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1. Zusammenfassung / Abstract

Zusammenfassung

Das Schadel-Hirn-Trauma zahlt zu den haufigsten Ursachen fir Tod und bleibende Behinderung
weltweit. In der vorliegenden Arbeit sollen die Auswirkungen einer dekompressiven Kraniektomie
alleine und in Kombination mit nachfolgender Anwendung therapeutischer fokaler Hypothermie auf
die langfristige neurologische Funktion nach Schadel-Hirn-Trauma evaluiert werden. Weiterhin wird
der Einfluss dieser beiden Therapieoptionen auf strukturellen Hirnschaden, Neuronenverlust,
Hirnddembildung, Neuroinflammation und Apoptose diskutiert.

Die Versuchstiere — Mause der Rasse CD-1 — wurden hierfur in fiinf Versuchsgruppen mit einer
Gruppengrofle von jeweils acht Tieren randomisiert: Sham-Gruppe, Kontrollgruppe ohne Trauma mit
Kraniektomie, Kontrollgruppe mit Trauma ohne Therapie, Therapiegruppe mit Trauma und
Kraniektomie, Therapiegruppe mit Trauma, Kraniektomie und fokaler Hypothermie. Die Applikation
eines mittelschweren, geschlossenen Schadel-Hirn-Traumas erfolgte durch ein etabliertes,
standardisiertes Modell (weight drop - Modell). Im Anschluss wurden in den entsprechenden Gruppen
eine dekompressive temporoparietale Hemikraniektomie durchgefiihrt und milde fokale Hypothermie
(Zieltemperatur 32 °C) ber eine Kiihlsonde appliziert. Eine neurologische Verlaufsbeurteilung wurde
durch die Erhebung des Neurological Severity Score, des Beam Balance Score und der Beam Balance
Time an den postoperativen Tagen 1, 3, 7, 14 und 28 angeschlossen. Nach Ablauf des
Untersuchungszeitraums erfolgte die Euthanasie durch intrakardiale Formaldehydperfusion und die
Préaparation des Gehirns. Anhand der histologischen Standardfarbungen Hamatoxilin — Eosin und
Nissl wurden struktureller Hirnschaden und hippocampaler Neuronenverlust beurteilt. Zur Beurteilung
von Hirndédembildung, Neuroinflammation und Apoptose schloss sich die Auswertung
immunhistochemischer Anfarbungen der Strukturen Aquaporin — 4, saures Gliafaserprotein und Bcl-2

an.

Folge dekompressiver Kraniektomie in der vorliegenden Arbeit ist eine signifikant verschlechterte
neurologische Langzeitfunktion. Die zusatzliche Anwendung fokaler Hypothermie fuhrt zu einem
Ausgleich dieses negativen Effektes zugunsten einer verbesserten neurologischen Funktion. Zusétzlich
fihrt die Anwendung fokaler Hypothermie im Vergleich zur alleinigen Dekompression zu einer
deutlichen Mortalitatsreduktion im Verlauf. In der histologischen Auswertung zeigen sich struktureller
Hirnschaden, Hirnédemformation und Neuroinflammation unbeeinflusst von den durchgefiihrten
Therapieoptionen. In allen Gruppen mit Schédel-Hirn-Trauma ist eine unspezifische Erhéhung der
Expression von Aquaporin-4 und saurem Gliafaserprotein nachweisbar. Ein hippocampaler
Neuronenverlust liegt nicht vor. Dekompressive Kraniektomie filhrt zu einer verminderten Expression

von antiapoptotisch wirksamem Bcl-2. Durch die zusatzliche Anwendung fokaler Hypothermie folgt



eine hoch signifikant vermehrte Expression von Bcl-2, vereinbar mit vorbeschriebenen

antiapoptotischen, neuroprotektiven Effekten milder Hypothermie.

Die vorliegende Arbeit ergdanzt die aktuelle Diskussion uber die Anwendung dekompressiver
Kraniektomie und therapeutischer Hypothermie nach Schadel-Hirn-Trauma. Um die dargestellten
positiven Auswirkungen fokaler Hypothermie in einem kombinierten Verfahren mit dekompressiver

Kraniektomie beim Menschen zu verifizieren, bendtigt es randomisierter, klinischer Studien.



Abstract:

»Influence of decompressive craniectomy and focal hypothermia on long-term neurologic

impairment in a mouse model of closed head injury.«

Traumatic brain injury is one of the leading causes of death and disability worldwide. The aim of this
study is to evaluate the influence of decompressive temporoparietal hemicraniectomy and the
subsequent application of therapeutic focal hypothermia on neurologic impairment in a long-term
closed head injury model. Furthermore, the influence of these therapeutic options on structural brain

damage, neuronal loss, brain oedema formation, neuroinflammation and apoptosis will be discussed.

Laboratory animals — CD-1 mice — were randomized in five experimental groups with the size of eight
animals each: Sham, craniectomy without trauma, trauma without therapy, trauma with craniectomy,
trauma with craniectomy and subsequent focal hypothermia. Moderate Closed Head Injury was
applied using an established weight drop model. Thereafter decompressive temporoparietal
craniectomy was performed and subsequent mild focal hypothermia (32°C) was applied. Neurological
assessment followed on posttraumatic time points 1, 3, 7, 14 and 28 days by performance of
Neurological Severity Score, Beam Balance Score and Beam Balance Time. After 28 days animals
were sacrificed via intracardial perfusion of formaldehyde. Brain preparation and histological and
immunohistochemical staining followed. Standard haematoxylin and eosin as well as Nissl staining
were used to analyse structural brain damage and neuronal loss in the hippocampus. Oedema
formation, neuroinflammation and apoptosis were evaluated by assessment of immunohistochemical

staining of Aquaporin-4, glial fibrillary acidic protein and Bcl-2.

In this study, the performance of decompressive craniectomy is followed by significant neurological
impairment. Subsequent application of focal hypothermia diminishes this negative effect. Additional,
therapeutic focal hypothermia reduces mortality compared to sole decompression. Histological
assessment showed no influence of decompression or focal hypothermia on structural brain damage,
neuroinflammation or brain oedema formation. Posttraumatic elevation of immunohistochemical
markers Aquaporin-4 and glial fibrillary acidic protein remained unaltered by therapy. No neuronal
loss could be detected in the hippocampus. Antiapoptotic Bcl-2 was elevated following decompressive
craniectomy. Subsequent focal hypothermia led to further, highly significant increase of Bcl-2,

consistent with previously described antiapoptotic, neuroprotective effects of mild hypothermia.

This study adds to the present debate about decompressive craniectomy and therapeutic hypothermia
after traumatic brain injury. To verify these positive effects of focal hypothermia subsequent to

decompressive craniectomy in humans, controlled randomized clinical trials will be necessary.



2. Abkirzungsverzeichnis

ABC = Avidin-Biotin-Komplex (avidin biotin complex)

ANOVA = Varianzanalyse (analysis of variance)

AQP4 = Aquaporin-4

ARDS = Akutes Atemnotsyndrom (Acute Respiratory Distress Syndrome)
ATP = Adenosintriphosphat

BB-Score = Beam Balance Score

BB-Time = Beam Balance Time

Ca*" = Kalzium-lon

CBF = Zerebraler Blutfluss (cerebral blood flow)

CFR = Case fatality rate

CPP = Zerebraler Perfusionsdruck (cerebral perfusion pressure)
DC = Dekompressive Kraniektomie (decompressive craniectomy)
DNA = Desoxyribonukleinséure (deoxyribonucleic acid)

GCS = Glasgow Koma Skala (Glasgow Coma Scale)

GFAP = Saures Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein)
H* = Wasserstoff-lon

H20. = Wasserstoffperoxid

HE = Hamatoxilin-Eosin

ICP = Intrakranieller Druck (intracranial pressure)

IL = Interleukin

K* = Kalium-lon

M. = Musculus

MAP = Mittlerer Arterieller Blutdruck (mean arterial pressure)

MAPK = mitogen activated protein kinase



MRT = Magnet Resonanz Tomographie

Mx = Doppler mean flow index

Na* = Natrium-lon

NaCl = Natriumchlorid

NCN = Vergleichsgruppe ohne Trauma mit Kraniektomie (no trauma / craniectomy / no hypothermia)
NNN = Sham-Gruppe (no trauma / no craniectomy / no hypothermia)
NO = Stickstoffmonoxid

NSS = Neurological Severity Score

p = p-Wert (probability)

PRx = Pressure Reactivity Index

ROS = Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)

SHT = Schédel-Hirn-Trauma

TCH = Therapiegruppe mit Trauma, Kraniektomie und Hypothermie (trauma / craniectomy /

hypothermia)

TCN = Therapiegruppe mit Trauma und Kraniektomie (trauma / craniectomy / no hypothermia)
TNFa = Tumornekrosefaktor o

TNN = Versuchsgruppe mit Trauma ohne Therapie (trauma / no craniectomy / no hypothermia)
TUNEL = TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling

ZNS = Zentrales Nervensystem

AP = Druckéanderung

AV = Volumeninderung
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3. Einleitung

3.1 Epidemiologie und Atiologie des Schadel-Hirn-Traumas

Das Schédel-Hirn-Trauma (SHT) zéahlt zu den héaufigsten Ursachen fiur Tod und bleibende
Behinderung weltweit [1-3]. Jahrlich betrifft es etwa 10 Millionen Menschen [4] und verursacht durch
die Versorgung akut traumatisierter und langfristig behinderter Patienten hohe Kosten [5]. So steht das
Schadel-Hirn-Trauma in einer aktuellen Auflistung unfallbedingter Kosten in Europa auf Platz drei,
2008 lag die Inzidenz in Europa bei 235/100.000 und in den USA bei 403/100.000, wovon
schatzungsweise jeweils 10-15% der Betroffenen multiple Begleitverletzungen aufwiesen [6]. Peeters
et al. schatzt die Mortalitat des SHT auf 10,5/100.000, mit einer ,,Case Fatality Rate* (CFR) von 0,9-
7,6/100 Patienten bei leichtem SHT und 29-55/100 Patienten bei schwerem SHT [7]. In einer
aktuelleren Einschatzung sprechen Brazinova et al. von einer sehr variablen Inzidenz von 47,3-
694/100.000 mit einer Mortalitat von  9-28,1/100.000 [8]. Weltweit zahlen vor Allem junge
Menschen unter 45 Jahren zu den Betroffen [1]. Im internationalen Vergleich scheint die Anzahl
junger Patienten in Entwicklungs- und Schwellenldndern zuzunehmen, unter anderem zuriickzufihren
auf eine zunehmende Motorisierung und eine damit verbundene erhohte Rate an Verkehrsunfallen [6].
In den Industrienationen zeigt sich die Inzidenz des SHT bei jungeren Menschen abnehmend, was
nicht zuletzt den positiven Entwicklungen in der Sicherheit des dortigen Straenverkehrs sowie den
modernen Mdglichkeiten der Akutversorgung von Unfallopfern zuzuschreiben ist [8]. Im Gegensatz
dazu zeigt sich die Anzahl des sturzbedingten SHT des alteren Menschen (ber 65 Jahren in den
Industrienationen stark zunehmend, sodass diese Altersgruppe dort mittlerweile den gréfiten Anteil an
Verletzten ausmacht [7, 9]. In den Industrienationen stehen mittlerweile Stlirze mit einem Anteil von
52,2% an allen SHT auf Platz eins der haufigsten Ursachen, gefolgt von Verkehrsunféllen mit einem
Anteil von 26%. Der Anteil an Fahrradunféllen an letzterer Gruppe ist mit 42% betrachtlich [1]. Hinzu
kommen als eigene Entitdten das SHT durch Gewalteinfluss mit 7—10%, wobei sich weltweit der
Anteil penetrierender Verletzungen durch Schusswaffen zunehmend zeigt, sowie das
explosionsbedingte SHT, welches eine groRe Rolle in militarischen Konflikten und Terrorismus spielt
[6, 10].

3.2 Einteilung des Schadel-Hirn-Traumas

In der Literatur finden sich verschiedene Einteilungsmdoglichkeiten des SHT. Zum einen lasst sich das
SHT anhand der an der Verletzung beteiligten anatomischen Strukturen in ein geschlossenes und ein
offenes SHT einteilen. So zeigt sich die Dura mater beim geschlossenen SHT intakt, wohingegen das
offene SHT mit einer Verletzung und Er6ffnung der Dura mater einhergeht, so zum Beispiel als Folge
einer offenen Fraktur des Schadelknochens. Auf das offene SHT folgt eine erhéhte Gefahr fur die

Ausbildung von Infektionen [1, 11].
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Die klinisch hdchste Relevanz besitzt die Einteilung des SHT anhand des Grades der neurologischen
Schédigung durch die Glasgow Koma Skala (GCS = Glasgow Coma Scale). Dieser in der klinischen
Praxis verwendete Index summiert die bestmdgliche motorische und verbale Reaktion des Patienten
und erlaubt so eine grobe Einschatzung seines neurologischen Status (Tab. 1). Per definitionem
spricht man bei einem GCS von 13-15 von einem leichten SHT, ein GCS von 9-13 entspricht einem
mittleren SHT und ein GCS < 8 wird mit einem schweren SHT gleichgesetzt, welches durch

ausgefallene Schutzreflexe einer Intubation bedarf [1].

Punkte | Augen Bewusstsein Motorik

1 Geschlossen Nicht ansprechbar Keine Reaktion

2 Offnen auf Unverstandliche Laute Strecken auf Schmerzreiz
Schmerzreiz

3 Offnen auf Zusammenhangslose Beugen auf Schmerzreiz
Ansprache Worte

4 Spontanes Offnen Desorientiert Ungezielte Abwehr

5 Orientiert Gezielte Abwehr

6 Befolgt Anweisungen

Tabelle 1: Glasgow Koma Skala (GCS) [1]

3.3. Pathophysiologie des Schadel-Hirn-Traumas

Bezuglich der Pathophysiologie des Schédel-Hirn-Traumas l&sst sich die durch das Trauma
entstehende primére Schadigung von der sich nachfolgend entwickelnden sekundéren Schédigung

unterscheiden.

Die primare Hirnschadigung entsteht wéhrend des Traumas durch den direkten Einfluss mechanischer
Krafte auf das Hirngewebe. lhre Ausprédgung ist direkt abhdngig von Intensitdt und Art der
Gewalteinwirkung. Diese initiale Schadigung besteht vorwiegend aus lokalen Kontusionen,
GefalizerreiBungen und diffusem Axonschaden in Folge des Einwirkens mechanischer Scherkrafte auf

die Axone. Die primdre Hirnschadigung ist irreversibel und keiner Therapie zugénglich [1, 9, 11].

Die Ausbildung der sekunddren Hirnschadigung beginnt sofort im Anschluss an die primére
Hirnschadigung und findet ber einen Zeitraum von Stunden bis mehrere Tage statt. Die sekundare

Schadigung betrifft auch weiter vom Ort des initialen Traumas entfernte Hirnregionen. Sie beruht auf

12



mannigfaltigen pathophysiologischen Mechanismen, welche sich gegenseitig bedingen und als
Reaktionskaskade zu verstehen sind. Zu diesen pathophysiologischen Prozessen zédhlen die Erh6hung
des intrakraniellen Drucks (ICP) mit nachfolgender Reduktion des zerebralen Blutflusses (CBF), die
Entwicklung eines posttraumatischen Hirnddems durch Stérung der Blut-Hirn-Schranke sowie eine
auf die Gewebeschédigung folgende Neuroinflammation mit konsekutivem Gewebeuntergang [1, 10—
12].

3.3.1 Erhohung des intrakraniellen Drucks

Der physiologische ICP betragt beim Erwachsenen weniger als 15mmHg [13, 14]. Die auf das SHT
folgende Erh6hung des ICP beruht auf zerebralen Verletzungsmustern wie intrazerebralen
H&morrhagien, posttraumatischem Hydrozephalus und einem sich posttraumatisch ausbildenden
Hirnddem. Im Verlauf an GréfRe zunehmende Kontusionen und sekundare Infarzierungen durch
zerebrale Minderperfusion bilden ihrerseits einen raumfordernden Effekt aus, fihren zu einer
Zunahme des Hirnédems und zu einer weiteren Erhdhung des ICP im Sinne eines Circulus vitiosus [1,
11, 13].

Die Monroe-Kelly Doktrin (nach Monroe 1783 und Kelly 1824) formuliert das Verstandnis der
intrakraniellen Druck-Volumen-Beziehung durch die Verteilung der intrakraniellen Kompartimente
Hirngewebe, Liquor cerebrospinalis und vendsem und arteriellem Blutvolumen, eingeschlossen in eine
nicht dehnbare, kndcherne Hulle [2, 14, 15]. Bei Volumenzunahme eines dieser Kompartimente
kommt es bei normalen anatomischen Verhéltnissen durch den geschlossenen Raum zu einem
Druckanstieg, welcher bis zu einem gewissen Grad durch Verdrangung der Reserverdume von
Liquorsystem und vendsem System kompensiert werden kann. Bei Erschopfung dieser begrenzten
kompensatorischen Maglichkeiten folgt ein Anstieg des ICP mit typischen klinischen Symptomen wie
Kopfschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen Uber Bewusstseinsstérungen und autonome

Regulationsstrungen hin zur Ausbildung von Dezerebrationssyndromen [2, 16].

Die Zunahme des ICP durch eine determinierte Volumenzunahme folgt einer nichtlinearen,
hyperbolischen Beziehung (AP/AV). So folgt auf ein determiniertes AV bei niedrigem intrakraniellem
Ausgangsdruck ein nur geringer ICP-Anstieg (AP). Besteht jedoch ein schon erhéhter Ausgangsdruck,
so folgt auf das gleiche AV ein deutlich hoherer AP [2, 14, 17].

3.3.2 Zerebrale Perfusion bei erhdhtem intrakraniellem Druck

Die zerebrale Perfusion leidet unter einem erhohten ICP. Der zerebrale Perfusionsdruck (CPP) steht
mit arteriellem Mitteldruck (MAP) und ICP in folgender Beziehung:
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CPP = MAP - ICP

Dies bedeutet, dass bei gleichbleibendem MAP die zerebrale Perfusion, ndherungsweise
gleichzusetzen mit dem CPP, bei steigendem ICP abnimmt. Ubersteigt der ICP den systemischen
Blutdruck, folgt das Erliegen der zerebralen Perfusion mit der Folge globaler zerebraler Ischdmie [1,
11, 14].

In gesundem Hirngewebe kann durch die Fahigkeit zur Autoregulation des zerebralen GefaRsystems
der zerebrale Blutfluss (CBF) in weiten Bereichen konstant gehalten werden. So betragt der
physiologische mittlere CBF bei Erwachsenen naherungsweise 50ml/100 g Hirngewebe/Minute [18],
wenn der CPP sich in einem Bereich von etwa 60-160mmHg befindet [19]. Auf eine Reduktion des
CBF unter 18ml/100g Hirngewebe/Minute folgen irreversible hypoxische Gewebeschaden [18]. Die
Aufrechterhaltung des physiologischen CBF in weiten Grenzen des CPP beruht auf mediatorbedingter
Vasokonstriktion und Vasodilatation, deren zugrundeliegende Mechanismen auf einem verénderten
Gleichgewicht an Stickstoffmonoxid, Stoffwechselendprodukten und nicht zuletzt auf der myogenen
Autoreaktivitat der GefaRe beruhen [20, 21]. Mdglichkeiten zur Klinischen Beurteilung der myogenen
Autoreaktivitat und damit einer erhaltenen zerebrovaskuldren Autoregulation des CBF bei
kontinuierlicher Druckmessung sind gegeben durch die Erhebung des transkraniellen Doppler mean
flow index (Mx) sowie durch die Erhebung des pressure reactivity index (PRx), welcher bei Division
von MAP durch ICP entsteht. Einschrankungen in diesen beiden Indizes sprechen fir eine geschadigte
zerebrovaskuldre Autoregulation und gehen mit einer schlechten Prognose bei SHT einher [20, 22,
23].

Ein weiterer Kompensationsmechanismus bei erniedrigtem CBF ist die Fahigkeit des Hirngewebes zur
Erhéhung der zerebralen Sauerstoffextraktion, welche in begrenztem Malk mdglich ist. Bei
Uberschreiten dieser Kompensationsmdglichkeiten folgt eine zerebrale Minderperfusion mit
klinischen Zeichen zerebraler Hypoxie wie Schwindel und Benommenheit bis hin zu den klinischen

Folgen manifester zerebraler Ischdmie [19].

Ein Problem nach SHT st die teilweise Aufhebung dieser physiologischen Autoregulations- und
Kompensationsmdglichkeiten des Hirngewebes durch Stérungen der Homdostase sowie der
zerebrovaskuldren Autoregulation [6, 20, 23, 24] mit nachfolgend starker Abhéangigkeit der
Hirnperfusion vom systemischen Blutdruck, weshalb bei diesen Patienten ein CPP von 60mmHg nicht
unterschritten werden sollte, um eine adaquate Hirnperfusion zu gewahrleisten [1, 14, 25-27]. So sind
sowohl ein isolierter Anstieg des ICP (>20mmHg) als auch ein verminderter CPP (<60mmHgQ)
unabhéngige Pradiktoren fur eine schlechte Prognose bei SHT [1, 11, 13, 14]. Der ideale
anzustrebende Wert des CPP nach SHT ist von Patient zu Patient individuell und Gegenstand aktueller
Forschung [20, 22, 23, 28].
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3.3.3 Entstehung des posttraumatischen Hirnédems

Das posttraumatische Hirnddem umfasst mehrere Entitdten, welche sich in ihrem
Entstehungsmechanismus unterscheiden und im Zuge des SHT meist kombiniert vorliegen. Dem SHT
folgt eine Ausschuttung multipler Mediatoren, welche durch Stérung der Blut-Hirn-Schranke und
zelluldre Schadigung die Ausbildung eines vasogenen und eines zytotoxischen Hirnédems bedingen.
Hierzu zahlen die Freisetzung exzitatorischer Aminoséuren wie Glutamat und ein Anstieg von Lactat,
H*-, K*-und Ca?*- lonen, NO und reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) [29, 30].

Das vasogene Hirnddem ist eine extrazellulare Wasseransammlung, welche durch Schéadigung der
Blut-Hirn-Schranke entsteht. Urséchlich fir diese Schrankenstérung ist die Zerstérung der an der
Schrankenbildung beteiligten zellularen Strukturen durch das mechanische Trauma einerseits und
durch die posttraumatische Akkumulation zellschadigender Mediatoren andererseits. Weiterhin
bedingt die auf die Verletzung des Hirngewebes folgende Immunreaktion eine Hyperpermeabilitat der
Blut-Hirn-Schranke. Durch die resultierende Schrankenstérung wird der Austritt eines proteinreichen
Extravasats begunstigt [9, 12, 29, 31, 32].

Die Ausbildung des zytotoxischen Hirnédems ist bedingt durch die auf das SHT folgende Stérung der
zelluldren Glukoseverwertung und somit der ATP-Produktion in Neuronen und Gliazellen. Durch
diesen zellularen Energiemangel und die daraus resultierende Dysfunktion der Natrium-Kalium-
ATPase folgt eine intrazellulare Akkumulation von Na'-lonen, welche zu osmotischem
Wassereinstrom und intrazellularer Odembildung fiihrt. Durch die im Verlauf des SHT haufigen
ischamischen Komplikationen werden diese Vorgange noch verstarkt. Das zytotoxische Hirntdem
bildet sich bereits frih im Krankheitsprozess nach SHT unabhangig von der Ausbildung einer Stérung

der Schadel-Hirn-Schranke aus und bleibt auch nach deren Restitution weiter bestehen [29, 33].

Dem Wasserkanal Aquaporin-4 (AQP4) scheint bei Entstehung und Abklingen des posttraumatischen
Hirnddems ein interessanter Effekt zuzukommen. Das Protein AQP4 ist ein im Nervengewebe
ubiquitdr exprimierter Wasserkanal, welcher vor Allem in den Astrozytenfortsdtzen um Kapillare
herum zu finden ist und den Ein- und Ausstrom von Flussigkeit im Hirnparenchym steuert. In einigen
Studien konnte eine erhéhte Expression von AQP4 im Hirnddem dargestellt werden [34], wéhrend
andere eine erniedrigte Expression zeigten [31, 35]. In Studien mit AQP4-defizienten Tieren konnte
AQP4 bei der Entstehung des zytotoxischen Hirnédems mit einem vermehrten intrazelluldren
Wassereinstrom in Zusammenhang gebracht werden. Beim vasogenen Hirnédem unterstitzt AQP4 die
extrazellulare Elimination des Wassers, wodurch seine Uberexpression eine Verringerung des

Hirnddems begtinstigt [36].

15



3.3.4 Inflammatorische Gewebeantwort nach Schadel-Hirn-Trauma

Auf die Gewebeschadigung wéhrend des SHT folgt, &hnlich wie in anderen Organsystemen auch, eine
inflammatorische Reaktion. Diese komplexe Reaktion, bestehend aus einer auf die oben beschriebene
Storung der Blut-Hirn-Schranke folgenden mannigfaltigen Interaktion verschiedener Zytokine und
Chemokine, fuhrt zu der Einwanderung peripherer Immunzellen ins Hirngewebe. Durch weitere
Expression verschiedener inflammatorischer Mediatoren wie TNFa, IL-4, IL-6 und ROS (Reaktive
Sauerstoffspezies) erfolgt die weitere Aktivierung der Immuneffektorzellen Astrozyten und Gliazellen
im Hirngewebe. Folge dieser Immunprozesse sind Zellregeneration einerseits und Zelluntergang
andererseits. So finden sich neuronale und gliale Inflammation, Nekrose und Apoptose auch in weit

von der traumatisierten Stelle entfernten Hirnregionen [37-39].

Als reaktive Gliose wird die immunmodulierte Aktivierung von Astrozyten und Gliazellen, den
Immuneffektorzellen des ZNS, bezeichnet. Dieser reaktiven Gliose kommt in der sekundéren
Schadigung nach SHT eine ambivalente Rolle zu. Die aktivierten Gliazellen tragen einerseits durch
phagozytotische Aktivitat im geschédigten Gewebe zur Defektheilung bei. Durch inflammatorische
Uberregulation entfalten die aktivierten Immuneffektorzellen andererseits auch eine neurotoxische
Wirkung, indem sie durch weitere Ausschiittung von Entziindungsmediatoren zur Aufrechterhaltung
der Neuroinflammation beitragen, ROS sezernieren und dadurch zur weiteren Zerstdrung bereits
geschadigter oder auch gesunder Neurone beitragen [40-42]. Aktivierte Astrozyten exprimieren saures
Gliafaserprotein (GFAP) und transformieren in eine améboide Form, woran sie im Gewebe erkannt

werden kénnen [40].

3.3.5 Zelltodmechanismen nach Schadel-Hirn-Trauma

Direkte Zellschadigung und Neuroinflammation nach SHT filhren zu Zelluntergang im geschadigten
Hirngewebe. Dieser Zelluntergang erfolgt in den zwei unterschiedlichen Zelltodmechanismen Nekrose
und Apoptose. Verschiedene Studien filhren den iberwiegenden Anteil des Zelluntergangs nach SHT
auf Nekrose zuriick [12, 43]. Nekrotischer und apoptotischer Zelluntergang findet sich nach SHT in
einem gemischt fokal-diffusen Verteilungsmuster im direkten Umfeld und auch in tieferen

Hirnregionen ipsi- und kontralateral des Traumas [43-45].

Als Apoptose bezeichnet man den Vorgang des programmierten Zelltods. Dem Mechanismus der
Apoptose liegen verschiedene pathophysiologische Mechanismen zugrunde. Detektierbar sind
apoptotische Zellen unter anderem durch typische DNA-Strangbriiche, darstellbar durch vermehrte
TUNEL-Expression [46] und typische zellmorphologische Verdnderungen. Ein pathophysiologischer
Mechanismus, welcher zu apoptotischem neuronalem wund glialem Zelltod fihrt, ist ein

posttraumatischer oder postischamischer zelluldarer Ca?-Influx, welcher zu intrazellularer Aktivierung

16



neuronaler Caspasen und der Protease Calpain und in Folge zur Aktivierung proteolytischer Enzyme
fihrt [12, 47, 48]. Auch spielen MAPK-Signalwege, die Expression von Transkriptionsfaktoren wie
p53 und die Regulation durch Proteine der Bcl-2 Familie eine Rolle fur das Zustandekommen des
programmierten neuronalen Zelltods [12, 49, 50]. Proteine der Bcl-2 Familie sind gemischt pro- oder
antiapoptotisch wirksame Effektoren, welche posttraumatisch Uberexprimiert werden und
Regeneration und programmierten Zelltod regulieren. Bcl-2 wirkt antiapoptotisch, wahrend andere
Proteine derselben Familie, wie Bax und Bid, proapoptotisch wirken [12, 35, 51, 52]. Eine erhohte
Expression von Bcl-2 konnte in vorhergehenden Studien mit vermindertem kortikalem Zellverlust
korreliert werden [12, 53, 54].

3.4 Therapie des Schadel-Hirn-Traumas

Die durch das initiale SHT entstehende primdre Hirnschadigung ist keiner Therapie zuganglich.
Einzige mogliche MaRnahmen zur Verringerung des primdren Hirnschadens sind Verbesserungen in
der Prévention von Kopfverletzungen. Die Therapie des SHT hat zum Ziel, in die pathophysiologische
Kaskade der auf das initiale Trauma folgenden sekundaren Hirnschédigung einzugreifen.

3.4.1 Allgemeine konservative TherapiemaBhahmen

Patienten mit schwerem SHT (GCS < 8) sollten aufgrund fehlender Schutzreflexe moglichst schon am
Unfallort schutzintubiert und beatmet werden. Eine Uberwachung des Blutdrucks und der
Sauerstoffsattigung sollten sofort erfolgen, wobei wegen des zu erwartenden hohen ICP eher hohe als
tiefe Werte des MAP angestrebt werden sollten. Ein Abfall des MAP und/oder der Sauerstoffsattigung
sind prognostisch unglinstig, die Zielwerte des systolischen Blutdrucks von >90mmHg und der
Sauerstoffsattigung >90% sollten nicht unterschritten werden [1, 11, 26, 55]. Eine Indikation zur
kontinuierlichen Messung des ICP ist nach den aktuellen Leitlinien der Brain Trauma Foundation
(2016) bei schwerem SHT (GCS < 8) nach Erhebung von Pathologien in der zerebralen Bildgebung
oder bei schwerem SHT (GCS < 8) ohne pathologische Bildgebung bei Vorliegen eines initialen
systolischen Blutdrucks von <90mmHg, bilateraler Streckkrampfe oder bei einem Patientenalter >40
Jahren gegeben [25]. Als Goldstandard hierbei gilt die kontinuierliche Messung des ICP (ber eine
externe Ventrikeldrainage, was im Gegensatz zu einer intraparenchymatdsen ICP-Messung den Vorteil
der Moglichkeit einer sofortigen Entlastung durch Ablassen von Liquor cerebrospinalis ermdglicht [1,
11, 14, 26, 55]. In ihren aktuellen Leitlinien (2016) empfiehlt die Brain Trauma Foundation die

Therapie eines erhéhten ICP ab einem Wert von > 22 mmHg [56].
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3.4.2 Therapie des erhdhten intrakraniellen Drucks

Zur Senkung eines erhdhten ICP nach SHT werden konservative Methoden wie die Hochlagerung des
Oberkdrpers um 30° und eine osmotische Therapie mit Mannitol oder hyperosmolarer Kochsalzlésung
angewandt, um das posttraumatische Hirnédem zu vermindern [26]. Die langfristige Therapie mit
Osmodiuretika bei nicht kritisch erhdhtem ICP ist jedoch durch unerwiinschte Nebenwirkungen, wie
erhdhter Thrombogenitat und dem Vorkommen reaktiver Vasodilatation, nicht empfohlen [14]. Bei
refraktdr erhohtem ICP trotz der erwédhnten MaRnahmen sollte zu eskalierenden konservativen
Therapieoptionen gegriffen werden. So kann eine temporare Hyperventilation zur Anwendung
kommen, um den CBF zu reduzieren und damit den ICP zu senken. Eine langfristige oder gar
praventive Hyperventilation wird aufgrund der Gefahr einer Induktion von Ischdmien durch die CBF —
Reduktion nicht mehr empfohlen [14]. Alternativ ist es moglich, Patienten mit refraktarer, nicht anders
zu behebender ICP-Krise unter kontinuierlicher EEG-Kontrolle in ein Barbituratkoma zu versetzen,
um den zerebralen Sauerstoffbedarf zu reduzieren [14, 26]. Die Anwendung von Glukokortikoiden zur
Senkung eines erhéhten ICP ist nach SHT zu jeder Zeit kontraindiziert, da sie in verschiedenen
Studien mit einer signifikant erhéhten 14-Tages Letalitat einhergeht [26, 56, 57].

3.4.3 Dekompressive Kraniektomie

Bei konservativ nicht zu kontrollierendem ICP-Anstieg bietet die operative Therapie des SHT die
Maoglichkeit der Durchfuhrung einer dekompressiven Kraniektomie mit Duraerweiterungsplastik
(DC). Diese Prozedur fiihrt durch Entfernen eines grofen Knochenstiicks zur Unterbrechung der
Kontinuitat der Schédeldecke und zieht so eine Druckentlastung des Hirngewebes nach sich, welches
sich fortan (ber die anatomischen Grenzen hinweg ausdehnen kann [1, 11, 26, 56]. Etablierte
Methoden zur Durchfiihrung einer dekompressiven Kraniektomie sind die bifrontale dekompressive

Kraniektomie sowie die temporoparietale Hemikraniektomie [56, 58].

Unumstritten fuhrt die Durchfihrung einer dekompressiven Kraniektomie nach SHT zu einer
effektiven Senkung des ICP [59, 60]. Der Nutzen dieser Therapiemdglichkeit tiber die ICP-Senkung
hinaus ist in der Literatur jedoch umstritten. So konnte nach (berwiegend positiven Ergebnissen
experimenteller und kleinerer klinischer Studien beziiglich der Anwendung der DC nach SHT [61-69]
in einer groRen randomisierten Studie von Cooper et al. (DECRA-Studie, 2011) weder eine
verminderte Mortalitit noch eine Verbesserung der neurologischen Funktion durch die Durchfiihrung
der DC nach SHT im Gegensatz zur konservativen Therapie dargestellt werden [60]. Die langfristige
neurologische Funktion zeigte sich im Gegenteil in der operativen Gruppe verschlechtert. Eine neuere
randomisierte klinische Studie von Hutchinson et al. (RESCUEicp, 2016) konnte im Gegensatz dazu
eine deutliche Mortalitatsreduktion durch die Durchfiuhrung einer DC nach SHT aufweisen [59].

Einher ging dies mit einem erh6hten Vorkommen von vegetativem Status und schwerer Behinderung
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in der operativen Gruppe. Das Vorkommen leichter Behinderung und vollstandiger Erholung

unterschied sich in den Gruppen jedoch nicht.

In ihren aktuellen Leitlinien (2016) empfiehlt die Brain Trauma Foundation die Durchfuhrung einer
dekompressiven Kraniektomie zur Senkung eines trotz maximaler konservativer Therapie refraktar

erhéhten ICP von > 20 mmHg uber 15 Minuten innerhalb einer Stunde [56].

3.4.4 Therapeutische Hypothermie

Hypothermie wird ein ausgepragter neuroprotektiver Effekt nachgesagt. Hypothermie senkt einen
erhdhten ICP [70-73], reduziert zerebralen Metabolismus und Sauerstoffbedarf [74-76] und sorgt
durch eine Reduktion von Stérungen der Blut-Hirn-Schranke fiir eine verminderte Hirnddembildung
[77]. Auch vermindert Hypothermie die neuroinflammatorische Gewebeantwort [71, 78, 79], reduziert

Neuronenverlust und hemmt Apoptose [80-85].

Der Nutzen der Anwendung therapeutischer Hypothermie nach SHT ist in der Literatur aktuell
umstritten. Nachdem verschiedene experimentelle und kleinere klinische Studien zur Anwendung
systemischer Hypothermie nach SHT einen neuroprotektiven und mortalititsreduzierenden Effekt
darstellen konnten [86-92], gelang dieser Nachweis in multizentrischen randomisierten klinischen
Studien nicht [70, 72, 93]. Aufgrund der Studienlage empfiehlt die Brain Trauma Foundation (2016)
die Anwendung systemischer Hypothermie nach SHT aktuell nicht [25].
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4. Eigene Fragestellung

Die vorliegende Arbeit soll die Auswirkungen einer dekompressiven temporoparietalen
Hemikraniektomie allein und in Kombination mit der Anwendung therapeutischer fokaler
Hypothermie auf die neurologische Langzeitfunktion in einem Mausmodell des geschlossenen

Schadel-Hirn-Traumas evaluieren.

Teil Eins unserer Fragestellung beinhaltet, inwiefern die Durchfuhrung einer dekompressiven

Hemikraniektomie nach Schéadel-Hirn-Trauma die neurologische Langzeitfunktion beeinflusst.

In Teil Zwei unserer Fragestellung interessiert, ob die zusatzliche Anwendung therapeutischer fokaler
Hypothermie nach operativer Dekompression in einem kombinierten Therapieverfahren durch die
Entfaltung neuroprotektiver Effekte zu einer Verbesserung der neurologischen Langzeitfunktion im

Vergleich zur alleinigen Durchflihrung der operativen Dekompression flhrt.

Daran anschlieBend folgt eine Betrachtung der Auswirkungen dieser Therapieoptionen auf die
Ausbildung von strukturellem Hirnschaden, Neuronenverlust, Hirnédem, Neuroinflammation und

Apoptose in einer histologischen und immunhistochemischen Aufarbeitung.

Hierbei soll der Einfluss dekompressiver Kraniektomie und kombiniert applizierter therapeutischer
fokaler Hypothermie auf die Ausbildung dieser pathophysiologischen Folgen des Schéadel-Hirn-

Traumas evaluiert werden.
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5. Material und Methoden

5.1 Versuchstiere

Die Versuche wurden durchgefiihrt an mannlichen Wildtyp CD-1 Méusen der Zlchtung Charles River

im Alter zwischen sechs bis acht Wochen und mit einem mittleren Gewicht von 37,5g.

Fir die Zeit der laufenden Versuche wurden die Tiere im Tierstall des Instituts fir Experimentelle
Chirurgie der Universitat des Saarlands unter tierdrztlicher Leitung versorgt. Alle an den Tieren
durchgefuhrten Prozeduren wurden zu Beginn durch eine Ethikkommission bewilligt
(Tierversuchsantrag 17/2013). Die Handhabung der Tiere durch die an der Versuchsdurchfiihrung
beteiligten Personen wurde durch die Tierschutzbeauftragte der Universitit des Saarlands kontrolliert
und die selbststandige Handhabung der Versuchstiere durch die Autorin dieser Arbeit durch die
Ausstellung einer Sondergenehmigung autorisiert. Zur Versuchsdurchfiihrung wurden die Tiere in
flinf Versuchsgruppen randomisiert (Tab. 2). Die angestrebte Gruppengréfie lag bei acht Giberlebenden
Tieren pro Gruppe.

Folgende funf Gruppen wurden Uber einen Zeitraum von 28 Tagen postoperativ beobachtet:

Versuchsgruppe Kirzel | Erklarung

Sham NNN | Sham-Gruppe nur mit Hautschnitt, ohne Trauma
oder Therapie

Trauma TNN | Kontrollgruppe mit Trauma ohne Therapie

Kraniektomie NCN | Kontrollgruppe mit Kraniektomie ohne Trauma

Kraniektomie + Trauma TCN | Therapiegruppe mit Trauma und Kraniektomie

Kraniektomie + Trauma + Hypothermie | TCH | Therapiegruppe mit Trauma, Kraniektomie und
fokaler Hypothermie

Tabelle 2: Ubersicht {iber die Versuchsgruppen
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5.2 Operativer Versuchsabschnitt
5.2.1 Versuchsvorbereitung und Markierung des Trauma-Areals

Zu Beginn des Versuches wurde mit einer Waage (Siena Plus, Soehnle) das Ausgangsgewicht des
Versuchstiers erfasst. Anschlielend wurde unter einem Trichter die Narkose eingeleitet. Dazu wurde
das Tier mit einem Gasgemisch aus 3 Vol-% Isofluran (Baxter) und 1 Liter Sauerstoff beatmet. Nach
Eintreten der Bewusstlosigkeit und Prufung einer ausreichenden Sedierungstiefe anhand ausgefallener
Schmerzempfindlichkeit wurde das Tier auf dem Operationstisch in einem stereotaktischen Rahmen
im Meatus acusticus externus fixiert und die Inhalationsnarkose Uber eine Maske aufrechterhalten.
Waéhrend der Operation wurde die Narkosetiefe individuell an die jeweiligen Bediirfnisse des Tieres
zwischen 1,5 und 2,5 Vol-% Isofluran bei 0,5 bis 1 Liter Sauerstofffluss angepasst. Zum Schutz vor
Austrocknung wurden die Corneae mit einer anfeuchtenden Salbe (Bepanthen, Bayer AG) bedeckt.
Das Versuchstier wurde wahrend der Operation auf einer mit einer rektal eingefiihrten
Temperatursonde gekoppelten Heizplatte platziert (TCAT - 2LV, Phystemp Instruments Inc.). Eine

physiologische Kdrperkerntemperatur von 37°C wurde angestrebt.

Die folgenden Operationsschritte wurden in mikrochirurgischer Technik unter der VergréRerung eines
Operationsmikroskops (SuperLux 300, Zeiss) durchgefihrt.

Nach Uberpriifen einer ausreichenden Narkosetiefe durch  Nachweis eines negativen
Zwischenzehenreflexes erfolgte anschliefend an die Hautdesinfektion (Octenisept, Schiilke) ein
medianer Hautschnitt mittels Skalpell, von frontal auf Augenhohe bis kaudal zum Ansatz der
Nackenmuskulatur reichend. Die Schédelkalotte wurde durch vorsichtiges Abtragen der Galea mittels
scharfem Loffel freigelegt und mit einem wasserfesten Stift die gewiinschte Lokalisation des Traumas

1mm links der Sutura sagittalis und 2mm okzipital des Bregmas markiert (Abb. 1 a+b).

:

R i

oy »

a \w‘ﬂ e

Abb. 1 a+b: Traumalokalisation in situ und im Schadelmodell: Markierung der gewiinschten Traumastelle 1 mm

lateral der Sutura sagittalis und 2 mm okzipital des Bregmas im Operationssitus (a) und im Schadelmodell einer
Maus (b).
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5.2.2 Applikation des Traumas

Nach erneutem Uberpriifen einer ausreichenden Narkosetiefe erfolgte in den entsprechenden Gruppen
(TNN, TCN, TCH) die Applikation des Traumas. Fir das Zuftigen eines geschlossenen Schéadel-Hirn-
Traumas wurde die etablierte Methode des ,,weight drop impact™ nach Chen et al. verwendet (Abb. 2)
[94, 95]. Hierzu wurde das Versuchstier so in die Apparatur eingespannt, dass ein definiertes Gewicht
von 75¢g aus der definierten Hohe von 30cm im freien Fall auf die markierte Lokalisation des
Kraniums einwirken konnte [96, 97]. AnschlieBend wurde das Tier unter fortlaufender Narkose wieder
in den stereotaktischen Rahmen eingespannt.

In Vergleichsgruppen ohne Trauma (NNN, NCN) wurde ein sogenanntes Pseudotrauma ausgefihrt.
Hierfir wurde das Versuchstier aus dem stereotaktischen Rahmen entfernt, in das Gerat zur
Applikation eingefiihrt und anschlieBend ohne dessen Ausfiihrung zurtick in den stereotaktischen

Rahmen eingespannt.

Als weiterer Operationsschritt wurde nach punktférmiger Inzision der Haut medial des rechten Ohres
mittels Skalpell eine zweite Temperatursonde (ET 1, Erbe Medizintechnik Tibingen) im rechten M.
Temporalis angebracht, um mdglichst genau die kraniale Temperatur des Tieres zu erfassen. Auch hier
wurde eine physiologische Temperatur von 37°C angestrebt. Zum Schutz vor Unterkiihlung durch den
offenen Schadel wurde eine Infrarotlampe (25W, Philips) verwendet. Das Verstreichen einer Stunde
nach der Applikation des Traumas wurde abgewartet, bevor weitere Schritte im Versuchsablauf
folgten. Wahrend der gesamten Operationsdauer wurde die Temperatur tber die eingefiihrten Sonden

kontinuierlich gemessen und viertelstiindlich notiert.

Abb. 2: Traumamodell nach Chen et al.
F [94]: Auf einer stabilen Bodenplatte aus
Aluminium (A), auf der das Versuchstier
fixiert wird, ist eine aus Kunststoff
bestehende Auflageflache fur den Kopf
des Tieres (B) angebracht. Durch eine mit
cm-Angaben beschrifteten Plexiglasrohre
(C) wird ein definiertes Gewicht von 75 g
A (E) aus der definierten Hohe von 30 cm
fallen gelassen. Das an einer Schnur mit
dem Ausldsemechanismus (F) verbundene
Gewicht trifft beim Fall auf den frei
beweglichen Metallkonus (D), der dem
Kranium des Tieres direkt aufliegt.
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5.2.3 Dekompressive Kraniektomie

Nach Verstreichen der ersten Operationsstunde wurde in den entsprechenden Gruppen (NCN, TCN,
TCH) eine dekompressive temporoparietale Hemikraniektomie durchgefiihrt, deren Dauer zwischen
45 und 60 Minuten betrug. Hierzu wurden Os temporale und Os parietale (iber der Traumastelle mit
einem im Durchmesser 1,5mm messenden Diamantbohrer erdffnet. Das so entstandene Knochenstiick
mit einer Grofke von etwa 5mm x 7mm wurde anschlieRend entfernt und die Dura mater mittels
Skalpell eroffnet (Abb. 3).

In Vergleichsgruppen, fir die diese Prozedur nicht vorgesehen war (NNN, TNN), wurde das
Verstreichen einer weiteren Stunde abgewartet, bevor der nichste Operationsschritt folgte.

Nach Ablauf der zweiten Operationsstunde wurde der Hautschnitt durch mehrere Einzelknopfnéhte
(Premilene 6-0, B. Braun) verschlossen. Im Anschluss erfolgte die intraperitoneale Applikation von
auf die Korpertemperatur des Tieres erwarmter 0,9% Kochsalzlésung (B. Braun) in der Dosierung

0,2ml/g Korpergewicht.

Abb. 3: Schadelmodell einer Maus: Darstellung der im Versuch
durchgefiihrten dekompressiven Hemikraniektomie.

5.2.4 Applikation fokaler Hypothermie

In der Hypothermie-Gruppe (TCH) folgte auf die dekompressive Hemikraniektomie und den
Hautverschluss die einstindige Applikation therapeutischer fokaler Hypothermie Uber der
Lokalisation des Traumas. Hierzu wurde eine Kuhlsonde (Erbokryo AE, Erbe Medizintechnik
Tibingen) mit einem Durchmesser von 3mm auf die betreffende Stelle aufgelegt und fixiert. Die
Kihlsonde wurde auf eine Temperatur von 0-4°C eingestellt und so eine Kopftemperatur (gemessen
tber die Temperatursonde im M. temporalis ipsilateral) von 32°C angestrebt. Die Infrarotlampe wurde
wahrend dieses VVorgangs abgestellt. Die fokale Kiihlung wurde fur die Dauer der letzten Stunde der

Operation aufrechterhalten.
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5.2.5 Narkoseausleitung

Nach Ablauf der dritten Stunde und Entfernung der Temperatursonden wurde das Versuchstier unter
Zufuhr von 1 Liter Sauerstoff aufgeweckt. Sobald die Narkose nachliel?, wurde das Tier in seinen zum
Schutz der Wunde mit Zellstoff ausgelegten Kafig gesetzt und bis zur ersten postoperativen
Nahrungsaufnahme tiberwacht. Wahrend dieser Uberwachung diente eine weitere Infrarotlampe (25W,
Philips) der passiven Erwdrmung des Tieres. AnschlieBend wurde das Tier zur Pflege in den Tierstall
zuriickgebracht.

5.3 Gewichtsdokumentationen

Sowohl vor der Operation als auch an den postoperativen Uberwachungstagen 1, 3, 7, 14 und 28

wurde zur Verlaufsbeurteilung das Gewicht der Versuchstiere bestimmt. (Waage Siena Plus, Soehnle)

5.4 Neurologische Statuserhebungen

Zur Beurteilung der neurologischen Beeintrachtigung postoperativ und deren Erholung im Verlauf
wurden die Versuchstiere jeweils nach 24 und 48 Stunden sowie an den nachfolgenden Tagen 7, 14
und 28 neurologischen Untersuchungen unterzogen. Bei der Erhebung aller Scores erfolgte zwischen

jeder Aktion je eine Erholungspause von 60 Sekunden.

Die durchgefiihrten neurologischen Tests, der Neurological Severity Score (NSS) und der Beam
Balance Score (BBS), sind angelehnt an die neurologische Statuserhebung nach Chen et al. und haben

sich bereits in Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe bewahrt [97, 98].

5.4.1 Neurological Severity Score (NSS)

Zur Erhebung des NSS musste das Versuchstier einen Parcours bewaltigen. Jede nicht befriedigend
ausgefiihrte Aktion zog die Erteilung eines Strafpunktes nach sich. So ist das bestmdglichste zu
erzielende Ergebnis des NSS ein Score von 0 und das schlechtmdglichste zu erzielende Ergebnis ein

Score von 10 Strafpunkten.

Den ersten Teil dieser Untersuchung absolvierte das Versuchstier in einem runden Behéltnis, welches
eine kleine Offnung enthielt, durch welche es innerhalb von 60 Sekunden den Ausgang finden sollte.
Beurteilt wurden das Suchverhalten, die Fahigkeit zum Geradeauslaufen und eventuell vorhandene
Paresen. Das VVorhandensein einer intakten Schreckreaktion wurde durch lautes in die H&nde klatschen
evaluiert (Tab. 3, Abb. 4a).
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Ausgang finden Gekonnt=0 Nicht gekonnt = 1
Paresen Nicht vorhanden = 0 Vorhanden = 1
Auf Linie laufen Gekonnt =0 Nicht gekonnt =1
Schreckreaktion Vorhanden = 0 Nicht vorhanden = 1
Suchverhalten Vorhanden = 0 Nicht vorhanden = 1

Tabelle 3: Erhebung des NSS, Teil 1

Im zweiten Teil der Erhebung des NSS wurde die Féhigkeit des Balancierens auf einem runden sowie
einem kantigen Stab beurteilt, was jeweils fur 60 Sekunden geschafft werden sollte. Des Weiteren galt
es, Uber hélzerne Balken verschiedener Breite zu balancieren (Tab. 4, Abb. 4b+c).

Balancieren runder Stab Gekonnt=0 Nicht gekonnt = 1
Balancieren kantiger Stab Gekonnt=0 Nicht gekonnt = 1
Balancieren Balken 3cm Gekonnt =0 Nicht gekonnt = 1
Balancieren Balken 2cm Gekonnt =0 Nicht gekonnt = 1
Balancieren Balken 1cm Gekonnt =0 Nicht gekonnt = 1

Tabelle 4: Erhebung des NSS, Teil 2

Abb. 4 Erhebung des NSS: Suche nach dem Ausgang (a), Balancieren auf kantigem Stab (b) und Balancieren
auf holzernem Balken (c).

5.4.2 Beam Balance Score (BB-Score)

Zur Erhebung des BB-Score musste das Versuchstier fir maximal 60 Sekunden auf einem runden Stab
balancieren. Fir Schwdachen im Akt des Balancierens wurden Strafpunkte verteilt (Tab. 5). Dieser
Vorgang wurde mit einer jeweiligen Ruhepause von 60 Sekunden dreimal wiederholt und die jeweils

erhobenen Strafpunkte wurden zur Erhebung des Gesamt-Scores gemittelt.
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Aktion Strafpunkte

Sofortiges Hinunterfallen 5

Nur kurzes Festhalten mit VVorderpfoten

Héngen unterhalb des Balkens

Zeitweises Balancieren auf Balken

= N W D

Dauerhaftes Balancieren auf Balken

Tabelle 5: Erhebung des Beam Balance Scores

5.4.3 Beam Balance Time (BB-Time)

Zuletzt wurde im Zuge der oben beschriebenen Erhebung des BB-Score die summierte Balancierzeit
der Versuchstiere bestimmt. So betrugen die maximal zu erzielende BB-Time 180 und die minimal zu

erzielende BB-Time 0 Sekunden.

5.5 Euthanasie der Versuchstiere
5.5.1 Intrakardiale Formaldehydperfusion

Nach Erfassung des aktuellen Kérpergewichts und Narkotisierung mittels Isofluran (Baxter) wurde
gewichtsadaptiert eine letale Dosis (0,2ml/10g Kérpergewicht) der Medikamente Ketamin (Ketavet,
Zoetis) und Xylazin (Rompun, Bayer) in einem Mischungsverhéaltnis von 1ml Ketamin und 0,5ml
Xylazin mit 10ml 0,9% NaCl (Mischung T61) intraperitoneal appliziert. Nach der Bestatigung einer
adéquaten Sedierungstiefe durch fehlende Schmerzreaktion wurde das Tier in Riickenlage fixiert und
der Brustkorb Uber eine mediane Sternotomie ertffnet. Am freigelegten noch schlagenden Herzen
wurde das rechte Atrium erdffnet und zeitgleich isotone NaCl-Ldsung in den linken Ventrikel injiziert.
Nach so erfolgtem Entbluten wurde nachfolgend fur zwei Minuten 4% Formaldehyd-L&sung (Roth) in

den linken Ventrikel injiziert.

5.5.2 Préparation des Gehirns

Im direkten Anschluss an die Euthanasie des Versuchstieres wurde der Schadel erdffnet, das Gehirn
prapariert und fur die nachfolgende histologische Aufbereitung in 4% Formaldehyd-L&dsung

aufbewahrt.
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5.6 Histologische Aufbereitung
5.6.1 Anfertigung von Paraffinschnitten

Zur Histologischen Aufbereitung wurden die préparierten Gehirne der Versuchstiere im Rahmen einer
Standardprozedur zur histologischen Nachbereitung entwassert und in Paraffinblocke eingebettet

(Shandon Hypercenter XD, Histocenter 2).

Die anatomische Orientierung Uber die Praparate erfolgte anhand des Atlas ,,The Mouse Brain in
Stereotaxic Coordinates” [99] und Uber die Website ,,The Allen Mouse Brain Atlas“ [100] (Abb. 5).
AnschlieBend wurden mit einem Schlittenmikrotom (CUT 5062 SLEE medical) von jedem
Versuchstier in je drei Regionen auf Hohe des Hippocampus jeweils 10 koronare Serienschnitte in
einem Abstand von 5um angefertigt (Tab. 6). Die Schnitte wurden in einem erhitzten Wasserbad

aufgetragen und auf silanisierte Objekttrager aufgezogen.

Schnittserie 1 BREGMA - 0,64
Schnittserie 2 BREGMA - 1,34
Schnittserie 3 BREGMA - 1,94

Tabelle 6: Regionen der verschiedenen Schnittserien

Abb. 5: Anatomie des
mauslichen Gehirns,
Areal Hippocampus.
Graphik: Allen Mouse
Brain Atlas [100]

5.6.2 Histologische Standardfarbungen

An jedem Préparat wurden von je einem Paraffinschnitt pro Region die histologischen Standard-
Ubersichtsfarbungen Hamatoxylin-Eosin (HE) und Nissl durchgefiihrt.

Vor jeder histologischen Farbung wurden die Schnitte nach demselben Schema entparaffiniert und

rehydriert, um sie auf die nachfolgende Férbeprozedur vorzubereiten (Tab. 7).
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Arbeitsschritt Material Dauer [Minuten]

Erhitzen 60°C Warmeschrank 30
Eintauchen Xylol 15
Eintauchen Ethanol 100 % 10
Eintauchen Ethanol 96 % 5
Eintauchen Ethanol 70 % 5
Eintauchen Agua dest. 5

Tabelle 7: Arbeitsschritte Entparaffinieren und Rehydrieren

Nach Beendigung der Farbungen erfolgten die umgekehrte Dehydrierung der Schnitte und das

abschlieende Aufbringen eines Deckglases zur Mikroskopie (Tab. 8).

Arbeitsschritt Material Dauer [Minuten]
Eintauchen Ethanol 100% 6
Eintauchen Xylol 2
Eindecken Deckglas -

Tab. 8: Arbeitsschritte Dehydrieren und Eindecken

5.6.2.1 Farbungen mit Hamatoxylin-Eosin (HE)

Die HE-Farbung ist eine histologische Standard-Ubersichtsfarbung, im Zuge derer durch den
basischen Farbstoff Hadmatoxylin (Mayers Hamalaun, Carl Roth) Zellkerne blau und durch den sauren
Farbstoff Eosin (Eosin G, Carl Roth) Zytoplasma rot angefarbt wird. Diese Standardfarbung eignet
sich zur einfachen morphologischen Beurteilung der Praparate [101] (Tab. 9).

Arbeitsschritt Material Dauer [Minuten]
Eintauchen Mayers Hamalaun (Carl Roth) 15
Bldauen FlieRendes Leitungswasser 10
Eintauchen Agua dest. 2
Eintauchen Eosin-G (Carl Roth) 5

29




Eintauchen Agua dest. 2
Dehydrierung Ethanol (100 %) 6
Eintauchen Xylol 2
Eindecken Rothi Histokitt (Roth) -

Tabelle 9: Arbeitsschritte HE-Farbung

5.6.2.2 Nissl-Farbungen

Bei der Nissl-Farbung handelt es sich um eine neurohistologische Standardfarbemethode, im Zuge
derer durch basische Farbstoffe insbesondere die Perikarya von Neuronen deutlich dargestellt werden
kénnen [101, 102] (Tab. 10).

Arbeitsschritt Material Dauer [Minuten]
Eintauchen Kresylviolett (Merck) 10
Eintauchen Natrium-Acetat-Puffer 5
Eintauchen Isopropylalkohol 5
Eintauchen Agua dest. 2

Dehydrierung Ethanol (100 %) 6
Eintauchen Xylol 2
Eindecken Rothi Histokitt (Carl Roth) -

Tabelle 10: Arbeitsschritte Nissl-Farbung

5.6.3 Immunhistochemische Farbungen

5.6.3.1 Material Immunhistochemie (Tab. 11 - 13)

Antikorper Spezifitat Verdinnung Herkunft
Anti-Bcl-2 (N-19) Kaninchen 1:100 Santa Cruz Biotechnology (sc-492)
Anti-GFAP (H-80) Kaninchen 1:100 Abcam (ab-16997)
Anti-AQP4 Kaninchen 1:100 Santa Cruz Biotechnology (sc-20812)

Tabelle 11: Verwendete Primarantikoérper
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KIT Herkunft
Vectastain Elite ABC HRP Kit (Peroxidase Rabbit 1gG) Vector Laboratories (PK-6101)
Avidin / Biotin Blocking Kit Vector Laboratories (SP-2001)
Vector VIP Peroxidase (HRP) Substrate Kit Vector Laboratories (SK-4600)

Tabelle 12: Verwendete KITs

Ldsung pH Verdinnung und Zusatz
Tris-Puffer 75 -
Tris-Gebrauchsldsung 75 1:10 plus 15 g NaCl
Tris-Spullésung 7,5 Gebrauchslésung plus 1 ml Tween 20
Citratpuffer 6 -
Citratpuffer-Gebrauchslésung 6 1:10

Tabelle 13: Verwendete Lésungen

5.6.3.2 Indirekte Immunhistochemie nach der ABC-Methode (Avidin-Biotin-Peroxidase-
Complex)

Diese indirekte Antigennachweismethode z&hlt zu den Enzym-Immunglobulin-Komplex-Methoden,
welche im Gegensatz zu direkten oder anderen indirekten Nachweismethoden eine erhdhte Sensitivitét
besitzen. Grundlage dieser Nachweismethode ist die hohe Bindungsaffinitat des Glykoproteins Avidin

zum Vitamin Biotin.

Im Zuge dieser Farbemethode wird zundchst das darzustellende Antigen mittels entsprechender
Primérantikorper markiert. Ein Dbiotinylierter Sekund&rantikorper bindet spezifisch an diesen
Primarantikorper und dient als Bindestelle fur den nachfolgenden Avidin-Peroxidase-Komplex. Die
entstehende stabile Bindung wird durch Zugabe des Peroxidase-Substrates enzymhistochemisch
dargestellt [101-103].

Nach diesem Schema wurde mit den drei Primdrantikorpern jeweils ein ausgewahlter représentativer
Schnitt pro Versuchstier angefarbt. Im Anschluss an die immunhistochemische Farbung erfolgten die
einfache Kernfarbung mit Hamatoxylin, die anschlieRende Dehydrierung der Schnitte in 100%

Ethanol und schliel3lich das Aufbringen von Deckglésern zur abschlieBenden Mikroskopie.
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5.6.3.3 Darzustellende Zielstrukturen

Zur Darstellung des antiapoptotisch wirksamen Proteins Bcl-2 wahlten wir den polyklonalen
Antikorper Anti-Bcl-2 (N-19). Mithilfe des polyklonalen Antikérpers Anti-GFAP (H-80) werden
aktivierte Astrozyten spezifisch dargestellt, die das Protein GFAP auf ihren Zielfortsdtzen
exprimieren. Der Wasserkanal Aquaporin-4 wurde durch den Antikorper Anti-AQP4 spezifisch
dargestellt. (Rolle der darzustellenden Zielstrukturen beim SHT siehe Einleitung 1.3.2 Sekundare

Hirnschadigung)

5.6.3.4 Schema immunhistochemische Farbungen (Tab. 14)

Arbeitsschritt Material Dauer [Minuten]

Antigendemaskierung Citratpuffer-Gebrauchslésung 40
Spulen Tris-Spullésung 5

Blockierung endogene 99 ml Methanol, 1 ml H202 20

Peroxidaseaktivitét
Blockierung endogener Biotin- und Normalserum, Avidin / Biotin 30
Avidin-Bindungsstellen Blocking KIT
Auftragen der Primar-Antikorper Siehe Tabelle (Tabellen-Nr.) | Inkubation Uber Nacht

Spulen Tris-Spullésung 5

Auftragen biotinylierter Sekundér- Vectastain Elite ABC HRP Kit 60

Antikorper (Peroxidase Rabbit IgG)
Spulen Tris-Spullésung 10
Auftragen des ABC-Reagenz zur Vectastain Elite ABC HRP Kit 20
Komplexbildung (Peroxidase Rabbit IgG)
Spulen Tris-Spullésung 10
Hinzugabe des Peroxidase-Substrats Vector VIP Peroxidase (HRP) 20
Substrate Kit

Eintauchen Agua dest. 5
Kernfarbung Mayers Hamalaun (Carl Roth) 2

Blauen FlieRendes Leitungswasser 10
Dehydrierung Ethanol (100 %) 6
Eindecken Rothi-Histokitt (Carl Roth) -

Tab. 14: Schema immunhistochemische Farbungen nach der ABC-Methode
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5.6.4 Mikroskopie der Praparate

Die nach den oben aufgefiihrten Methoden angefarbten Paraffinschnitte wurden mit einem
Lichtmikroskop (BX-43, Olympus Life Science) mikroskopiert und mit dazugehoriger Kamera (XC-
30, Olympus Life Science) und Software (CellSens Dimension 1.9, Olympus Life Science) in den
VergroRerungen 4x, 10x und 20x fotografiert.

Um die fir uns interessanten hippocampalen Regionen CAl und CA3 aufzusuchen, orientierten wir
uns am Anatomieatlas ,,The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates* [99] sowie am Online Atlas
,Allen Mouse Brain Atlas“ [100] (Abb. 5). Zur Eingrenzung dieser Regionen und um eine maximale
Vergleichbarkeit zu erwirken, wurden die Bilder der 20x vergrdf3erten Schnitte anschlieBend mittels
Bildbearbeitungssoftware (Adobe Photoshop Elements 9) auf ein Rechteck mit einer definierten
Flache von 100 x 50pum zurechtgeschnitten.

5.6.5 Mikroskopische Auswertung der Praparate
5.6.5.1 Qualitative Auswertungen

In jeder Versuchsgruppe wurde von jedem Versuchstier jeweils ein Paraffinschnitt der Region
BREGMA - 1,34 in den beiden Standardfarbungen und auch in den drei immunhistochemischen
Farbungen in jeder VergroRerung qualitativ beurteilt. AnschlieRend wurden Vergleiche zwischen den

verschiedenen Gruppen angestelit.

5.6.5.2 Quantitative Auswertungen

Die 20x vergroferten und auf die fur die vorliegende Arbeit interessanten Areale CA1 und CA3
zugeschnittenen Bilder der Standardfarbung Nissl und der immunhistochemischen Farbungen Anti-
Bcl-2 und Anti-GFAP wurden softwareassistiert (ImageJ, Java) auf die Anzahl erhaltener neuronaler
Perikarya (Nissl), der Expression des Proteins Bcl-2 (Anti-Bcl-2) und der reaktiven
Astrozytenreaktion (Anti-GFAP) hin ausgezahlt.

Der Versuch einer Quantifizierung der Anfarbung des Zielantigens AQP4 erfolgte durch die Erhebung

eines Scores, der den Grad der Anférbung wiederzuspiegeln versucht (Tab. 15).
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Antreffen der angefarbten Struktur Punkte

Vereinzelt 1
Leicht vermehrt 2
Vermehrt 3
Stark vermehrt 4

Tabelle 15: Erhebung des Anfarbegrads von AQP4

5.7 Statistische Auswertungen

Alle statistischen Auswertungen erfolgten mit dem Programm Graphpad Prism (Version 7.03,
Windows). Zur Auswertung der numerischen Ergebnisse wurde one way ANOVA mit Bonferroni
multiple comparison test verwendet. Das Signifikanzniveau wurde auf p = 0,05 festgelegt, mit

statistisch hoher Signifikanz bei p < 0,01.
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6. Ergebnisse

6.1 Validierung der Versuchsmethodik

Um die Vergleichbarkeit der Ausgangsbedingungen in den einzelnen Gruppen zu beurteilen, wurden
bestimmte intraoperative Faktoren, wie das initiale Kdrpergewicht, die Zufuhr von Sauerstoff und des
Narkosegases Isofluran, sowie die Korper- und Kopftemperatur der Versuchstiere wahrend der
Operation erfasst und statistisch ausgewertet. (Siehe 3.2 Material und Methoden, Operativer
Versuchsabschnitt)

Die Versuchstiere hatten zum Operationszeitpunkt ein mittleres Gewicht von 38,6g + 5,79g. Zwischen
den einzelnen Gruppen gab es diesbeziglich keinen statistisch signifikanten Unterschied (p = 0,4704)
(Abb. 6).

60+
50+
40- T

30+

Gewicht [g]

20+

104

Abb. 6: Mittleres Kdrpergewicht in g zum
p =0,4704 Operationszeitpunkt

Die Zuteilung von Sauerstoff und des Narkosemittels Isofluran erfolgte individuell an den Bedarf des
jeweiligen Tieres angepasst. So wurde bei Tieren, deren Allgemeinzustand sich wahrend der Narkose
verschlechterte, die Zufuhr von Isofluran verringert und gleichzeitig die Zufuhr von Sauerstoff erhoht.
Die mittlere Zufuhr von Sauerstoff wéhrend der Operation lag bei 0,6 I/min £ 0,2 I/min und die des
Narkosemittels Isofluran bei 1,82 I/min £ 0,17 I/min. Im Vergleich der einzelnen Gruppen mit der
Kontrollgruppe NNN gab es beziiglich der Zuteilung beider Gase wahrend der Operation keinen

statistisch signifikanten Unterschied.
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Die rektal gemessene mittlere Korpertemperatur in allen Gruppen lag wéhrend der Operation bei
37,29°C % 0,33°C und die Uber die Temperatursonde im M. Temporalis festgestellte mittlere
Kopftemperatur bei 35,85°C + 1,2°C (Abb. 7 und 8).

Auch beziglich der mittleren Korpertemperatur wahrend der Operation gab es zwischen den einzelnen
Gruppen keinen statistisch signifikanten Unterschied. Die mittlere Kopftemperatur war in der
Hypothermie-Gruppe TCH jedoch hoch signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe NNN (TCH:
33,7°C £ 1,3°C, NNN: 35,7°C + 0,5°C, p < 0,0001), was die positive Validierung der angewandten
fokalen Hypothermie erlaubt (Abb. 8).

Um eine optimale Kiihlung bei der Anwendung der fokalen Hypothermie sicherzustellen, wurde ein
scharfer Gradient zwischen Korper- und Kopftemperatur angestrebt, der in der Gruppe TCH 3,6°C
(Korpertemperatur 37,3°C + 0,1°C, Kopftemperatur 33,7°C £ 1,3°C) betrug.
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6.2 Uberleben der Versuchstiere

Im Zuge der Uberwachung iber 28 Tage hinweg war je nach Versuchsgruppe zu verschiedenen
Zeitpunkten eine unterschiedlich hohe Sterblichkeit zu verzeichnen. Bei Ausflihrung des Traumas
waéhrend der Operation wurde bereits im Vorfeld eine 30-Prozentige Sterblichkeit kalkuliert.
Tatsachlich verstarben bei Versuchsdurchfihrung auch 29,6% aller Versuchstiere wéhrend oder direkt
im Anschluss an die Operation (im Folgenden primare Sterblichkeit). Bis zum Abschluss des

Beobachtungszeitraums verstarben weitere 23% (im Folgenden sekundére Sterblichkeit) (Tab. 16).

Gruppe Anzahl Tiere Anzahl nach OP Anzahl nach 28
Tagen
NNN 10 9 8
NCN 19 15 9
TNN 27 18 15
TCN 25 16 11
TCH 17 11 10

Tabelle 16: Versuchstieranzahl pro Gruppe nach 24 Stunden und nach 28 Tagen postoperativ

Die beste Aussicht, die Operation zu Uberleben, bestand in der Sham-Gruppe NNN mit einer primaren
Sterblichkeit von 10%. Die hochste primére Sterblichkeit bestand in der Therapiegruppe TCN mit
36%, gefolgt von der Therapiegruppe TCH mit 35,3%.

Im weiteren Verlauf verstarben mit weiteren 40% bis zum Ende der 28 Tage die meisten Versuchstiere
in der Vergleichsgruppe NCN, gefolgt von 32% in der Therapiegruppe TCN. Die niedrigste sekundéare
Sterblichkeit verzeichnete die Therapiegruppe TCH mit weiteren 10%, gefolgt von der Sham-Gruppe
NNN mit 12%.

6.3 Entwicklung des Kérpergewichts im Verlauf

Bei der Erfassung des Korpergewichts zu verschiedenen Zeitpunkten des Beobachtungszeitraums
wurde zundchst in allen Gruppen eine postoperative Gewichtsabnahme beobachtet. Diese war
abhéangig von der Versuchsgruppe von unterschiedlicher Ausprdgung, so am geringsten ausgepragt in
der Sham-Gruppe NNN und am starksten ausgepragt in den Gruppen NCN und TCH. Im Verlauf
nahmen alle Versuchstiere wieder an Gewicht zu, bis annahernd wieder das Ausgangsgewicht erreicht
wurde. Zu keinem Zeitpunkt ergab sich zwischen den einzelnen Gruppen eine statistisch signifikante
Gewichtsdifferenz (Abb. 9).
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Abb. 9: Anderungen des mittleren Korpergewichts in g im Verlauf des Beobachtungszeitraums
postoperativ

6.4 Ergebnisse der Neurologischen Untersuchungen

Die Ergebnisse der neurologischen Untersuchungen, welche bei jedem Versuchstier an den
postoperativen Tagen 1, 3, 7, 14 und 28 erhoben wurden, erlauben die Beurteilung der neurologischen
Beeintrachtigung nach Operation sowie der neurologischen Erholung im Verlauf des

Beobachtungszeitraums. (Siehe 3.4 Material und Methoden, Neurologische Statuserhebungen)

6.4.1 Neurological Severity Score (NSS)

Bei der ersten Erhebung des NSS 24 Stunden postoperativ erzielte die Sham- Gruppe NNN mit einem
Score von 1,19 * 0,75 das beste Ergebnis, gefolgt von der Vergleichsgruppe NCN mit einem Score
von 2,23 = 1,2 und der Trauma-Gruppe TNN mit einem Score von 2,88 = 2,4. Das schlechteste
Ergebnis erzielten die Therapiegruppen TCN und TCH mit einem jeweiligen Score von 4,64 + 2,4
(TCN) und 3,35 £ 2,4 (TCH).

Die Therapiegruppe TCN erzielte zu diesem Zeitpunkt im Gegensatz zur Sham-Gruppe NNN ein hoch
signifikant schlechteres Ergebnis (p = 0,0035). Auch im Vergleich zur Kontrollgruppe NCN war das
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Ergebnis signifikant schlechter. Bei zusatzlicher Anwendung von Hypothermie in der Gruppe TCH

war der Unterschied zu den Kontrollgruppen nicht mehr signifikant (p > 0,05).

Im Verlauf des Beobachtungszeitraums zeigten die Versuchstiere der Therapiegruppe TCN
durchgehend das schlechteste Ergebnis. Der Unterschied zwischen der Therapiegruppe TCN zur
Sham-Gruppe NNN war noch bis Tag 7 signifikant (p = 0,045), erst im weiteren Verlauf lieR sich kein
signifikanter Unterschied mehr zwischen beiden Gruppen nachweisen. Wie in (Abb. 10) dargestellt
verbesserte sich der NSS der Hypothermie-Gruppe TCH im Verlauf durchgehend, bis an Tag 28 mit
einem Score von 1,3 £ 1,1 der beste Wert aller Gruppen erreicht wurde (Tag 28 TCN: 2,78 + 1,8,
NNN: 2,05 + 1,3). Eine signifikante Verschlechterung des NSS im Gegensatz zur Sham-Gruppe NNN

war in der Hypothermie-Gruppe TCH zu keinem Zeitpunkt zu verzeichnen.

*%

= NNN
NCN
= TNN

— TCN
— TCH

NSS
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Abb. 10: NSS im Verlauf des Beobachtungszeitraums postoperativ. Man beachte die signifikante
Verschlechterung in TCN bis zum 7. Postoperativen Tag und die deutlich bessere Leistung in TCH
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6.4.2 Beam Balance Score (BB-Score)

Bei der Betrachtung des Beam Balance Score bei der ersten Erhebung 24 Stunden postoperativ erzielte
abermals die Sham-Gruppe NNN das beste neurologische Ergebnis mit einem Score von 1,25 £ 0,7,
hier gefolgt von der Trauma-Gruppe TNN (1,8 + 0,8) und der Kontrollgruppe NCN (1,95 + 0,8). Das
schlechteste Ergebnis erzielte die Therapiegruppe TCN mit einem Score von 2,53 + 1,0, gefolgt von
der Therapiegruppe TCH mit einem Score von 2,23 + 1,3.

Im Gegensatz zur Sham-Gruppe NNN erzielte die Therapiegruppe TCN in der Erhebung nach 24
Stunden ein signifikant schlechteres Ergebnis (p = 0,0141). Dieser Effekt wurde durch die
Kombination der Kraniektomie mit Hypothermie abgeschwacht, sodass das Ergebnis der
Therapiegruppe TCH im Vergleich zur Kontrollgruppe NNN erneut nicht signifikant ausfiel (p >
0,05).

Im Verlauf des Uberwachungszeitraums (Abb. 11) erzielten weiterhin die Versuchstiere der
Therapiegruppe TCN das schlechteste Ergebnis. Einzige Ausnahme hier war der Beobachtungstag 14,
an dem die Therapiegruppe TCH das schlechteste Ergebnis aufwies (1,33 £ 0,9). Das beste Ergebnis
des BB-Score wurde zu jedem Zeitpunkt des Untersuchungszeitraums in der Sham-Gruppe NNN
erzielt, gefolgt von der Trauma-Gruppe TNN und der Kontrollgruppe NCN. In allen Gruppen nahm
die mithilfe des BB — Score erhobene neurologische Beeintrachtigung mit der Zeit ab.

An den Tagen 1, 3 und 7 des Beobachtungszeitraums zeigte sich zwischen der Therapiegruppe TCN
und der Sham-Gruppe NNN ein statistisch signifikanter Unterschied (p = 0,0141 Tag 1 und p = 0,0272
Tag 7), der am Beobachtungstag 3 sogar hoch signifikant war (p = 0,0036). Zwischen der
Therapiegruppe TCH und der Sham-Gruppe NNN ergab sich wie bereits bei der Erhebung des NSS zu
keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied (p > 0,05).
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Abb. 11: BB-Score im Verlauf des Beobachtungszeitraums postoperativ. Man beachte die signifikante
Verschlechterung in TCN bis zum 7. Postoperativen Tag und die erneut deutlich bessere Leistung in TCH.

6.4.3 Beam Balance Time (BB-Time)

Bei der summierten Betrachtung der Balancierzeiten (BB-Time in Sekunden) der Versuchstiere zum
ersten Untersuchungszeitpunkt nach 24 Stunden wurde das beste Ergebnis in der Sham-Gruppe NNN
erzielt (105,6s + 58,4s), gefolgt von der Trauma-Gruppe TNN (73,9s + 56,7s) und der Therapiegruppe
TCH (64,2s £ 57,9s). Am schlechtesten schnitt die Therapiegruppe TCN ab (42,5s + 39,2s), gefolgt
von der Kontrollgruppe NCN (63s + 38,35).

In der Therapiegruppe TCN wurde im Vergleich zur Sham-Gruppe NNN ein statistisch signifikant
schlechteres Ergebnis erzielt (p < 0,05 nach Bonferroni-Korrektur). Dieser Effekt war erneut nicht zu

beobachten bei der zusétzlichen Therapie mit Hypothermie (TCH).

Im Verlauf Giber 28 Tage (Abb. 12) wurde in der Sham-Gruppe NNN an den Beobachtungstagen 1 und
3 das beste Ergebnis erzielt, bis sie ab Tag 7 von der Trauma-Gruppe TNN ubertroffen wurde (TNN
mit 116,3s £ 60,4s gegentber NNN mit 93,5s £ 72,1s an Tag 7). Das schlechteste Ergebnis wurde
durchgehend in der Therapiegruppe TCN erzielt, gefolgt bis Tag 14 von der Therapiegruppe TCH, die
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an Tag 28 jedoch ein deutlich besseres Ergebnis erzielt und zu diesem Zeitpunkt das zweitbeste

Ergebnis zeigt.

Wieder ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Therapiegruppe TCN im Vergleich zur
Sham-Gruppe NNN an den Beobachtungstagen 1 und 3 (p = 0,0318 Tag 3). Zu keinem Zeitpunkt war
ein signifikanter Unterschied zwischen der Therapiegruppe TCH und der Sham-Gruppe NNN

nachweisbar.

180+
* " — NNN
1501 . " — NCN
-/ ‘ ' -~ — TN
— TCN
— TCH

BB - Time [s]

1 3 7 14 28

Zeitraum [d]

Abb. 12: BB -Time in Sekunden im Verlauf des Beobachtungszeitraums postoperativ. Man beachte die
signifikante Verschlechterung in TCN bis zum 3. Postoperativen Tag und wiederum die deutlich bessere

Leistung in TCH.
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6.5. Mikroskopische Auswertung der histologischen Préparate
6.5.1 Qualitative Beurteilung anhand der Standardfarbungen

Um eine Vergleichbarkeit der Morphologie in den einzelnen Gruppen zu gewinnen, wurden die nach
den histologischen Standardfarbungen HE und Nissl gefarbten Préparate von allen Versuchstieren der
funf Versuchsgruppen auf ihre qualitativen Merkmale hin beurteilt. Anschliefend wurde diesbezuglich

zwischen den einzelnen Gruppen verglichen.

In den Exemplarischen HE Aufnahmen eines Tieres der Sham-Gruppe NNN (Abb. 13) ipsilateral des
in anderen Gruppen erfolgten Traumas ist in der Ubersichtsaufnahme (Abb. 13.a) die intakte Struktur

des Gehirns zu erkennen. In (Abb. 13.b) zeigt sich eine physiologisch hohe kortikale Zellkerndichte

und auch die hippocampale Region CA3 (Abb. 13.c) prasentiert sich intakt und mit hoher
Zellkerndichte.

Abb. 13: HE Préparate NNN: Ubersicht (a), Kortex (b) und CA3 (c) ipsilateral

Bei der Betrachtung des Kortex und der Hippocampusformation bei Versuchstieren, die einem Trauma
ausgesetzt waren, sei dies nun rein chirurgischer (NCN), rein traumatischer Natur (TNN) oder Folge
einer Kombination aus beidem (TCN, TCH), lieRen sich ipsilateral sowohl in HE als auch in der
Anféarbung nach Nissl charakteristische histologische Verénderungen nachweisen (Abb. 14 und 15).
Als Zeichen des neuronalen Zelluntergangs zeigte sich eine deutliche perineurale Vakuolisierung
sowie eine Abnahme der Kkortikalen Nervenzelldichte (Abb. 14. a-d). Auch hippocampal lieRen sich
posttraumatische Verénderungen wie eine Verminderung der Nervenzelldichte, eine Schrumpfung der

neuronalen Perikarya oder eine ddematdse Auflockerung des Gewebes finden (Abb. 14.¢).
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Abb 14. a-e: HE Préparate verschiedener Gruppen. Abbildung der kortikalen Traumazone in der
Ubersichtsaufnahme bei einem Versuchstier der Gruppe TCN (a), VergroBerung der kortikalen Traumazone
eines Versuchstieres der Gruppe NCN (b), dunkel angeférbte Neuronenzellkerne mit perineuraler
Vakuolisierung und ddemattser Gewebeauflockerung in der kortikalen Traumazone bei Versuchtieren der
Gruppen TCN (c) und NCN (d) sowie in CA1 (e) bei einem Tier der Gruppe TCN.
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Abb. 15: Nissl Praparate TCN: Abbildung der kortikalen Traumazone mit deutlicher perifokaler
Odemformation (a), VergroRerung der kortikalen Traumazone desselben Tieres mit Darstellung geschrumpfter
neuronaler Perikarya und 6dematdser Gewebeauflockerung (b), posttraumatischer Nervenzelluntergang
hippocampal in CA1 (c).

Das oben aufgefiihrte fokale Schadigungsmuster am Ort des Traumas, in direkter Nachbarschaft dazu
sowie die ipsilaterale diffuse Komponente der ipsilateralen hippocampalen Schadigung fand sich in
den nach HE und Nissl gefarbten Ubersichtspraparaten durch ein diffuses Schadigungsmuster tieferer

Hirnregionen auch in der kontralateralen Hemisphere ergénzt (Abb. 16.c-d).
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Abb. 16 (a-d): Exemplarische Aufnahmen HE und Nissl kontralaterale Hemisphéare TCN: Darstellung von
intakter kortikaler Struktur in HE (a) und Nissl (b) und diffusem Schadigungsmuster hippocampal in HE (c) und
Nissl (d).

6.5.2 Quantitative Auswertung der nach Nissl gefarbten Préparate

In der softwareassistierten Auszahlung (siehe Material und Methodik, Abschnitt 3.6.6.2) der nach
Nissl gefarbten neuronalen Perikarya in den ausgewahlten hippocampalen Regionen CALl und CA3
lieR sich beziiglich der numerischen Anzahl der Perikarya in den einzelnen Gruppen kein statistisch
signifikanter Unterschied feststellen (p = 0,9833).

Abb. 17: Exemplarische
Aufnahmen Nissl CAl
in NNN (a) und TCN (b)
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Abb. 18: Mittlere Anzahl neuronaler

Perikarya CAl und CA3
p =0,9833

6.5.3 Auswertung der immunhistochemischen Anfarbung von Aquaporin -4

Bei der Betrachtung des Anféarbegrades des Antigens Aquaporin-4 (AQP4) konnten zwischen den
einzelnen Gruppen deutliche Unterschiede ausgemacht werden. Die nach standardisiertem Verfahren
gefarbten Praparate der Therapiegruppe TCH wiesen die hdchste Ausprdgung der angefarbten
Zielstruktur AQP4 auf (Abb. 19. c+f), gefolgt von den Préparaten der Therapiegruppe TCN (Abb. 19

b+e). Die geringste Farbeauspragung war bei den Préparaten der Sham-Gruppe NNN zu finden (Abb.
19 a+d).

Abb. 19. a-f: AQP4 Farbungen CA1l (a-c)
und CA3 (d-f) in den Gruppen NNN (a+d),
TCN (b+e) und TCH (c+f)
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Durch den anhand des Grades der Anfarbung erhobenen Score, (Siehe Material und Methoden, 3.6.6.2
Quantitative Auswertungen), ermittelt durch die Erhebung des Mitttelwerts jeder Gruppe, konnte,
vergleichbar mit der qualitativen Beurteilung der Praparate, die héchste Expression von AQP4 mit
einem Score von 2,1 in der Therapiegruppe TCH gefunden werden. Die zweithdchste Expression fand
sich in der Therapiegruppe TCN mit einem Score von 1,8. Die niedrigste Expression wurde in der
Sham-Gruppe NNN gefunden (Score 1). Zwischen den verschiedenen Gruppen ergab sich beziglich
der Expression von AQP4 kein statistisch signifikanter Unterschied (p = 0,0633) (Abb. 20).
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> L A A A Abb. 20: Vergleich des Anfarbegrades von
AQP4 zwischen den einzelnen Gruppen
p =0,0633

6.5.4 Auswertung der immunhistochemischen Anfarbung von GFAP

Abb. 21: Exemplarische Aufnahme GFAP Farbung TNN:
Stark ausgeprégte reaktive astrozytdre Reaktion in CAl
ipsilateral

Bei der qualitativen Beurteilung der Anfarbung der Zielstruktur GFAP war in einigen Gruppen eine
deutliche reaktive Astrozytenreaktion auszumachen (Exemplarisch: Abb. 21). So zeigte sich die
deutlichste Anféarbung in der Therapiegruppe TCH sowie in der Trauma-Gruppe TNN. Die geringste
Ausprédgung der Zielstruktur war in der Sham-Gruppe NNN auszumachen (Exemplarische
Aufnahmen: Abb. 22).
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Mit der Auszahlung der angefarbten Zielstruktur GFAP in den verschiedenen Versuchsgruppen wurde
versucht, die entstandene reaktive Astrozytenreaktion abhéngig von der Therapiegruppe zu
guantifizieren. Im Gegensatz zur Sham-Gruppe NNN war so eine erhdhte Expression der Zielstruktur
in allen anderen Versuchsgruppen nachweisbar. Die hichste reaktive Astrozytenreaktion zeigte sich in
der Trauma-Gruppe TNN, gefolgt von der Therapiegruppe TCH, der Vergleichsgruppe NCN und
zuletzt der Therapiegruppe TCN (Abb. 23). Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den

Gruppen war diesbeziiglich nicht auszumachen (p = 0,1028).
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Abb. 23: Mittlere Anzahl nach GFAP
angefarbter Strukturen in den einzelnen

p=0,1028 Gruppen
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6.5.5 Auswertung der immunhistochemischen Anfarbung von Bcl-2

Beim Vergleich der qualitativen Auspragung des Anféarbegrades des Antigens Bcl-2 fiel erneut eine
deutlich erhdhte Expression des Zielantigens in der Therapiegruppe TCH auf. Der zweithdchste
Anfarbegrad wurde in der Traumagruppe TNN erzielt. Der geringste Anfarbegrad war in der Sham-

Gruppe NNN zu finden (Exemplarische Aufnahmen: Abb. 24 a-f).
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Flo= . ¢ i3 & | TCN (b+e) und TCH (c+f) mit einer
oS 4 . _‘“”m L deutlich erhhten Expression von Bcl-2 in
d b= - e ;: ] f der Therapiegruppe TCH

Bezliglich der quantitativen Auswertung der Expression des Antigens Bcl-2 fiel im Vergleich zur
Sham-Gruppe NNN eine deutlich erhdhte Expression in der Therapiegruppe TCH auf, gefolgt von der
Trauma-Gruppe TNN. In der Traumagruppe TNN zeigte sich eine nicht statistisch signifikant erhohte
Expression des Zielantigens im Vergleich zur Sham-Gruppe NNN. In der Therapiegruppe TCH
bestand eine hoch signifikant erhdhte Expression von Bcl-2 im Vergleich zur Sham-Gruppe NNN (p =
0,0078; Abb. 25).
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Expression in TCH im Vergleich zu Sham.



6.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Bezlglich der wéhrend der Operation erfassten Parameter mittleres Korpergewicht, Zuteilung der
Narkosegase Sauerstoff und Isofluran sowie der rektal gemessenen Kdrpertemperatur fand sich in den
Versuchsgruppen kein signifikanter Unterschied zur Vergleichsgruppe NNN. Die Kopftemperatur war
in der Hypothermiegruppe TCH hoch signifikant niedriger als in den anderen Guppen mit einem
erwiinschten scharfen Temperaturgradienten zwischen Korper- und Kopftemperatur.

Die hochste Sterblichkeit wéhrend der Operation bestand in der Therapiegruppe TCN, gefolgt von der
Therapiegruppe TCH. Bis zum Ende des Uberwachungszeitraums (iberlebten die meisten Tiere in der
Therapiegruppe TCH sowie der Sham-Gruppe NNN. Die hdchste Sterblichkeit im Anschluss an die
Operation im Verlauf des Untersuchungszeitraums bestand in den Versuchsgruppen NCN und TCN.

In allen Versuchsgruppen zeigte sich im Verlauf des Uberwachungszeitraums eine Zunahme des
Korpergewichts. Zu keinem Zeitpunkt war ein signifikanter Unterschied bezuglich des mittleren

Kdrpergewichts zwischen den einzelnen Versuchsgruppen auszumachen.

In allen drei durchgefiihrten neurologischen Untersuchungen zeigten die Versuchstiere der
Therapiegruppe TCN sowohl initial als auch im Verlauf das schlechteste Ergebnis. Jeweils bis zu
einem bestimmten Zeitpunkt des Beobachtungszeitraums lieR sich eine statistisch signifikante
Verschlechterung der neurologischen Funktion in der Therapiegruppe TCN im Vergleich zur Sham-
Gruppe NNN ausweisen (NSS und BB-Score bis Beobachtungstag 7, BB-Time bis Beobachtungstag
3). Zu Beginn des Beobachtungszeitraums zeigten sich die Tiere der Therapiegruppe mit Hypothermie
TCH ebenfalls mit einem schlechten Ergebnis, welches sich im Verlauf der Beobachtung jedoch in
allen erhobenen Tests deutlich verbesserte und zu keinem Zeitpunkt eine signifikante

Verschlechterung im Vergleich zur Sham-Gruppe aufwies.

Das zugefiigte Trauma war anhand der Ubersichtsfarbungen HE und Nissl sowohl ipsi- als auch
kontralateral der Traumalokalisation histologisch zu verifizieren. Bezlglich der Anzahl der Perikarya
in den hippocampalen Regionen CAl und CA3 ergaben sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Versuchsgruppen.

In den drei durchgefiihrten immunhistochemischen Féarbungen zeigte sich in der Therapiegruppe mit
Hypothermie TCH gegenuber den weiteren Versuchsgruppen eine erhohte Expression der
Zielstrukturen AQP4 und GFAP. Die Expression von Bcl-2 war in der Hypothermie-Gruppe im
Vergleich zur Sham-Gruppe hoch signifikant erhoht.
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7. Diskussion
7.1 Versuchsmethodik

Das verwendete Andsthesieverfahren der volatilen Zufuhr des Andésthetikums Isofluran (ber einen
Vaporisator zahlt zu den gebrauchlichsten bei Tierversuchen. Durch eine niedrige Blut- und hohe
Lipidloslichkeit des Medikaments erfolgt eine schnelle Anflutung im Gehirn, wohingegen eine
niedrige Metabolisierungsrate von 0,2% und die dadurch bedingte rasche Abatmung des
Anésthetikums zu einer schnellen, kurzen Wirkdauer der gewéhlten Narkose mit guter Steuerbarkeit
fuhren [104]. Die mdgliche atemdepressive Wirkung des verwendeten Andsthetikums wurde
intraoperativ durch regelméaRige Kontrollen der Atemfrequenz mit der Mdglichkeit einer individuellen
Anpassung der Narkosetiefe Uberwacht. Durch eine Zuteilung des Narkosegases von 1,821/min + 0,17
I/min wurde eine mittlere Sedierungstiefe erreicht, um den vorbeschrieben negativen Effekt auf das
neuronale Uberleben durch eine zu tiefe Sedierung mit Isofluran zu vermeiden [105].

Die Verteilung der Versuchstiere auf die verschiedenen Versuchsgruppen erfolgte randomisiert und
der Ablauf der Operation standardisiert. Zur postoperativen Bestimmung des Kopergewichts der
Versuchstiere wurde zwecks Vermeidung eines systematischen Fehlers stets dieselbe Waage
verwendet. Die neurologischen Verlaufsuntersuchungen bis zum 28. postoperativen Tag wurden
standardisiert und verblindet durchgefiihrt. Ebenso erfolgten die weiteren Schritte Euthanasie,
Préaparation, histologische Aufbereitung sowie histologische und immunhistochemische Farbung unter

verblindeten Bedingungen.

7.2 Traumamodell

Zur Erzeugung des Schédel-Hirn-Traumas existieren einige etablierte tierexperimentelle Modelle,
welche sich in entscheidenden Punkten von dem von uns verwendeten Modell weight drop impact
nach Chen et al. unterscheiden [106]. So dient das weight drop Modell nach Marmarou et al. primar
der Erzeugung eines diffusen Verletzungsmusters [107]. Das fluid percussion Modell nach Mclntosh
et al. und nach Dixon et al. macht im Gegensatz zu dem von uns verwendeten Modell eine primére
Schédeltrepanation zur Erzeugung des Traumas vonnéten und zeigt ein eher gemischt fokal-diffuses
Verletzungsmuster [108-110]. Zur Erzeugung eines Schadel-Hirn-Traumas mit primar diffusem
Verletzungsmuster kann weiterhin das Modell des controlled cortical impact nach Dixon et al. und
Smith et al. verwendet werden, wobei hier ebenfalls eine primére Schédeleréffnung zur Durchfiihrung
benétigt wird [111, 112]. Weiterhin sei noch die Erzeugung einer direkten fokalen Schadigung des
entbléRten zerebralen Kortex durch Zufiihren einer Stichwunde, eines direkten mechanischen Impulses
oder von Erfrierung zu nennen [106]. Ein entscheidender Nachteil dieser zuletzt genannten Modelle ist

das durch sie erzeugte rein fokale Verletzungsmuster, welches die komplexe Situation des Schadel-
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Hirn-Traumas beim Menschen mit seiner Mischung aus fokaler und diffuser Schadigung nicht

widerspiegelt, weswegen sie sich eher fur speziellere Fragestellungen eignen.

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Traumamodell weight drop impact nach Chen et al. zahlt
zu den meist genutzten tierexperimentellen Modellen zur Erzeugung eines primdr geschlossenen
Schédel-Hirn-Traumas [94]. Wir entschieden uns zur Nutzung dieses Modells, da es gegeniber
anderen Modellen bezuglich unserer Fragestellung einige Vorteile birgt. Weiterhin stellten wir an den
in der vorliegenden Arbeit gewéhlten Versuchsaufbau den Anspruch, mdglichst realitatsnah den
Ablauf des unfallbedingten SHT beim Menschen widerspiegeln zu koénnen. Das gewahlte

Traumamodell sprach auch diesbeziiglich in einigen Punkten fur sich.

Ein entscheidender Vorteil des verwendeten Modells ist seine schnelle und unkomplizierte
Anwendbarkeit. Fir die Ausfihrung des Traumas wurden pro Tier nur wenige Sekunden benétigt.
Ohne weitere Notwendigkeiten der Vorbereitung konnte sich die Versuchsdurchfiihrung anschlie3en.
Durch diese schnelle Applikation &hnelt die Entstehung des erzeugten SHT der unvermittelten
Entstehung des unfallbedingten SHT beim Menschen. Als weiterer realitatsnaher Faktor wurde im
Versuchsaufbau die Zeitspanne von einer Stunde bis zur Durchfiihrung der DC gewahlt, welche die

Rettungsphase und den Transport in ein versorgendes Zentrum reprasentieren sollte.

Ein weiterer Vorteil des verwendeten Modells besteht in der fehlenden Notwendigkeit zur
Durchfiihrung einer priméren Schadelerdffnung allein zur Erzeugung des Traumas, wie dies etwa bei
dem auch weithin anerkannten und genutzten fluid percussion Modell und dem controlled cortical
impact Modell der Fall ist [63, 64, 108, 110]. Das durch das in dieser Arbeit verwendete Modell
entstehende primar geschlossene SHT erlaubt eine unverfalschte pathophysiologische Ausbildung
primérer und sekundéarer Folgen des Traumas inklusive ungehinderter Erhdhung des ICP und zeigt so

eine hohe Vergleichbarkeit zum geschlossenen SHT des verunfallten Menschen [97].

Durch Variation von Fallhdhe und Gewicht im verwendeten Modell kann zudem einfach die Intensitat
des zugefligten Traumas von leichtem hin zu schwerem SHT modifiziert werden. So konnte gezeigt
werden, dass die bei Anwendung des Modells entstehende histologische Schadigung bei leichter
Intensitat des Traumas eher diffus verteilt war, wohingegen hoéhere Intensitdten des Traumas mit
tberwiegend fokal lokalisierter Schadigung einhergingen [95]. In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe
wurden unter Bericksichtigung des gewiinschten tberwiegend fokalen Verletzungsmusters das in
diesem Versuchsaufbau verwendete Fallgewicht sowie die verwendete Fallhthe festgelegt [96, 97,
113]. Das Uberwiegend fokale Verletzungsmuster bei primar geschlossener Schadeldecke macht das
gewahlte Modell ideal zur Studie fokaler Therapiemethoden, wie in der vorliegenden Arbeit gewéhlt
durch dekompressive Hemikraniektomie und anschlieRende Anwendung fokaler Hypothermie.
Zugleich ist durch den zusatzlich erzeugten kleineren Anteil diffuser Hirnschadigung dieser typische

Einflussfaktor gegeben, welcher auch das menschliche unfallbedingte SHT verkompliziert.
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Diese Vergleichbarkeit des im verwendeten Traumamodell entstehenden kontusionalen
Verletzungsmusters mit den bekannten Vorgéngen im menschlichen Gehirn nach SHT wurde von
unserer Arbeitsgruppe auch tber den Umfang der hier vorliegenden Arbeit hinaus untersucht. Durch
die Anfertigung von MRT-Aufnahmen im Verlauf der postoperativen Uberwachung konnten friihe
posttraumatische Kontusionen im direkten Umfeld des Traumas, wie auch in tieferen Hirnregionen
dargestellt werden. So konnten friihe posttraumatische hdmorrhagische Formationen, posttraumatische
Odembildung sowie eine sekundire Volumenzunahme des Hirndédems mit anschlieRender partieller

Resorption nachgewiesen werden [97, 114, 115].

7.3 Histomorphologische Schadigung im verwendeten Traumamodell

Chen et al. beschreibt die histomorphologischen Auswirkungen des SHT nach dem Modell des weight
drop impact als iberwiegend fokal den zerebralen Kortex betreffend mit einer zusétzlichen diffusen
Schadigung im Umfeld des Traumas sowie in tieferen Hirnstrukturen [94]. So wurde im Areal des
Traumas Kkortikaler Zellverlust nachgewiesen. Zuséatzlich konnte ein diffuses Schadigungsmuster
sowohl in weiter von der Traumalokalisation entfernten Anteilen des Kortex ipsilateral des Traumas
als auch in tieferen Hirnregionen im Bereich des Hippocampus sowohl ipsilateral als auch
kontralateral des Traumas aufgezeigt werden [45, 94, 116]. Dieses charakteristische
Schadigungsmuster fand sich in den histomorphologischen Auswertungen der hier vorliegenden
Arbeit bestatigt, wie auch schon in anderen Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe, was die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse durch das verwendete Traumamodell aufzeigt [96, 97, 113].
Allerdings konnte ein wie durch Chen et al. vorbeschriebener signifikanter neuronaler Zellverlust im
Bereich des Hippocampus ipsilateral des Traumas in der vorliegenden Arbeit nicht reproduziert

werden.

Der iberwiegende Anteil des direkten Neuronenuntergangs durch das SHT wurde in Vorarbeiten auf
den Vorgang der Zellnekrose zuriickgefiihrt. Zusétzlich zeigte sich in diesen Arbeiten eine deutlich
erhdhte Rate an Nekrose und Apoptose Uberwiegend im direkten Umfeld, aber auch in entfernteren
Gebieten ipsilateral und kontralateral des Traumas [12, 94, 95, 117]. Als fir diese erhohte
Apoptoserate ursachlich konnten in verschiedenen Studien sowohl eine erhdhte TUNEL-Expression,
eine erhohte Expression des proapoptotisch wirksamen bid und bax sowie eine erniedrigte Expression
des antiapoptotisch wirksamen Bcl-2 in betroffenen Arealen nachgewiesen werden [43, 44, 118]. In
angrenzenden Arealen mit einem héheren Anteil an (berlebenden Neuronen konnte analog zu unseren
Ergebnissen eine erhdhte Expression des antiapoptotisch wirksamen Bcl-2 nachgewiesen werden, was

durch bax-Suppression zum Uberleben der Neuronen beitragt [54, 119].

In vorhergehenden Publikationen konnte die posttraumatische Akkumulation reaktiv aktivierter

Astrozyten als pathophysiologische Immunreaktion nach SHT nachgewiesen werden [12, 120, 121].
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Unsere Ergebnisse zeigen ein gemischt fokal-diffuses Verteilungsmuster dieser reaktiven Astrozytose
mit Akkumulation im direkten Umfeld des Traumas einerseits und in tiefer gelegenen Hirnregionen
mit HoOhepunkt in den Strukturen des ipsilateralen Hippocampus andererseits. Dieses
Verteilungsmuster spricht wiederum fir die erzielte gewollte fokale Schédigung mit zusatzlich
diffusem Anteil bei der Anwendung des weight drop impact Modells in der vorliegenden Arbeit [94,
95].

7.4 Neurological Severity Score im verwendeten Traumamodell

Der in dieser Arbeit verwendete NSS ist eine Adaptation nach Chen et al., welcher zur Erfassung der
neurologischen Einschrankungen folgend auf das von ihm etablierte weight drop impact Modell dient
[94]. Dieser Score nach Chen et al. besteht aus 25 Teilaufgaben, welche das Versuchstier zu erfullen
hat. Der in der vorliegenden Arbeit verwendete adaptierte Score besteht aus 10 -einfach
durchzufuhrenden und damit weitestgehend untersucherunabhéngigen Teilaufgaben und ist in
verschiedenen Arbeiten vorbeschrieben [95-97, 113, 122]. Die aus den Vorarbeiten zu erwartende
deutliche Verschlechterung des NSS durch die Anwendung des weight drop impact Modells mit
nachfolgender Erholung der neurologischen Funktionen im Verlauf von sieben Tagen zeigte sich auch
in den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit [95, 122, 123].

7.5 Dekompressive Kraniektomie (DC)

Die Rolle der DC als Therapieoption des SHT ist in der Literatur umstritten. Nach zunéchst negativen
Ergebnissen experimenteller Studien zur Anwendung der DC nach SHT [124-126] warfen in jungster
Vergangenheit Ergebnisse tierexperimenteller Studien ein positives Bild auf den Einfluss dieser
Therapieoption auf neurologische Funktion und posttraumatische Odembildung [61-64]. Gestiitzt wird
diese Annahme der positiven Auswirkung der DC nach SHT durch Ergebnisse Kkleinerer
monozentrischer klinischer Studien, wie von Arabi et al. oder Timofeev et al. bei Erwachsenen und
Taylor et al. oder De Luca et al. bei Kindern [65-69].

Enttduschend fielen fir alle Beflirworter der DC die Ergebnisse einer multizentrischen randomisierten
klinischen Studie (DECRA-Studie) aus dem Jahr 2011 von Cooper et al. aus [60]. Die Durchfiihrung
der DC brachte in der DECRA-Studie weder einen Uberlebensvorteil, noch eine Verbesserung der
neurologischen Langzeitfunktion im Vergleich zu konservativer Therapie. Die langfristige
neurologische Funktion zeigte sich durch die Durchfihrung der Operation im Gegensatz zur

Kontrollgruppe sogar signifikant verschlechtert.

55



Zuletzt warf eine neuere multizentrische randomisierte klinische Studie von Hutchinson et al.
(RESCUEicp 2016) ein positiveres Bild auf die Anwendung der DC als letzte Therapiemdglichkeit bei
refraktar erhéhtem ICP. In der RESCUEicp-Studie konnte im Gegensatz zur DECRA-Studie ein
Uberlebensvorteil durch die DC dargestellt werden. Die Mortalitat in der Gruppe mit DC zeigte sich
im Gegensatz zur Kontrollgruppe mit konservativer Standardtherapie um 22 Prozentpunkte reduziert.
Die Durchfiihrung der DC fuhrte jedoch auch in dieser Studie nach 6 und 12 Monaten im Gegensatz
zur Kontrollgruppe zu einem erhéhten Vorkommen von vegetativem Status und schwerer
Behinderung. Allerdings fand sich dartiber hinaus kein signifikanter Unterschied zwischen operativer
und Kontrollgruppe bezuglich der Anzahl an Patienten mit leichter Behinderung und vollstandiger
Erholung [59].

Multizentrische randomisierte klinische Studien zu anderen intrazerebralen Pathologien, wie
zerebraler Ischdmie, nahmen sich in jlngster Vergangenheit ebenfalls dem Einfluss der DC an. So
konnten Jittler et al. in randomisierten klinischen Studien zur Anwendung der DC nach malignem
Mediainfarkt (DESTINY 2007 und DESTINY Il 2014) eine signifikante Verbesserung von
Uberlebenswahrscheinlichkeit und neurologischer Langzeitfunktion nach Durchfiihrung der DC im
Gegensatz zur konservativen Therapie darstellen [127, 128]. Ahnliche Ergebnisse lieferten zwei
weitere randomisierte klinische Studien ebenfalls zur Anwendung der DC nach malignem
Mediainfarkt, HAMLET und DECIMAL [127-129]. Zu berlcksichtigen sind hierbei die
pathophysiologischen Unterschiede zwischen zerebraler Ischdmie und SHT mit der relativen
Homogenitét der zerebralen Ischamie im Gegensatz zum heterogenen Schédigungsmuster infolge des
SHT [33].

Trotz der umstrittenen Studienlage ist und bleibt die DC eine der effektivsten Methoden zur Senkung
eines erhohten ICP, deren Anwendung es gegen den potentiell lebensbedrohlichen Verlauf des
schweren SHT abzuwégen gilt. So rét die Brain Trauma Foundation in den aktuellen Leitlinien (2016)
auch weiterhin zur Anwendung der DC bei refraktdrem, nicht anders zu kontrollierendem ICP-Anstieg

von > 20mmHg Uber 15 Minuten innerhalb einer Stunde [56].

Die aktuelle Studienlage veranlasste uns dazu, unter den kontrollierten Bedingungen eines in
Vorversuchen bewdéhrten Tiermodells [96, 97, 113] die Auswirkungen einer unilateralen
dekompressiven temporoparietalen Hemikraniektomie eine Stunde nach geschlossenem SHT als

Therapieoption zu evaluieren.

Ein Problem des Versuchsaufbaus bestand darin, den richtigen Zeitpunkt fir die Durchfuhrung der DC
zu finden. Die meisten der bereits erwéhnten experimentellen Studien, welche einen positiven Effekt
durch die Anwendung der DC nach SHT konstatierten, bezogen sich auf die Durchfiihrung einer
sofortigen oder aber einer frihen DC innerhalb weniger Stunden nach Applikation des Traumas als

Primértherapie des SHT [63, 64]. Die oben erwahnten randomisierten klinischen Studien wendeten die
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Therapieoption angelehnt an die Leitlinien der Brain Trauma Foundation [56] jeweils als letzte
Mdglichkeit nach Ausschdpfung konservativer Therapiemdglichkeiten bei refraktér erhéhtem ICP an.
So vergingen in der RESCUEicp-Studie im Mittel 2,2 Stunden und in der DECRA-Studie im Mittel 35
Stunden zwischen Randomisierung und Durchfiihrung der DC [59, 60]. Zweckberger et al. konnten in
ihren tierexperimentellen Arbeiten einen positiven Einfluss einer frihen DC auf die posttraumatische
neurologische Funktion der Versuchstiere aufweisen, welche in bis zu drei Stunden nach Applikation
des SHT durchgefuhrt wurde [63, 64].

In der vorliegenden Arbeit wurde ein an reale Bedingungen angepasster frihestmdglicher
Entlastungszeitpunkt eine Stunde nach Applikation des SHT gewahlt, um die durch Bergung,
Erstversorgung und Transport in ein behandelndes Zentrum bendtigte Mindestzeit von einer Stunde
nachzustellen, welche auch in der DECRA-Studie angegeben wurde [60]. Dieser gewdhlte Zeitraum
zwischen Entstehung des SHT und Entlastung ist unserer Meinung nach lang genug, um einen
positiven Einfluss der Operation auf die posttraumatische Erholung, verglichen zu den Vorarbeiten
von Zweckberger et al., nachweisen zu konnen. Gleichzeitig befindet sich das Hirngewebe zum
gewahlten Entlastungszeitpunkt in einer vulnerablen Phase nach SHT, was die Entstehung eines
,Second Hit“-Phanomens erlaubt, welches im Zuge der DC durch ein zusatzliches chirurgisches

Trauma ausgeldst werden kann [130, 131].

Unsere Ergebnisse der im postoperativen Verlauf durchgefuhrten neurologischen Untersuchungen
NSS, BB-Score und BB-Time weisen eine signifikante Verschlechterung der neurologischen Funktion
bei den Versuchstieren der Gruppe mit Trauma und DC (TCN) im Gegensatz zur Sham-Gruppe
(NNN) auf. Dieser negative Einfluss der DC zeigt sich ebenfalls durch eine deutlich, wenn auch nicht
signifikant verschlechterte neurologische Funktion in der Gruppe mit Trauma und DC (TCN) im
Gegensatz zur Trauma-Kontrollgruppe (TNN). Interessanterweise fuhrt die alleinige Durchfiihrung
einer DC in der Kraniektomie-Kontrollgruppe (NCN) ohne vorherige Applikation eines Traumas in
der vorliegenden Arbeit zu keinem negativen Effekt auf die neurologische Langzeitfunktion der
Versuchstiere. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu vorhergehenden Publikationen, welche negative
Auswirkungen wie eine Verschlechterung der neurologischen Funktion bereits durch die
Durchfihrung einer DC allein beschrieben [132, 133]. Bei dem in der vorliegenden Arbeit
nachgewiesenen negativen Einfluss der DC nach SHT auf die langfristige neurologische Funktion der
Versuchstiere scheint es sich um einen additiven Schadigungseffekt durch Applikation eines
zusétzlichen chirurgischen Traumas nach bereits stattgehabter mechanischer Hirnschadigung zu
handeln [130, 131].

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu Ergebnissen von Zweckberger et al., welche in ihren
tierexperimentellen Arbeiten einen positiven Einfluss einer frihen DC, welche in bis zu drei Stunden
nach SHT durchgefihrt wurde, auf die posttraumatische neurologische Funktion der Versuchstiere

aufweisen konnten [63, 64]. Diese Diskrepanz begrinden wir auf entscheidende Unterschiede im
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Versuchsaufbau dieser Studien, wie dem verwendeten Traumamodell. Zweckberger et al. verwendeten
das Controlled Cortical Impact Modell, welches die primédre Durchfihrung einer Schéadeleréffnung
zur Applikation des Traumas verlangt. In dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Modell war
durch Benutzung des weight drop impact Modells nach Chen et al. [94] eine priméare Eréffnung der
Schédeldecke zur Traumaapplikation nicht vonndten. So erlaubte der von uns gewéhlte Zeitraum von
einer Stunde zwischen der Applikation des geschlossenen SHT und der Durchfiihrung der DC die
uneingeschrankte Entfaltung posttraumatischer pathophysiologischer Prozesse, bevor die getestete

Therapieoption diese beeinflussen konnte.

Es existieren einige Erklarungsansétze fur die negative Auswirkung der DC nach SHT, welche sich in

unseren Ergebnissen wiederfinden.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine vermehrte Expression von AQP4-Rezeptoren im Hirngewebe
der Versuchstiere mit Trauma und DC dargestellt werden, was auf eine durch die DC ausgeldste
Storung im zerebralen Rezeptorgleichgewicht mit nachfolgend vermehrter Odemformation
hinzuweisen scheint. In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe und in erweiterten Untersuchungen im
Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte nach Durchfihrung der DC bildmorphologisch eine Zunahme

des posttraumatischen Hirnddems dargestellt werden [97, 115, 134].

Das Hirnédem nach SHT st typischerweise ein gemischtes Odem mit kombiniert vorliegenden
vasogenen und zytotoxischen Anteilen [29, 30]. Wahrend fur die Entstehung des extrazellularen
vasogenen Hirnddems die auf das SHT folgende Storung der Blut-Hirn-Schranke urséchlich ist [9, 12,
29, 31, 32], fihrt eine posttraumatische Storung der zelluldren Glukoseverwertung mit darauf
folgendem metabolischem Stress, Stérung der Natrium-Kalium-ATPase, intrazellulirer Na'-
Akkumulation und darauf folgendem Wassereinstrom zur Entstehung des intrazellularen
zytotoxischen Odems, welches sich unabhéngig von der posttraumatischen Schrankenstérung bereits
fruh nach SHT ausbildet [29, 33]. AQP4 wird hierbei laut Studien mit AQP4 defizienten
Versuchstieren eine ambivalente Rolle zuteil. Dem Kanal konnte eine beglinstigende Wirkung auf die
Entstehung des zytotoxischen Hirnddems nachgewiesen werden. Seine Uberexpression im vasogenen

Hirnddem scheint hingegen die Elimination des Odems zu begiinstigen[36].

Eine Folge des vermehrten Hirnédems nach DC ist das in verschiedenen Studien beobachtete
Ph&nomen der externen zerebralen Herniation, welches ebenfalls in der vorliegenden Arbeit sowie in
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe prasent war [97, 134]. Als Grundlage dieses Phdnomens wird die
auf die Dekompression folgende Hyperperfusion der entsprechenden Hemisphdre mit nachfolgend
verschobenem Gewebedruckgradienten und so entstehendem Kapillarleck angesehen. Folge dieser
externen Herniation des Hirngewebes durch die eroffnete Schadeldecke ist seine Ischdmie und
Nekrose [135]. Eine Zunahme des posttraumatischen Hirnddems nach DC bei SHT wurde bereits von

Cooper et al. vorbeschrieben [125] und steht im Gegensatz zu Arbeiten von Zweckberger et al., die
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eine Reduktion der Odemformation nach 24 Stunden postoperativ beschreiben konnten [63, 64], sowie
von Tomura et al., welche eine auf die DC folgende Abnahme der AQP4-Rezeptordichte beschreiben
[61].

Eine proinflammatorische sowie proapoptotische Wirkung der DC nach SHT st in einigen
experimentellen Arbeiten vorbeschrieben und liegt auch nahe, wenn man die Durchfiihrung der DC als
ein zusétzlich appliziertes chirurgisches Trauma nach SHT ansieht [132, 133]. In der vorliegenden
Arbeit konnte eine erhohte reaktive Astrozytose als Zeichen aktivierter Neuroinflammation bei

Versuchstieren der Gruppen mit Trauma und DC (TNN, TCN) nachgewiesen werden.

Die in unseren Ergebnissen présente erniedrigte Expression des proapoptotischen Antigens Bcl-2 in
der Gruppe mit Trauma und DC (TCN) weist auf eine infolge der DC erhéhte Apoptoserate hin. Der
Vorgang der Apoptose wird unter anderem durch pro- und antiapoptotisch wirksame Proteine der Bcl-
2 Familie gesteuert, deren Synthese das Gleichgewicht zwischen Neuroregeneration einerseits und
programmiertem Zelltod andererseits beeinflussen. Infolge einer verminderten Synthese des Proteins
Bcl-2 wie in den vorliegenden Ergebnissen kann ein Uberwiegen der proapoptotisch wirksamen
Proteine der Bcl-2 Familie, Bax und Bid, angenommen werden mit Verschiebung des Gleichgewichts

zugunsten des apoptotischen Gewebeuntergangs [12, 35, 51, 52, 136].

Ein weiterer negativer Effekt der DC ist das Phdnomen des ,,axonal stretching*, welches auch in der
DECRA-Studie als mitursachlich fiir die postoperativ verschlechterte langfristige neurologische
Funktion diskutiert wird [60]. Die erwahnte externe zerebrale Herniation nach DC entsteht durch die
Aufhebung der Kontinuitat der Schéadeldecke mit darauffolgender ungehinderter Ausdehnung des
Hirngewebes in den geschaffenen Raum und bedingt das sogenannte ,,axonal stretching. Durch diese
auf die Neuronen wirkenden Zugkrafte folgt die Ausbildung eines diffusen axonalen Schadens [137].
Die (ber die Kraniektomie hinausreichende postoperative Ausdehnung des Hirngewebes konnte in der
DECRA-Studie und auch in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe bildmorphologisch nachgewiesen
werden [97, 114, 134]. Ein Unterschied zwischen der hier vorliegenden Arbeit und der DECRA-Studie
liegt darin, dass durch die in der DECRA-Studie verwendete Duraplastik die Ausdehnung des

Hirngewebes im Gegensatz zu unserer Arbeit noch etwas eingeddammt werden konnte [60].

Die operative Dekompression kann weiterhin durch die entstehenden Zugkrafte auf das Gewebe eine
Zunahme bereits bestehender Kontusionsblutungen in der betroffenen Hemisphére bedingen. Auch
kdnnen in Folge dieser Zugkrafte epidurale und subdurale Blutungsherde in der kontralateralen
Hemisphére entstehen [135, 138, 139]. Eine weitere Erklarung fir die Zunahme kontusionaler
Blutungen nach operativer Dekompression ist der Wegfall der tamponierenden Wirkung von Dura
mater und Kranium auf den Kontusionsherd. In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte eine
Korrelation zwischen der Ausbildung hamorrhagischer Formationen und der Verschlechterung der

neurologischen Funktion dargestellt werden [97].

59



Weitere mogliche auf die Durchfihrung der DC folgende Komplikationen, welche potenziell
lebensbedrohlich verlaufen oder aber langfristig eine verschlechterte neurologische Funktion zur Folge
haben konnen, sollen weiterhin nicht unerwéhnt bleiben. So kommt es durch Blutungen,
Odemformationen und externe zerebrale Herniation regelmaBig zur Ausbildung sekundarer
ischamischer Formationen, welche wiederum zu einer verschlechterten neurologischen Funktion
beitragen. Eine weitere haufige Komplikation nach DC bei SHT ist eine postoperative
Liquorzirkulationsstérung mit der Ausbildung von Hygromen oder postoperativem Hydrozephalus,
was wiederum regelmaBig einer operativen Therapie bedarf. Das Risiko der Ausbildung von
Wundinfektionen mit nachfolgender Entwicklung von Meningitiden, Enzephalitiden und
Hirnabszessen, welche fatal verlaufen oder aber operative Wundrevisionen und eine langerfristige
antibiotische Therapie notwendig machen konnen, sei ebenfalls zu erwéhnen. Das ,,Syndrome of the
Trephined®, welches mit motorischen, kognitiven und psychologischen Defiziten einhergehen und
schlimmstenfalls in einen permanenten vegetativen Status miinden kann, stellt eine zwar seltene, aber
schwerwiegende Komplikation nach DC dar [135, 138, 140].

Zusammenfassend sehen wir den in unseren Ergebnissen gezeigten negativen Einfluss der DC bei
SHT auf die neurologische Funktion der Versuchstiere im AnstoR eines Circulus vitiosus begriindet,
welcher mit dem Wegfall der tamponierenden Wirkung von Schédeldecke und Dura mater auf das
traumatisierte Hirngewebe beginnt. Die darauffolgende Ausdehnung des Hirngewebes entlang des
Druckgefalles fihrt zu vermehrter Odembildung, mdglichem diffusem Axonschaden und der
Ausbildung und/oder Zunahme bereits bestehender hdmorrhagischer und ischdmischer Formationen.
Hinzu kommt eine Aggravierung dieser pathophysiologischen Vorgange im Sinne der Applikation
eines zusatzlichen chirurgischen Traumas nach prim&rem mechanischem Trauma durch die

Durchflihrung der DC innerhalb der vulnerablen Phase nach SHT.

Aufmerksamkeit verdient weiterhin die durch die Durchfiihrung der DC nach SHT (TCN) in der
vorliegenden Arbeit nicht erhohte Sterblichkeit wahrend der Operation (primére Sterblichkeit) im
Gegensatz zur Trauma-Kontrollgruppe (TNN), was mit den experimentellen Ergebnissen von
Zweckberger et al. Gbereinstimmt [63, 64]. Auch bei Hutchinson et al. (RESCUEicp) kam es zu keiner
Zunahme der Mortalitat durch die DC, sondern im Gegenteil zu einem deutlichen Uberlebensvorteil
durch die Operation [59], im Gegensatz zur DECRA-Studie, welche bezlglich der Mortalitat keinen
Vorteil in der Durchfiihrung der DC darstellen konnte [60]. Die Sterblichkeit im Verlauf des
Uberwachungszeitraums von 28 Tagen (sekundare Sterblichkeit) zeigt sich in der vorliegenden Arbeit
bei den Versuchstieren mit DC nach SHT mit 32% im Gegensatz zu 13% in der Sham-Gruppe (NNN)
und 17% in der Trauma-Kontrollgruppe (TNN) jedoch deutlich erhdht. Als ursdchlich hierfiir sehen
wir die fehlende Mdglichkeit zu intensivmedizinischen MalBnahmen und intensiver, langfristiger

pflegerischer Betreuung im verwendeten Kleintiermodell.
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7.6 Fokale Hypothermie

Die in der vorliegenden Arbeit dargelegten und durch Ergebnisse der DECRA — Studie bestatigten
negativen Auswirkungen der DC auf die langfristige neurologische Funktion nach SHT verdeutlichen
die Notwendigkeit der Suche nach einer zusatzlichen Therapieoption, welche diesen negativen
Auswirkungen der bei refraktér erhohtem ICP doch oft benétigten DC entgegenwirkt.

Als eine vielversprechende zusétzliche Therapieoption wird in diesem Zusammenhang die
Anwendung therapeutischer Hypothermie diskutiert.

Die Anwendung prophylaktischer systemischer Hypothermie zur Neuroprotektion hat sich nach
Herzstillstand (out of hospital cardiac arrest) bewahrt [141, 142]. So empfehlen die 2015
Uberarbeiteten Leitlinien der American Heart Association ein gezieltes Temperaturmanagement
(Targeted Temperature Management) und die prophylaktische Anwendung milder systemischer
Hypothermie mit einer Zielkdérpertemperatur zwischen 32 — 36 °C (ber mindestens 24 Stunden nach
Herzstillstand [143]. Erfolgreiche klinische Anwendung findet die prophylaktische Hypothermie zum
Zweck der Neuroprotektion und Mortalitatsreduktion ebenfalls bei fruhkindlichem hypoxischem
Hirnschaden [144-146].

Die neuroprotektive Wirkung milder Hypothermie ldsst sich auf mannigfaltige Mechanismen
zuriickfhren [147]. Therapeutische Hypothermie senkt zunéchst nachgewiesenermalien effektiv einen
erhéhten ICP [70, 71, 93, 148-151]. Durch eine Verlangsamung des zerebralen Metabolismus sorgt
Hypothermie fiir einen verringerten Gewebesauerstoffbedarf, wodurch das Risiko fiir sekundare
Ischdmien und damit einhergehende neurologische FunktionseinbuBBen verringert wird [74-76].
Therapeutische Hypothermie verringert die Ausbildung traumatisch oder hypoxisch bedingter
Storungen der Blut-Hirn-Schranke, was in verschiedenen Studien mit verringerter Protein- und
Hamoglobinextravasation [32, 152, 153] sowie verringerter Odembildung [77, 96] einhergeht.
Weiterhin senkt therapeutische Hypothermie die Ausschittung exzitatorischer Aminoséuren [154,
155] und vermindert die neuroinflammatorische Gewebeantwort [71, 78, 156, 157]. Neuronale
Apoptose wird inhibiert [80, 82, 83] und Neuronenverlust reduziert [81, 84, 85]. Zusammen fiihren
diese Mechanismen zu einer Reduktion des traumatisch und / oder hypoxisch bedingten strukturellen
Hirnschadens mit Verminderung von Axonschaden, Neuronenverlust, (")dembildung und der
Ausbildung nekrotischer Areale [77, 85, 158, 159].

Bezlglich der therapeutischen Anwendung von Hypothermie nach SHT zeigt sich die Studienlage
jedoch kontrovers. Ahnlich der im vorigen Abschnitt diskutierten Anwendung der DC nach SHT
zeigen auch beziglich therapeutischer Hypothermie die meisten experimentellen Studien eine Gberaus
positive Wirkung dieser Therapieoption durch verringerte Mortalitdt einerseits und langfristige
Verbesserung der neurologischen Funktion andererseits [86, 91, 92, 160, 161]. Ebenfalls

vielversprechend sind die Ergebnisse experimenteller Studien zur Anwendung therapeutischer
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Hypothermie zur Neuroprotektion nach ischdmischem und hamorrhagischem Schlaganfall sowie nach
traumatischen intrazerebralen Hamorrhagien [82, 152, 162-165]. Kleinere monozentrische klinische
Studien zur Anwendung therapeutischer Hypothermie nach SHT lieferten ebenfalls Ergebnisse, die
einen positiven Einfluss der systemischen Anwendung der Therapieoption auf langfristige
neurologische Funktion und Mortalitat zeigten [87, 90, 151, 166-168], auch in Kombination mit
chirurgischer Dekompression via DC [88, 89]. Weiterhin konnten monozentrische klinische Studien
zur Anwendung von Hypothermie, auch teilweise in Kombination mit DC, nach ischdmischem und
hdmorrhagischem Schlaganfall sowie nach traumatischen intrazerebralen Hamorrhagien ahnlich

positive Ergebnisse aufweisen [169-172].

Diese vielversprechende neuroprotektive und mortalitatssenkende Wirkung therapeutischer
Hypothermie nach SHT durch multizentrische, randomisierte klinische Studien zu bestétigen, gelang
bisher jedoch nicht. Clifton et al. konnten in zwei grofRen randomisierten Studien NABIS: H 2001 und
NABIS: H Il 2011 (The National Acute Brain Injury Study: Hypothermia) keine positive Wirkung
einer therapeutischen systemischen Hypothermie von im Mittel 35 °C auf langfristige neurologische
Funktion oder Mortalitdt nachweisen, wohl aber ein vermehrtes Auftreten der kreislaufrelevanten
Nebenwirkungen Hypotonie und Bradykardie [148, 173]. Shiozaki et al. berichteten in einer
randomisierten Klinischen Studie aus Japan ebenfalls von einem fehlenden positiven Effekt
systemischer Hypothermie und einer Tendenz zu verschlechterter neurologischer Langzeitfunktion mit
vermehrtem Auftreten von Komplikationen im Sinne von Elektrolytstorungen, Blutbildstérungen und
Infektionen [174]. Ebenso konnte in einer grofen Studie Uber die Anwendung systemischer
Hypothermie nach SHT bei Kindern von Hutchison et al. kein positiver Einfluss dieser Therapie
dargestellt werden. Vielmehr warnt der Autor vor vermehrt auftretender kreislaufrelevanter Hypotonie
und einer eventuellen Mortalitatssteigerung [175]. Zuletzt scheiterten 2015 Makaewa et al. und
Andrews et al. am Nachweis einer positiven Wirkung systemischer Hypothermie nach SHT [70, 176].
Andrews et al. konnten in ihrer randomisierten klinischen Studie Eurotherm3235 keinen signifikanten
Unterschied beztglich langfristiger neurologischer Funktion und Mortalitat zwischen der Therapie von
Patienten mit schwerem SHT mit systemischer Hypothermie in einem Bereich von 32 — 35 °C oder
Normothermie nachweisen. Vielmehr kam es zum Abbruch der Studie aus Sicherheitsgriinden, als sich
eine Tendenz zu einer schlechteren langfristigen neurologischen Funktion in der Hypothermie-Gruppe
ausbildete. Zuséatzlich berichteten Andrews et al. in Eurotherm3235 von einem erhéhten Vorkommen
schwerwiegender Komplikationen wie Blutungen und Kreislaufinstabilitdt durch die Anwendung

systemischer Hypothermie [70].

Diese Diskrepanz zwischen den nachgewiesenen positiven Effekten therapeutischer Hypothermie auf
pathophysiologische Prozesse nach SHT, den optimistischen Ergebnissen experimenteller Studien und
den zuletzt enttduschenden Ergebnissen multizentrischer randomisierter klinischer Studien ist aufféllig

und bedarf nadherer Betrachtung. So wird der fehlende positive Einfluss systemischer Hypothermie auf
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langfristige neurologische Funktion und Mortalitdt nach SHT in den erwdhnten randomisierten
Klinischen Studien auf das Uberwiegen schwerer systemischer Nebenwirkungen iber die positiven

Auswirkungen der Hypothermie auf posttraumatische pathophysiologische Prozesse zurlickgefihrt.

Systemische Hypothermie birgt die Gefahr einiger gravierender Nebenwirkungen [147, 149, 177].
Von vermehrtem Auftreten von Kreislaufdepression im Sinne von Hypotonie und Bradykardie wurde
bereits in vielen Arbeiten mit systemischer Hypothermie berichtet [70, 93, 148, 178]. Systemische
Hypothermie bedingt regelméRig Elektrolytverschiebungen wie Hypo - und Hyperkalidmie sowie
Hyponatridmie. So ausgeldste kreislaufrelevante Herzrhythmusstérungen sind nicht selten und kénnen
zur Notwendigkeit antiarrhythmischer Therapie bis hin zu Reanimationspflichtigkeit fihren [70, 149,
174, 177, 179]. Durch verminderte Insulinsekretion folgt auf systemische Hypothermie regelmaRig
eine hyperglykdmische Stoffwechsellage [180]. Stérungen des Blutbilds im Sinne von
Thrombozytopenie und Leokozytopenie mit entsprechenden Komplikationen wie vermehrtem
Blutungsrisiko und verminderter Immunkompetenz sind weitere typische Folgen [70, 174, 179]. Eine
erhdhte Infektanfalligkeit ist die wohl am meisten dokumentierte und eine der schwerwiegendsten
Komplikationen systemischer Hypothermie. So zeigt sich die Inzidenz fir Pneumonie, Meningitis und
Sepsis in vielen Studien mit systemischer Hypothermie deutlich erhéht [149, 174, 181], ebenso wie
die Inzidenz fur weitere pulmonale Komplikationen wie die Ausbildung eines Pneumothorax oder von
ARDS (Acute Respiratory Distress Syndrome) [182].

Aufgrund der widerspriichlichen Studienlage und dem fehlenden Uberwiegen positiver Effekte tiber
die zum Teil doch gravierenden Nebenwirkungen in randomisierten klinischen Studien empfiehlt die
Brain Trauma Foundation in ihren aktuellen Leitlinien (2016) von der Anwendung prophylaktischer
oder therapeutischer systemischer Hypothermie bei schwerem SHT abzusehen (Evidenzklasse Il b)
[56].

Eine vielversprechende Mdglichkeit, von den positiven Einfliissen therapeutischer Hypothermie auf
die pathophysiologischen Prozesse nach SHT zu profitieren, jedoch ohne die potentiellen gravierenden
Nebenwirkungen einer systemischen Applikation, ist die fokale Anwendung. Jiingere experimentelle
Studien zeigen diesbeziiglich vielversprechende Ergebnisse mit vermindertem strukturellen
Hirnschaden, vermindertem Neuronenverlust, verbesserter langfristiger neurologischer Funktion und
geringerer Mortalitat durch die Anwendung fokaler Hypothermie, zum Teil auch in der Kombination
mit DC [71, 183, 184]. Verschiedene Methoden fir die Anwendung fokaler Hypothermie befinden
sich aktuell in préklinischer bzw. klinischer Testung [185, 186], darunter sowohl nicht-invasive
Methoden wie die direkte Kiihlung durch Eispackungen (ice packing), tiber eine Kiihlhaube (cooling
helmet) [187-189], ein Kihlpad [190] oder durch externe Kihlung von Kopf und Nacken [191-193],
als auch invasive Methoden wie die Kiihlung tber eine nasopharyngeale Sonde [194], die epidurale

Kihlung [195] und die transarterielle oder transvendse intravasale Kiuhlung [196].

63



In tierexperimentellen VVorarbeiten zur vorliegenden Arbeit konnten Szczygielski et al. im Mausmodell
durch eine nur 60-miniltige Anwendung externer fokaler Hypothermie Uber eine lokale, kutan
aufliegende Kihlsonde nach DC bei geschlossenem SHT eine Verminderung des posttraumatischen
Hirndems, eine Reduktion des posttraumatischen strukturellen Hirnschadens sowie eine

Verbesserung der langfristigen neurologischen Funktion nach 24 Stunden erzielen [96, 113].

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, diese von Szczygielski et al. im Tiermodell vorbeschriebenen
positiven Effekte der fokalen Hypothermie [113] in einem Langzeitmodell mit postoperativer
Uberwachung von 28 Tagen zu verifizieren. Die externe fokale Kiihlung erfolgte wie in der erwahnten
Vorarbeit 120 Minuten nach SHT im Anschluss an die Durchfiihrung der DC flr 60 Minuten mit 0-
2°C (ber eine Kihlsonde, aufliegend auf der Kopfhaut des Tieres. Diese rein fokale Anwendung der
Hypothermie konnte durch eine kraniale Temperaturbestimmung Uber die bewéhrte Methode einer
Temporalissonde einerseits und durch Bestimmung der Kerntemperatur (Uber eine rektale Sonde
andererseits verifiziert werden [111, 113, 160]. So blieb bei einer signifikant verminderten kranialen
Temperatur (TCH 33,7 £ 1,3 °C) im Gegensatz zur Sham-Gruppe (NNN 35,7 £ 0,5 °C) die
Korperkerntemperatur konstant (TCH 37,3 £ 0,1 °C) mit einem scharfen Gradienten von 3,6°C,
vergleichbar mit dem erzeugten Temperaturgradienten vorhergehender Studien mit fokaler
Hypothermie [113, 187, 197].

In den vorliegenden Ergebnissen zeigt sich eine durch die zusatzliche Anwendung fokaler
Hypothermie nach DC bei geschlossenem SHT (TCH) verringerte primare Letalitat bei Operation von
25,3% im Gegensatz zur Therapiegruppe mit DC (TCN) von 36%. Die sekundére Letalitat im Verlauf
zeigte sich durch die Anwendung fokaler Hypothermie (TCH) mit nur 10% gegeniiber 32% in der
Therapiegruppe mit DC (TCN) stark vermindert. Diese deutliche Verminderung der Mortalitat durch
die zusatzliche Anwendung fokaler Hypothermie deckt sich mit den Ergebnissen experimenteller
Studien zur systemischen Anwendung [91, 161].

Bezlglich der langfristigen neurologischen Funktion profitierten die Versuchstiere in der vorliegenden
Arbeit deutlich von der zusatzlichen Anwendung fokaler Hypothermie nach DC. Wahrend durch die
Durchfiihrung der DC nach SHT (TCN) eine signifikant verschlechterte neurologische Funktion in
allen durchgefuhrten Untersuchungen bis zum siebten postoperativen Tag nachweisbar war, kam es
bei zusatzlicher Anwendung fokaler Hypothermie im Anschluss an die DC (TCH) zu keinem
Zeitpunkt zu einer signifikanten Verschlechterung der neurologischen Funktion im Gegensatz zur
Sham-Gruppe (NNN). Dies spricht stark flr die erfolgreiche Reduktion des negativen Effekts der
chirurgischen Dekompression nach SHT durch die zusétzliche Anwendung fokaler Hypothermie im

verwendeten kombinierten Therapieverfahren.

In der histomorphologischen Betrachtung konnte ein signifikanter Einfluss fokaler Hypothermie auf

die hippocampale Neuronenanzahl nicht dargestellt werden. Es zeigte sich jedoch eine hoch
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signifikant vermehrte Expression des Proteins Bcl-2 in den ipsilateralen hippocampalen Formationen
der mit fokaler Hypothermie therapierten Versuchstiere (TCH). Bereits in vorhergehenden Arbeiten
zur Anwendung therapeutischer Hypothermie nach SHT, zerebraler Ischamie, intrazerebraler Blutung
und Rickenmarkstrauma konnte durch die Anwendung von Hypothermie eine vermehrte Expression
von Bcl-2 nachgewiesen werden [83, 120, 198-201]. Ebenso gelang in Vorarbeiten der Nachweis
eines verschobenen Verhéltnisses von Bax und Bcl-2 zugunsten vermehrter Bcl-2 und verminderter
Bax-Expression durch die Anwendung therapeutischer Hypothermie im Sinne einer neuroprotektiven,
Apoptose inhibierenden Wirkung dieser Therapieoption [80, 82, 83, 199]. Diese Wirkung sehen wir
durch die in unseren Ergebnissen nachgewiesene vermehrte Expression des antiapoptotisch wirksamen
Bcl-2 bestétigt.

Eine verminderte reaktive Astrozytose im Sinne einer antiinflammatorischen Wirkung fokaler
Hypothermie nach DC konnte in unseren Ergebnissen nicht nachgewiesen werden. Vielmehr zeigte
sich eine nicht signifikant vermehrte reaktive Astrozytenreaktion in allen Versuchsgruppen mit
Trauma und / oder DC als Ausdruck vermehrter Neuroinflammation, wie in verschiedenen Arbeiten
vorbeschrieben [132, 133].

Weiterhin konnte bei Versuchstieren mit Trauma und DC eine vermehrte ipsilaterale hippocampale
Expression des Wasserkanals Aquaporin-4 nachgewiesen werden, was einen Einfluss von Trauma und
operativer Intervention auf das zerebrale Rezeptorgleichgewicht aufzeigt, welcher durch die

zusétzliche Anwendung fokaler Hypothermie scheinbar nicht beeinflusst wird.

Zusammenfassend wirkt die in der vorliegenden Arbeit angewandte therapeutische fokale
Hypothermie als zusétzliche Therapieoption den negativen Effekten der zuvor durchgefiihrten DC
erfolgreich entgegen. Die Anwendung fokaler Hypothermie flihrt in der vorliegenden Arbeit sowohl
zu einer verringerten priméaren Mortalitat bei Operation als auch zu einer deutlich verringerten
sekundaren Mortalitdt im Verlauf im Gegensatz zur alleinigen Durchfiihrung einer operativen
Dekompression (TCN). Des Weiteren findet sich eine im Gegensatz zur rein operativen
Versuchsgruppe (TCN) verbesserte neurologische Funktion nach Anwendung der fokalen
Hypothermie. Durch die signifikant erhdhte Expression des antiapoptotisch wirksamen Proteins Bcl-2
nach Anwendung fokaler Hypothermie lasst sich darliber hinaus ein Utber Apoptoseinhibition
wirkender neuroprotektiver Effekt dieser Therapieoption darstellen. Bemerkenswert ist, dass diese
Effekte in der vorliegenden Arbeit bereits nach einer nur 60-minitigen Anwendung der fokalen
Hypothermie erreicht wurden, welche erst 120 Minuten nach SHT begonnen wurde. Dies steht im
Gegensatz zur Arbeit von Markgraf et al., welche fir den positiven Effekt therapeutischer
Hypothermie ein Zeitfenster von 60 Minuten nach Schadigung formulierten [173]. Hieraus leiten wir
eine grole Effektivitat der in der vorliegenden Arbeit verwendeten fokalen Kiihimethode ab, welche

nicht zuletzt durch die nach DC fehlende Schédeldecke bedingt zu sein scheint.
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Um die Anwendbarkeit dieser vielversprechenden experimentellen Ergebnisse auf den Menschen zu
diskutieren, missen auch die spezifischen thermodynamischen Eigenschaften der Strukturen des
menschlichen Schadels beriicksichtigt werden. Hierzu existieren bereits theoretische Modelle, welche
mithilfe mathematischer Berechnungen die Auswirkungen verschiedener Anwendungsformen fokaler

Hypothermie auf die Strukturen des menschlichen Schadels simulieren [202—-206].

Grundlagen dieser mathematischen Berechnungen sind Pennes Bio-Wérme-Gleichung [207] und die
Annahme, dass die Gewebetemperatur von der metabolischen Aktivitat des Gewebes sowie von der
Gewebeperfusionsrate als Warmequelle abhangig ist [202]. In diese Berechnungen werden sowohl die
anatomischen Strukturen des menschlichen Schadels mit ihren jeweiligen Ausdehnungen als auch die
thermischen Eigenschaften der Gewebe wie Gewebedichte, spezifische Warmekapazitét, spezifische
Warmeleitfahigkeit, = Gewebeperfusionsrate, metabolische = Warmeproduktionsrate, = Gewebe-

ausgangstemperatur und arterielle Bluttemperatur einbezogen [204, 205].

In Bezug auf das Verhéltnis der Gewebetemperatur zur metabolischen Aktivitat des Gewebes wird von
einer Reduktion der metabolischen Aktivitdt um 7% durch eine Temperaturreduktion von 1°C
ausgegangen. Eine Reduktion der metabolischen Aktivitit um 50% wird durch eine
Temperaturreduktion von 10°C erreicht [197, 208]. In vorausgegangenen Arbeiten konnte die
Abhangigkeit des Blutflusses von der Gewebetemperatur in Form einer Reduktion des Blutflusses
durch Temperaturreduktion dargestellt werden, sowohl bei der Anwendung systemischer [209-212]
als auch fokaler [213, 214] Hypothermie. Gleichzeitig scheint eine verringerte Gewebeperfusion per se

zu einer Temperaturreduktion zu fhren, wie dies bei Gewebeischdmie der Fall ist [215, 216].

Diao et al. etablierten 2003 ein solches mathematisches 3D-Modell des menschlichen Schédels und
seiner anatomischen Strukturen und simulierten die Anwendung fokaler Hypothermie durch direkte
Kihlung mit Eis bzw. durch die Verwendung einer Kiihlhaube [197, 202]. Diese Simulation flihrten
sie unter verschiedenen Voraussetzungen durch, unter normaler Gewebeperfusion und unter
Gewebeischamie einerseits sowie in den Ausdehnungen des erwachsenen Schadels und denen des
kindlichen Schadels andererseits. Ergebnis dieser Simulation war das Erzielen einer schnellen (<30
Minuten) und signifikanten Temperaturreduktion durch die fokale Hypothermie in oberflachlichen
Hirnregionen der grauen Substanz. Eine Penetranz der Hypothermie in tiefe Hirnregionen der weiRen
Substanz konnte durch diese fokalen Methoden jedoch nicht erzielt werden [202]. Die dargestellte
fehlende Penetration der fokalen Hypothermie in tiefe Hirnregionen deckt sich mit den Ergebnissen
anderer Simulationen und experimenteller Anwendungen [197, 204, 205]. Van Leeuwen et al. konnten
in ihrer Simulation zeigen, dass eine Reduktion der arteriellen Bluttemperatur vonnéten ist, um die
Temperatur in der weilRen Substanz zu verringern [205]. Abhédngig scheint die Temperaturreduktion in
oberfl&chlichen Regionen durch die Anwendung fokaler Hypothermie zum einen vom Radius der
Schédelstrukturen. So kam es bei geringerem Radius im kindlichen Schadel zu einer schnelleren (<15

Minuten) und tieferen Penetration der Hypothermie. Weiterhin scheint die Penetration der
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Hypothermie in hypoxischem Gewebe deutlich erleichtert, worauf wiederum eine schnellere und
tiefere Penetration folgt [202]. Eine Penetration der fokalen Hypothermie in die weille Substanz

konnte jedoch auch unter diesen Bedingungen nicht erreicht werden.

Zusammenfassend scheint die erfolgreiche Ubertragung der Anwendung fokaler Hypothermie in
tierexperimentellen Studien auf den Menschen unter Einbezug der spezifischen thermodynamischen
Eigenschaften des menschlichen Schadels méglich. Bei der dargestellten Abhangigkeit der Penetranz
fokaler Hypothermie von der lokalen zerebralen Perfusion ist ein Nutzen der Anwendung vor Allem
bei ischdmischen Prozessen wahrscheinlich. Bei posttraumatischer oder postoperativer lokaler
Hyperperfusion ist hingegen von einer geringeren Penetranz der fokalen Hypothermie auszugehen.
Auch wird eine Anwendung fokaler Hypothermie bei diffusem oder tiefer gelegenem
Schédigungsmuster wegen der eingeschrankten Penetranz in die Tiefe nur wenig von Nutzen sein. Die
Anwendung bei lokalisierter, oberflachlicher Hirnschadigung, wie dies bei der postoperativen

Hirnschadigung durch DC der Fall ist, scheint jedoch vielversprechend.

Interessant wére weiterhin, wie sich eine wie in der vorliegenden Arbeit unterbrochene kndcherne
Schédeldecke nach DC auf die Thermodynamik des menschlichen Schadels und die Penetranz der
fokalen Hypothermie auswirkt. Zu erwarten ware eine verbesserte Penetration der Hypothermie in das

umliegende Gewebe.
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7.7 Schlussfolgerungen

In Bezug auf die Fragestellung der vorliegenden Arbeit (siehe 4. Eigene Fragestellung, S. 19) kénnen
abschlielend folgende Aussagen getroffen werden:

Die Durchflihrung einer dekompressiven temporoparietalen Hemikraniektomie im Anschluss an die
Applikation eines Schadel-Hirn-Traumas fuhrt in der vorliegenden Arbeit zu einer verschlechterten
neurologischen Langzeitfunktion. Durch die zusétzliche Anwendung therapeutischer fokaler
Hypothermie in einem kombinierten Therapieverfahren konnen diese negativen Auswirkungen der
durch die operative Prozedur erfolgten kombinierten traumatischen und mechanischen Hirnschadigung
auf die neurologische Langzeitfunktion zugunsten einer besseren Leistung ausgeglichen werden.

Zusétzlich konnte durch die zusatzliche Anwendung der fokalen Hypothermie eine deutliche
Mortalitatsreduktion im Verlauf des Uberwachungszeitraums im Gegensatz zur rein operativen

Gruppe bewirkt werden.

Bezlglich posttraumatischem strukturellem Hirnschaden und hippocampalem Neuronenverlust kann
durch die Durchfiihrung einer dekompressiven Kraniektomie und durch zusétzliche fokale
Hypothermie kein Unterschied zum Verlauf nach Schadel-Hirn-Trauma ohne Therapie nachgewiesen
werden. Auch zeigt sich die Expression des Wasserkanals Aquaporin — 4 sowie die Expression des
sauren Gliafaserproteins in der vorliegenden Arbeit in allen Versuchsgruppen mit Schédel-Hirn-
Trauma erhoht. Anhand dieser untersuchten Kennmarker présentieren sich die Vorgange der
Ausbildung von posttraumatischem Hirnddem und Neuroinflammation somit scheinbar unbeeinflusst

von der durchgefuhrten Therapie.

In Folge der dekompressiven Kraniektomie nach Schadel-Hirn-Trauma kann in der vorliegenden
Arbeit eine verminderte Expression des antiapoptotischen Antigens Bcl-2 nachgewiesen werden. Nach
zusétzlicher Anwendung therapeutischer fokaler Hypothermie in einem kombinierten Verfahren ist
eine hoch signifikant erhthte Bcl-2 Expression die Folge. In der Annahme eines verschobenen
Gleichgewichts zwischen pro- und antiapoptotischer Proteinsynthese zugunsten der Synthese des
antiapoptotischen Bcl-2 ist von einer apoptosehemmenden und damit neuroprotektiven Wirkung der

therapeutischen Hypothermie in der vorliegenden Arbeit auszugehen.

In der Zukunft sind randomisierte klinische Studien vonndten, um die in der vorliegenden Arbeit
aufgezeigten positiven Auswirkungen therapeutischer fokaler Hypothermie in einem kombinierten
Verfahren mit dekompressiver Hemikraniektomie bei lokalisierter oberflachlich gelegener

Hirnschadigung auf Mortalitat und langfristige neurologische Funktion beim Menschen zu belegen.
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