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1. EINLEITUNG

1.1  Epidemiologie traumatisch/ ischimischer Hirnschiden

Die international verfiigbaren epidemiologischen Daten zum Schédel-Hirn-Trauma sind
insgesamt schwierig zu interpretieren. Schon die Definition des Begriffes Schidel-Hirn-
Trauma erweist sich als heterogen, da zumeist Unterschiede in der differenzierten Erfassung
reiner Schidel- oder kombinierter Schédelhirnverletzungen bestehen. Aus diesem Grund
beschrinkt sich die Datenbasis der meisten Studien auf kleinere Patientenkollektive. An
nationalen Erhebungen stehen bisher nur zwei Studien aus England, Wales und Schottland zur
Verfiigung (Field JH, 1996; Jenett et al., 1996). Diese weisen jedoch teilweise recht

divergente bzw. nicht problemlos miteinander vergleichbare Ergebnisse auf.

Erfreulicher stellt sich die Situation bei den nationalen Daten zum Schidel-Hirn Trauma in
der Bundesrepublik Deutschland dar. Seit 1886 wird in Deutschland eine Sterbefallstatistik
gefiihrt. Seit 1968 werden auch in der Bundesrepublik Deutschland die Patientendaten nach
ICD9 kategorisiert und katalogisiert. Die ICD9 (International Statistical Classification of
Diseases, aktuell ICD10) ist eine einheitliche Klassifikation, nach der alle westeuropdischen
Staaten Patientendaten kodieren. Zudem stellt das Statistische Bundesamt in Wiesbaden
umfangreiches Datenmaterial zu den durchschnittlichen Liegezeiten und Krankenhauskosten

zur Verfiigung (Quelle: Statistisches Bundesamt Wiesbaden).

Die Klassifizierung nach ICD9 ldsst eine genauere Aufschliisselung nach Art und Schwere
der Schédelverletzung zu. So haben 1996 bei einer Inzidenz von 340 Schédelhirnverletzungen
(pro 100.000 Einwohner) rund 73% der Patienten eine Commotio cerebri, 12% eine
Verletzung des Gesichtsschidels und rund 9% eine intracranielle Verletzung erlitten. Fiihrt
man zusitzlich eine Aufschliisselung der intracraniellen Verletzungen nach Altersgruppen,
bzw. eine altersgruppenspezifische Inzidenzberechnung durch, ergeben sich deutlich erhéhte
Zahlen im Kleinkind- und S&duglingsalter, die nur langsam zum Erwachsenenalter hin
abnehmen. Bei der ndheren Betrachtung der einzelnen Diagnosen zeigen Frakturen des
Schideldaches und die Commotio cerebri eine deutlich erhohte Inzidenz im Kleinkind- und
Sduglingsalter (0-1 Jahr: Inzidenz 849,1, 25-35 Jahre: 178,7). Wohingegen es bei sub- und
epiduralen Blutungen mit zunehmendem Alter zu einem Anstieg der Inzidenz kommt. Eine
ausgeglichene Inzidenzverteilung in allen Altersgruppen weisen lediglich Kontusionen auf

(Quelle: Statistisches Bundesamt Wiesbaden, Sterbefallstatistik 1996).



Bei der Analyse der Verweildauern im Krankenhaus ergeben sich fiir die verschiedenen ICD
Ziffern groBe Unterschiede. Den kiirzesten Krankenhausaufenthalt weisen die Patienten mit
Commotio cerebri mit durchschnittlich 3,78 Tagen, die lingsten Patienten mit Kontusionen
(24,31 Tage) und intracraniellen Blutungen (26,63 Tage) auf. Legt man einer Hochrechnung
aus Fallzahlen und durchschnittlicher Verweildauer die durchschnittlichen Kosten eines
Krankenhaustages (1996: DM 543.-) zugrunde, so ergeben sich fiir das Jahr 1996
Gesamtkosten von {iiber 900 Millionen DM fiir die vollstationdre Behandlung von
Schédelhirnverletzungen (Quelle: Statistisches Bundesamt, Wiesbaden, Sterbefallstatistik
1996). Hierbei nicht inbegriffen sind die Kosten fiir operative Eingriffe, intensivmedizinische
Betreuung oder anschlieBende Rehabilitationsmaflnahmen. Ebenso bleiben die enormen
Aufwendungen fiir eventuell notwendig gewordene berufliche Umschulungsmaf3nahmen,
Langzeitpflege oder eine Frithberentungen in dieser Kalkulation unberiicksichtigt, da es zu

diesen Folgekosten keine konkreten Zahlen gibt.

Nicht weniger beeindruckend stellen sich die Zahlen beim ischdmischen zerebralen Insult dar.
Der Schlaganfall ist nach der koronaren Herzkrankheit und bosartigen Neubildungen die
dritthdufigste Todesursache (Warlow et al., 1996). Zudem stellt er die hdufigste neurologische
Storung mit schwerwiegenden geistigen und korperlichen Behinderungen in der westlichen
Welt dar (Martin et al. 1988). Einen Eindruck iiber die Anzahl der Erst-Schlaganfille in der
Bundesrepublik Deutschland vermitteln die 1998 erhobenen Daten der mittelfrdnkischen
Stadt Erlangen. Basierend auf der Zahl von 1,74 Erst-Schlaganfillen pro 1000 Einwohner,
ergibt sich fiir die 82 Mio Gesamtbevolkerung der Bundesrepublik Deutschland eine
Hochrechnung von 112.000 Erst-Schlaganfillen jéhrlich (Kolominsky-Rabas et al., 1998).
Einen wiederholten Schlaganfall erleiden 5-10 % der Betroffenen (Moroney et al., 1998), was
hochgerechnet etwa 118.000-123.000 Schlaganfille pro Jahr ergibt. Der Schlaganfall zeichnet
sich zudem durch eine hohe Letalitit aus (Weinfeld FD 1981; Baum et al., 1981, Warlow et
al.,, 1996). Neben der Letalitdt sind die kurz- und langfristigen Folgen, die sich aus einer
ischdmischen Schidigung des Gehirns ergeben, gravierend. Wie beim Schidel-Hirn-Trauma
konnen sich je nach Ausmall der zerebralen Schéddigung erhebliche Folgekosten fiir
Rehabilitation und Langzeitpflege ergeben. Bezogen auf alle Verlaufsformen des
Schlaganfalls bleiben etwa 30% der Patienten dauerhaft invalide und auf Pflege angewiesen.
Nur ein Drittel erreicht nach dem Insult wieder die volle berufliche und soziale Rehabilitation

(Wiebers et al., 1990).

Nach Schitzungen der neuen Krankheitskostenrechnung liegen allein die direkten Kosten zur

Behandlung zerebrovaskuldrer Erkrankungen 1994 bei knapp 12,2 Milliarden DM



(Gesundheitsbericht 1998). Allein diese Zahl ldsst die grofle sozio6konomische Bedeutung
des Schlaganfalls erkennen. Die Forschung der letzten Jahrzehnte hat das Repertoire
therapeutischer Optionen deutlich erweitert. Es umfasst unter anderem die Anwendung von
rtPA zur Lyse von Thromben sowie Steroiden, Schleifendiuretika, Mannitol und Barbituraten
zur Reduktion des Hirnddems. Sie alle tragen iiber unterschiedliche Mechanismen zur
Protektion des noch vitalen Hirngewebes und zur Restitution reversibel geschidigter Areale
nach einem Schlaganfall oder Schidel-Hirn-Trauma bei. Ein zentraler Punkt ist die
Vermeidung des intrakraniellen Druckanstiegs, um die Versorgung des geschédigten

Hirnareals zu verbessern und weitere Ischdmien zu vermeiden (Rengachary et al., 1994).

Um neue, spezifische Therapieansédtze zu entwickeln, ist jedoch die detaillierte Kenntnis der

pathophysiologischen Vorginge bei zerebralem Trauma oder Ischdmie Voraussetzung.

1.2 Pathophysiologie des zerebralen Insults: Primérer/Sekundirer

Hirnschaden, Penumbra

Aufgrund der zeitlichen Abfolge werden die pathophysiologischen Prozesse eines
traumatisch/ischdmischen Insults in einen Primdr- und Sekundérschaden gegliedert. Zum
Primirschaden werden die Arten von Gewebeschidigung gezdhlt, die im Moment des
Ereignisses auftreten. Dazu zdhlen unter anderem die Kontusion des Hirnparenchyms,
GeféaBrupturen und der diffuse Axonschaden. Der Primérschaden zeichnet sich insbesondere
dadurch aus, daf die Verdnderungen irreversibel und nicht von therapeutischen Bemiihungen
zu beeinflussen sind (Siesjo BK, 1981).

Anders beim sekundéren Hirnschaden. Er stellt eine Folge des Primédrschadens dar und entwickelt
sich erst im Laufe von Stunden, Tagen oder Wochen (Siesjo BK, 1988).

Am Beispiel der pathophysiologischen Vorgénge wihrend einer zerebralen Ischédmie, sollen die
Ursachen dieses verzogerten Schadens ndher erlautert werden. Zu Beginn steht der Substratmangel
durch die mangelnde Durchblutung des Hirnparenchyms. Wihrend der Blutflul in gesundem
Hirngewebe des Menschen 0,2-0,5 ml/g/min betrégt, ist der BlutfluB im Infarktkern auf 0,1-0,15
ml/g/min heruntergesetzt (Astrup et al., 1981). Mit reduziertem Blutfluf} stehen nur eingeschriankte
Sauerstoff- und Glukosemengen zur Verfiigung. Dieser Energiemangel fiihrt zum Versagen
energieabhiingiger Ionenpumpen der Zellmembran, beispielsweise der Na'-K'-ATPase (Siesjd
BK, 1981). Dadurch konnen lonengradienten zwischen Intra- und Extrazellularraum nicht
aufrechterhalten werden. Das Membranpotential bricht zusammen und es kommt zur anoxischen

Depolarisation der Zelle. Dadurch kann die Zelle ihre strukturelle Integritdt nicht aufrechterhalten,



sie wird irreversibel geschidigt. Aus den geschidigten Zellen stromen Kalium- und Kalzium in das
angrenzende Infarktgebiet. Zusitzlich werden exzitatorische Aminosduren wie Glutamat und
Aspartat sowie Arachidonsiure freigesetzt (Baethmann et al., 1989; Siesjo et al.,, 1995; van
Harreveld et al., 1971). Der Substrat- und Sauerstoffmangel fiihrt zur Aktivierung der anaeroben
Glykolyse mit der Produktion von Milchsédure. Diese akkumuliert und fiihrt zum pH-Abfall im
angrenzenden Gewebe, was zur weiteren Zellschdadigung fiihrt (Siesjo BK, 1981, Siesjo BK,
1988).

Bezeichnenderweise wird die Zone um den Infarktkern als Penumbara (= ,Halbschatten®)
bezeichnet. Dieser Begriff stammt aus der Astronomie und beschreibt das nicht ganz dunkle
Randgebiet um den Kern eines Sonnenflecks. Astrup, Symon und Lassen pragten und etablierten
diesen Begriff fiir die Randzone des Infarktkerns Ende der 70er Jahre (Astrup et al., 1977; Siesjo
BK, 1981). Von besonderem Interesse ist die Penumbra durch die Tatsache, da3 der Blutflu} zwar
auch hier herabgesetzt ist, der Energiemetabolismus jedoch noch zum Erhalt des
Membranpotentials und der Zellvitalitdt ausreicht (Astrup et al., 1981, Memezawa et al., 1992).
Mit Untergang der Zellen im Infarktkern ist die Penumbra zunehmend hohen Konzentrationen von
Kalzium, Kalium, Glutamat und Milchsiure ausgesetzt (Siesjo et al., 1995). Die exzitatorische
Aminosdure Glutamat akkumuliert im Extrazellularraum und aktiviert mit steigender
Konzentration die Glutamat-abhingigen Na'-Rezeptoren der umliegenden, noch lebenden Zellen.
Diese unphysiologische Aktivierung Glutamat-abhéngiger Rezeptoren flihrt zur Depolarisation der
Zellen, die mit zunehmender Glutamatkonzentration ungehemmt immer wieder ablduft. Dieser
Prozess endet mit dem Versiegen des Energienachschubs, da die Repolaristion - der Wiederaufbau
des Ionengradienten zwischen Extra- und Intrazellullarraum — nur von energieabhidngigen
Ionenpumpen bewerkstelligt werden kann. Das Membranpotential bricht endgiiltig zusammen, es
kommt zum Absterben der Zellen (Mies et al., 1993, Kempski et al., 2000).

Am Schluss der Schadenskaskade sind die Aktivierung der Mikroglia und die Apoptose zu finden
(Stoll et al., 1998). Im Gegensatz zum Zelluntergang durch Nekrose weisen apoptotische Zellen
keine fulminanten Zellschidden auf, sondern sind charakterisiert durch Chromatinkondensation und
DNA-Zerstorung durch zelleigene Endonukleasen (Graham SH & Chen J, 2001).

In diesem Zusammenhang spricht man von einer ,Reifung’ des Infarktes. Die anfangliche Ischdmie
fihrt im Laufe von Stunden und Tagen durch die beschriebenen Schadenskaskaden zum
Untergang des Gewebes um den primdren Fokus. Das Resultat ist ein vergroBerter
Parenchymschaden (Ginsberg MD & Pulsinelli WA, 1994). Es stellte sich die Frage, ob einige

Ablaufe der Schadenskaskade vermieden oder zumindest abgemildert werden konnten.
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Abb. 1: Zeitlich versetzte Abfolge der Schidigung durch Ischdmie, Exzitotoxizitdt, Peri-

Infarkt-Depolarisation, Inflammation und Apoptose.

Ende der 80er Jahre fiel das Augenmerk auf einen weiteren Aspekt der pathophysiologischen
Verdnderungen in der Penumbra. Busto und Minamisawa beschrieben unmittelbar nach zerebraler
Ischdmie einen Temperaturabfall im betroffenen Hirnareal auf 30-32°C (Busto et al., 1987;
Minamisawa et al., 1990). Diese Beobachtung erkldrte man mit dem reduzierten Blutflul im
geschidigten Fokus. Die Absicht, Mechanismen des ischdmisch/traumatischen Hirnschadens
detailliert zu entschliisseln, fiihrte uns zu der Frage, ob diese Beobachtung nur ein Epiphdnomen
darstellt, oder ob milde Hypothermie bisher unverstandene Einfliisse auf zellulire Vorgédnge bei

der ischdmisch/traumatischen Hirnschiadigung aufweist.

1.3 Hirnodem: vasogenes, zytotoxisches

Eine der gefiichteten Komplikationen des ischidmisch/traumatischen Hirnschadens stellt das
Hirnédem dar. Anders als Organe in anderen Korperregionen ist das Gehirn vom Schédel und den
Meningen in seiner Volumenexpansion begrenzt. Ubersteigt die Ausdehnung des Gehirns die
intrakraniellen Reserverdume, kommt es durch den ansteigenden Druck zur Herniation des Gehirns

und Erliegen der Blutzirkulation, letztendlich mit letalen Folgen (Baethmann et al., 1997).

Aufgrund der Schwere dieser Komplikationen stellt das Hirnddem bei den zahlreichen Aspekten,
die zum Sekundérschaden fiihren, einen besonders wichtigen Faktor dar. Bei den Todesféllen in

den ersten Wochen nach einer zerebralen Ischidmie z&hlt das Hirnddem zu den héufigsten



Ursachen, rund 50% der Opfer in Folge eines Schidel-Hirn-Traumas versterben am

therapierefraktiren Hirnddem (Schwab et al., 1996; Ropper AH & Shafran B, 1984).

Nach der Definition von Pappius ist beim Hirnddem der zerebrale Wassergehalt erhoht, was zur
Zunahme der Gewebemasse und des Hirnvolumens fiihrt (Pappius HM, 1970). Klatzo fiihrte 1967
die noch heute verwendete Klassifikation in ein vasogenes und zytotoxisches Hirndédem ein,
die auf neuropathologischen Veridnderungen des Hirngewebes basiert (Klatzo I, 1967). Dabei
ist das vasogene Odem durch die Eréffnung der Blut-Hirn-Schranke charakterisier, die dem
Schutz des Gehirns vor dem Ubertritt von Makromolekiilen aus dem Blut dient. Gebildet wird
sie von sogenannten ,tight junctions‘, den Verbindungsstellen zwischen den zerebro-
vaskuldren Endothelzellen. Bricht diese Schranke - wie beim vasogenen Odem - zusammen,
kommt es zum unkontrollierten Ubertritt osmotisch aktiver Substanzen aus dem Blutplasma
in das Hirnparenchym. Es folgt der osmotisch bedingte Einstrom von Wasser und die daraus
resultierende Volumenzunahme des Gehirns durch VergroBerung des Extrazellularraums

(Baethmann et al., 1997).

Anders beim sogenannten zytotoxischen Hirnddem. Hier bleibt die Blut-Hirn-Schranke intakt,
die Schwellung findet hier auf zelluldrer Ebene statt. Ursédchlich hierfiir ist -vereinfacht
ausgedriickt- die eingeschrinkte Leistung von Membrantransportern aufgrund des Ischdmie-
bedingten = Energiemangels. Durch  unzureichende  Bereitstellung  energiereicher
Phosphatverbindungen koénnen regulatorische Aufgaben der Membrantransporter nicht
addquat ausgefiihrt werden. Es kommt zur Akkumulation von Mediatoren des zytotoxischen
Odems und zum intrazelluliren Anstieg osmotisch aktiver Solute. Dem folgt der intrazellulire
Wassereinstrom mit dem Resultat der zytotoxischen Zellschwellung (Baethmann A &

Kempski O, 1997; Siesjo BK 1981).

Nicht alle Zellen des Gehirns sind gleichermaBlen vom zytotoxischen Odem betroffen.
Besonders ausgeprigt ist diese Odemform bei Astrozyten und Oligodendrozyten (Hossmann
KA, 1968). Das zytotoxische Odem findet sich eher in ischimischen Hirnregionen, das

vasogene Odem oder Mischformen eher beim Schiidel-Hirn-Trauma.



Abb. 2: Mikroskopische Hirnschnitte.

A: Maus, Zerebellum. Normale Gewebestruktur (Baethmann et al., 1973)

B: Vasogenes Hirndéde. Massive extrazellulire Fliissigkeitsakkumukation, mit ,E* markiert.
Die zelluliren Elemente werden komprimiert. (Hirano et al., 1969)

C: Zytotoxisches Hirnodem. Die mit einem ,A° markierten Astrozyten sind in besonderem
Majfse von der Zellschwellung betroffen, der Extrazellularraum ist fast véllig aufgebraucht.
(Baethmann et al., 1973)

1.4 Therapeutische und experimentelle Ansitze bei der Anwendung von

Hypothermie beim Hirnédem

Erste schriftliche Berichte iiber therapeutische Anwendung von Hypothermie in der Medizin
stammen aus der Zeit von Napoleons Feldzug gegen RuBlland. Ein franzosischer Militirarzt,
Baron de Larrey fiihrte schmerzlose Amputationen an in Eis gepackten Extremititen aus. Im
Jahre 1943 wurde von der ersten therapeutischen Anwendung von Hypothermie beim
intrakraniellen Hirnddem nach einem Schidel-Hirn-Trauma durch den Neurochirurgen
Temple Fay in Philadelphia berichtet (Fay T, 1943). In den 50er und 60er Jahren herrschte
breites wissenschaftliches Interesse an Hypothermie. Zwischen 1958 und 1974 wurde an 121
Patienten mit Schéddel-Hirn-Trauma Hypothermie angewendet (Clifton GL, 1995). Dabei
lagen die Temperaturen zwischen 28-34°C, die Dauer der Anwendung betrug zwischen zwei
und zehn Tagen (Lazorthes G & Campan L, 1964; Drake CG, Jory TA, 1962; Hendrick EB,
1959). Allerdings unterschieden sich die Publikationen meist in mehreren Punkten wie dem
Patientenkollektiv, Art und Schwere der Verletzung und Tiefe und Dauer der angewendeten
Hypothermie. = Ohne  Kontrollgruppen  fehlte die  objektive  Vergleichbarkeit,
Schlussfolgerungen beziiglich der Effektivitdt konnten nicht gezogen werden (Clifton GL,
1995).
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Den ersten experimentellen Ansatz zur Anwendung von Hypothermie lieferte Rosomoff
1956. Er konnte zeigen, da3 Versuchstiere in tiefer bis moderater Hypothermie (25°C) nach
Verschlufl eines HirngefdBles (ACM = Arteria cerebri media) ein verringertes sekundires
Nekrosewachstum hatten und daB deren Uberlebenszeit signifikant verlingert war (Rosomoff

HL, 1956).

Anfang der 60er Jahre beobachteten Brendel, Reulen, MeBmer und Mendler bei Experimenten
in tiefer Hypothermie (<15°C) eine deutliche Volumenzunahme des Gehirns und préigten
damals den Begriff der ,,Kélteschwellung® des Gehirns. Neben der Zunahme an Volumen
konnten sie im geschwollenen Hirnparenchym eine deutliche Konentrationszunahme von
Natriumionen nachweisen (Mendler N, 1968; MeBmer et al., 1966; Brendel et al., 1966).
Jedoch wurden die Bemiihungen, die Verdnderungen auf zelluldrer Ebene zu kléren, durch
den damaligen Stand der technischen Moglichkeiten limitiert. Die Methodik der Zellkultur

und Volumenmessung von einzelnen Zellen wurde erst in den nachfolgenden Jahren etabliert.

Einen einstweiligen SchluBpunkt unter die Hypothermieforschung setzten die Ergebnisse von
Michenfelder et al., die bei Experimenten mit Primaten und Katzen mit zerebraler Ischdmie
und 48 Stunden Hypothermie (29°C) feststellten, dass alle Versuchstiere der
Hypothermiegruppe ein massives Hirnddem entwickelten und direkt nach der Ischédmie

verstarben (Michenfelder et al., 1977).

Ende der 70er Jahre verebbte das Interesse an der Hypothermie als Standardtherapie beim
Hirnddem allméhlich. Zum einen wurde in der Zwischenzeit zunehmend an der Entwicklung
des Barbiturat-Komas gearbeitet, zum anderen stellten die zahlreichen und zum Teil schweren
Nebenwirkungen, die bei der systemischen Anwendung von Hypothermie auftraten, ein
ungelostes Problem dar (Michenfelder et al., 1970). Mit zunehmender Tiefe der Temperatur
traten Pneumonien, Thrombozytopenien, Neuropathien und Pankreatitiden auf (Sands et al.,
1979; Fay T, 1943). Herzrhythmusstérungen und die Verringerung des Herzauswurfvolumens
(z.B. auf 55% des Normalwertes bei 30°C) fithrten zu zirkulatorischen Problemen (Blair E
1964, Mouritzen CV & Andersen MN 1966). Nur geringe oder keine Komplikationen wurden
im Temperaturbereich von 30-33°C beobachtet, so dall dieser Temperaturbereich als ,sichere

Zone’ akzeptiert wurde (Bailey et al., 1954, Lewis et al., 1954).

Erst Anfang der 90er Jahre zeigten experimentelle Arbeiten von Busto und Ginsberg, Carroll,
Beek und Wieloch, dafl bereits milde Hypothermie (34-36°C) neuroprotektive Effekte
aufweist (Busto et al., 1989, Carroll M & Beek O, 1992, Coimbra C & Wieloch T, 1994). Sie

kamen in ihren Arbeiten zu dem Schluf3, dal Dauer, Tiefe und Applikationszeitpunkt von
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Hypothermie entscheidende Faktoren fiir den therapeutischen Effekt seien. Zahlreiche
experimentelle Arbeiten der letzten Jahre bestétigten die neuroprotektiven Effekte der milden
Hypothermie (36-34°C), die keine Nebenwirkungen verursachten (Bell et al., 1998; Maier et
al., 1998; Corbett D & Thornhill J, 2000).

Insbesondere sind hier die klinischen Arbeiten von Metz und Marion zu erwidhnen (Metz et
al., 1996, Marion et al., 1997). Diese haben bei Schéddelhirntrauma-Patienten unter anderem
den Verlauf des inrakraniellen Druckanstiegs untersucht und konnten eine Reduktion des
Druckanstiegs in der Hypothermiegruppe um jeweils 41% und 22% (33-35°C) verzeichnen.
Auch wiesen die mit milder Hypothermie behandelten Patienten 12 Monaten nach dem
Trauma weniger neurologische Defizite auf (Marion et al., 1997, Jiang et al., 2000). Zudem
waren die gefiirchteten Nebeneffekte tiefer Hypothermie nicht zu verzeichnen (Marion et al.,

1997, Metz et al., 1997).

Die Divergenz zwischen der Neuroprotektion bei klinischen Arbeiten von Metz und Marion
und den fulminanten Ergebnissen von Michenfelder weisen auf einen Schwachpunkt der bis
dato betriebenen Forschung hin. Die Versuchsansitze unterscheiden sich meist in mehreren
Punkten. Unterschiede in Temperaturtiefe, Dauer und Zeitpunkt der Kiihlung sowie die
Beurteilung von Lang- oder Kurzzeiteffekten machen eine objektive Einschidtzung sehr
schwierig. Ebenso fehlen fundierte Erkenntnisse zu den Vorgingen auf zelluldrer Ebene, die
zum besseren Verstindnis der unterschiedlichen Ergebnisse beitragen konnten. Aus diesem
Dilemma hat sich die Fragestellung fiir diese Arbeit herauskristallisiert, Untersuchungen in
vitro durchzufiihren um so zur Kldrung pathophysiologischer Mechanismen auf zelluldirem

Niveau beizutragen.

1.5  Zielsetzung dieser Arbeit

In den letzten Jahren wurden viele Mechanismen des Sekundéren Hirnschadens entschliisselt.
Zugleich haben sich zahlreiche Studien mit den neuroprotektiven Effekten milder und
moderater Hypothermie nach zerebraler Ischimie oder Schidel-Hirn-Trauma beschéftigt.
Letzteres erfolgte in erster Linie in vivo. Erstaunlicherweise liegen bis dato keine
Erkenntnisse zum Effekt milder Hypothermie auf Gliazellen vor - weder unter
physiologischen noch unter pathophysiologischen Bedingungen.

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war somit die Wirkung von Hypothermie auf
Astrozyten zu untersuchen, den Zellen, die hauptsichlich vom zytotoxischen Odem betroffen

sind. Dabei sollten insbesondere der Bereich milder und moderater Hypothermie untersucht
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werden. Zum einen wurden diese Temperaturen im ischdmischen Fokus einer Primérldsion
gemessen (Busto et al., 1987, Minamisawa et al., 1990), zum anderen wéren sie aufgrund der
geringen Nebenwirkungsrate fiir einen klinischen Einsatz relevant.

Somit ergeben sich fiir die vorliegenden Untersuchungen folgende Fragestellungen:

L. Hat bereits milde und moderate Hypothermie Einfluf auf die Volumenregulation von
Gliazellen?

II. Welche Mechanismen liegen diesen Hypothermie-Effekten auf zellulirer Ebene
zugrunde?

III.  Welchen therapeutischen EinfluB hat Hypothermie auf die zytotoxische Schwellung

von Gliazellen?

Dazu wurde ein in vitro-Modell suspendierter Gliazellen gewéhlt, um einzelne Mechanismen
unter physiologischen und pathologischen Bedingungen gezielt untersuchen zu konnen. Die
gewonnenen Erkenntnisse sollen das Verstindnis des Hirnddems auf zelluldrer Ebene

vertiefen und so zur Entwicklung neuer therapeutischer Ansétze beitragen.
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2. MATERIALIEN UND METHODEN

Die vorliegenden Untersuchungen wurden in der Zeit Januar 1997 bis Juni 1998 an
suspendierten Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden drei verschiedene Zelltypen ausgewdihlt: C6
Gliomzellen, primdr kultivierte Astrozyten der Ratte und primir isolierte, humane

Granulozyten.

2.1 Versuchszellen
2.1.1 C6 Gliomzellen

Die C6 Gliomzellen sind eine etablierte Modellzelllinie fiir Astrozyten. Sie entstammen
einem mittels N-Nitrosomethylharnstoff induzierten Gliom der Ratte und wurden von Benda
als Modellzelllinie etabliert (Benda et al., 1968). Eine Population dieser Gliomzellen wurde
von American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA, Probe F-12612) bezogen. Die
erhaltenen Zellen wurden iiber mehrere Generationen kultiviert und nach 50-70 Passagen

steril bei —196°C in DMSO-haltigem Medium eingefroren.

Fiir die Experimente wurden nur die Passagen 70-90 verwendet. Diese Bedingung ist von
besonderer Bedeutung, da C6 Gliomzellen von niedrigem Passagealter eine hohe Aktivitit der
zyklischen Nukleotidphosphorylase (CNP) aufweisen, was dem Enzymmuster von
Oligodendrozyten entspricht (Parker KK, Norenberg MD 1980). Mit zunehmenden
Passagealter nimmt die Expression der CNP ab, gleichzeitig erhoht sich die Aktivitdt eines
anderen Markerenzyms, der Glutamin-Synthetase, was einer Transdifferenzierung zu einem

astrozytdrem Zelltyp entspricht.

2.1.1.1 Zellkultivierung

Die C6 Gliomzellen wurden als Monolayer in Kunstoff-Petrischalen (Falcon, Plymouth, UK)
kultiviert. Dazu wurde Dulbecco’s modifiziertes Eagle’s Medium (DMEM, Seromed,
Biochrom KG, Berlin) verwendet. Das DMEM besteht aus einer physiologischen
Zusammensetzung von Vitaminen, Aminosduren, anorganischen Salzen und Glukose.
Zusétzlich wurde es noch mit dem pH-Indikator Phenolrot versetzt und mittels NaOH auf den

physiologischen pH von 7,4 eingestellt (detaillierte Zusammensetzung s. Tab 1). Eine
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bakterielle Kontamination wurde in diesem Medium durch die Zugabe von 100 IU/ml
Penicillin G und 50 pg/ml Streptomycin (Biochrom, Berlin) vermieden. Fiir die
Subkultivierung wurde dem Medium zusétzlich 10% hitzeinaktiviertes fotales Kélberserum
(FKS, Boehringer, Mannheim) zugesetzt.

Die Osmolaritit des Mediums wurde mit einem Osmometer (Osmomat 030, Gonotec, Berlin)
gepriift und - bei Bedarf durch die Zugabe des entsprechenden Salzes (NaCl, Na'-Gluconat,
Cholin-CI’) - auf 300 mosmol/l eingestellt. Die mit Zellen beladenen Petrischalen wurden in
einem Brutschrank (Heraeus, B 5060) bei 37°C Wasserdampf geséttigter Luft und 5% CO,

inkubiert. Eine 90%ige Konfluenz der Monolayer wurde nach 24 Stunden erreicht.

Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium (DMEM)

mg/1 mg/1
Salze CaCl, (hyd) 264 Aminosduren  Isoleucin 105
Fe(NO3) 0,1 Leucin 105
KCl1 400 Lysin 146
MgSO, (hyd) 200 Methionin 30
NaCl 6400 Phenylalanin 66
NaHCO; 3700 Serin 42
NaH,PO, 141 Threonin 95
Tryptophan 16
Varia Glucose 1000/4500 Tyrosin 72
Hepes (5958) Valin 94
Phenolrot 15
Na-Pyruvat 110 Vitamine Pathothenat 4
Cholinchlorid
Aminosduren Arginin 84 Folsdure 4
Cystin 48 Inositol 7,2
Glutamin 580 Nicotinamid 4
Glycin 30 Pyridoxin 4
Histidin 42 Riboflavin 0,4
Thiamin 4

Tab. 1: Zusammensetzung DMEM
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2.1.1.2 Subkultivierung

Nach konfluentem Wachstum der Zellen wurde das Ndhrmedium entfernt, die Zellen mit
phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS, Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein)
gespilt und mit 1 ml Trypsinlosung pro Schale (0,05%  Trypsin/0,02%
Ethylendiamintetraazetat (EDTA), Sigma, Miinchen) fiir 1 Minute iiberschichtet. Nach dem
Entfernen der Trypsinlosung wurden die Zellen durch leichtes Klopfen vom Schalenboden
gelost und anschlieBend zur Inaktivierung des Trypsins in FKS-angereichertem Medium
suspendiert. Die Zellen wurden bei ~200g fiir 5 min abzentrifugiert und in Kulturmedium
resuspendiert. AbschlieBend wurden die Zellen in einer Dichte von 3,0 x 10° Zellen/Schale
neu ausgesit und mit 7 ml Kulturmedium iiberschichtet. Die kurze Generationszeit der C6

Gliomzellen machte eine tdgliche Subkultivierung erforderlich.

2.1.1.3 Zellgewinnung fiir den Versuch

Die Ernte von Zellen fiir einen Versuch setzte voraus, da3 die Subkultivierung fiir einen Tag
ausgesetzt worden war, um eine 100%ige Konfluenz der Monolayer zu gewéhrleisten. Nach
Abpipettieren des Ndhrmediums wurden die Zellen mit Trypsin abgelost und das Trypsin
anschlieBend wie oben beschrieben neutralisiert. Danach wurden die Zellen zwei mal in FKS-
freiem Medium gewaschen und im jeweiligen Versuchsmedium suspendiert. Diese
Arbeitsschritte waren notwendig, da die hohe Proteinkonzentration des fotalen Kélberserums
zur Blasenbildung des Suspensionsmediums und zur Schidigung des Membranoxygenators in
der Inkubationskammer fiihren wiirde. Um Zellaggregate zu vermeiden wurde die
Zellsuspension vor der Inkubation in der Kammer zweimal durch ein Nylon-Sieb (Porengrof3e
100 pm, Reichelt Chemietechnik, Heidelberg) filtriert. Fiir einen Versuch wurden 3,0-5,0 x

10° Zellen/ml bei insgesamt 14 ml Versuchsmedium verwendet.

2.1.2 Primir kultiverte Astrozyten
2.1.2.1 Zellkultur

Die Primérkulturen von Astrozyten wurden nach einer modifizierten Methode von Frangakis
und Kimmelberg angelegt (Frangakis , Kimmelberg 1984; Kempski 1988). Dazu wurden die
Gehirne von 2-3 Tage alten Sprague-Dawley Ratten (Charles River, Kissleg, Deutschland)
verwendet. Nach CO,-Anaesthesie wurden die Tiere dekapitiert, die Haut desinfiziert und die

Gehirne entnommen. Der Hirnstamm, Kleinhirn, Meningen und Gefde wurden unter einem
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Préaparationsmikroskop entfernt. Die verbleibenden Hemisphédren wurden zerkleinert und mit
3 mg/ml Dispase (Boehringer, Mannheim) in phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS,
Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein) inkubiert. Dadurch 16sten sich die bestehenden
interzelluldren Verbindungen zu einer Suspension einzelner Zellen. Nach 10 min wurden die
im Uberstand suspendierten Zellen abpipettiert und durch ein steriles 100 um Sieb filtriert.
Die so gewonnenen Zellen wurden in DMEM mit 20% FKS aufbewahrt. Die Inkubation in
Dispase und das Abpipettieren der Zellen im Uberstand wurde drei- bis viermal wiederholt.
Abschliefend wurden die Zellen, um die Dispase vollstindig zu entfernen, gewaschen und in
DMEM mit 20% FKS in Petrischalen ausgesét. Der erste Mediumwechsel erfolgte nach zwei
Tagen, anschlieBend erfolgte alle drei Tage die Uberschichtung mit 10%igem FKS-Medium.

Zur Uberpriifung der Reinheit der Zellkultur wurde der immunzytochemische Nachweis
(Peroxidase-Antiperoxidase-Methode, DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg) eines spezifisch
von Astrozyten exprimierten Intermedidrfilamentes, dem GFAP (glial fibrillary acidic protein

= gliales fibrilldres saures Protein), herangezogen (Eng et al., 1971).

2.1.2.2 Subkultivierung

Die Subkultivierung der Astrozyten erfolgte auf die gleiche Weise wie bei den C6
Gliomzellen beschrieben (s. S.16). Nach Spiilen der Monolayer mit PBS wurden die Zellen
fiir eine Minute trypsiniert, vom Schalenboden abgelost und in Kulturmedium suspendiert.
AbschlieBend wurden die Zellen in einer Dichte von 3,0 x 10° Zellen/Schale ausgesit und mit

Kulturmedium uberschichtet.

2.1.2.3 Zellgewinnung

Um Zellzyklus-abhingige Schwankungen der Zellgro3e moglichst gering zu halten, wurden
die Primérkulturen 24 Stunden vor der Ernte fiir ein Experiment mit 0,5 mM dB-cAMP (N6-
2¢-0-Dibutyryladenosine 3‘-5‘-cyclic monophosphate; Sigma, Miinchen) iiberschichtet. dB-
cAMP ist ein stabiles cAMP-Analogon, das die Zellproliferation hemmt und die
Differenzierung der Zellen (Pettmann et al., 1980) fordert. Die Zellen befanden sich zum
Zeitpunkt der Ernte somit in der Gy oder G;-Pase des Zellzyklus, was der Ruhephase
entspricht. Die Zellen wurden zunidcht mit PBS gespiilt, fiir 1-1,5 min mit 1 ml Trypsin
tiberschichtet, vom Schalenboden gelost und in Kulturmedium suspendiert. Nach

zweimaligem Waschen in FKS-freiem Medium wurden die Zellen in Versuchsmedium
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suspendiert und durch einem 100 pum Nylonsieb filtriert. Die Zelldichte der primir
kultivierten Astrozyten betrug pro Versuch 2-3,0 x 10° Zellen/ml.

2.1.3 Gewinnung von humanen Granulozyten

Um zu priifen, ob die Ergebnisse aus den Experimenten mit C6 Gliomzellen und primir
kultivierten Astrozyten auch fiir nicht-neuronale Zellen zutreffen, wahlten wir fiir weitere
Untersuchungen humane Granulozyten.

Die Granulozyten wurden aus 10 ml heparinisiertem Vollblut von gesunden méannlichen

Spendern nach dem Verfahren der Dextran-Dichte-Separation gewonnen (Boyum A, 1968).

Je 5 ml Heparinblut wurden mit 2,5 ml einer 5%igen Dextranlosung vermischt (50,0 g
Dextran, 9,0 g Natriumchlorid, Aqua dest. zu 1000 ml). Dies fiihrte zu einer Koagulation und
raschen Sedimentation der Erythrozyten. AnschlieBend erfolgte eine 30 miniitige Inkubation
bei 37°C im Brutschrank. Danach wurden 5 ml des Dichtegradienten Ficoll (Ficoll-Metrizat-
Lsg., Dichte 1,77, steril, Zusammenstzung: Ficoll 400 — 5,47 g, Metrizoat-Lsg. Nyegaard q.s.,
Aqua dest) mit dem Uberstand des Heparinblutes iiberschichtet und 20 min bei 1300g
zentrifugiert. Danach wurde der Zelliiberstand verworfen, die granulozytire
Sedimentationsschicht abpippetiert und in PBS resuspendiert. AnschlieBend wurden die
Zellen weitere 5 min bei 300g zentrifugiert. Das daraus entstandene Zellsediment aus
Granulozyten wurde in 1 ml PBS suspendiert und die Zellzahl und —vitalitdt in einer
Neubauer-Zdhlkammer bestimmt. AbschlieBend wurden die Zellen nach zweimaligem

Waschen in Versuchsmedium auf eine Zelldichte von 4,0-6,0 x 10°Zellen/ml eingestellt.
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Abb.3: Mikroskopische Abbildungen der verwendeten Versuchszellen

A:  Differentielles Interferenzkontrastbild (DIC) von adhdrenten C6 Gliomzellen (Objektiv
10x).

B: DIC-Bild von suspendierten C6 Gliomzellen in Trypanblau-Lésung auf einem Neubauer
Hdamocytometer. Im Gegensatz zu adhdrenten Zellen ist die in Suspension runde
Zellmorphologie auffillig. Alle Zellen im Gesichtsfeld konnen Trypanblau ausschlief3en
und sind damit vital (Objektiv 10x).

C: GFAP-gefirbte C6 Gliom Zellen. GFAP sind als rotbraun gefirbte Filamente zu
erkennen (Objektiv 40x).

D: Humane, neutrophile Granulozyten (Fdarbung nach May-Griinwald, Objektiv 40x).

2.2 Suspensionskammer

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand als zentrale MeBgroBle das Zellvolumen und dessen
Verdnderung durch die Umgebungstemperatur. Die fiir unsere Experimente verwendete
Suspensionskammer weist alle erforderlichen Attribute auf: suspendierte Zellen konnen in
ausreichender Anzahl iiber einen Zeitraum von mehreren Stunden unter physiologischen
Bedingungen beobachtet werden (Abb.4, Kempski et al. 1982; Kempski et al., 1983).

Gleichzeitig konnen die Temperatur in der Suspensionskammer problemlos innerhalb weniger
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Minuten variiert und auch andere Parameter zur Simulation pathologischer Bedingungen

verandert werden.

Die aus Plexiglas gefertigte Inkubationskammer hat ein maximales Fassungsvermogen von 17
ml. Ein teflon-beschichteter Magnetriihrer verhinderte die Sedimentation der Zellen. Uber
einen spiralformigen, semipermeablen Silikonschlauch innerhalb der Kammer wurden die
Zellen mit Sauerstoff, Stickstoff und Kohlendioxid versorgt. Durch das hierbei angewandte
Prinzip der Membranoxygenierung wurde das Auftreten von Gasbldschen in der
Zellsuspension verhindert. Die Temperatur- und pH-Kontrolle der Suspension erfolgte mit
einem Thermometer und einer pH-Elektrode, die iiber Offnungen am oberen Rand der
Kammer eingebracht wurden. Eine weitere Offnung diente der Entnahme von MeBproben und
der Zugabe von Pharmaka. Der partielle Sauerstoff- und Kohlendioxiddruck (pO,, pCO,)
wurde alle 15 min bestimmt und bei Bedarf korrigiert. Fiir den pO, wurde ein Zielwert von

>100 mm Hg, fiir den pH ein Maximalwert von 7,4 angestrebt.

Die Temperaturregulation der Zellsuspension wurde durch die Koppelung der
Inkubationskammer an ein Wasserbad erreicht, das iiber ein thermostat-gesteuertes
Heizelement temperiert wurde. Die  Wéarmeiibertragung erfolgte {iber eine
Wairmeaustauschplatte, die die Riickwand der Kammer bildete. Die Temperatur des
Wasserbads konnte durch den Thermostat auf ein Zehntel Grad genau eingestellt werden.
Eine Abkiihlung des Wasserbads auf die gewiinschte Temperatur (z.B. 32°C) wurde durch die
Zugabe der jeweils erforderlichen Menge Eis ins Wasserbad und die Umstellung des
Thermostaten auf die niedrige Temperatur erreicht. Auf diese Weise konnte die

Zieltemperatur in weniger als fiinf Minuten erreicht werden.



20

pH-Elektrode Temperaturfiihler
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Abb. 4: Schematischer Aufbau der Suspensionskammer (Staub et al. 1994).

2.3  Kontrolle der Suspensionsparameter: Temperatur- und pH-Messung

Temperatur und pH der Suspensionslosung (= extrazelluldrer pH (pHe)) wurden mit einer pH-
Elektrode (Inlab 420, Mettler Toledo, GieBen) und einem TemperaturmeBfiihler, die beide an
ein pH-Meter mit Temperaturanzeige (Delta 350, Mettler Toledo, Gielen) angeschlossen
waren, kontinuierlich gemessen. Die pH-Elektrode wurde wurde vor jedem Experiment
kalibriert und zusammen mit dem Temperaturmeffiihler direkt in die Kammer eingebracht (s.

Abb. 4).

2.4  Messung des partiellen O,, CO, und der HCOj;-Konzentration im
Suspensionsmedium

Die Bestimmung von Bikarbonat (HCO5'), Kohlendioxid- und Sauerstoff-Partialdruck (pCO-,

pO») im Suspensionsmedium erfolgte alle 15 Minuten mit einem Blutgas-Analysator (ABL

300, Radiometer, Kopenhagen, Danemark). Zur Messung wurden 100 pl der Zellsuspension

benotigt.
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2.5 Bestimmumg der Zellzahl und Zellvitalitit

Fir die Auszdhlung und Vitalititsbestimmung der Zellen wurde ein Neubauer
Hamozytometer verwendet. Die Zellzdhlung wurde an zwei verschiedenen Proben
vorgenommen. Dazu wurden jeweils 2 x 16 Felder mit einem inversen Lichtmikroskop (Leitz,
Wetzlar) ausgezihlt und daraus die Zellzahl errechnet. Ahnlich wurde bei der
Vitalitatsbestimmung nach der TrypanblauausschluB-Methode verfahren (Paul J, 1975). Der
Farbstoff Trypanblau kann bei geschidigter Zellmembran in das Zytosol gelangen. Diese
Zellen erscheinen blau angefarbt unter dem Mikroskop. Bei gesunden Zellen ist die Zellwand
intakt, der Farbstoff hat keinen Kontakt zum Zytosol, es erfolgt keine Blaufdarbung der Zelle.
100 pl Zellsuspension und die selbe Menge an Trypanblau (0,4%ige Losung, Sigma,
Deisenhofen) wurden nach drei miniitiger Inkubationszeit im Neubauer Hamozytometer
ausgezdhlt. Dabei wurden gefarbte und ungefarbte Zellen ausgezihlt, der prozentuale Anteil
der ungefdarbten Zellen an der Gesamtzellzahl entspricht der Vitalitit in Prozent.
Priparationen, die eine Zellvitalitit unter 95% bei C6 Gliomzellen und Granulozyten oder
unter 85% bei primér kultivierten Astrozyten aufwiesen, wurden von den Versuchen

ausgeschlossen.

2.6 Messung der Osmolaritit des Suspensionsmediums

Die physiologische Osmolaritidt von Blut liegt bei 300 mosmol. Um diese Osmolaritdt auch
wihrend der Versuche zu gewihrleisten, wurden alle verwendeten Medien auf diesen Wert
eingestellt. Dabei wurde bei dem verwendeten Gerédt (Osmomat 030, Gonotec, Berlin) nach
der Methode der Gefrierpunktserniedrigung verfahren. Vor jeder Messung wurde eine

Eichung mit destilliertem Wasser und einer Standardlosung von 300 mosmol vorgenommen.

2.7  Durchflufizytometrische Volumenmessung

Das Zellvolumen wurde in kurzen Abstinden durchflulzytometrisch nach dem 1953von W.H.
Coulter entwickelten Prinzip bestimmt. Dieses MefBverfahren findet breite Anwendung bei
der Zéhlung von Leukozyten und Erythrozyten im klinischen Routinelabor. Die
MefBvorrichtung besteht aus zwei Fliissigkeits-kompartimenten, die durch ein MeBloch
miteinander verbunden sind. Der Durchmesser des MeBlochs kann der GroBe der
untersuchten Zellpopulation angepasst werden. Er betrug bei den Experimenten mit C6

Gliomzellen und den primér kultivierten Astrozyten 100 um, bei den neutrophilen



22

Granulozyten 80 um. Der eigentliche MeBvorgang beginnt mit dem Einbringen eines Aliquots
von 100 pl Zellsuspension in ein Kompartiment. Uber ein Vakuum werden die Zellen durch
die Coulterapertur gesaugt. Eine Stromquelle erzeugt einen Gleichstrom I zwischen den
beiden Kompartimenten, der durch die MeBoffnung fliet und konstant bei 45 pA gehalten
wird. Tritt eine Zelle durch die MeBoffnung, so erhoht sich dort der elektrische Widerstand
um AR, da Zellen keinerlei elektrische Leitfdhigkeit besitzen. Es kommt somit zu einer
Spannungsdnderung, die nach der Maxwell'schen Gleichung dem Zellvolumen direkt
proportional ist. Das Zellvolumen kann durch eine Modifikation (Grover, Naaman, et al.
1969) dieser Gleichung aus den so gewonnenen Meldaten auch quantitativ erfallit werden.
Dazu werden verschiedene GroBlen wie die Aperturkonstante, der spezifische Widerstand des

Mediums und geometrische Formfaktoren der Zelle in die Berechnung einbezogen (s. Formel

).

V : Zellvolumen

q : Querschnitt der MeBapertur

fr : Korrekturfaktor fiir die MeBlochgeometrie (Verhltnis
Lange/Querschnitt)

I : elektrischer Strom durch das MeBloch

F' : Form- und Widerstandsfaktor der Zellen (Verhiltnis
Lange/Durchmesser)

P : Spezifischer Widerstand des Hiillmediums

AU: Amplitude des gemessenen Spannungsimpulses

Formel 1: Formel zur Berechnung des Zellvolumens
Nach Modifikation der Maxwell schen Gleichung durch Grover (1969) kann aus den

gemessenen Coulter-Mefisignalen das Zellvolumen errechnet werden.
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Im Vergleich zu konventionellen Coultergerdten verfiigt das von uns genutzte Metrizell {iber
eine von Priv. Doz. Dr. V. Kachel (Kachel 1976) entwickelte Verbesserung, die
“hydrodynamische Fokussierung” des Partikelstroms durch die Mitte der MeBapertur. Diese
Technik ermoglicht es, die Zellen in die Zentralachse der Coulterapertur durch Umbhiillung
mit partikelfreiem Medium zu fokussieren und die FluBgeschwindigkeit auf einen konstanten
Wert einzustellen. AuBeraxiale Partikelstrome werden somit vermieden. Dadurch wird die
Erfassung von Zellvolumendnderung mit hoher Genauigkeit erméglicht. Die Eichung des
MeBgerits erfolgt elektronisch durch einen internen Spannungsimpuls oder mit Hilfe von
Latexpartikeln definierter GroBe, mit Durchmessern von 5, 10 und 15 pm (Dynospheres,
monosized polymerparticles, Paesel GmbH & Co, Frankfurt).

Die Spannungsimpulse einer Messung werden digitalisiert und mit einem IBM-kompatiblen
Computer aufgezeichnet. Die Aufzeichnung der Daten und Speicherung als List-Files erfolgt
mit einem speziell dafiir von Priv. Doz. Dr. V. Kachel entwickelten Computerprogramm. Im
Anschluf3 an eine Messung konnen diese Daten in einem Parameter-Histogramm dargestellt
und analysiert werden. Pro Einzelmessung werden auf diese Weise 20-40 x 104 Zellen in

einem Volumenhistogramm dargestellt.

Histogramme stellen eine Haufigkeitsverteilung dar. Dabei wird das Zellvolumen der Grof3e
entsprechend in 256 MeBkandlen auf der Abszisse, die Zellzahl nach Haufigkeit auf der
Ordinate aufgetragen (Abb. 5). Fiir die Auswertung des Volumens wurde der Mittelwert der
zehn Kandle um das Maximum der Haufigkeitsverteilung gewihlt. Die Methode der
Auswertung ergibt sich aus der Tatsache, dass der arithmetische Mittelwert des gesamten
Histogramms auch die MeBBwerte von Zellaggregaten aus zwei oder mehr Zellen umfasst und
somit nicht die Volumenédnderung der einzelnen Zelle wiedergeben wiirde (Abb. 5). Das
Volumen primir kultivierter Astrozyten weist eine breitere Verteilung als das der C6
Gliomzellen auf, weshalb fiir die Volumenberechnung 15 Kanéle herangezogen wurden. Die

FluBgeschwindigkeit betrug in allen Versuchen 1000 — 1500 Zellen/Sekunde.
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Abb. 5: Volumendistogramm von C6 Gliomzellen
Das Zellvolumen wird der Grofie entsprechend in 256 Mefkandlen auf der Abszisse, die
Zellzahl nach Hdufigkeit auf der Ordinate aufgetragen. Fiir die Auswertung des Volumens

wurde der Mittelwert um das Maximum der Hdufigkeitsverteilung gewdhlt.

2.8 Versuchsgruppen

2.8.1 Kontrollversuche

Um die Stabilitdit des Zellvolumens in dem oben beschriebenen Versuchsmodell zu
untersuchen, wurden die Zellen in der Suspensionskammer unter physiologischen
Bedingungen bei konstant 37°C gehalten und das Zellvolumen alle 10 min bestimmt. Dieses
Protokoll diente auch der Bestimmung des Kontrollvolmens aller anderen

Untersuchungsgruppen.

2.8.2 Einflufl von Temperaturverinderungen auf das Zellvolumen

Der erste Teil der vorliegenden Untersuchung gliedert sich in drei Abschnitte. Zunéchst
wurde der EinfluB der Umgebungtemperatur auf das Volumen von C6 Gliomzellen
untersucht. Dabei wurden die Temperatur der Zellsuspension auf 27°C, 29,5°C, 32°C, 34,5°C
und 40°C eingestellt. Der Beobachtungszeitraum in Hypo- bzw. Hyperthermie betrug jeweils
eine Stunde, anschliefend wurde die Temperatur fiir 30 min auf den Ausgangswert von 37°C

zuriickgeregelt.
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Derselbe Versuchsaufbau wurde fiir die Untersuchungen an primir kultivierten Astrozyten
und an humanen Granulozyten verwendet. Bei diesen Experimenten wurde nur eine

Hypothermie von 32°C untersucht.

2.8.3 Versuche zur Bedeutung von Ionentransportern wihrend der Hypothermie-
induzierten Gliaschwellung

Um die Bedeutung von Natrium- und Chlorid-Ionen bei der Hypothermie-induzierten

Zellschwellung zu untersuchen, wurden Natrium- bzw. Chlorid-freie Suspensionsmedien

verwendet. Bei der Herstellung dieser Medien wurden an Stelle von Natrium-Salzen

entsprechend Cholin-Salze, und statt Chlorid-Salzen entsprechend Glukonat-Salze verwendet

(s.Tab. 1 u.2).

Neben der Frage, welche Ionen an der Schwellung durch Hypothermie beteiligt sind, waren

die daran beteiligen Transportprozesse von Interesse.

Der Na'/H'-Antiporter ist ein Membranprotein, das im Wesentlichen die Regulation von
Zellvolumen und intrazellulirem pH bei Verdnderung des Umgebungsmilieus gewéhrleistet
(Clark, Limbird 1991, Abrahamse et al 1994). Ob dieser Transporter an der Hypothermie-
induzierten Zellschwellung beteiligt ist, wurde durch die Zugabe des selektiven Na'/H'-
Antiporter Inhibitors EIPA (Ethyl-Iso-Propyl-Amilorid, Abb.6) untersucht. Es wurde eine
Endkonzentration von 50 uM verwendet. Diese Dosis fiihrt zu einer vollstindige Inhibition

des Na'/H'-Antiporters (Abrahamse et al 1994).

+ _
c:- NH2 1
(CH,),CH rwlj
r:‘,H GH

Abb. 6: Strukturformel EIPA
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Kultur- Medium Versuchs- Medium Na*-freies Medium Cl'-freies Medium
Salze MW Salze MW Salze MW Salze MW
NaCl 58,44 NaCl 58,44 Cholin-Chlorid 140 Na'-Gluconat 218
KCIC 74,55 KCl 74,55 KCl 74,55 K*'-Glukonat 234
1 /,C a2t
CaCl 147 CaCl 147 CaCl 147 215
Gluconat
NaHCO; 84,01 NaHCO; 84,01 Cholin HCO; 165,2 NaHCO; 84,01
NazHPO4 141 NazHPO4 141 MgHPO4 141 NazHPO4 141
Na'-Pyruvat 110 Na'-Pyruvat 110 - - Na'-Pyruvat 110

Tab.2: Zusammensetzung der verwendeten Medien (MW=Molekulargewicht)

2.8.4 Versuche zum therapeutischen Effekt von Hypothermie

In den letzten Jahren wurden mehrere Mediatoren des zytotoxischen Hirnddems identifiziert
und hinsichtlich ihrer Wirkungsweise untersucht. Diese Erkenntnisse lagen der Wahl und der
Dosierung der in dieser Studie verwendeten Substanzen zu Grunde. Dabei wurden jeweils
Konzentrationen eingesetzt, die zur Zellschwellung fithren, ohne die Zellvitalitit zu
beeintrichtigen. Die Substanzen (s.u.) wurden jeweils zeitgleich mit Senkung der Temperatur

auf 32°C zur Zellsuspension gegeben.

2.8.4.1 Inkubation in Milchsdureazidose

Milchséure fiihrt zum zytotoxischen Odem bei Gliazellen, Astrozyten und Neuronen (Staub et
al. 1996, Plesnila et al, 1999, Schneider et al, 1992). Beziiglich der zugrunde liegenden
Mechanismen herrscht derzeit folgendes Konzept: extrazelluldre Protonen reagieren mit
Bikarbonat zu Kohlendioxid, das als ungeladenes Gas im Gegensatz zu Protonen die
Membran frei permeieren kann. Intrazelluldr entsteht iiber das Enzym Karboanhydrase aus
Kohlendioxid Kohlensdure, die spontan in Bikarbonat und Protonen dissoziiert. Die
zunehmende intrazellulire Konzentration von Protonen  filhrt zum Absinken des
intrazelluldren pH. Dies wiederum aktiviert den Na'/H -Antiporter, der getrieben durch das
Natrium-Konzentrationsgefdlle Protonen aus der Zelle heraus transportiert. Dieser Natrium-

Einstrom zieht den osmotischen Kriften folgend Wasser nach sich, das in die Zelle einstromt
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und so zur Zellschwellung fiihrt. Fiir die Versuche in Milchsdureazidose wurde die

Zellsuspension mit isotoner Milchsdure (350 mM) auf pH 6,2 angesiuert.

2.8.4.2 Inkubation mit Arachidonsiure

Arachidonséure fiihrt bei Astrozyten zur zytotoxischen Zellschwellung (Winkler et al. 2000,
Staub et al. 1994). Arachidonsdure gelangt durch Diffusion in den Intrazellularraum, wo sie
zur Hemmung der Atmungskette fiihrt. Dadurch kommt es zur Aktivierung der anaeroben
Glykolyse und konsekutiv zur intrazelluldren Azidose.

Dies wiederum aktiviert Membrantransporter, z. B. den Na+/H+-Antiporter (Staub et al., 1995;
Plesnila et al., 1999), die der intrazelluliren Azidose entgegenwirken. Dadurch kommt es zur

Akkumulation von Natrium-Ionen und nachfolgendes Wasser fiihrt zur Zellschwellung.

Die Endkonzentration der Arachidonsdure in der Zellsuspension betrug 0,3 mM.

2.8.4.3 Inkubation mit Glutamat

Der Vorgang der zelluliren Schwellung durch Glutamat beruht auf der intrazelluldren
Aufnahme von Glutamat zusammen mit Natrium-lonen aus dem Medium (Schneider et al,
1992). Dieser Mechanismus ist per se nicht als pathologisch zu werten, da die Clearance des
Extrazelluldrraums von Glutamat eine physiologisch-regulatorische Funktion der Astrozyten
darstellt. Erst wenn die Zellen so viel Glutamat aufgenommen haben, daf3 sie das damit
aufgenommene Natrium nicht mehr aus der Zelle eliminieren konnen, kommt es zur

Zellschwellung. Die Glutamatkonzentration in der Inkubationskammer betrug 1mM.

2.9 Versuchsablauf

2.9.1 Versuche in Hypo- und Hyperthermie in physiologischem Medium

Eine schematische Darstellung der Versuchsprotokolle findet sich in den Abbildungen 7 und
8. Nach Zellernte bzw. Aufbereitung und Suspension in serumfreiem Versuchsmedium
wurden die Zellen in der Suspensionskammer inkubiert. In einer 30-miniitigen Kontrollphase
wurde die Sauerstoffzufuhr auf einen resultierenden Sauerstoff-Partialdruck von iiber 100

mmHg reguliert, der pH-Wert mittels der CO,-Zufuhr auf 7,4 eingestellt und die Temperatur
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der Zellsuspension auf 37°C gehalten. Nach der Kontrollphase und dem Erfiillen aller
Ausgangskriterien wurde fiir die Hypothermieversuche die Temperatur im Wasserbad durch
die Zugabe von Eis und die Absenkung der Zieltemperatur am Thermostaten gesenkt. Die
Menge an zugegebenen Eis hing von der Tiefe der Zieltemperatur ab. Auf diese Weise konnte
die Temperatur der Zellsuspension in der Inkubationskammer innerhalb von 5 Minuten auf
den gewlinschten Wert gebracht werden. Fiir die Versuche in Hyperthermie (40°C) wurde die
Wassertemperatur iiber den Thermostaten hochreguliert. Die von uns untersuchten
Temperaturbereiche der Zellsuspension waren 27°C, 29,5°C; 32°C, 34,5°C und 40°C. Die
jeweilige Temperatur wurde iiber einen Zeitraum von 60 Minuten konstant gehalten und
anschliefend fiir 30 Minuten wieder auf 37°C normalisiert. Die Temperatur bei den
Kontrollversuchen betrug iiber die gesamte Beobachtungszeit von 120 Minuten konstant

37°C.

Mef3zeitpunkte von

Zellvitalitiit l l

Osmolaritit L i ¢

zenvotamen | |

50 uM Ethyl-Iso-Propyl-Amilorid (EIPA)

Na*-/ CI'-freies Medium

37°C 27/32/37/40°C 37°C

I I I I O
1 1 1 1 |
-30 0 30 60 90

Zeit [min]

Abb. 7: Versuchsprotokoll zur Untersuchung von Hypo- und Hyperthermieeffekten bei
Gliazellen sowie der Rolle von Na'- und CI-Ionen und des Na'/H -Antiporters bei der

Hypothermie-induzierten Gliaschwellung.
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2.9.2 Versuche zur Bedeutung osmotisch aktiver Ionen: Natrium, Chlorid

Um zu kldren, welche Rolle extrazellulire Natrium und Chlorid-Ionen bei der
Hypothermie-induzierten Zellschwellung der Gliazellen spielen, wurde der oben
beschriebene Versuchsablauf in Natrium- und Chlorid-freiem Medium durchgefiihrt.
Nach Zellernte wurden die Zellen in dem jeweiligen Versuchsmedium suspendiert und
dreimal gewaschen, um restliche Natrium- bzw. Chlorid-Ionen zu entfernen. Im

Weiteren folgt das Versuchsprotokoll dem in Abbildung 7 beschriebenen Ablauf.

2.9.3 Versuche zur Bedeutung des Na'/H -Antiporters

Die Zellsuspension wurde 15 Minuten vor der Temperatursenkung mit EIPA inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubationszeit mit EIPA wurde die Zellsuspension in der oben
beschriebenen Weise auf 32°C gekiihlt, iiber 60 Minuten beobachtet und anschliefend
fiir weitere 30 Minuten auf 37° normalisiert (Abb.7).

2.9.4 Versuche nach Inkubation in Milchsaurezidose, Arachidonsiure und Glutamat

Fiir die Untersuchung des Effekts von Hypothermie auf die zytotoxische Schwellung
von Gliazellen wurde die Zellsuspension vor der Abkiihlung mit Glutamat, Arachidon-

und Milchséaure inkubiert.

Nach der bereits beschriebenen Kontrollphase wurden jeweils Milchsdure,
Arachidonsdure oder Glutamat zur Zellsuspension gegeben und gleichzeitig die
Temperatursenkung auf 32°C eingeleitet (Abb.8). Die Zieltemperatur wurde in 5
Minuten erreicht. Fiir die Versuche in Milchsdureazidose wurde der pH-Wert des
Suspensionsmediums durch die Zugabe von Milchsdure auf 6,2 eingestellt, und fiir 60
Minuten konstant gehalten. Anschlieend erfolgte eine Realkalisierung auf pH 7,4 fiir
weitere 30 Minuten. Fiir die Experimente mit Arachidonsdure wurde eine Konzentration
von 0,3 mM, fiir Glutamat ImM gewaihlt (Winkler et al. 2000, Staub et al. 1994,
Kempski et al, 1992). Im Anschluf3 an die 60 miniitige Hypothermiephase wurde das

Zellvolumen in allen Versuchsgruppen fiir weitere 30 Minuten bei 37°C gemessen.
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Zellvitalitiit i i
Osmolaritit i l l
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pH 7,4 Laktatazidose pH 6,2 pH 7,4
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Glutamat [1mM]
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Abb. 8: Versuchsprotokoll zum therapeutischen Effekt von Hypothermie auf die
gytotoxische Zellschwellung

2.10 Datenauswertung und Statistik

Nach Abschlufl eines Versuchs wurden aus den Volumenrohdaten mit Hilfe des
Tabellenkalkulationsprogramms Microsoft-Exel (Microsoft, UnterschleiBheim) die
Zellvolumina errechnet und mit Hilfe des Computerprogramms Sigma Plot, Version 4.0
(Jandel Scientific, Erkrath), graphisch dargestellt. Die Anzahl der Experimente pro
Versuchsgruppe ist im oberen Bereich der jeweiligen Abbildung aufgefiihrt. Die Werte
in den Diagrammen sind als Mittelwert der MeBwerte = Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) dargestellt. Statistische Berechnungen wurden mit dem Computerprogramm
SigmaStat Version 5.0 (Jandel Sientific, Erkrath) durchgefiihrt. Innerhalb einer
Versuchsgruppe wurde die Signifikanz mit dem Friedman-Test (Repeated Measures
ANOVA on Ranks) gepriift. Im Falle eines signifikanten Unterschieds wurde der
Dunnett’s post hoc Test durchgefiihrt. Fiir den Intergruppenvergleich wurde der Mann-
Whitney-Rangsummentest verwendet. Das geforderte Signifikanzniveau der
untersuchten Daten lag bei p<0,05. Korrelationsanalysen der Daten wurden mit dem

Spearman Korrelationstest, Statistica 5.1 (Stat Soft, Tulsa, USA) durchgefiihrt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Kontrollversuche

Die ersten Versuche sollten einen mdglichen Einflufl der Suspension auf das Zellvolumen und
-vitalitdit im Versuchsmedium und wihrend der Inkubation in der Zellkammer kliren. Dazu
wurden C6 Gliomzellen, primér kultivierte Astrozyten und isolierte humane Granulozyten in
physiologischem Versuchsmedium suspendiert und das Zellvolumen iiber einen Zeitraum von
90 min - einem geplanten Hypothermieversuch entsprechend - beobachtet. Dabei wurden alle
Suspensionsparameter wie Temperatur (37°C), pHe (7,4) und pO, (>100mmHg) auf
physiologische Werte eingestellt und konstant gehalten.

Die Ergebnisse wurden in den folgenden Diagrammen einheitlich dargestellt. Das
Zellvolumen wurde in Prozent des Ausgangswertes auf der Ordinate, der
Beobachtungszeitraum auf der Abszisse aufgetragen. Ein einzelnes Symbol stellt jeweils den
Mittelwert aus fiinf Einzelexperimenten dar. Die Fehlerbalken driicken den Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) aus. Offene Dreiecke reprisentieren die unter physiologischen

Bedingungen durchgefiihrten Kontrollversuche.

3.1.1 Einflul der Umgebungstemperatur auf das Zellvolumen

3.1.1.1 C6 Gliomzellen in Hypo- und Hyperthermie

In dieser Versuchsgruppe wurde der Einflul verschiedener Temperaturbereiche auf das
Volumen von C6 Gliomzellen untersucht. Unter Kontrollbedingungen betrug das absolute
Zellvolumen der C6 Glioma 809+29um?. Nach der vorausgehenden Kontrollphase wurde die
Temperatur durch Zugabe von Eis in das Wasserbad gesenkt. Die Zieltemperatur fiir die
ersten Experimente betrug 32°C. Bereits zum ersten MeBzeitpunkt, 5 Minuten nach Senkung
der Temperatur, zeigt sich eine signifikante Zunahme des Zellvolumens auf 104,4 + 0,5% des
Ausgangswertes (Abb. 9). Uber einen Zeitraum von 20 Minuten kam es zu einer
kontinuierlichen Volumenzunahme auf 107,9 + 0,7%. Im weiteren Verlauf kommt es zum
Stop der Zellschwellung, das Volumen zeigt keine weitere signifikante Zunahme und erreicht
insgesamt ein Maximum von 108,7 £ 0,4% (MefBzeitpunkt 50 min). Im Anschluf} erfolgte die
Erholungsphase mit einer Temperaturnormalisierung auf 37°C. 20 Minuten nach Erwdrmung
zeigte sich ein geringfiigiger Riickgang des Volumens, am Ende der Beobachtungsphase

betrug das Zellvolumen 107,2 + 0,4% des Ausgangswertes.
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Dasselbe Experiment bei 27°C durchgefiihrt zeigte dhnliche Resultate (Abb. 9). In dieser
Versuchsreihe kam es ebenfalls zu einer schnellen Volumenzunahme auf 104,8 + 0,5% des
Ausgangswertes innerhalb der ersten 5 Minuten nach Senkung der Temperatur. Dieser Trend
setzte sich kontinuierlich iiber einen Zeitraum von 30 Minuten bis zum Zellvolumen von
111,0 = 0,7% des Ausgangswertes fort. Danach kam es nur noch zu einer geringfiigigen
Volumenzunahme auf einen Maximalwert von 113,1 * 1,3%. In der Erholungsphase war
auch hier eine Normalisierungstendenz zu verzeichnen. Nach 30 Minuten war das
Zellvolumen auf 108,3 £ 0,8% zurilickgegangen. Weitere Experimente bei 34,5 und 29,5 °C
(in der Graphik nicht dargestellt) zeigten dieselbe Kinetik mit unterschiedlicher quantitativer
Auspriagung der Zellschwellung. Um zu kliren, ob ein Zusammenhang zwischen
Volumenzunahme und Temperaturtiefe besteht, wurden die beiden Parameter einer
Korrelationsanalyse  unterzogen. Die  Ergebnisse der Analyse ergaben einen
Korrelationskoeffizinten r=-0.90, was bedeutet, dal ein signifikanter Zusammenhang
zwischen Abnahme der Temperatur und der Zunahme des Zellvolumens besteht. In
Abbildung 10 sind die Mittelwerte (gefiillte Kreise) der Volumenzunahme aus den jeweiligen
Einzelversuchen (offene Kreise) gegen die Temperatur aufgetragen. Zellschwellung und
Temperaturtiefe zeigen im Bereich von 37°C bis 32°C eine lineare Abhéngigkeit. Unter

29,5°C zeichnet sich eine Sittigungstendenz ab.

3.1.1.2 EinfluB von Hyperthermieauf das Zellvolumen von C6 Gliomzellen

Die C6 Gliomzellen zeigten in Hyperthermie 5 min nach Erreichen der Zieltemperatur eine
Volumenzunahme auf 102,9 + 1,2% des Ausgangswertes (Abb. 11). Im weiteren Verlauf kam
es zu einer kontinuierlichen Schwellung der Zellen, am Ende der Hyperthermiephase betrug
das Zellvolumen 109,1 £ 1,6%. In der anschlieenden Erholungsphase kam es im Gegensatz
zu den Versuchen in Hypothermie zu keinem Riickgang des Zellvolumens. Vielmehr setzte
sich die Schwellung kontinuierlich fort und hatte am Ende des Beobachtungszeitraums ein
Maximum von 111,5 = 1,5% des Ausgangswertes erreicht. Die Zellvitalitit betrug zu

Versuchsende 70%.
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Abb. 9: Zellvolumen von C6 Gliomzellen bei 27, 32 und 37°C

Das Zellvolumen wurde im Durchfluf3zytometer gemessen und in die Volumendnderung in
Prozent des Ausgangswertes angegeben. Keine Anderung des Zellvolumens bei 37°C
(Kontrolle, dreieckige Symbole). Schnelle Volumenzunahme bei 27°C (gefiillte Symbole) und
32°C (graue Symbole). Partielle Volumenerholung nach Temparaturnormalisierung.
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Abb. 10: Korrelation Temperatur und Zellschwellung

Die Mittelwerte (gefiillte Kreise) der Volumenzunahme aus den Einzelversuchen (offene
Kreise) ist gegen die Temperatur aufgetragen. Zwischen 29,5 und 37°C zeichnet sich eine
lineare Volumenzunahme, im Temperaturbereich unter 29,5°C eine Sdttigungstendenz ab.
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Abb. 11: Volumenreaktion von C6 Gliomzellen bei 40°C.

Bei 40° (gefiillte Symbole) kam es zur kontinuierlichen Volumenzunahme der Zellen. Die
Normalisierung der Temperatur zeigte keinerlei hemmenden Effekt auf diesen Prozefs.

3.1.1.3 Primir kultivierte Astrozyten

Die Suspension primér kultivierter Astrozyten bei 32°C erfolgte nach dem oben
beschriebenen Versuchsprotokoll (Abb. 12). Es kam zu einer deutlichen Volumenreaktion
innerhalb der ersten 10 min, die nach 20 min ithr Maximum bei 107,4 + 1,8% des
Ausgangswertes erreichte. Nach Erwdrmung auf 37°C war eine leichte Erholungstendenz auf
105,3 £ 1,6% des Ausgangswertes festzustellen. Die Schwellungskinetik der Astrozyten ist
charakterisiert durch eine initialen Volumenzunahme, dem Erreichen eines Plateaus und einer
partiellen Erholung am Ende des Beobachtungszeitraums. Somit zeigten die primér
kultivierten Astrozyten sowohl quantitativ als auch kinetisch eine mit den C6 Gliomzellen

(Abb. 9) vergleichbare Volumenreaktion.

Die Zellvitalitit der Astrozyten belief sich zu Versuchsende auf durchschnittlich 75%.
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Abb. 12: Volumenreaktion primdr kultivierter Astrozyten bei 32°C

Primdr kultivierte Astrozyten zeigten eine signifikante Zellvolumenzunahme nach Induktion
einer milden Hypothermie. Nach 10 min war ein Maximum von 107,4 £+ 1,8% des
Ausgangswertes erreicht. Nach Temperaturnormalisierung war lediglich eine partielle

Erholungtendenz zu verzeichnen.

3.1.1.4 Humane Granulozyten

In der Versuchsreihe mit humanen Granulozyten wurde ebenfalls nach dem bereits
beschriebenen Protokoll verfahren. Nach Separation und Suspension in physiologischem
Medium, zeigten die Granulozyten keine Hypothermie-induzierte Volumenreaktion (Abb.
13). Das Zellvolumen wies wéhrend des gesamten Beobachtungszeitraums in Inkubation bei
32° C keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle bei 37°C auf. Ebenso blieb die
Zellvitalitdt in beiden Versuchsgruppen ohne Unterschied (beide 85%).
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Abb. 13: Volumenrektion humaner Granulozyten

Die Suspension von Granulozyten bei 32°C (gefiillte Symbole) und die Kontrolle bei 37°C

(offene Symbole) zeigte in beiden Gruppen keine signifikante Volumendnderung.

3.2  Versuche zur Bedeutung von Natrium- und Chlorid-Ionen bei der
Hypothermie-induzierten Schwellung von Gliazellen

3.2.1 Natrium-freies Medium

Die Suspension der C6 Gliomzellen in Natrium-freiem Medium fiihrte zu einer
Hemmung der Hypothermie-induzierten Zellschwellung (Abb.14). Nach Abkiihlung der
Suspensionstemperatur auf 32°C blieb die initiale Volumenzunahme, wie sie in der
Kontrollgruppe mit bikarbonat-gepuffertem Medium, Na'-haltigem Medium zu
beobachten war, aus. Bereits nach 10 min blieb die Volumenreaktion signifikant
(p<0,008 vs. Kontrolle, n=5) unterhalb der Zellschwellung in der Kontrollgruppe.
Wihrend des gesamten Versuchs kam es zu einer kontinuierlichen Abnahme des
Volumens der Natrium-freien Zellsuspension, auch die Restitution der Temperatur auf
37°C zeigte keinerlei Effekt auf die Zellschrumpfung. Am Ende des
Beobachtungszeitraums betrug das Zellvolumen der C6 Glioma 96,5 £ 0,7% des

Ausgangswertes.
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Die Zellvitalitdt in Natrium-freiem Medium lag am Ende der Untersuchung bei 70%,

das der Kontrolle bei 90%.

Die Kontrollgruppe in Natrium-haltigem Medium zeigte die bereits bekannte
Schwellungskinetik mit rascher Volumenzunahme, dem Erreichen eines Plateaus und

einer partiellen Volumenerholung nach Normalisierung der Temperatur.

3.2.2 Chlorid-freies Medium

In Chlorid-freiem Medium kam es bei 32°C zu einer deutlichen Volumenzunahme der C6
Gliomzellen (Abb. 15). Wie in der Bikarbonat-gepufferten Kontrollsuspension war zunichst
eine Volumenzunahme zu verzeichnen, die nach 20 min ein Plateau erreichte. Im Vergleich
zur Kontrollgruppe war die Schwellung in Chlorid-freiem Medium weniger ausgeprégt,
jedoch erwies sich der Unterschied als statistisch nicht signifikant. Auch lie} sich keine
Erholungstendenz nach Temperaturnormalisierung nachweisen. Im Gegensatz zur Kontrolle
kam es zu keinem Riickgang der Zellschwellung. Am Ende des Beobachtungszeitraums
betrug das Zellvolumen 109,0 = 1,1% in Chlorid-freiem und 107,2 £ 0,4% in Bikarbonat-
gepuffertem Kontroll-Medium. Die Zellvitalitit in Chlorid-freiem Medium lag ohne
Unterschied zur Kontrollgruppe bei 90%.
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Abb. 14: Hypotherme Suspension von C6 Glioma in Natrium-freiem Medium

Die Abwesenheit von Natrium-Ilonen fiihrte zur vollstindigen Verhinderung der Hypothermie-
induzierten Schwellung von Gliazellen.
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Abb. 15: Hypotherme Suspension von C6 Glioma in Chlorid-freiem Medium

Das Fehlen von Chlorid-lonen im Medium fiihrt zu einer geringfiigig schwdcheren, jedoch
nicht signifikant reduzierten Volumenzunahme bei 32°C.
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3.2.3 Inhibition des Na'/H -Transporters

In dieser Versuchsgruppe wurde 15 min vor Hypothermie-Induktion EIPA, ein spezifischer
Inhibitor des Na'/H'-Transporters in einer Endkonzentration von 50 uM zur Zellsuspension
gegeben (Abb. 16). Die Zugabe des Pharmakons fiihrte zu keiner Anderung des Zellvolumens
wihrend der Kontrollphase. Mit Einleitung der Hypothermie kam es nach fiinf Minuten zu
einer deutlichen Volumenzunahme auf 105,5 + 0,6% des Ausgangswertes, die nach 15 min
ein Plateau erreichte. Im weiteren Verlauf zeigten sich nur geringfiigige
Volumenverdnderungen. In der zweiten Hilfte der Hypothermiephase stabilisierte sich das
Zellvolumen und betrug nach 60 min 104,3 £ 1,5%. In der anschliefenden Erhohlungsphase
war ein vollstandiger Riickgang der Zellschwellung auf 100,4 + 1,5% des Ausgangswertes zu
verzeichnen.Im  Vergleich zur Kontrollgruppe war die Hypothermie-induzierte
Zellschwellung nach Inhibition des Na'/H -Transporters demnach signifikant abgeschwicht
(*p<0,016 vs Kontrolle; n=5). Die Zellvitalitdt zum Ende des Versuchs betrug 85%. Der pO2
und pCO2 lagen im physiologischen Bereich, der pH btrug 7.4.
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Abb. 16: Hemmung des Na'/H -Transporters mit EIPA

Die Inhibition des Na/H -Transporters bei Gliazellen mit EIPA (50 uM) fiihrte zur
signifikanten Reduktion der Hypothermie-induzierten Zellschwellung. Nach Normalisierung
der Temperatur kam es im Gegensatz zur Kontrolle zur vollstindigen Volumenerholung.
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3.3 Einfluf} von Hypothermie auf die Mediator-induzierte Zellschwellung
3.3.1 Milchsiureazidose

Milchsdureazidose fiihrt, wie bereits in zahlreichen Untersuchungen gezeigt (Staub 1990,
Staub 1995), zur Volumenzunahme von Gliazellen. In unserer Versuchsgruppe wurde der pH
des Versuchsmediums nach einer Kontrollphase mittels Titration mit isotoner Milchsédure von
7,4 auf 6,2 gesenkt. Wie aus den Voruntersuchungen bekannt, zeigte sich in der Kontrolle
bereits zum ersten Mefzeitpunkt (1 Minute) eine rapide Volumenzunahme auf 107,4 + 0,7%
des Ausgangswertes. Uber den 60 miniitigen Beobachtungszeitraum setzte sich der Proze der
Volumenzunahme fort und hatte nach 30 Minuten 120,9 + 1,5 % und nach 60 Minuten 125,1+
2,5% des Ausgangswertes erreicht. Im Anschlul} folgte die Realkalisierung mit 1IN NaOH auf
pH 7.,4. Nach Wiederherstellung des physiologischen pH kam es zur kontinuierlichen
Erholung des Zellvolumens, wobei die Ausgangswerte jedoch nicht erreicht wurden (105,4 +
1,8 % des Ausgangswertes, Abb. 17).

Die simultane Induktion von Hypothermie (32°C) und Azidose (pH 6,2) zeigte die selbe
Volumenreaktion. Zum ersten MeBzeitpunkt betrug das Zellvolumen 106,2 = 2,0% des
Ausgangswertes. Nach 30 miniitiger Inkubation war das Volumen auf 117,8 + 2,1% und nach
60 Minuten auf ein Maximum von 119,2 £ 3,8% angestiegen. Nach Neutralisierung war eine
deutliche  Erholung des Zellvolumenszu  verzeichnen, die am Ende des
Beobachtungszeitraums 100,5 + 3,1% des Ausgangswertes und somit das Ausgangsniveau
erreichte.

Allenfalls in der Erholungsphase nach Realkalisierung und Wiedererwdarmung auf 37°C zeigte
sich in der Hypothermiegruppe eine positive Tendenz mit einem deutlicheren Riickgang des
Zellvolumens auf den Ausgangswert zu Beginn des Experiments, jedoch war dieser

Unterschied nicht signifikant.

3.3.2 Arachidonsaure

Die Zugabe von Arachidonsédure zu Gliomzellen fiihrte bei 37°C innerhalb von 7 Minuten zur
maximalen Volumenzunahme von 110,0 £ 0,6% des Ausgangswertes. Innerhalb der

nachfolgenden 60 Minuten kam es zum Riickgang des Volumens auf 104,6 = 0,7% (Abb. 18).

Zeitgleich mit der Kontrolle erreichte die Volumenzunahme der Hypothermie-Gruppe ein

Maximum von 111,3 + 1,0% und betrug am Ende des Beobachtungszeitraums 104,9 + 0,6%
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des Ausgangswertes. Die Volumenreaktion auf die Zugabe von Arachidonsdure erschien bei

32°C etwas deutlicher ausgeprigt, statistisch ergab sich jedoch kein signifikanter Unterschied.

3.3.3 Glutamat

Die Inkubation der Zellsuspension mit 1 mM Glutamat fiihrte unter Kontrollbedingungen
nach 60-miniitiger Beobachtungszeit zu einer kontinuierlichen Volumenzunahme von 116,8 £
1,5% des Ausgangswertes. Das selbe Experiment bei 32°C durchgefiihrt, zeigte keine
Anderung der Volumenantwort, nach 60 Minuten betrug das Zellvolumen der hypothermen
Suspension 115,6 £ 1,3% des Ausgangswertes. Mit Absinken der Temperatur schien die
Volumenzunahme nach Glutamat-Inkubation weniger deutlich ausgeprigt, jedoch lie3 sich

statistisch keine Signifikanz nachweisen (Abb. 19).
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Abb. 17: Azidose-induzierte Zellschwellung

Hypothermie (offene Symbole) hatte keinen Einfluf3 auf die Milchsdure-induzierte Zellschwellung der C6
Glioma. Die Hypothermie-Gruppe zeigt nach Temperaturnormalisierung eine deutlichere, aber nicht
signifikante Volumenerholung im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 18: Arachidonsiiure-induzierte Zellschwellung

Die hypotherme Suspension mit 0,3 mM Arachidonsdure (offene Symbole) fiihrt zu keiner
statistisch signifikanten Anderung der Volumenantwort. Sowohl das Ausmaf3 der
Volumenzunahme als auch der zeitliche Verlauf entsprechen dem der Kontrolle bei 37°C.
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Abb. 19: Glutamat-induzierte Zellschwellung

Die Zugabe von ImM Glutamat fiihrte unter Kontrollbedingungen (gefiillte Symbole), zur
kontinuierlichen Volumenzunahme. Bei 32°C zeigte sich keine verdnderte Volumenreaktion
als nach Inkubation mit Glutamat bei 37°C.
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3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

In den aufgezeigten Experimenten wurde die Wirkung milder und moderater Hypothermie auf
das Volumen von Gliazellen und neutrophilen Granulozyten untersucht. Des weiteren wurden
Experimente in Natrium- und Chlorid-freiem Medium sowie unter Inhibition des Na'/H'-
Transporters zur Kldrung der Mechanismen der Hypothermie-induzierten Gliaschwellung
durchgefiihrt. Der Einflul milder Hypothermie auf die zytotoxische Zellschwellung wurde an
der Milchsdureazidose-, Arachidonsdure- und Glutamat-induzierten Gliaschwellung

untersucht.

Fiir die Untersuchungen wurde ein etabliertes in vitro Modell gewihlt, das die Suspension
verschiedener Zellpopulationen und eine genaue und rasche Temperaturregulation
gewihrleistet. Das Zellvolumen wurde durchfluBzytometrisch nach dem Coulter-Prinzip

gemessen. Die Zellvitalitidt wurde nach der Trypanblau-AusschluBmethode ermittelt.

I. Die Abkiihlung des Suspensionsmediums auf 32°C fiihrte bei Gliazellen und primér
kultivierten Astrozyten zu einer raschen und signifikanten Volumenzunahme, die nach
Erwdrmung zum Teil eine Erholungstendenz zeigte. Weitere Experimente mit
Gliazellen zeigten eine enge Korrelation zwischen Temperaturtiefe und Ausmal} der
Zellschwellung. Im Gegensatz dazu war bei den neutrophilen Granulozyten keine

Hypothermie-induzierte Volumenzunahme zu verzeichnen.

II. In Abwesenheit von Natrium-Ionen blieb die Volumenreaktion in Hypothermie aus,
das Fehlen von Chlorid-Ionen bewirkte nur eine geringe, nicht signifikante
Abschwichung der Zellschwellung. Die Beteiligung des Na+/H+-Transporters an der
Hypothermie-induzierten =~ Volumenzunahme wurde durch eine  signifikant
abgeschwichte Zellschwellung nach Inkubation mit dem spezifischen Inhibitor EIPA

nachgewiesen.

III. Ein moglicher therapeutischer Effekt milder Hypothermie auf das zytotoxische
Odem wurde am Beispiel der Milchsiure-, Arachidonsiure- und Glutamat-induzierten
Zellschwellung untersucht. Die Zellschwellung der Kontrollgruppen entsprach der
erwarteten Volumenzunahme in Abhéngigkeit von der gewédhlten Konzentration der
Mediatoren. Milde Hypothermie zeigte bei keiner der drei Substanzen einen Effekt auf

die Volumenreaktion.
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4. Diskussion

4.1 C6 Glioma als Modellzellinie fiir primir kultivierte Astrozyten

Viele Untersuchungen zu den Mechanismen des zytotoxischen Hirnddems haben gezeigt, daf3
insbesondere Astrozyten von diesem Odem betroffen sind (Hossmann KA, 1968, Bacthmann A,
1979, Bullock et al., 1991, Kimelberg HK, 1995). Zwar kann es bei Neuronen auch zur
zytotoxischen Schwellung kommen, jedoch fillt der Volumenanteil der geschwollenen Neuronen
im Verhéltnis zum Volumen geschwollener Gliazellen beim zytotxischen Hirnddem nicht ins
Gewicht (Staub et al., 1993). Aus diesem Grund konzentrierten sich unsere Untersuchungen zum
zytotoxischen Hirnddem auf Astrozyten. Als Modellzelllinie flir Astrozyten wurden in den
vorliegenden  Untersuchungen C6  Gliomzellen  herangezogen, die einem  N-
Nitrosomethylharnstoff-induzierten Rattentumor entstammen. C6 Gliomzellen weisen quantitativ
und qualitativ in hohem MalBe gliaspezifische Eigenschaften auf, z.B. die Expression gleicher
Membrantransporter und gliaspezifischer Proteine (Tab. 3). Von besonderer Bedeutung ist, dass
C6 Glioma eine hohe Expression des S-100 Proteins aufweisen. Das S-100 Protein stellt eine
Gruppe von verschiedenen Proteinen dar, die regulierend auf grundlegende Zellfunktionen wie
Zellwachstum, interzellulire Kommunikation, Metabolismus und intrazelluldre Signaltransduktion
wirken (Zimmer DB, 1995; Benda et al., 1971). Ausschlaggebend fiir Etablierung der C6
Gliomzellen als permanente Zelllinie war letztendlich die Korrelation einer hochgradigen
Zelldifferenzierung mit einer hohen Expression des S-100 Protein (Zimmer DB, Van Eldik LJ,
1989).

Im jungen Passagealter (ca. Passage 30-50) zeigen die C6 Gliomzellen Oligodendrozyten-
dhnlichen Eigenschaften. In diesem Stadium weisen die C6 Glioma eine hohe Aktivitdt der
zyklischen Nukleotidphosphorylase (CNP), einem oligodendrozytirem Markerenzym, auf (Parker
et al., 1980). Mit zunehmendem Passagealter kommt es zur Transdifferenzierung der Zellen zu
einem astrozytdren Zelltyp mit Expression Astrozyten-spezifischer Enzyme, Astrozyten-typischer
Uptake-Mechanismen fiir Neurotransmitter wie Glutamat, Aspartat und y-Aminobutyrat (GABA)
und des gliaspezifischen Markerproteins, das saure Gliafaserprotein GFAP (glial fibrillary acidic
protein) (Tab. 3).

In diesem Stadium zeigen C6 Gliomzellen in wichtigen zelluldren Merkmalen nicht nur qualitativ
sondern auch quantitativ weitgehende Ubereinstimmung mit primir kultivierten Astrozyten

(Parker et al., 1980).
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Um diese wesentliche Ubereinstimmung gliaspezifischer Merkmale fiir unsere Untersuchung zu
gewihrleisten, wurden fiir die Experimente nur die Passagen 70-90 verwendet.

Ebenso konnten Volumenregulationsmechanismen, die zu einer regulatorischen Volumenabnahme
(RVD= regulatory volume decrease) nach hypotoner Suspension fiihren, in C6 Gliomzellen und
Astrozyten gleichermaBlen nachgewiesen werden (Tab. 3). In vorangegangenen Arbeiten ist
gezeigt worden, dall der fiir diese Arbeit bedeutende Na+/H+-Antiporter bei beiden Zelltypen
ebenfalls in vergleichbarem Maf3e exprimiert ist (Jakubovicz et al., 1987; Boyarsky et al., 1993).
Auch beziiglich intrazelluldrer Elektrolytkonzentrationen und Membrantransportmechanismen fiir
Ionen findet sich weitestgehende Analogie von C6 Gliomzellen und Astrozyten. Nach Glutamat-,
Arachidon- und Milchsdureeexpositionxposition zeigen beide Zelltypen eine vergleichbare
Volumenzunahme (Schneider et al., 1992, Winkler et al. 2000, Staub et al., 1995).

Zur Validierung der Ergebnisse aus den Hypothermie-Versuchen mit C6 Glioma wurden auch
Untersuchungen an primidr kultivierten Astrozyten durchgefiihrt. Diese zeigten in Bezug auf
Quantitdt und Kinetik erwartungsgemal analoge Resultate (Abb. 12).

Prinzipiell hidtten fiir die Untersuchungen auch ausschlieBlich Astrozyten aus Primérkultur
verwendet werden konnen. Allerdings bieten die C6 Gliomzellen durch die kurze Generationszeit
und das schnelle Zellwachstum den Vorteil einer einfachen und raschen Zellkultivierung, wodurch
immer ausreichendes Zellmaterial bereitgestellt werden kann. Dariiber hinaus bieten C6
Gliomzellen den Vorteil einer gegeniiber primér kultivierten Astrozyten sehr homogenen
Volumenverteilung, was die Erfassung geringer Zellvolumenénderungen mit hoher Genauigkeit

erlaubt.
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Zellmarker und

Funktionen Cé Literatur PK Literatur
GIIaS[.) ezifische + (Bissell et al., 1974) + (Antanitus et al., 1975)
Proteine + (Liao et al., 1979) + (Sensenbrenner et al., 1980)

+ (Bignami et al., 1979) + (Hansson et al., 1982)
1. Glial Fibrillary Acidic
Protein (GEAP) ,3-33 | (Parker et al., 1980) 12,2 | (Juurlink, 1982)
1,1 (Pishak, Phillips, 1980) 23-31 | (Hansson, 1986)
5,8-8 | (Davies, Vernadakis, 1986)
2. Glutamin-Synthetase
(GS) [mM/min/mg Prot.]
Membrantransporter . .
+ (Nicklas, Browning, 1983) + (Schousboe et al., 1977)
+ (Schneider et al., 1992) + (Hansson, 1986)
1. Glutamat
+ (Erecinska et al., 1986) + (Drejer et al., 1983)
2. Aspartat + | (Brecinska et al., 1986) + | (Hertz et al., 1978)
3. y-Aminobutyrat + (Jean et al., 1986) + (Kimelberg et al., 1979)
I ) + (Jakubovicz et al., 1987) + (Mellergard et al., 1992)
4. Na'/H" Antiport + (Boyarsky et al., 1993)
+ (Staub et al., 1993) + (Kimelberg et al., 1979)
. + (Shrode, Putnam, 1994) + (Shrode, Putnam, 1994)
5. CI'/HCOs™ Antiport
+ (Chassande et al., 1988) + (Tas et al., 1987)
. + (Staub et al., 1993) + (Kimelberg, Frangakis, 1985)
6. Na'-K"-Cl" Kotransport
- (Shrode, Putnam, 1994) + (Shrode, Putnam, 1994)
. + (Brune et al., 1994)
7. Na"-HCOj;™ Kotransport
Regulatorische + (Kempski et al., 1983) + (Olson et al., 1986)
Volumenabnahme + (Chassande et al., 1988) + (Kimelberg, 1987)
+ (Lohr, Yohe, 1994) + (Hoffmann, 1992)
Elektrolytkonzentrationen .
16,5 | (Kempski et al., 1987) 28 (Grossman et al., 1968)

. 18 (Kukes et al., 1976) 15 (Rose, Ransom, 1996)
1. Natrium [mM] 6 (Erecinska, Silver, 1986)

154 | (Kempski et al., 1987) 131 (Grossman et al., 1968)

. 145 | (Kukes et al., 1976) 130 (Kimelberg et al., 1979)
2. Kalium [mM] 150 | (Erecinska, Silver, 1986)

14 (Kukes et al., 1976)
3. Chlorid [mM]
-90 | (Erecinska, Silver, 1986) -75 (Anderson et al., 1995)
-88 (Erecinska et al., 1995) -60 - -80 | (Kimelberg, O'Connor, 1988)

Membranpotential [mV]

Tab. 3: Vergleichende Gegeniiberstellung biochemischer und funktioneller Parameter von

Gliomzellen (C6) und primdr kultivierten Astrozyten (PK)
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4.2 Das in vitro Modell

Die multiplen Vorgédnge, die bei einem Schiddel-Hirn-Trauma oder einem ischdmischen Insult
kaskadenartig ablaufen, stehen seit langem im Mittelpunkt wissenschaftlichen Interesses. Zwar
sind mittlerweile Grundziige der Pathophysiologie ischdmischer und traumatischer Ereignisses
bekannt, doch mit zunehmendem Verstiandnis steigt auch die Komplexitit der zu erforschenden
Mechanismen. Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass beispielsweise mechanische
Manipulationen am Gehirn bereits eine Verfdlschung von in vivo erhobenen Daten zur Folge
haben kénnen (Gennarelli TA, 1994). Dazu zihlen beispielsweise die Offnung der Schidelkalotte
oder die Einfilhrung von Melgeriten in das Hirnparenchym. Noch schwieriger gestaltet sich die
Untersuchung einzelner pathophysiologischer Vorgédnge, bei denen relevante Prozesse héufig
nicht von Epiphdnomenen unterschieden werden konnen. Im Gegensatz zu tierexperimentellen
Untersuchungen konnen in vitro Pathomechanismen gezielt untersucht werden. Das hier
verwendete experimentelle Modell suspendierter Zellen macht es moglich, alle relevanten
Parameter gezielt zu kontrollieren. So sind bedeutende Zielgroen wie Temperatur, pO,, pCOs,
pH, Osmolaritit, Zellvitalitit und die Konzentration pharmakologischer Substanzen engmaschigen
Kontrollen zuginglich und kénnen im Versuchsablauf verdndert werden. Insbesondere die
Koppelung der Inkubationskammer an ein thermostatreguliertes Wasserbad ermoglicht eine rasche
und exakte Temperaturregulation der Zellsuspension, was fiir die vorliegenden Untersuchungen
eine Grundvoraussetzung darstellte.

In vivo ist der Extrazellulirraum eine endliche Grofle, verschiedene Substanzen und
Stoffwechselmetabolite, die bei einem Insult freigesetzt werden, konnen hier akkumulieren und so
zu einem unkalkulierbaren Storfaktor werden. Anders die Situation in dem hier verwendeten
Modell. Hier ist das Verhiltnis von Extra- zu Intrazelluldrraum praktisch unendlich und sekundére
Einfliisse, wie beispielsweise die Freisetzung von Kalium-Ionen, konnen so minimiert werden
(Kempski et al., 1988, Abb. 20).

Insgesamt bietet das in vitro Modell eine Vielzahl von Moglichkeiten, Prozesse auf zelluldrer oder

molekularer Ebene zu untersuchen und zu entschliisseln.
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Steuergrofien Meligrofien

Sauerstoffpartialdruck Zellvolumen
CO,-Partialdruck intrazelluléirer pH
Medium-pH Zellvitalitit

Temperatur intrazelluliire Elektrolyte
Medium-Elektrolyte Sauerstoffverbrauch
Osmolaritit Laktatproduktion

Substrate, Pharmaka Membranpotential

Zellsuspension

Abb. 20: Steuer- und Mefigrofien des in vitro Modells (modifiziert nach Zimmer 1989)

Das Suspensionsmodell bietet die Moglichkeit die links dargestellten Steuergréfien konstant zu
halten bzw. gezielt zu verdndern. Auswirkungen auf die rechts dargestellten Mef3gréfien konnen

mit geeigneten Analyseverfahren quantitativ erfafst werden.

4.3 Substitution von Natrium und Chlorid-Ionen im Versuchsmedium

4.3.1 Natrium- freies Medium

Die Rolle von Natriumionen wurde durch den Ersatz von Natrium durch Cholin untersucht.
Cholin ist im Vergleich zu Natriumionen ein verhdltnisméBig groBBes Molekiil (Cholin: 104,14
g/Mol, Na': 22,99 g/Mol). Aufgrund seiner GréRe wird es von den Membrantransportern nicht
transportiert und kann somit nicht in die Zelle gelangen (Rosenberg et al., 1972; Nasmith PE &
Grinstein S, 1986). Zur Substitution des Puffers Natrium-Bikarbonat, der im Standard-
Versuchsmedium als Natriumsalz vorlag, wurde dem Na'-freien Medium Cholin-Bikarbonat
zugegeben und die Osmolaritdt auf 300 mosmol eingestellt (Tab.2). Cholin, das fiir unsere
Untersuchungen als Cholin-Chlorid vorlag, hat keinerlei toxische Effekte auf Zellen (Nasmith PE,
Grinstein S 1986).

Natrium-Ionen spielen bei essentiellen Stoffwechselvorgidngen der Zelle eine grundlegende Rolle.
So koénnen das Membranpotential iiber die energieabhiingige Na'/K'-ATPase, die Volumen- und
pH;-Kontrolle ohne Natrium-Ionen nicht aufrecht erhalten werden. Auch sind, sogenannte
sekundédr aktive Transportprozesse fiir Glucose, Aminosduren und Ionen abhéingig vom
transmembrandren Natrium-Gradienten (Greger R, 1994). Die signifikant geringere Zellvitalitdt
(70% vs 85-90%) am Ende der Natrium-freien Versuchreihe deutet auf eine Erschopfung von
essentiellen, offenbar Natrium-abhingigen Stoffwechselvorgéingen hin. Dafiir bieten der
Zusammenbruch des Membranpotentials und der eingeschridnkte oder fehlende Transport von

Energielieferanten wie Glucose oder Aminoséduren einen Erkldarungsansatz.
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Bereits 1972 konnten Dipolo und Latorre zeigen, dass Hypothermie einen Einfluss auf das
transmembrandre Membranpotential hat. Auch konnte belegt werden, dass die notwendige ATP-
Produktion fiir die Funktion der Na'/K"-ATPase in Hypothermie deutlich reduziert ist (Singer D&
Bretschneider HJ, 1990).

Die Beobachtung, da3 in Natrium-freiem Medium die Hypothermie-induzierte Zellschwellung
ausbleibt und es sogar im Verlauf zur kontinuierlichen Zellschrumpfung kommt, legt nahe, daf3

Natrium-Ionen im Wesentlichen zur der Hypothermie-induzierten Zellschwellung beitragen.

Eine wichtige Rolle bei der Regulation des Zellvolumens und der pH;-Kontrolle nehmen der
Na'/H'-Transporter (Rotin D & Grinstein S, 1989), der K'-Cl'-Kotransporter (Hallows KR &
Knauf PA, 1994), der Na'-K'-2Cl-Kotransporters (Tas et al. 1987) und der CI/HCOs-
Transporter (Kimelberg et al. 1979) ein. Die vollig fehlende Zellschwellung in Abwesenheit von
Natrium-Ionen lenkte unser priméres Interesse darauf, welche Rolle dem Na'/H -Transporter bei

der Hypothermie-induzierten Zellschwellung zukommt.

Diese Frage wurde in einer weiteren Versuchsreihe unter Inhibition des Na'/H'-Transporters

genauer untersucht.

4.3.2 Chlorid- freies Medium

Fiir die Herstellung des Chlorid-freien Mediums wurden die entsprechenden Chloridsalze durch
isomolare Konzentrationen der analogen Glukonatsalze ersetzt (Tab. 2). Diese Glukonatsalze
(Glukonat MW: 196,2 g/mol) kénnen aufgrund des deutlich héheren Molekulargewichtes im
Vergleich zu Chlorid (MW: 35,5 g/mol) von den Chlorid-Transportern der Zellmembran nicht
transportiert werden. Um die Kalzium-chelierende Eigenschaften von Glukonat zu
beriicksichtigen, wurde die Kalziumkonzentration des Mediums durch die Zugabe von
Kalziumsulfat auf physiologische Werte gebracht (Abercrombie et al., 1983). Die physiologische
Osmolaritdt des Mediums wurde mit Natrium-Glukonat auf 300 mosmol eingestellt. Die
Substitutuion von Chlorid durch Glukonatsalze zeigte in unseren Versuchen keinen Einflufl auf
die Zellvitalitdt ( 90%, kein Unterschied zur Kontrolle).

Chlorid-Kanile bzw. Chlorid-Transporter sind bei eukaryoten Zellen ubiquitdr vorhanden und an
grundlegenden Zellfunktionen wie der Volumen- und pHj-Regulation sowie der Kontrolle des
Membranpotentials beteiligt (Nilius et al., 1996). Auch fiir C6 Gliomzellen wurde in
verschiedenen Arbeiten die Rolle von Chlorid-Ionen bei der pHi- und Volumen-Regulation

untersucht (Ringel et al., 2000; Chassande et al., 1988).
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Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eine signifikante Hypothermie-induzierte Zellschwellung in
Abwesenheit extrazelluldrer Chlorid-Ionen, die im Vergleich zur Kontrollgruppe allenfalls einen
tendenziellen Unterschied der Schwellungskinetik und —auspriagung aufweist. Dies legt nahe, daf}
nicht Chlorid-Ionen sondern hauptsdchlich Natrium-Ionen als osmotisch aktive lonen zur
Hypothermie-induzierten Schwellung beitragen, was wiederum die Ergebnisse aus den Natrium-
freien Versuchsreihen bestétigt.

Zelluldre Volumen- und pH;-Kontrolle sind zum Teil ineinander greifende, co-regulative Prozesse
(Kempski et al. 1988, Plesnila et al. 1999, Ringel et al., 2000). So wird zum Beispiel im
physiologischen Temperaturbereich der pH; primir iiber die H'-ATPase und den Natrium-
abhéngigen CI/HCO; -Transporter (Shrode LD & Putnam RW, 1994) reguliert, wobei der
Na'/H'-Antiporter in diesem Fall nur von geringerer Bedeutung ist (Plesnila et al., 1999). Die
tendenzielle Reduktion der Hypothermie-induzierten Schwellung in Chlorid-freiem Medium
deutet moglicherweise darauf hin, dal Chlorid-Ionen eine geringe, wahrscheinlich im Vergleich
zu Natrium-lonen untergeordnete Rolle bei der Hypothermie-indzierten Schwellung spielen.

Aus diesem Grund wurde auf weiterfilhrende Untersuchungen mit spezifischen Cl'-Kanal- bzw.

Transportinhibitoren verzichtet.

4.4 Inhibition des Na'/H'-Antiporters mit EIPA

Der Na'/H -Transporter ist ein Membranprotein, das eine grundlegende Rolle bei der Regulation
des Zellvolumens und des intrazelluliren pH (pH;) spielt. Intrazellulire Azidose oder die
Abnahme des Zellvolumens fithren zur Aktivierung des Na'/H -Transporters (Kimelberg et al.,
1979, Mellergard et al., 1992, Demaurex et al., 1994). Amilorid und sein Abkémmling EIPA (5-
N-Ethyl-N-Isopropyl-Amiloride) sind Hemmstoffe des Na'/H'-Transporters, die den Transport
von Na'-Ionen in die Zelle und H'-Ionen aus der Zelle verhindern (Vigne et al., 1983). EIPA ist
ein kompetitiver Inhibitor, das heiBt es konkurriert mit extrazelluliren Na'-Ionen um die Bindung
am Na'/H -Antiporter (Grinstein et al., 1984; Mahnensmith RL & Aronson PS, 1985).

Fiir die vollstindige Hemmung des Na'/H -Antiporters wurde in vorangegangenen Studien eine
Endkonzentration von 50 uM EIPA ermittelt (Ringel et al., 2000, Jean et al., 1986).

Das Derivat EIPA zeichnet sich gegeniiber Amilorid durch eine grofere Spezifitit und eine ca.
100-fach hohere Potenz bei der Inhibition des Na'/H'-Antiporters aus (Vigne et al., 1983). Diese
ausgesprochen hohe Spezifitit stellt sicher, dal EIPA im Gegensatz zu Amilorid auch in héheren
Konzentrationen nicht zur Hemmung der Na'/K ' -ATPase (Soltoff et al., 1983, Renner et al., 1988)
filhrt. Dies wiederum bedeutet, dass die signifikante Reduktion der Hypothermie-inuzierten
Schwellung in der Tat auf eine Hemmung des Na'/H -Antiporters zuriickzufiihren ist, und nicht

das Resultat einer Inhibition weiterer Membrantransporter darstellt.
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Somit stellt sich die Frage, ob moglicherweise der Na'/H -Antiporter, dessen grundlegende
Aufgabe es ist, das Zellvolumen und den pH; in einem physiologischen Bereich zu halten, durch
Hypothermie aktiviert wird (Plesnila et al., 1999). Prinzipiell wiren die physiologischen
Aktivierungsmechanismen, zum einen das Absinken des pH; als auch eine Anderung des
Zellvolumens denkbar. Entsprechend den postulierten Ausschlusskriterien hdtte ein instabiles,
zunehmendes Zellvolumen jedoch zum Ausschlul des Experimentes gefiihrt. Intrazellulédre
Azidose kommt als Aktivierungsmechanismus ebenfalls weniger in Betracht, da Hypothermie zur
Alkalisierung des pHi; fiihrt und nicht zur Azidose (Aickin CC & Thomas RC, 1977).

Relevant hingegen erscheint der Aspekt, dal Hypothermie einen Einfluss auf die Proteinstrukur
des Na'/H -Antiporters hat, und auf diese Weise zur Verinderung der Aktivititskurve das
Transporters fiihrt. Marjanovic und Mitarbeiter konnten zeigen, dass in Hypothermie der Na"/H'-
Antiporter bereits bei physiologischem pH; aktiv ist (Marjanovic et al., 1998). Dies wiirde die
teilweise Hemmung der Hypothermie-induzierten Schwellung durch EIPA erkléren.

Nicht zu vernachléssigen ist in diesem Zusammenhang die Tatsache, dass trotz der Hemmung des
Na'/H'-Antiporters in Hypothermie eine anfingliche Schwellung zu verzeichnen ist, bevor sich
das Zellvolumen stabilisiert. Dies weist auf weitere Mechanismen hin, die bei der Hypothermie-

induzerten Schwellung von Gliazellen beteiligt sein konnten.

4.5 Hypothermieeffekt auf die zytotoxische Schwellung von Gliazellen
4.5.1 Milchsédureazidose

Milchséure fiihrt zum zytotoxischen Odem bei Astrozyten und Neuronen (Jakubovicz et al., 1987;
Staub et al., 1990; Staub et al., 1993). Der Mechanismus dieser Schwellung stand im Mittelpunkt
zahlreicher in vivo und in vitro Untersuchungen (Staub et al., 1990, Staub et al. 1993, Plesnila et
al., 1999, Ringel et al., 2000). Basierend darauf wurde das folgendes Konzept entwickelt: durch
die extrazellulire Azidose reagieren Protonen mit Bikarbonat zu Kohlendioxid, das als
ungeladenes Gas im Gegensatz zu Protonen die Membran frei permeieren kann und so in den
Intrazellularraum gelangt. Hier reagiert das Kohlendioxid mit Wasser zu Kohlensiure.
Kohlensdure wiederum dissoziiert spontan zu Protonen und Hydrogencarbonat. Der intrazelluldre
Anstieg der Protonenkonzentration bewirkt das Absinken des intrazelluldren pH. Dies fiihrt zur
Aktivierung des Na'/H'-Antiporters, der getrieben durch das Natrium-Konzentrationsgefille
Protonen gegen den Einstrom von Natrium aus der Zelle heraus transportiert. Dieser Natrium-
Einstrom zieht, den osmotischen Kriften folgend, Wasser nach sich, das in die Zelle einstrémt und

so zur Zellschwellung fiihrt.
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Wie in unseren Untersuchungen gezeigt werden konnte, hatte Hypothermie keinerlei Einflufl auf
die Milchsdure-induzierte Zellschwellung von C6 Gliomzellen. Sowohl die Schwellungskinetik
als auch das AusmalB der Volumenantwort wiesen keinerlei signifikante Unterschiede auf. In
vorhergehenden Arbeiten ist zudem die Vergleichbarkeit der Ergebnisse von C6 Gliomzellen und
primér kultivierten Astrozyten gezeigt worden (Staub et al., 1995).

Wie oben bereits ausgefiihrt, stellt die Aktivierung des Na'/H -Antiporters zur Regulation der
intrazellularen Azidose eine zentrale Rolle bei der Milchsédure-induzierten Zellschwellung dar. Der
Na'/H'-Antiporter spielt, wie bereits erwihnt, bei der Hypothermie-induzierten Schwellung
ebenfalls eine zentrale Rolle. Beide Schwellungs-Mechanismen — Hypothermie und
Milchsdureazidose - miinden trotz unterschiedlicher Initiatoren letztendlich in einer Aktivierung
des Na'/H'-Antiporters, einer intrazelluliren Na'-Akkumulation mit konsekutivem
Wassereinstrom. Wihrend in Milchsdureazidose die Aktivierung des Na'/H'-Antiporters
erwiesenermallen durch eine intrazelluldre Azidose erfolgt (Ringel et al., 2000), bietet sich als
naheliegendste Erkldrung fiir die Aktivierung in Hypothermie eine Verschiebung der
Aktivititskurve des Transporters in den alkalischen Bereich an. Dieser Mechanismus ist am
Froschmuskel belegt worden (Marjanovic et al. 1998). Die Konstellation zweier unterschiedlicher
Aktivierungs-Mechanismen fiihrt letztendlich zu der Frage, weshalb Hypothermie die Milchsédure-
induzierte Schwellung nicht beeinflusst. Eine Ursache besteht wohl in der Tatsache, dass in beiden
Fillen der selbe Transportmechanismus, der Na'/H'-Antiporter, die ursdchliche Na'-

Akkumulation verursacht.

4.5.2 Arachidonsdure

Arachidonséure flihrt zur zytotoxischen Schwellung von Gliazellen. Dies ist an Hirnschnitten und
isolierten Astrozyten gezeigt worden (Chan et al.,, 1978, Staub et al., 1994). Beziiglich der
Mechanismen, iiber die Arachidonsidure zum Zellodem fiihrt, herrscht, vereinfacht dargestellt,
derzeit folgendes Konzept: Arachidonsdure gelangt durch Diffusion in den Intrazellularraum. Als
Folge der Hemmung der Atmungskette durch Arachidonsidure kommt es zur Aktivierung der
Glykolyse und einer intrazelluldren Azidose.

Der eigentlich zur Zellschwellung fiihrende Vorgang ist jedoch die Akkumulation von Natrium-
und Chlorid-lonen durch Erh6éhung der Membranpermeabilitit fiir Natrium-lonen sowie die
Aktivierung von Natrium-abhiangigen Prozessen zur Kompensation der intrazelluldren Azidose
(Staub et al., 1994). Auch hier ist die Vergleichbarkeit von Ausmall und Kinetik der
Volumenzunahme bei Astrozyten unter Arachidonsdureexposition bereits in einer Arbeit aus

unserem Labor gezeigt worden (Staub et al., 1994). Basierend auf den nahezu identischen
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Ergebnissen in Normo- und Hypothermie, ist davon auszugehen, daf3 milde Hypothermie keinen
Effekt auf die Arachidonsédure-induzierte Schwellung von Gliazellen hat. Die Ergebnisse einer
neueren in vivo Arbeit weisen darauf hin, da Hypothermie auch keinen Einflul auf die
Konzentration der anfallenden Arachidonsdure nach Reperfusion hat (Kubota et al., 1998). Es
konnte in dieser Publikation jedoch gezeigt werden, dal in Hypothermie der Arachidonséure-
Metabolismus supprimiert wird, was eine geringere Produktion der ebenfalls zellschddigenden

Arachidonsdure-Metabolite wie freie Radikale und Eikosanoide zur Folge hat.

4.5.3 Glutamat

Der Vorgang der zelluldren Schwellung von Astrozyten durch Glutamat ist gut untersucht und
beruht auf der Aufnahme von Glutamat zusammen mit Natrium-Ionen aus dem Medium (Kempski
et al., 1992). Dieser Mechanismus wird nicht als pathologisch gewertet, da die Clearance des
Extrazellularraums von Glutamat eine physiologische Funktion von Astrozyten darstellt
(Schneider et al., 1992). Erst wenn die Zellen so viel Glutamat aufgenommen haben, dal3 sie das
damit aufgenommene Natrium nicht mehr aus der Zelle eliminieren konnen, kommt es zur
Zellschwellung. Wie die vorliegenden Ergebnisse zeigen, bleibt die Reaktion auf eine
pathologisch erhohte Glutamatkonzentration im Extrazellularraum vollig unbeeinflulit von einer
Temperaturerniedrigung auf 32°C. Somit hat in Bezug auf den Glutamat-induzierten
Schwellungsmechanismus milde Hypothermie keinen therapeutischen Effekt aufweisen konnen.

Interessant hierzu sind jedoch die Daten aus einer klinischen Studie. Hier wiesen Patienten mit
Schadel-Hirn-Trauma, die mit Hypothermie behandelt wurden und eine gute Erholung zeigten,
eine zur Vergleichsgruppe signifikant niedrigere Glutamat-Konzentration im Liquor auf (Marion
et al.,, 1997). Untersuchungen zur zerebralen Ischdmie in vivo bestitigen, dafl bei 32°C eine
geringere Freisetzung von Glutamat und eine Verringerung des zytotoxischen Odems festzustellen
sind (Fujisawa et al., 1999). Demzufolge konnte ein Teil der neuroprotektiven Wirkung der
Hypothermie weniger auf den Einflul der Temperatur auf die Glutamat-induzierten Schwellung
als auf eine reduzierte Freisetzung und Aufnahme von Glutamat zuriickzufiihren sein (Anderson

CM, Swanson RA 2000).

4.6 Schwellung der Gliazellen in Hyperthermie

Eine gefiirchtete Komplikation beim ischdmisch/traumatischen Hirnschaden stellt die spontane
oder im Rahmen einer bakteriellen Infektion ablaufende, reaktive Hyperthermie (39-40°C) dar.

Neben den negativen Effekten auf Uberlebensrate und Langzeitergebnisse konnten in
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verschiedenen experimentellen Modellen zahlreiche morphologische Verdnderungen im
Hirnparenchym beschrieben werden. Dazu gehoren die VergroBerung des Infarkt- bzw.
Kontusionsvolumens, der beschleunigte Untergang der Penumbra, eine erhohte Permeabilitéit der
Blut-Hirn-Schranke und eine abnormale Schwellung der Axone (Corbett D & Thornhill J 2000,
Dietrich et al., 1996, Wijsman JA & Shivers RR 1993, Reglodi et al., 2000).

Unsere Untersuchungen sollten zeigen, ob der negative Effekt von Hyperthermie im
Zusammenhang mit Volumendnderungen der Gliazellen steht. Interessanterweise zeigten die
Gliazellen nach Temperaturerhohung auf 40°C eine signifikante Zellschwellung. Die vorliegenden
Ergebnisse weisen jedoch auf zwei wesentliche Unterschiede der Volumenzunahme in Hypo- und
Hyperthermie hin. In Hypothermie kommt es nach rascher Volumenzunahme zum Erreichen eines
temperaturabhéngigen Plateaus und zur teilweisen Erholung nach Temperaturnormalisierung.
Anders in Hyperthermie, wo der Prozef3 der Zellschwellung langsam und kontinuierlich zunimmt
und nach Temperaturnormalisierung vollig unbeeinfluflt fortschreitet. Dies deutet darauf hin, dass
diesen Prozessen unterschiedliche Mechanismen zu Grunde liegen. Einen Erkldrungsansatz bietet
die in Hyperthermie beschleunigte Degeneration von zytoskeletalen Proteinen wie Spektrin und
MAP-2 (Morimoto et al., 1997). Der fortschreitende Abbau von Elementen des Zytoskeletts fiihrt
zum Integritatsverlust der Zellarchitektur und zunehmender Instabilitdit was letztendlich den
Zelltod zur Folge hat. Sowohl die beobachtete Schwellungskinetik als auch die fehlende
Volumenerholung und die deutlich schlechtere Vitalitit (70% im Vergleich zu 90% bei 32°C) am
Ende der Hyperthermieexperimente lassen sich mit diesem Mechanismus in Ubereinstimmung

bringen.

Die dargelegten, signifikanten Unterschiede von Schwellungskinetik, Volumenerholung und
Vitalitdit in Hyperthermie legen unterschiedliche Schwellungsmechanismen nahe. Weitere
Experimente konnten zur eindeutigen Klirung beitragen, insbesondere da aktuell keine

weiterfiihrenden Arbeiten zu den Schwellungsmechanismen in Hyperthermie vorliegen.

4.7 Hypothermie-Effekte auf humane, neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten werden im Knochenmark gebildet und treten nach erfolgter
Differenzierung in den Blutkreislauf iiber. Sie sind 10-15pum groB3 und machen 45-80% der
Gesamtleukozyten aus. Im Blutkreislauf sind neutrophile Granulozyten fiir die unspezifische
Phagozytose von Bakterien, Pilzen und Viren zustindig. Das Umgebungsmilieu von
Granulozyten, die im Blut zirkulieren, weist im Vergleich zu dem von Gliazellen im Gehirn

mehrere pragnante Unterschiede auf. So steht Granulozyten im Vergleich zu Gliazellen ein nahezu
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unbegrenzter Expansionsraum zur Verfiigung. Auch hinsichtlich der Umgebungstemperatur lassen
sich zwischen Granulozyten und Astrozyten gro3e Unterschiede registrieren. Die Umgebung der
Granulozyten, das Blut, ist gleichzeitig das Medium, iiber den zum Teil die Wiarmeregulation des
Organismus erfolgt. Die Wérmeproduktion erfolgt vornehmlich im Korperkern, wo sich
stoffwechselintensive Organe wie Leber und Darm befinden, die unter Ruhebedingungen ca. 70%
der gesamten Korperwdrme erzeugen (Aschoff et al., 1971). Dementsprechend sind im
Organismus zirkulierende Blutzellen bei der Passage von Korperkern und -peripherie einer
stindigen Anderung der Umgebungstemperatur ausgesetzt. Zum Korperkern werden Gehirn und
das Innere des Rumpfes gezdhlt. Nur der Kern ist im eigentlichen Sinne homoiotherm, das heifit
innerhalb enger Grenzen auf einen nahezu konstanten Temperaturwert reguliert. Dabei konnen
schon bei einer relativ geringen Kiéltebelastung von 20°C die Temperaturfelder zwischen Kern
(37°C) und Schale (28-31°C) betrachtliche Unterschiede aufweisen (Abb. 21) (Aschoff et al.,
1971). Demnach sind Blutzellen, im Gegensatz zu Zellen des Gehirns, generell
Temperaturverdnderungen ausgesetzt. Es ist somit naheliegend, daBl Zellen, die unter
physiologischen Bedingungen kontinuierlichen Temperaturschwankungen ausgesetzt sind, iiber
andere Regulationsmechanismen, z.B. auch beziiglich des Zellvolumens verfiigen. Unsere
Untersuchungsergebnisse haben gezeigt, da humane, neutrophile Granulozyten in milder
Hypothermie keinerlei Volumenidnderung aufweisen. Zahlreiche Arbeiten, die sich mit hypo- oder
hyperosmotischem Stress beschéftigt haben, konnten belegen, dal Granulozyten aber durchaus -
wie alle anderen Sdugetierzellen - iber Mechanismen der Volumenregulation verfligen (Krause et
al., 1990; Simchowitz et al., 1993). Durch den Vergleich zwischen Granulozyten und Astrozyten
konnten wir zeigen, daBl die Hypothermie-induzierte Zellschwellung kein allgemeingiiltiger
zellphysiologischer Vorgang ist, sondern offensichtlich nur bei bestimmten Zellpopulationen, z.B.

Astrozyten, vorhanden ist.
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Abb. 21: Temperaturverteilung im Korper des Menschen

Nur der Kérperkern, zu dem auch das Gehirn gehért, bleibt bei Anderungen der
Umgebungstemperatur in einem konstanten Temperaturbereich von 37°C. Unter Kdltebelastung
bilden sich in den peripheren Schichten radiale und axiale, zum Teil erhebliche

Temperaturgradienten aus (nach Aschoff et al., 1971).

4.8 Grundziige der Volumenregulation der eukaryoten Zelle

Die Aufrechterhaltung des physiologischen Zellvolumens zdhlt zu den wesentlichen
Voraussetzungen fiir Funktion und Vitalitit der Zelle (Macknight et al., 1987). Unter
physiologischen Bedingungen wird daher das Zellvolumen innerhalb enger Grenzen konstant
gehalten.

Das Volumen der Sdugetierzelle wird von der intrazelluliren Konzentration osmotisch aktiver
Solute und der Wasserverteilung iiber die semipermeable Zellmembran bestimmt. Schon 1924
versuchte F.G. Donnan eine schrittweise Erklarung fiir die Verteilung der Ionen im intra- und
extrazelluldren Raum. Seine Theorie der Membrangleichgewichte beruhte auf Experimenten mit
kiinstlichen semipermeablen Membranen. Diese Membranen besallen wie die Zellmembran eine
gewisse Permeabilitit fiir K und CI'-Ionen. Durch Diffusion stellte sich deshalb nach einiger Zeit
immer eine elektroneutrale Gleichverteilung der Ionen auf beiden Seiten der Membran ein. Im
Inneren der Zelle befinden sich neben frei permeablen Kationen und Anionen groBe, negativ

geladene Proteine, die nicht die Zellmembran iiberwinden konnen. Um weiterhin elektrische
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Neutralitit zu gewéihrleisten kommt es zu einer Umverteilung der Kationen zugunsten des
Kompartimentes mit der hoheren Konzentration an negativ geladenen Proteinen, die intrazellulére
K'-Konzentration steigt an. Umgekehrt steigt extrazellulir die Konzentration von Anionen (Abb.

21). Dies sind im Wesentlichen die Grundziige der passiven lonenverteilung.

sey’permeable Membran

Verteilung eines lonenpaars (K und Cl), fiir das die
Membran permeable ist.

intrazellular extrazellular

mM/L

K _Cr K Cr
A Nach der Addition eines grofien Anions [A] in ein
mjpermeable Membran . . . .
/s Kompartiment, das die Membran nicht durchdringen
el E exrarelus kann, muss dort die Elektroneutralitdt durch eine
Intrazellular  ee extrazellular
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&
o)

= Ungleichgewich
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K+
A Der so entstehende [K ' ]-Gradient wird durch einen
semjpermeable Membran . - . .
- gegenldufigen [Cl'] Gradienten gleichen Betrags
ntrazelluldr = extrazellulér ausgegZZChen'
y =
= =
3 -
Na’
K* = |k

Abb. 21: Grundziige der extra- und intrazelluliren Ionenverteilung, modifiziert nach
Donnan

Die passive Verteilung intra- und extrazelluldrer Ilonen wird jedoch durch eine Reihe
verschiedenster zelluliirer Prozesse, wie Anderungen des Membranpotentials oder Nutzung des
extrazelluliren Na'-Gradienten fiir Transportprozesse gegen den Konzentrationsgradienten,
verdndert (Hallows KR & Knauf PA, 1994). Um dies oder Verdnderungen des Umgebungsmilieus
zu kompensieren, verfiigt die Zelle iiber vielerlei aktive Transport-Mechanismen wie
beispielsweise die Na'/K -ATPase, den Na'/H -Antiporter und den Na'/K'/Cl "-Kotransporter
(Hoffmann EK & Simonsen LO, 1989, Sarkadi B & Parker JC, 1991).
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4.9 Konzept der Hypothermie-induzierten Schwellung von Gliazellen

Um bei grundlegenden Funktionen wie der zelluliren Volumenkontrolle nicht allein von den
Konzentrationsverhiltnissen der lonen abhingig zu sein, verfiigt die Zelle {iber eine Reihe von
Membrantransportern und Kanélen, die unabhédngig von der Energie des Natrium-Gradienten sind.
Auf diesen Gegebenheiten basierend bieten sich fiir die Hypothermie-induzierte Zellschwellung
zwei Erkldrungen an. Zum einen kann die Schwellung das Resultat einer direkt gehemmten
Ausscheidung oder zum anderen einer indirekt aktivierten Aufnahme von Ionen sein. Ein
naheliegendes Beispiel fiir die gehemmte Ausscheidung stellt die bereits erwihnte Na'/K -ATPase
dar, eine indirekt aktivierte Aufnahme von Ionen kénnte beispielsweise iiber den Na'/H'-

Transporter erfolgen.

Die Versuche in Natrium-freiem Medium haben gezeigt, dal Natrium-lonen primdr an der
Hypothermie-induzierten Schwellung beteiligt sind (Abb. 14). Diese Beobachtung wird gestiitzt
von fritheren Arbeiten von Senft, Dipolo und Latorre, die den Einflul von Hypothermie auf das
Membranpotential von Hummeraxonen (Senft JP, 1967) und Muskelfasern von Muschel (Dipolo
R & Latorre R, 1972) untersucht haben. Da die Produktion von ATP als Energielieferant fiir die
Na'/K'-ATPase in Hypothermie supprimiert ist (Singer D & Bretschneider HJ, 1990), vermutete
man eine Beteiligung der Na'/K'-ATPase an der Hypothermie-induzierten Schwellung. Dabei
herrschte die Vorstellung, dal Natrium-Ionen, die entlang des Konzentrations-Gradienten in die
Zelle stromen, von der Na'/K'-ATPase nicht effektiv aus dem Zellinneren eliminiert werden
wiirden. Das wiederum hétte die Akkumulation von Natrium-lonen und den Verlust des
Membranpotentials zur Folge. Dieser Erklidrungsansatz konnte durch Experimente mit dem
Inhibitor der Na'/K'-ATPase Strophantidin widerlegt werden. Strophantidin, das den
inhibierenden Effekt von Hypothermie auf die Na'/K'-ATPase imitiert, hatte keinerlei Einfluf auf
das Membranpotential, weder unter Ruhebedingungen bei 37°C, noch in Hypothermie. Dasselbe
gilt fiir Astrozyten. Die Hemmung der Na'/K'-ATPase mit Ouabain fiihrte zu keiner Anderung
des Zellvolumens, was darauf hinwies, dal} es intrazelluldr nicht zu einer Nettoakkumulation
osmotisch aktiver lonen kam. Vielmehr konnte gezeigt werde, da3 Ouabain bei Gliazellen zwar zu
einer intrazelluldren Akkumululation von Natrium-lonen fiihrte, was aber von einem Ausstrom

von Kalium-Ionen im Verhéltnis 1 : 1 ausgeglichen wurde (Kempski et al., 1983).

Dieser Einstrom von Natrium-Ionen ist auf den unterschiedlichen Effekt, den Hypothermie auf die
Natrium- und Kaliumpermeabilitdt der Zelle hat, zuriickzufiihren. Interessanterweise nimmt dieser

Effekt mit abnehmender Temperatur zu. Bei 13°C iibersteigt beispielsweise der Natrium-Einstrom
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den Kalium-Ausstrom um den Faktor 2.6 (Dipolo R & Latorre R, 1972). Basierend auf diesen
Erkenntnissen konnte die Hypothermie-induzierte Gliaschwellung auf den differentiellen Einfluf3
passiver Natrium- und Kaliumstrome iiber die Zellmembran zuriickgefiihrt werden. Dieser
Unterschied der Membranpermeabilitit in Hypothermie erkldrt auch, weshalb die Hemmung der
Na'/K'-ATPase durch Hypothermie oder Ouabain keinen Effekt auf das Zellvolumen oder das
Membranpotential hat. Die Hemmung der Na'/K'-ATPase fiihrt bei 37°C zu einem Einstrom von
Natrium-Ionen und einem Ausstrom von Kalium-Ionen im Verhéltnis 1:1. In Hypothermie, die die
Na/K'-ATPase ebenfalls hemmt, werden Natrium und Kalium-Ionen nicht mehr im Verhiltnis 1:1
ausgetauscht, sondern das Verhéltnis ist zu Gunsten des Einstroms von Natrium-lonen verschoben.
Das Ergebnis ist ein Netto-Einstrom von Natrium-lonen, was die Membrandepolarisation und

Zellschwellung zur Folge hat.

Hypothermie konnte ebenso einen Effekt auf die volumenregulatorischen Membrantransporter
haben. Dazu gehdren der Na'/H'-Antiporter (Rotin D & Grinstein S, 1989), der K'-CI-
Kotransporter (Hallows KR & Knauf PA, 1994), der Na'-K"-2CI-Kotransporters (Tas et al. 1987)
und der CI/HCOj;-Transporter (Kimelberg et al. 1979). Die signifikante Reduktion der
Hypothermie-induzierten Schwellung nach Hemmung des Na'/H -Transporters deuten auf eine
Beteiligung dieses Transporters hin. Die naheliegendste Erkldrung fiir die von uns gezeigte
Aktivierung des Na'/H -Antiporter besteht darin, daB die Aktivititskurve des Transporters in
Hypothermie in den alkalischen Bereich verschoben ist, wie bereits am Froschmuskel belegt
(Marjanovic et al. 1998). Das Resultat besteht darin, daB der Na'/H'-Antiporter bereits bei
physiologischem pH aktiv wird und so zur Alkalisierung des Zytoplasmas und Akkumukation von
Natrium-Ionen fiihrt. Auf diese Weise lieen sich sowohl die intrazelluldre Alkalisierung als auch
die Zellschwellung in Hypothermie erklidren. Zudem wiére die Hypothermie-induzierte
Verschiebung des Aktivierungsniveaus ein sich selbst limitierender Prozess, da eine zunehmende
Alkalisierung wiederum zur Hemmung des Transporters fiihrt.

Interessanterweise scheint die Hemmung des Na'/H -Antiporter erst in einer recht spiten Phase
der Hypothermie-indzierten Schwellung einzusetzten (Abb. 16). Die Mechanismen, die dieser
Beobachtung zu Grunde liegen, sind bisher nicht eindeutig identifiziert. Eine mdgliche Erkldrung
konnte darin bestehen, dal die beiden beschriebenen Mechanismen bei der Hypothermie-
induzierten Volumenreaktion zwar parallel ablaufen, jedoch zeitlich und quantitativ
unterschiedliche Anteile am Schwellungsprozess haben. Dies wiirde erkldren, weshalb die
Hemmung des Na'/H'-Antiporter nur einen Teil der Hypothermie-induzierten Schwellung
verhindert hat. Moglicherweise wird der Transporter in Hypothermie durch die Verdnderung der

Protein-Konfiguration (Marjanovic et al., 1998) nur verzdgert aktiviert. Auf diese Weise wiirde
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bei diesen Experimenten nur der erste, sofort aktivierte Teil der Volumenreaktion sichtbar (Abb.

16).
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Abb. 22: Konzept der Hypothermie-induzierten Schwellung von Gliazellen
Die Na' /K -ATPase wird sowohl von Ouabain als auch von Hypothermie gehemmt. Quabain hat

keinen Einfluf3 auf Zellvolumen oder Membranpotential, da der nachfolgende Na'-Einstrom und
K" -Ausstrom im Verhdltnis 1:1 stehen. Hypothermie verdindert dieses Verhdltnis zu Gunsten des
Na'-Einstroms. Die sich daraus ergebende intrazellulire Na -Akkumulation fiihrt zur
Zellschwellung. Zusdtzlich wird der Na'/H -Antiporter aktiviert, was den Na' -Einstrom zusdtzlich

erhoht.
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4.10 Zusammenfassung und Ausblick

Im Hinblick auf das zytotoxische Hirnddem hat milde Hypothermie keinen EinfluB auf die
Schwellung von Gliazellen wéhrend Milchsdure-, Arachidonsédure- oder Glutamatexposition.
Milde Hypothermie verursacht allerdings unter physiologischen Bedingungen eine
,»dosisabhingige* Schwellung von Sdugetierzellen, was nach unserem Kenntnisstand zum ersten
Mal in dieser Arbeit exemplarisch an Gliazellen der Ratte gezeigt worden ist. Wie unsere
Versuche mit Granulozyten gezeigt haben, scheint dieser Effekt nicht bei allen Sdugetierzellen
aufzutreten.

Auf den vorliegenden Ergebnissen basierend, favorisieren wir zwei Mechanismen, die der
Hypothermie-induzierten Schwellung zugrunde liegen: (1) Zum einen die unterschiedlichen
Effekte, die Hypothermie auf die Natrium- und Kalium-Permeabilitdt der Zellmembran hat, zum
anderen (2) die Aktivierung des Na'/H'-Antiporters iiber eine Verschiebung der

Aktivierungskurve in den alkalischen Bereich.

Diese Erkenntnisse wurden an suspendierten Zellen in vitro gewonnen. Ziel weiterer
Untersuchungen wird es sein, die Relevanz dieser Ergebnisse in vivo zu kldren. Es mul} geklart
werden, ob die Beobachtung im Zellverband reproduzierbar und Hypothermie mit einer relevanten
Abnahme des Intrazellularraumes in vivo verbunden ist. Einen ganz besonderen Stellenwert haben
die Untersuchungen im Hinblick auf einen moglichen therapeutischen Einsatz von Hypothermie
bei Patienten mit zerebraler Ischdmie oder Schiadel-Hirn-Trauma. Die nicht betroffenen, gesunden
Zellen konnten die oben gezeigten Volumeneffekte zeigen und so den erhofften positiven Effekt

auf den intrakraniellen Druckanstieg zunichte machen.
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