um den Kontusionsbereich
herum eine Zunahme von Leukozyten und Gliazellen und einen extensiven Verlust an
vermutlich neuronalen Zellen.

Die zeitabhédngigen Schwierigkeiten in der Lésionsbestimmung von KV gefarbten Schnitten
sind auch von JONGEN-RELO und FELDON (2002) dokumentiert.

In der eigenen Studie wurde das Lésionsvolumen sowohl in der KV-Farbung wie auch in der
HE-Féarbung bestimmt. Es stellte sich heraus, dass die Lisionsvolumenbestimmung in der
HE-Féarbung sechs Stunden nach moderatem CCI zu gréferen Lésionsvolumina mit
geringeren Standardabweichungen filihrte als in der KV-Fiarbung. Die geringere Streuung der
errechneten Lésionsvolumina deutet auf eine grofere Standardisierung und Objektivierbarkeit

der ermittelten Werte hin.
Die folgenden zwei Abbildungen (Abb. 39 und 40) sollen die Schwierigkeiten bei der

Bestimmung des Lisionsvolumens in der KV-Firbung in Zusammenhang mit der Wahl des

Untersuchungszeitpunktes nochmals verdeutlichen.
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Abbildung 39 (stammt aus Abbildung 40:

eigenem Vorversuch): (Vergr.: . . .

) ) .. ) gr.: 40 x): KV-Farbung:
(Vergr.: 25 .X)' PﬁV-Farbung. rechte Hemisphare 6 h post
rechte Hemisphare 14 d post Trauma

Trauma.
Evtl zu fruh: zu geringer
Schaden, noch nicht voll
ausgepragt (s. Pfeile).

Evtl. zu spat: Gliazellnarbe,
totaler Gewebsverlust
sichtbar (s. Pfeile).

4.1.3 Himatoxylin Eosin- (HE-) Farbung

Die HE-Firbung wird in der Histologie und Histopathologie als Standardfiarbung eingesetzt.
Sie ist preiswert, schnell (Dauer ca.1,5 Stunden pro Gehirn) und einfach durchzufiihren. Die
HE-Férbung setzt sich aus zwei unterschiedlichen Farbstoffkomponenten zusammen. Dies ist
zum einen der natilirliche Pflanzenfarbstoff Hématoxylin. Hématoxylin gehdrt zu den
Kernfarbungen und firbt Zellkerne und Zytoplasmaanteile, die reich an rauem
endoplasmatischen Retikulum sind, blau-violett (WELSCH 2003). Die zweite
Farbstoffkomponente ist das Eosin, das flir die rote bis pinke Anfirbung azidophiler
Strukturen im Zytoplasma verantwortlich ist.

Wenn neuronale Zellen aufgrund eines Neurotraumas unter Energiemangel leiden, stellen sie
ihren Stoffwechsel auf anaerobe Glykolyse um. Das hierdurch anfallende Laktat bewirkt eine
pH-Wert-Verschiebung in den sauren Bereich. Diese sauren Valenzen lassen sich durch das
Eosin der HE-Farbung anfarben. Die HE-Farbung alleine kann jedoch keine Aussage dariiber

treffen, ob eine Zelle nekrotisch oder apoptotisch zugrunde geht.
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SLOOP et al. (1999) gehen davon aus, dass morphologische Kriterien (s. Kapitel 2.2.2
Nekrose und Apoptose) in Routinefirbungen den Goldstandard fiir die Detektion des
apoptotischen Zelluntergangs darstellen.

Eine eindeutige Differenzierung zwischen Nekrose und Apoptose erfolgt mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie (WYLLIE et al. 1980).

Um bereits in der lichtmikroskopischen Betrachtung mehr oder weniger eindeutig zwischen
Nekrose und Apoptose differenzieren zu konnen, sind spezifische Nachweisverfahren
notwendig, wie beispielsweise die Doppelfirbung von aktivierter Caspase-3 und NeuN.

Leider gibt es bis zum heutigen Tag noch kein einziges eindeutiges Nachweisverfahren.

4.1.4 Doppelfirbung von aktivierter Caspase-3 und NeuN

Die Doppelfarbung ist relativ aufwendig in der Durchfiihrung (Dauer ca. neun Stunden) und
fiir die lichtmikroskopische Auswertung der gefdarbten Schnitte bendtigt man eine gewisse

Erfahrung.

Die immunhistochemische Farbung mit einem Antikdrper gegen akt. Caspase-3 erlaubt eine
selektive Detektion apoptotischer Zellen, in denen das Protein Caspase-3 exprimiert und
aktiviert ist. Da die Aktivierung der Caspase-3 in der apoptotischen Kaskade relativ spét
erfolgt, ist der Nachweis der akt. Caspase-3 mit groer Wahrscheinlichkeit ein Indiz dafiir,
dass der Prozess des apoptotischen Zelluntergangs verhéltnisméBig weit fortgeschritten ist. In
der vorliegenden Studie wurde ein monoklonaler Antikorper gegen die p18-Untereinheit akt.
Caspase-3 angewandt (SRINIVASAN et al. 1998).

Dass akt. Caspase-3 nicht ausschlieBlich in Neuronen exprimiert wird, ist mittlerweile
bekannt. So wurde akt. Caspase-3 auch in Astrozyten und Oligodendrozyten lokalisiert
(BEER et al. 2000). Um die Art der apoptotischen Zellen genauer zu analysieren, wurde
erfolgreich eine Doppelfarbung etabliert (DAVOLI et al. 2002). Bei der Durchfiihrung der
Doppelfdarbung wird nach der Anfarbung akt. Caspase-3 ein Antikorper gegen das Neuronen
spezifische nukledre Protein (NeuN) aufgetragen. Dabei handelt sich um einen monoklonalen
Antikorper, der von MULLEN et al. (1992) entwickelt wurde. NeuN gilt als spezifischer
Marker fiir Neuronen sowohl des zentralen wie auch des peripheren Nervensystems. NeuN
wird im Zellkern und -korper postmitotischer Neuronen exprimiert, die dabei sind, sich

zelluldr und morphologisch zu differenzieren (MULLEN et al. 1992).
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Die in der vorliegenden Studie gewdéhlte Antigen-Nachweismethode, die Labeled-Avidin-
Biotin/Labeled-Streptavidin-Avidin-Biotin-Nachweismethode (LAB/LSAB) wird als sog.
indirekte ,,Sandwichmethode® bezeichnet. Bei der indirekten Methode ist nicht der
spezifische Primidr-AntikOrper gegen aktivierte Caspase-3 mit dem spdter farbgebenden
Enzymsystem gekoppelt, sondern ein sekundérer, mit Biotin konjugierter Briicken-
Antikdrper, der sich spezifisch gegen die Tierart richtet, aus der der erste Antikorper stammt.
Der Einsatz von LSAB-Systemen gilt derzeit als eine der spezifischsten und durch seine
einfache Handhabung am meisten bevorzugten Methoden. Anderen zurzeit gingigen
immunhistochemischen Nachweistechniken ist die LSAB-Methode eindeutig iiberlegen (HSU
et al. 1981; NOLL u. SCHAUB-KUHNEN 2000).
In der vorliegenden Studie wurden der Kortexbereich und die besonders empfindlichen,
selektiv vulnerablen Neuronen des Hippokampus auf Apoptose untersucht. Man fand nur
einen geringen Anteil doppelgefarbter positiver Neuronen im Vergleich zur Gesamtzellzahl.
Eine mogliche Erklarung hierfiir kann der frithe Untersuchungszeitpunkt sechs Stunden nach
SHT sein. Ein derart kurzer Zeitraum schrinkt Analysen {iber den zeitlichen Ablauf
apoptotischer Vorginge ein. Zwar konnte im Ischdmiemodell akt. Caspase-3 im Kortex
bereits nach fiinf Minuten nachgewiesen werden (NAMURA et al. 1998), jedoch ist die
Apoptose als andauernder dynamischer Prozess auch noch vier Wochen nach zerebraler
Schadigung gut nachweisbar (CHOPP u. LI 1996; VELIER et al. 1999).
Im CCI-Modell wurde der Nachweis erbracht, dass der apoptotische Zelluntergang einen Tag
nach CCI im Kortex sein Maximum erreicht (NEWCOMB et al. 1999). Fiir den nekrotischen
Zelltod wird ein geringfligig langerer Zeitraum angegeben (DUNN-MEYNELL u. LEVIN
1997).
Eine weitere Begriindung fiir den geringen Prozentsatz apoptotischer Zellen in der Studie ist
im verwendeten Tiermodell zu suchen. Eine quantitative Analyse von TUNEL-positiven
Zellen ergab, dass nach einem milden lateralen Fluid-percussion (FP) 30 % der TUNEL-
positiven Zellen apoptotische Merkmale aufwiesen, nach einem moderaten lateralen FP
jedoch nur noch 10 % apoptotische Zellen detektiert wurden (RINK et al. 1995). Einige
Autoren folgern hieraus, dass niedrigere Traumastdrken ein hoheres Mafl an Apoptose
auslosen (RINK et al. 1995; CHOI 1996). Sie nehmen an, dass die Traumastirke die
entscheidende Determinante dafiir ist, ob eine Zelle nekrotisch oder apoptotisch zugrunde
geht. Folglich beeinflussen die biomechanischen Eigenschaften der unterschiedlichen
Traumamodelle sowohl die Frequenz wie auch die regionale Verteilung apoptotischer Zellen
(NEWCOMB et al. 1999). Weiterfiihrende Untersuchungen kdnnten sich auf das Ausmalf} und
das temporale Profil der Nekrose und Apoptose bei unterschiedlichen Traumastirken
fokussieren.
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Ein weiterer Grund fiir die geringe Auffindungsrate doppelmarkierter Zellen kann die
Funktionalitidt der Antikorper betreffen. Die Funktionalitit der Antikérper wurde jedoch in
jedem Férbedurchgang durch das Mitfiihren einer Positivkontrolle (Thymus) und
Negativkontrolle (Nativtier) tiberpriift (s. Kapitel 4.2.4).

Die Markierung der akt. Caspase-3 stellt eine Alternative zur mittlerweile kontrovers
disktutierten TUNEL-Farbung dar, die fragmentierte DNA detektiert (GAVRIELI et al.
1992). Inzwischen wurde allerdings festgestellt, dass DNA-Strangbriiche auch beim
nekrotischen Zelluntergang, bei Autolyse und bei der Gewebefixierung und -bearbeitung
entstechen (GRASL-KRAUPP et al. 1995; ANSARI et al. 1996). Demzufolge kann die
TUNEL-Féarbung nicht akkurat zwischen nekrotischen und apoptotischen Zellen
unterscheiden und ist somit kein spezifischer Marker fiir Apoptose (CHARRIAUT-
MARLANGUE u. BEN-ARI 1995).

Im Vergleich zur Farbung mit Kresylviolett (s. Kapitel 4.2.2), die als spezifisches Verfahren
zur Darstellung des rauen endoplasmatischen Retikulums von Neuronen, der sog. Nissl-
Substanz gilt, konnen Lésionen in geschidigten Arealen mit Hilfe der NeuN-Farbung noch
genauer hervorgehoben werden (JONGEN-RELO u. FELDON 2002).
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Physiologische Variablen

Wiéhrend der operativen Phase und in der 6-stiindigen Beatmungsphase werden zu acht genau
definierten Messzeitpunkten verschiedene Parameter erhoben und dokumentiert. Vor
Versuchsbeginn wird das Korpergewicht der Tiere aufgezeichnet. Wiahrend des eigentlichen
Versuchs und in der Beatmungsphase bestimmt man den mittleren arteriellen Blutdruck, die
Herzfrequenz, die arteriellen Blutgase, die Himoglobinkonzentration, den Blutglukosespiegel
und kontinuierlich die rektale und die perikranielle Temperatur. Diese umfangreichen
Messungen sind notwendig, um etwaige Einfliisse auf das Ausmall des zerebralen Schadens
zu erkennen. Dadurch versucht man standardisierte Versuchsbedingungen zu schaffen, die
eine Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse in der experimentellen Studie

gewéhrleisten konnten.

Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

Aufgrund der Induktion des SHT steigt der MAP zunéchst initial in allen drei SHT-Gruppen.
Im weiteren Verlauf wird der MAP kiinstlich durch die Dauerinfusion des Kreislauf-
stabilisierenden Arterenols zwischen 80-100 mmHg gehalten. Alle gemessenen Werte liegen

im physiologischen Bereich und haben keinen Einfluss auf die Versuchsergebnisse.

Herzfrequenz

Hinsichtlich der Herzfrequenz lassen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den vier
Versuchsgruppen erkennen. Die Herzfrequenz sinkt nach der Induktion des SHT tendenziell
in beiden Propofolgruppen. Grund hierfiir ist in der kreislaufdepressiven Wirkung des relativ
hoch dosierten Propofols zu suchen (FREY u. LOSCHER 1996). Jedoch bleiben im Verlauf
des Versuchs alle gemessenen Werte im physiologischen Bereich. Eine Beeinflussung des

Ergebnisses kann somit ausgeschlossen werden.

Hamoglobinkonzentration

Durch den stindigen Blutentzug fiir die Ermittlung des Hé&moglobingehalts, die
Blutgasanalyse, die Blut pH-Wert- und Glukose-Bestimmung ist ein Abfall in der

Gesamthdmoglobinkonzentration in Bezug auf den Ausgangswert in allen vier
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Versuchsgruppen feststellbar. Allerdings ist der Himoglobinverlust in den SHT-Gruppen
starker als in der SHAM-Gruppe, was auf die zerebrale Hamorrhagie zuriickzufiihren ist.
Jedoch bleiben wihrend der gesamten Versuchsdauer alle Werte im physiologischen Bereich

und tiben deshalb keinen Einfluss auf die Ergebnisse der Studie aus.

Blutgasanalyse (paO, und paCO, und pH)

Bei der Blutgasanalyse ist vor allem die Uberwachung des paCO, von Bedeutung.
Bekanntermallen wird einer Hyperventilation mit konsekutiver Reduktion des paCO, eine
neuroprotektive Wirkung zugesprochen. Demzufolge wird der paCO, wihrend der gesamten
Versuchsdauer kontinuierlich tiberwacht und iiber die Regulierung von Atemfrequenz und
Atemvolumen im physiologischen Bereich gehalten.

Wihrend des gesamten Versuchs lassen sich bei der Messung der paO,-, paCO,- und pH-
Werte keine gravierende Unterschiede zwischen den vier Versuchsgruppen oder den
gemessenen Zeitpunkten feststellen. Alle Werte liegen im physiologischen Bereich, so dass

eine Einflussnahme auf das Versuchsergebnis ausschlieBen ist.

Blutglukose

Die Tiere werden vor dem Versuchsbeginn nicht niichtern gesetzt. Die Messung der
Glukosekonzentration ergibt einen signifikanten Abfall in allen SHT-Gruppen drei Stunden
nach Induktion des Traumas. Nach vier bis sechs Stunden sinkt der Glukosewert signifikant in
allen vier Versuchsgruppen im Vergleich zum Ausgangswert. Das Absinken der
Glukosekonzentration erklart sich durch die beginnende Glykolyse, die zum einen
versuchsbedingt aufgrund der Nahrungskarrenz und zum anderen infolge des ansteigenden
Energiebedarfs zur Wiederherstellung der Ionenhomdostase einsetzt. KOCHS et al. (1992)
zeigten, dass die neuroprotektive Wirkung von Propofol unabhidngig vom Plasma-
Glukosespiegel ist. Da in der vorliegenden Studie alle gemessenen Glukosekonzentrationen
im physiologischen Bereich liegen und in allen Gruppen gleichméBig sinken, wird ihnen

keine Bedeutung fiir das Ergebnis beigemessen.

Temperatur

Neben der rektalen Temperaturmessung wird auch die perikranielle Temperatur erfasst, da die
beiden Parameter wihrend eines ischdmisch-hypoxischen Zustandes voneinander abweichen
konnen (BUSTO et al. 1987). Die kontinuierliche Temperaturiiberwachung ist wichtig, da

bereits eine geringe Erniedrigung der perikraniellen Temperatur eine neuroprotektive
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Wirkung auf das Gehirngewebe ausiiben kann. Uber einen Riickkopplungsmechanismus mit
einer Wiarmelampe wird die perikranielle Temperatur konstant auf 37,5 °C gehalten. Nicht
nur die rektale sondern auch die perikranielle Temperatur der vier Versuchsgruppen liegt
ohne Schwankungen im physiologischen Bereich. Ein Einfluss auf das Ergebnis des Versuchs

kann ausgeschlossen werden.

Korpergewicht

Die Tiere der drei SHT-Gruppen und der Scheinversuchsgruppe, SHAM/Halo, zeigen
beziiglich ihres Gewichts keine signifikanten Schwankungen, die zu einer Beeinflussung des

Versuchs hitten fiihren kdnnen. Das Durchschnittsgewicht der Tiere betrdgt 350-450 g.

4.2.2 Kresylviolett- (KV-) Fiarbung

Die KV-Firbung wird traditionell als Standardfarbung in der Histologie zur Evaluierung von
Lésionsvolumen und Léasionsmorphologie eingesetzt (JONGEN-RELO u. FELDON 2002).
Sechs Stunden nach CCI war in der vorliegenden Studie bei mehreren Gehirnen bereits
makroskopisch eine Blutung iiber dem parietalen Kortex sichtbar. Insgesamt mussten sieben
Tiere aus allen drei SHT-Gruppen infolge schwerwiegender kortikaler Einblutungen von der
Lésionsvolumenbestimmung ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse dieser Tiere bzw. das
Ausmal der Blutung sind im Kapitel 3.3.3.4 beschrieben.

In der lichtmikroskopischen Betrachtung wurde der Primérschaden im ipsilateralen Kortex
deutlich. Diese Zone zeigte Anzeichen einer physikalischen Zerstorung und wies stellenweise
keine gefarbten Neuronen mehr auf. In der sich anschlieBenden Penumbra waren noch viele
schwach angefirbte Neuronen vorhanden. In diesem Bereich war auch die kortikale
Schichtung meistens komplett erhalten. AuBerhalb der Penumbra waren im ipsilateralen
Kortex keine pathologischen Verdanderungen erkennbar. Der kontralaterale Kortex erschien in
der histologischen Untersuchung unauffillig. Auch innerhalb der SHAM-Gruppe war in
beiden Hemisphéren die kortikale Schichtung vollstindig erhalten. Ein Verlust von Neuronen
oder eine Schwichung der Farbeintensitit konnte nicht ausgemacht werden. Es zeigte sich bei
allen Tieren der SHAM-Gruppe eine durchweg homogene dunkel-violett-blaue Féarbung

beider Hemisphiren.
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Das spezielle Muster des CCI-Schadens, unilateral und zentriert um die Kontusion und den
angrenzenden Strukturen stimmt generell mit den Arbeiten von CHEN et al. (2003) und
DUNN-MEYNELL und LEVIN (1997) iiberein.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie ergaben nur tendenziell Unterschiede zwischen den
Léisionsvolumina der drei SHT-Gruppen. Hierfiir kommen verschiedene Ursachen in
Betracht. Eventuell ist der Untersuchungszeitpunkt fiir die histologische Analyse, sechs
Stunden nach CCI, zu friih gewihlt, um ein neuroprotektives Potential von Propofol
nachzuweisen.

Es gibt Hiweise, dass Propofol durchaus ein neuroprotektives Potential besitzt, diese Wirkung
jedoch erst im weiteren Zeitverlauf zum Tragen kommt. So konnte in der eigenen
Arbeitsgruppe in verschiedenen Studien anhand des Ischimiemodells die Neuroprotektivitat
von Propofol ab 24 Stunden bis zu 28 Tagen nach einem ischdmischen Insult nachgewiesen
werden (KELLERMANN 2004; STEGEMANN 2004).

Ein anderes Kriterium kann die KV-Farbung ansich sein. So ergaben sich bei der Bestimmung
der Lasionsfliachen in der KV-Féarbung oftmals Schwierigkeiten bei der Abgrenzung zwischen
geschidigtem und gesundem Gewebe. Auch die Anésthetikadosierungen der Propofolgruppen
konnen moglicherweise fiir das Ergebnis verantwortlich sein. Es ist durchaus vorstellbar, dass
sich erst bei groBeren Differenzen in der Anisthetikadosierung zwischen den beiden
Propofolgruppen Unterschiede in der Wirkung auf das Zielorgan (Gehirn) nachweisen lassen.
In der vorliegenden Studie konnten keine Reaktionen hamatogener Zellen wie beispielsweise
die Einwanderung von Granulozyten und Makrophagen beobachtet werden. Laut WERNER
(2000b) kommt es jedoch bei einer ischdmischen zerebralen Schiadigung zu einer Aktivierung
und Mobilisation zellulirer Mediatoren und Zellverbidnde. Friihzeitig kommt es zur
Aktivierung polymorphkerniger Granulozyten. Diese lagern sich durch Adhésionsmolekiile
(Makrophage 1-Antigen) an Endothelzellen an und infiltrieren zusammen mit T-Zellen und
Makrophagen das ischdmische Gewebe. Innerhalb von Stunden und Tagen wird Mikroglia
innerhalb der Infarktzone zu Makrophagen transformiert. Astrozyten steigern die Bildung
intermedidrer Mikrofilamente, synthetisieren Neutropine und bilden gliale Narben.
FAWCETT und ASHER (1999) vertreten die Ansicht, dass Gliazellnarben die
Wiederherstellung der axonalen Konnektion erschweren. Aus diesem Grund konnen die
Gliazellnarben ein therapeutisches Ziel darstellen. Der Grund, warum in der vorliegenden
Arbeit diese pathophysiologischen Reaktionen nicht beobachtet werden konnten, mag am
frithen Untersuchungszeitpunkt sechs Stunden nach CCI liegen.

Da die histologischen Untersuchungen nur zu einem Zeitpunkt (6 h nach CCI) stattfanden,
erlaubten sie keine Aussagen iiber die weitere Entwicklung der gesetzten Lésion. In

vergleichenden Studien konnten DUNN-MEYNELL und LEVIN (1997) nachweisen, dass der
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kortikale Primérschaden nach drei und 24 Stunden kleiner war, als die Kavitit nach sieben
Tagen. Auch andere Autoren, die das Lésionsvolumen nach unterschiedlich langen
Uberlebensspannen untersuchten, stellten eine GroBenzunahme der Werte mit zunehmender
Uberlebenszeit fest (CHEN et al. 2003). Das deutet daraufhin, dass zahlreiche Zellen erst mit
der Zeit degenerieren, was ein zeitlich giinstiges therapeutisches Fenster fiir klinische

Interventionen offnet.

4.2.3 Himatoxylin Eosin- (HE-) Fiarbung

Mit der HE-Farbung wurde der Gewebeschaden durch 2zwei unterschiedliche
Auswertungsverfahren ermittelt. Zum einen wurde mit der HE-Féarbung das Lésionsvolumen
des Gehirns anhand der eosinophilen Zellgrenze im Kortex bestimmt. Zum anderen lieferte
die HE-Firbung einen Uberblick iiber die Ausdehnung und Schwere des Schadens in der
selektiv vulnerablen Hippokampusformation.

Die HE-Firbung wird in verschieden CCI-Studien als Standardfarbung zur Bestimmung des
Lésionsvolumen herangezogen (KOCHANEK et al. 1995; CHERIAN et al. 1996). Es ergaben
sich auch hier nur tendenzielle Unterschiede bei der Léasionsvolumenbestimmung zwischen
den SHT-Gruppen (s. KV-Féarbung 4.2.2). In der vorliegenden Studie waren schon sechs
Stunden nach CCI im Kortex eosinophile Zellen in allen SHT-Gruppen deutlich zu erkennen.
Sie legten sich wie ein Zellband um den Primérschaden, der durch die KV-Farbung ermittelt
wurde. Der sich hieraus ergebende erweiterte Detektionsradius der HE-Féarbung fiihrte in allen
drei SHT-Gruppen zu grofleren Lédsionsvolumina als in der KV-Féarbung. Dieser erweiterte
eosinophile Detektionsradius stellt den Sekundirschaden dar, der sich bereits sechs Stunden
post traumatisch durch eine Abfolge pathologischer Prozesse entwickelt und als eindeutiges
Abgrenzungskriterium zwischen geschiddigtem und gesundem Areal herangezogen werden
kann.

Innerhalb des demarkierten Areals wechselten sich zerstorte Gewebebereiche mit Zonen
schwacher Farbeintensitét ab.

Im Gegensatz dazu wurde in anderen Studien die Lasionsvolumenbestimmung erst nach einer
lingeren Uberlebenszeit vorgenommen und ist ein Grund fiir die nicht signifikanten
Unterschiede der Lisionsvolumenwerte innerhalb der drei SHT-Gruppen. GARCIA et al.
(1993) zeigten, dass die zytoplasmatische Eosinophilie frithestens zwdlf, jedoch in maximaler

Ausprigung erst 24 Stunden nach zerebraler Ischdmie auftritt.
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Obwohl das CCI eine umschriebene Kontusion im Rattenkortex verursachte, schidigte es
auch kontusionsferne Bereiche, wie durch die HE-Fiarbung ermittelt werden konnte. Durch
die Induktion des SHT kommt es in der Hippokampusformation zum Verlust pyramidaler
Neuronen. ROSE et al. (2002) gehen davon aus, dass die CCI-Induktion zur Entstehung einer
Druckwelle fiihrt, die fiir die weiter distal gelegenen Verletzungen verantwortlich gemacht
werden kann. Da bekannt ist, dass kortikale Neuronen in Richtung Hippokampus projizieren,
schlieen die Autoren hieraus, dass eine kortikale Schidigung die synaptische Aktivitdt im
Hippokampus verdndert und somit zu weiteren Zellschadigungen fiihrt.

In der vorliegenden Studie konnte eine unilaterale fokale Schidigung der Neuronen im
Hippokampus beobachtet werden. Die Zahl der eosinophilen Zellen in der CA1-, CA3-, CA4-
Region der ipsilateralen Hippokampusformation und des oberen und unteren Astes des Gyrus
dentatus als Parameter des sekundédren azidophilen Hirnschadens zeigte einen Trend zur
geringeren Schiadigung in der Gruppe SHT/Prop BS30-40 % im Vergleich zu den Gruppen
SHT/Prop BS1-5 % und SHT/Halo. Das Ergebnis ldsst darauf schlieBen, dass die Tiere der
SHT/Halo-Gruppe den groBten azidophilen Zellschaden erfahren haben.

Die Vulnerabilitdt von Neuronen in der CA3-Region des Hippokampus ist in traumatic-brain-
injury- (TBI-) Modellen bekannt (CORTEZ et al. 1989; DIETRICH et al. 1994b). Diese
fokale Schiadigung im Hippokampus wird auch von GOODMANN et al. (1994) beschrieben,
die einen Zellverlust in der CAl- und CA3-Region des Hippokampus nach CCI und
unilateraler Kraniotomie feststellten.

In der vorliegenden Studie war eine auf den ersten Blick untypisch erscheinende starke
Schadigung innerhalb der SHT-Gruppen in der CA4-Region der Hippokampusformation zu
sehen. Da die weiter proximal gelegene CAl-Region schwicher geschidigt ist als die
darunter liegende CA4-Region, miissen neben der mechanischen Einwirkung auf das Gehirn
noch zusétzliche Faktoren mit schidigen Einfluss hinzukommen.

Die lokale Ischdmie kann als Hauptausloser fiir das erhdhte Neuronensterben in der CA4-
Region ausgeschlossen werden. Wie im Ischdmie-Modell hitte man auch im SHT-Modell
eine starke Schadigung der CAl-Region des Hippokampus erwarten konnen. Die CAl-
Region ist selektiv vulnerabel gegeniiber ischdmischen Insulten (KELLERMANN 2004;
STEGEMANN 2004). Sie bleibt jedoch weitgehend ungeschédigt trotz einer nachgewiesenen
regionalen zerebralen Blutflussreduktion um 40 bis 60 % im ipsilateralen Hippokampus nach
CCI (KOCHANEK et al. 1995). Es ist erwiesen, dass der Schlaganfall beim Menschen und
eine experimentell induzierte globale Ischdmie bei Nagetieren einen substantitiellen Verlust
der Pyramidenzellen in der CA1-Region bewirkt (PULSINELLI et al. 1982). Diese Tatsachen

deuten auf komplexe sekunddre Schiddigungsmechanismen hin.
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So sollen exzitatorische Aminosduren (EAAs) eine entscheidende Bedeutung bei der
Schiadigung von Neuronen nach traumatic-brain-injury (TBI) haben. CHOI et al. (1987)
beschreiben, dass exzessive Konzentrationen von EAAs, wie beispielsweise Glutamat, hoch
toxisch in der Zellkultur sind. ROSE et al. (2002) unterstiitzen diese Hypothese, indem sie
ansteigende interstitielle Konzentrationen von EAAs nach CCI im Kortex und Hippokampus
beobachten konnten. Als Begriindung fiir die erhdhten Werte von EAAs im Hippokampus
geben sie die synaptische Konnektion von Kortex und Hippokampus an. BULLOCK et al.
(1998) hingegen fiihren die erhdhten EAAs-Werte auf eine unspezifische Freisetzung von
beschddigten Membranen zuriick.

In der vorliegenden Studie konnte weiterhin ein signifikanter Unterschied der eosinophil
geschédigten Zellen im oberen Ast des Gyrus dentatus (GD) zwischen der SHT/Halo-Gruppe
und der SHT/Prop BS30-40 Gruppe festgestellt werden. CLARK et al. (1997) dokumentierten
die hohere Vulnerabilitit der Neuronen im Gyrus dentatus in TBI-Modellen im Vergleich zu
Modellen der zerebralen Ischdmie. Die funktionale Signifikanz des Neuronenverlust im GD
ist noch nicht geklart. Es ist jedoch bekannt, dass der GD der Ratte die Mehrheit der Inputs
vom entorhinalen Kortex erhilt. Efferente Leitungsbahnen gehen vom GD zu den Neuronen
in der CA3-Region des Hippokampus (AMARAL u. WITTER 1995). Es wird angenommen,
dass eine Schadigung von erregenden Neuronen inhibitorische Schaltkreise schiadigt. Diese
inhibitorischen Neuronen kontrollieren die Erregbarkeit der Zellen im GD (LOWENSTEIN et
al. 1992). Moglicherweise kommt es mit zunehmender Traumastérke zu einer unkontrollierten
Ubererregbarkeit und einer daraus resultierenden Zellschidigung in diesem Bereich.
Eventuell kann diese Uberregbarkeit zur Exzitotoxizitit filhren die unter anderem die
Neuronen in der CA3-Region schédigt. Jedoch existiert auch eine positive Feedback-
Projektion von Neuronen der CA3-Region zu Zellen des GD. Aus diesem Grund konnten
auch Neuronen der CA3-Region via Exzitotoxiziét direkt die Zellen im GD schadigen.
Eosinophile Zellen traten in allen SHT-Gruppen ausschlieflich im Kortex und im
Hippokampus der rechten Hemisphére auf. Dies entspricht ganz dem CCI-Modell, das dafiir
bekannt ist, eine prazise fokale Verletzung zu setzen.

Ob Eosinophilie als Zeichen irreversibler Zellschddigung in Form der Nekrose gewertet
werden darf, wird kontrovers diskutiert. So bewerten GARCIA et al. (1993) die
zytoplasmatische Eosinophilie, die 12-24 Stunden nach Ischdmie eintritt, als Ausdruck eines
beeintrachtigten Zellstoffwechsel und interpretieren diese als Vorboten der Nekrose.
MINAMISAWA et al. (1990) fassen pinkfarbene, eosinophile Zellen im Hippokampus als
beschidigte Neuronen auf, die laut ITO et al. (1975) aufgrund intensiver enzymatischer
Aktivitit dennoch Tiberlebensfihig sind. Indessen bezeichnen GARICA et al. (1993)
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eosinophil gefarbte Zellen als bereits abgestorben. WYLLIE et al. (1980) sind iiberzeugt, dass
die Eosinophilie in der HE-Farbung als ein Zeichen des Zelltodes gewertet werden darf.

Der Schaden im Kortex korreliert in allen drei SHT-Gruppen mit dem Schaden im
Hippokampus. Dies spricht fiir einen absolut konstanten induzierten Schaden und eine

identische Schadensauspriagung 6 h post traumatisch.

4.2.4 Doppelfirbung von aktivierter Caspase-3 und NeulN

Bei der Doppelfarbung gegen akt. Caspase-3 und NeuN wurde in jedem Farbedurchgang ein
Thymuspriparat als Positivkontrolle und ein Schnitt von einem Nativ-Tier als
Negativkontrolle mitgefiihrt. Der als positive Kontrolle mitgefarbte Thymus juveniler Ratten
wies bei jedem Férbedurchgang akt. Caspase-3-positive Zellen auf, jedoch keinerlei
Rotfarbung. Dies bestétigt zum einen die Funktionalitdt des Antikorpers gegen das gesuchte
Protein akt. Caspase-3 und zum anderen die Spezifitit des Antikorpers gegen NeuN. Bei dem
als Negativkontrolle mitgefiihrten Schnitt des Nativ-Tiers konnten keine akt. Caspase-3
positiven Zellen detektiert werden. Die Neuronen wurden jedoch NeuN-positiv gefarbt (rot).
Dies bestitigt die Funktionalitdt des Antikorpers gegen das neuronale nukledre Protein und
die Spezifitit des Antikorpers gegen akt. Caspase-3 (MATZ 2003).

Bei Verwendung der einfach akt. Caspase-3-Farbung ist es dem Betrachter nicht mdglich,
zwischen einer Nervenzelle und einer Gliazelle zu unterscheiden, da von der Apoptose beide
Zelltypen betroffen sind. Dies bestitigten BEER et al. (2000), die akt. Caspase-3 sowohl in
Neuronen, Astrozyten und in Oligodendrozyten nachweisen konnten. Aus diesem Grund ist es
notwendig einen neuronalen Marker einzusetzen, um gezielt Caspase-3-positive Neuronen
anzufirben.

In der vorliegenden Studie konnten in allen drei SHT-Gruppen eine geringe Anzahl akt.
Caspase-3-positiver Neuronen in der Hippokampusformation detektiert werden. Dies deckt
sich mit den Ergebnissen von COLICOS und DASH (1996), die ebenfalls im Hippokampus
apoptotische Neuronen detektieren konnten. Im Gegensatz dazu konnten BEER et al. (2000)
sechs bis 72 Stunden nach CCI keine Apoptose im ipsilateralen Hippokampus feststellen.

Die eigenen Untersuchungen ergaben, dass in keiner Versuchsgruppe Zellen zu finden waren,
die lediglich akt. Caspase-3-positiv markiert waren. Dieses Resultat stimmt mit den
Erkenntnissen von NEWCOMB et al. (1999) iiberein, die im CCI-Modell keine apoptotischen

Astrozyten oder Oligodendrozyten detektieren konnten.
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Auch WENNERSTEN et al. (2003) postulierten, dass Neuronen bei moderaten Verletzungen
die am stirksten betroffene Zellpopulation darstellen. BEER et al. (2000) unterstiitzen diese
These indem sie sechs Stunden nach CCI folgende Haufigkeitsverteilung der akt. Caspase-3
fanden: 47 % der akt. Caspase-3-positiven Zellen stellten Neuronen dar, 33 % Astrozyten und
4 % Oligodendrozyten. Fiir die groBere Vulnerabilitit der Neuronen fithren WENNERSTEN
et al. (2003) folgende Griinde an:

- Die Neuronen sind empfindlich gegeniiber Exzitotoxizitit.

- Sie besitzen lange vulnerable Axone.

- Sie haben einen hohen Energiebedarf.

- Sie bendtigen trophische Unterstiitzung zum Uberleben.

- Sie exprimieren Fas (Todesrezeptor der extrinsischen Apoptosekaskade s. Abb. 6) als

Antwort auf ein SHT.

Im Gegensatz dazu sind die Gliazellen ,,robuster* und weisen einen niedrigeren Energiebedarf
als die Neuronen auf. Zudem verfiigen sie iiber Mechanismen, um gezielt Noxen
abzuschwichen. So konnte FINKBEINER (1992) nachweisen, dass beispielsweise Astrozyten
einen Ca' -Overload iiber Gap junctions verteilen.

Die unterschiedlichen Aussagen iiber Anzahl und Art der von Apoptose betroffenen Zellen
haben verschiedene Griinde. Einerseits liegt die Ursache im verwendeten experimentellen
Tiermodell andererseits konnen auch die unterschiedlichen Einstellungsparameter des CCI-
Modells wie Einfallswinkel, Einschlaggeschwindigkeit und Eindringtiefe verantwortlich
gemacht werden.

In keiner der drei SHT-Gruppen konnten doppelt markierte Zellen gegen akt.Caspase-3 und
NeuN in kortikalen Bereichen detektiert werden. Dies deckt sich mit den Erkenntnissen von
DAVOLI et al. (2002), die drei bis sechs Stunden nach einer transienten fokalen Ischdmie
ebenfalls keine akt. Caspase-3 im Kortex finden konnten. Als Grund hierfiir vermuten sie eine
hohe enzymatische turnover Rate der akt. Caspase-3, die die immunhistochemische
Antigendetektion erschwert. Des Weiteren spekulieren sie, dass kortikale Neuronen anfangs
eine voriibergehende Resistenz gegeniiber dem apoptotischen Zelltod besitzen. Eine andere
MutmaBung der Autoren ist, dass kortikale Neuronen bereits bei niedrigeren Caspase-3
Werten apoptotisch zugrunde gehen, diese minimalen Werte jedoch in der Immunhistochemie
nicht detektierbar sind. NAPIERALSKI et al. (1999) nehmen an, dass der Hippokampus im
Gegensatz zu den nekrotischen Umgebungsbereichen der Kontusion anderen molekularen und
mechanischen Kréften ausgesetzt ist. So konnten sie im Fluid-percussion- (FP) -Modell
nachweisen, dass die Induktion des FP die Hoch-Regulierung des p53-Proteins im
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Hippokampus induziert. AuBerdem wurde berichtet, dass ein kortikales Trauma eine

retrograde Apoptose auch in subkortikalen Regionen auslésen kann (MARTIN et al. 2001).

In der vorliegenden Studie konnte zwar innerhalb der SHT-Gruppen kein Unterschied in der
Anzahl der akt. Caspase-3-positiven Neuronen in der Hippokampusformation festgestellt
werden, jedoch erwies sich die Doppelfiarbung als hervorragende Nachweismethode um

apoptotische Neuronen zu detektieren.
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4.3 Abschlussbetrachtung

Nachdem in experimentellen Untersuchungen im Ischdmiemodell durch die priventive Gabe
von Propofol eine Reduktion des histopathologischen Schadens und eine Verbesserung des
neurologischen Endergebnisses erreicht wurde (KELLERMANN 2004, STEGEMANN
2004), entschloss man sich zur vorliegenden Studie um nachzuweisen, inwieweit dieser
Effekt auch kurzfristig iiber sechs Stunden nach einem kontrollierten SHT zum Tragen
kommt. So wurde dosisabhédngig der Einfluss des Injektionsnarkotikums Propofol auf das
Léisionsvolumen und den histopathologischen Schaden nach SHT untersucht. Das CCI-
Modell liefert in der vorliegenden Studie zuverldssige, reproduzierbare und gut
quantifizierbare Daten mit geringer Streuung, die den Vergleich von den vier Studiengruppen
zulassen. Die Versuchsdurchfithrung ist relativ aufwendig, der verbundene Aufwand steht
jedoch in verniinftigem Verhiltnis zu den erzielten Ergebnissen. Die Tiere kdnnen intensiv
wiahrend der Versuchsdurchfithrung {iberwacht werden, so dass eine kontrollierte

Untersuchung gewihrleistet ist.

In der vorliegenden Studie konnten nur tendenzielle Unterschiede zwischen den Schéden der
,niedrig® und ,,hoch* dosierten Propofolgruppe bzw. zwischen der Kontrollgruppe und den
Propofolgruppen festgestellt werden. Die angewandten Farbungen (KV-, HE-, akt. Caspase-3
und NeuN-Farbung) erwiesen sich als sehr gute Nachweismoglichkeit, um unterschiedliche
histologische Schadensaspekte darstellen zu konnen. Es konnte gezeigt werden, dass sechs
Stunden nach moderatem CCI sowohl nekrotisches als auch potentiell reanimierbares
apoptotisches Gewebe nebeneinander existieren und folglich Patienten mit einem akuten SHT

von einer frithzeitigen ,,Anti-Apoptose-Therapie* profitieren konnten.

In der vorliegenden Studie wurde Halothan als Kontrollnarkose zur Versuchsnarkose Propofol
gewdhlt. Um genaue Aussagen iiber die Auswirkung von Anésthetika auf den zerebralen
Sekundirschaden nach einem SHT machen zu koénnen, wire es notig gewesen als
Kontrollgruppe nicht narkotisierte Tiere zu verwenden, die ebenfalls einem SHT unterzogen
worden wiéren. Ein derartiger Eingriff ist jedoch aus tierschiitzerischen Griinden unzuléssig.
Aus diesem Grund wihlte man in dieser Studie fiir die Kontrollgruppe ein Narkosemittel und
eine -dosierung von der man ausgeht, dass die Auswirkung auf das zerebrale Gewebe so

gering wie moglich ist.
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In der Scheinversuchsgruppe, SHAM/Halo, konnte kein zerebraler Schaden nachgewiesen
werden. Das bedeutet, dass sowohl die Préparation, die Trepanation des Schidels wie auch
die 6-stiindige Nachbeatmungsphase unter der Kontrollnarkose Halothan keinen schdadigenden
Einfluss auf die Neuronen haben, wenn die physiologischen Parameter iiberwacht und

konstant gehalten werden.

Ein neuroprotektives Potential von Propofol konnte nicht nachgewiesen werden. Die
Hauptursache hierfiir konnte in dem frithen Untersuchungszeitpunkt, sechs Stunden nach CCI,
liegen.

Wie oben erwihnt, wurde in der vorliegenden Studie gezeigt, dass das CCI eine unilaterale
fokale Schiadigung des Hippokampus verursachte. Nachgewiesener Mallen fiihrt ein
Zellverlust im Hippokampus zu Gedéchtnisdysfunktionen. Zur Fragestellung, inwieweit
Propofol die neurokognitven Féhigkeiten des Gehirns nach einem SHT beeinflusst, gibt es
bisher keine Untersuchungen. Aus diesem Grund sollte in weiterfithrenden Untersuchungen
neben der histologischen Analyse der Gehirne, der Einfluss von Propofol auf die kognitive
Leistungsfahigkeit der Tiere untersucht werden. Sinnvoll wire auch eine
Lisionsvolumensbestimmung zu zwei unterschiedlichen Uberlebenszeitpunkten um eine
Korrelierbarkeit des Léasionsvolumens zu einem frithen und einem spiten Zeitpunkt nach dem

Trauma zu erhalten.

Der Endpunkt der lingeren Uberlebenszeit sollte dann neben histologischen Untersuchungen

die Bewertung von Motorik, Kognition und Verhaltensparameter der Tiere beinhalten.
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5. Zusammenfassung

Der dosisabhingige Einfluss von Propofol auf den histopathologischen Friihschaden und
die Aktivierung des neuronalen Apoptosemarkers Caspase-3 im Gehirn der Ratte nach
kontrolliertem zerebralen Trauma

Sprague-Dawley Ratten wurden einem Schidel-Hirn-Trauma (SHT) unterzogen. Vor der
Induktion des SHT wurde jedes Tier einer der vier Versuchsgruppen zugewiesen:
SHT/Propofol-Gruppe mit einer Burst-Suppression- (BS-) Ratio im EEG von 1-5 %,
SHT/Propofol-Gruppe mit einer BS-Ratio im EEG von 30-40 %, Kontrollgruppe
SHT/Halothan und die Scheinversuchsgruppe SHAM unter Halothannarkose.

Nach Ablauf der 6-stiindigen posttraumatischen Nachbeatmungsphase unter der jeweiligen
Versuchsnarkose wurden die Tiere getotet und das Gehirn zur weiteren Analyse tiefgefroren,
geschnitten und gefarbt.

Sowohl in der Kresylviolett- (KV-) wie auch in der Himatoxylin Eosin- (HE-) Farbung wurde
eine Lisionsvolumenbestimmung durchgefiihrt. Des Weiteren wurde in der HE-Féarbung die
Anzahl der eosinophilen Zellen in der Hippokampusformation erfasst und ausgewertet.
Zusétzlich wurde die Aktivierung von Caspase-3, einem Apoptose-spezifischen Protein, in
Neuronen untersucht. Im Anschluss daran wurden die Ergebnisse der drei SHT-Gruppen und
der Scheinversuchsgruppe, SHAM/Halo, miteinander verglichen.

Die Lidsionsvolumenbestimmung ldsst weder in der KV-Farbung noch in der HE-Féarbung
signifikante Unterschiede zwischen den drei SHT-Gruppen erkennen. Die SHT/Prop BS30-40
%-Gruppe weist in beiden Farbungen ein tendenziell geringeres Lésionsvolumen auf, als die
SHT/Prop BSI1-5 %-Gruppe bzw. die SHT/Halo-Gruppe. Bei der Beurteilung der
Hippokampusformation ergeben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen. Tendenziell weist auch hier die SHT/Prop BS30-40 %-Gruppe die geringste
Anzahl an eosinophilen Zellen auf. In der linken Hemisphare der drei SHT-Gruppen und in
der SHAM/Halo-Gruppe konnen keine eosinophilen Zellen detektiert werden. Das in der KV-
Féarbung ermittelte Lasionsvolumen ist generell kleiner, als das in der HE-Farbung.

Die Expression von aktivierter Caspase-3 in Neuronen ist stichprobenweise in allen SHT-
Gruppen im ipsilateralen Hippokampus, sechs Stunden nach SHT, nachweisbar.

Ein neuroprotektives Potential von niedrig und hoch dosiertem Propofol konnte sechs
Stunden nach SHT im Vergleich zu Halothan nur vermutet werden. Die
Lisionsvolumenbestimmung anhand KV- und HE-Férbung stellt sich jedoch als zuverldssige
Methode dar. Weitere SHT-Studien mit ldingerem Beobachtungszeitraum sind notwendig, um
mehr tiber den Wirkmechanismus dieses Andsthetikums in Erfahrung zu bringen und so
gezielt ein Konzept fiir erfolgreiche Therapie nach einem SHT und seine Folgeerscheinungen
zu entwickeln.
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6. Summary

The dose-dependant effect of Propofol on acute histopathological damage and the
activation of the neuronal apoptotis-marker Caspase-3 in the brain after controlled
cortical impact in the rat

Sprague-Dawley rats were subjected to a traumatic brain injury model. Before induction of
controlled cortical impact (CCI) the animals were assigned to one of the following groups:
CCl/propofol with a burst-suppression- (BS-) ratio in the EEG of 1-5 %, CCl/propofol with a
BS-ratio in the EEG of 30-40 %, control group CCl/halothane and the sham operated rats
under halothane anaesthesia.

After six hours of post-traumatic ventilation animals were euthanized, brains were removed,
frozen, cut into slices and stained with kresylviolett- (KV-) as well as hematoxylin/eosin (HE)
to evaluate the lesion volume and count eosinophilic cells in the hippocampus. Additionally,
the activation of Caspase-3, an apoptotic-regulating protein was randomly evaluated in
neurons by immunohistochemistry double staining.

The evaluation of the ipsilateral hemisphere in the KV- (lesion volume) and HE-staining
(lesion volume and number of eosinophilic cells in the hippocampus) did not reveal
significant differences between the three CCI groups. However, the brains of the animals in
CCI/Prop BS30-40 % showed a tendency towards a lower lesion volume in both stainings as
well as a lower number of eosinophilic hippocampal cells in the HE-staining than CCI/Prop
BS1-5 % or CCI/Halo.

There were no eosinophilic cells detected in the contralateral hemisphere of the three CCI
groups and in both hemispheres of SHAM/Halo. The lesion volumes which were evaluated by
the KV-staining were constantly smaller, than the lesion volumes evaluated with the HE-
staining. The expression of activated Caspase-3 six hours after the CCI in neurons could be
demonstrated in all CCI-groups in the ipsilateral hippocampus. Compared to halothane the
neuroprotektive effect of EEG-dependant low or high dose propofol anaesthesia six hours
after CCI can only be assumed.

However, it has been shown that the evaluation of the lesion volume after CCI using KV- and
HE-staining is a reliable method. Further CCl-studies with longer observation periods are
necessary in order to find out more about the neuroprotective effect of this anaesthetic agent
and by that being able to develop successful therapeutical strategies after traumatic brain

injury.
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