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1. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Untersuchung wurde der Einfluss eines repetitiv er-
zeugten geschlossenen Schadel-Hirn-Traumas auf den Energiestoff-
wechsel des cerebralen Cortex und Subcortex der Maus analysiert.

Die Analyse erfolgte an 28 mannlichen Mausen mit einem Koérpergewicht
von 45 bis 63g. Zunachst erfolgte die Narkose mit Pentobarbital intraperi-
toneal (6,5 mg/kg). AnschlieBend wurde den Tieren ein geschlossenes
Schadel-Hirn-Trauma mittels Controlled-Cortical-Impact-Modell in der
links-medialen parieto-temporalen Schadelregion appliziert.

Die Versuchstiere der repetitiven Traumagruppe wurden in zwei Untersu-
chungsgruppen eingeteilt: 1) Kontrolltiere (Sham) zur Untersuchung des
physiologischen Stoffwechsels sowie als Referenzgruppe im Vergleich zur
traumatisierten Population

2) das von LIGHTHALL et al. (1988) erstmals beschriebene Controlled-
Cortical-Impact-Modell wurde 18 Mausen appliziert, durchschnittlich 5 Tie-
re pro Gruppe, eine Gruppe mit einem singularen Trauma und eine zweite
Gruppe mit einem repetitiven Trauma; der zweite Impact erfolgte 24 Stun-
den nach dem ersten. AnschlieRend wurden die Gehirne in der Gruppe
mit singularem Trauma nach 1 Stunde, in der Gruppe mit repetitivem
Trauma nach 15 Minuten, 1 Stunde, 24 Stunden und 48 Stunden mit
flissigem Stickstoff in situ eingefroren. Zur Charakterisierung des Ener-
giestatus der ausgewahlten Regionen wurden die Metabolite ATP, Gluco-
se und Laktat analysiert, indem deren optische Dichte mittels enzymati-
scher Biolumineszenztechnik auf Schwarz-Weil3-Filmen dargestellt wurde.
Die Schwarzung der Filme wurde danach mittels computergestitzter
Densitometrie quantifiziert.

Als Messregionen wurden von uns der Cortex und das gesamte subcorti-
cale Areal gewahlt, sowohl auf der ipsilateralen, als auch auf der kontrala-
teralen Seite zur Traumaregion. Die so gewonnenen Messdaten wurden

mittels t-Test statistisch auf signifikante Unterschiede analysiert. Mittel-



wertvergleiche wurden bei einem Signifikanzniveau p<0,05 als signifikant
unterschiedlich erachtet.

In den einfach traumatisierten Tieren finden sich zum gemessenen Zeit-
punkt 1 Stunde nach Trauma keine signifikanten Unterschiede im Ver-
gleich zur Sham-Gruppe fur alle drei Metabolite. Das bedeutet, dass bei
der gewahlten Traumastarke keine signifikanten metabolischen Frihver-
anderungen zu erkennen sind.

Bei den repetitiv traumatisierten Tieren kommt es nach Trauma zu einem
bilateralen Abfall der ATP-Konzentration im Cortex bereits nach 15 Minu-
ten, allerdings wird erst nach 24 Stunden ein signifikant erniedrigtes ATP
gemessen. Nach 48 Stunden stellt sich wieder eine Erholung bis auf das
Sham-Niveau ein. Die Veranderungen sind ipsilateral etwas starker aus-
gepragt als kontralateral. Subcortical sind fiir ATP keine signifkanten An-
derungen festzustellen. Glucose zeigt sowohl cortical als auch subcortical
zu keinem der untersuchten Zeitpunkte einen signifikanten Unterschied im
Vergleich zur Sham-Gruppe. Die Konzentration von Glucose ist subcorti-
cal zu allen Zeitpunkten niedriger als cortical. Bei 48 Stunden nach repeti-
tivem Trauma lasst sich cortical eine signifikant erhdhte optische Dichte
von Glucose im Vergleich zum Subcortex erkennen.

Laktat zeigt die frUhesten signifikanten Veranderungen. Bereits nach 15
Minuten steigt Laktat ipsilateral signifikant im Vergleich zu Sham an. Nach
1 Stunde ist dieser Anstieg bilateral signifikant im Vergleich zu Sham, was
eine Laktatakkumulation, mdglicherweise durch anaerobe Glykolyse, wie-
derspiegeln kdonnte. Danach erfolgt ein steiler Abfall bis zu 24 Stunden,
was einem starken Verbrauch entsprechen konnte, allerdings ohne Signi-
fikanz im Vergleich zu Sham. Laktat ist der einzige der drei Metabolite, flr
den sich auch subcortical signifikante Veranderungen im Vergleich zu
Sham ergeben. Im Gegensatz zu der corticalen Messregion findet sich al-
lerdings kein subcorticaler Anstieg, sondern nach 24 und 48 Stunden ist
Laktat signifikant niedriger verglichen mit der Sham-Gruppe. Die Verande-
rungen konnen bilateral erkannt werden, sind jedoch ipsilateral ausge-

pragter.



Aus den ausgefuhrten Untersuchungsergebnissen lassen sich verschie-
dene Schlussfolgerungen ziehen:

1) Nach einem corticalen Controlled Cortical Impact Injury kommt es zu
deutlichen und tiefgreifenden Veranderungen im cerebralen Energiestoff-
wechsel 2) Die Veranderungen der Konzentrationen der gemessenen Me-
tabolite ATP, Glucose und Laktat weisen ein Muster auf, wie es im Rah-
men ischamischer Lasionen des Gehirns beobachtet werden kann 3) Lak-
tat zeigte von allen drei Metaboliten die friheste signifikante Veranderung
mit einem Anstieg und kdnnte daher als Frihindikator flr die Stérung des
cerebralen Stoffwechsels als Nachweis einer anaeroben Glykolyse ange-
sehen werden 4) Da die gemessenen Veranderungen auch kontralateral
ausgepragt sind, jedoch mit starkeren Veranderungen auf der Traumasei-
te, kdbnnte man rickschlielRen, dass es nach Trauma zu einer global ce-
rebralen Reaktion kommt, die ipsilateral akzentuiert ist 5) Im Vergleich
zwischen singularem und repetitivem Schadel-Hirn-Trauma gleicher In-
tensitat zeigt sich eine deutlichere metabolische Alteration im Rahmen
des doppelten Traumas; das konnte bedeuten, dass es nach mehreren
Traumen zu Summationseffekten der Schadigung kommt 6) Die metabo-
lischen Veranderungen dauern langer als 24 Stunden, lassen aber bis
zum Zeitpunkt von 48 Stunden nach Trauma eine teilweise Reversibilitat

der pathologischen Vorgange erkennen



1.1 SUMMARY

Many experimental and clinical observations investigate the changes of
cerebral metabolism after mechanical induced brain injury. They suggest
a worsening of cerebral damage by secondary pathophysiological proc-
esses proceeding after trauma. But the effects of a second impact to the
brain on cerebral metabolism isn’t well known yet. We initiated this inves-
tigation for studying the effects of a repetitive mechanical head injury on
the cerebral energy metabolism.

28 male mice (mean body weight 45-63g) were anesthetized with pento-
barbitale intraperitoneally (6,5 mg/kg). Afterwards, one group of animals
received a singular controlled cortical impact injury without craniotomy to
the left medial parieto-temporal cortex, a second group received a second
impact 24 hours after the first one. After that the animals were reanesthe-
tised and their brains were frozen in situ with liquid nitrogen. Regional op-
tical density of ATP, glucose and lactate was measured by computer as-
sisted bioluminescent imaging in the ipsilateral and contralateral cortex
and subcortical area 15 minutes, 1h, 24h and 48 hours postinjury in the
group with the repetitive impact. To recognize the early effects of the sec-
ond impact, the animals with only one impact were investigated at 1 hour
postinjury and compared to the animals with a second impact.

The grey values of the bioluminescent images of each metabolite were
statistically analyzed by Student’s t-test (p<0,05).

In repetitive traumatized animals a decreased optical density of ATP in the
cortical area was found after 15 minutes postinjury bilaterally with a sig-
nificant minum at 24 hours postinjury. Till 48 hours an increase of ATP
was found and reached sham level again. These changes were empha-
sized at the ipsilateral hemisphere. No changes were found in the subcor-
tical area. The optical density of Glucose showed no significant changes
at any time compared to sham in the cortical as well as in the subcortical
region. And no differences between ipsilateral and contralateral hemi-

sphere could be measured. The optical density of glucose in the subcorti-
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cal area is lower than in the cortical area at each time point. At 48 hours
after the second impact the subcortical optical density of glucose bilater-
ally reaches a significant minimum compared to cortex.

Lactate showed the earliest significant changes. Already at 15 minutes
postinjury there was an increased optical density of lactate in Cortex with
statistical significance in the ipsilateral hemisphere and a bilateral signifi-
cant maximum at 1 hour postinjury, which may reflect a lactate accumula-
tion by anaerobic glycolysis.

After that there is a sharp decrease of the optical density of lactate without
reaching significance level compared to sham, which maybe shows a lac-
tate consumption. Lactate is the only metabolite showing significant
changes in subcortical area compared to sham, but in contrast to cortex
no significant maximum but significant minimum at 24 and 48 hours
postinjury.

These changes were found bilaterally but pronounced in the ipsilateral
hemisphere.

These findings lead to the following conclusions: 1) after a repetitive con-
trolled cortical impact injury there is a distinct impairment of the cerebral
energy metabolism 2) the changes of concentration of the measured me-
tabolites ATP, glucose and lactate refer to metabolic changes like found in
an ischemic cerebral lesions 3) lactate showed the earliest changes of all
metabolites so maybe it could be interpreted as an early indicator of cere-
bral metabolic impairment caused by anaerobic glycolysis 4) because of
the bilaterally developing of the metabolic changes with emphasis in the
ipsilateral hemisphere, it seems that the changes after traumatic brain in-
jury are global but ipsilaterally pronounced 5) comparing singular and re-
petitive brain injury, additive effects of multiple head trauma to brain injury
can be supposed 6) the metabolic changes last for longer than 24 hours
postinjury, but there is a tendency for a recovery between 24 and 48

hours.
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2. Einleitung:

2.1 Grundlagen

Frihere Untersuchungen des Stoffwechsels, unter anderem auch in unse-
rem Laboratorium, zeigten, dass ein Schadel-Hirn-Trauma mit deutlichen
Veranderungen im cerebralen Metabolismus einhergeht (MAUTES et al.
2001). Unter anderem kommt es zu einer Gewebeischamie durch eine Ab-
nahme des cerebralen Blutflusses (JIANG et al. 2000), die nicht auf die
unmittelbar traumatisierte Region beschrankt bleibt (KOCHANEK et al.
1995) und von der Ausbildung eines Odems begleitet wird. Um die pa-
thophysiologischen Veranderungen genauer zu untersuchen, wurden in
dieser Arbeit die Auswirkungen eines repetitiv erzeugten geschlossenen

Schéadel-Hirn-Traumas auf den cerebralen Metabolismus untersucht.

Das Gehirn besteht aus drei Kompartimenten, die geschitzt im kndcher-

nen Schadel liegen:

1) das Gehirngewebe,

2) das in den Blutgefallen vorhandene Blutvolumen,

3) die Zerebrospinalflissigkeit (CSF) mit interstitieller Flussigkeit
(ISF)

Die Trennung dieser drei Kompartimente wird durch die sogenannte Blut-
Hirn-Schranke (Blood-Brain-Barrier, BBB) erreicht.

Die heutige Vorstellung von der Blut-Hirn-Schranke geht davon aus, dass
die Trennung zwischen den einzelnen Kompartimenten durch die zwischen
den cerebralen Endothelzellen gelegenen tight junctions gewahrleistet

wird, die eine Passage hydrophiler Molekule vom Blut ins Gehirn und um-
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gekehrt verhindern (REESE and KARNOFSKY, 1967; BRIGHTMAN and
REESE, 1969).

Die Entwicklung der Blut-Hirn-Schranke ist ein komplexer Prozess, der
letztendlich zur Entwicklung endothelialer Zellen mit unilateralen Permeabi-
litatscharakteristika aufgrund eines hohen elektrischen Widerstandes und
der Expression spezifischer Transporter, fuhrt (RISAU und WOLBURG,
1990; DERMIETZEL und KRAUSE, 1991).

Die kapillaren Endothelzellen sind kontinuierlich Uber interzellulare tight-
junctions miteinander verbunden und zeigen unter normalen Umstanden
keine oder wenige transendotheliale Kanale oder Pinocytosevesikel
(POLLAY und ROBERTS, 1980; GOLDSTEIN und BETZ, 1983). Die Ge-
schwindigkeit, mit der die verschiedenen Substanzen die Blut-Hirn-
Schranke Uberwinden, ist abhangig von der Molekllgrofie, der Lipophilie
und der Anwesenheit spezifischer Carrier-vermittelter Transportsysteme
(POLLAY und ROBERTS, 1980).

So sind die Na'-K'-ATPase und das A-System-Amino-Saure-
Transportsystem pradominant an der abluminalen Membran der kapillaren
Endothelzellen lokalisiert (GOLDSTEIN et al. 1986; BETZ, 1983; BETZ et
al. 1980). Das Vorkommen dieser spezifischen Carrier-Systeme ist koe-
xistent mit einer geringen Permeabilitat fur Kalium und fur kleine Amino-
sauren in Blut-Hirn-Richtung (GOLDSTEIN et al. 1986).

Aufgrund dieser Selektivitat haben zirkulierende Moleklle nur 2 Moéglich-
keiten, die Blut-Hirn-Schranke zu passieren (PARDRIDGE, 1999):

1) Lipid-vermittelter Transport kleiner Molekule durch freie Diffusion

2) Katalysierter Transport

Diese Selektivitat wird ermdglicht durch die Eigenschaften der kapillaren
Endothelzellen, inklusive der Anwesenheit von (BETZ, 1985):

1) kontinuierlichen tight junctions

2) geringer transzellularer Permeabilitat
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3) transzellularen Konzentrationsgradienten

4) einer transzellularen Potentialdifferenz

5) einem grolRen transzellularen Widerstand

6) einer asymmetrischen Verteilung von Transportsystemen zwischen

der luminalen und abluminalen Plasmamembran

Diese Selektion der Passage der verschiedenen Substanzen ist notwen-
dig, um die Zusammensetzung der CSF und der ISF konstant zu halten
(FISHMAN, 1975).

Diese konstante Konzentration der geldsten Substanzen in CSF und ISF
ist essentiell zur Aufrechterhaltung eines bestandigen Umgebungsmilieus
fur das Gehirn, was notwendig zur optimalen Funktionserhaltung ist. Da-
gegen ist ein Stoffaustausch zwischen CSF und ISF nahezu unbeschrankt
moglich (WAGNER et al. 1974), so dass diese beiden Kompartimente als

eine funktionelle Einheit betrachtet werden konnen.

Die Zusammensetzung der CSF ist zur Aufrechterhaltung der neuronalen
Aktivitat sehr wichtig. Die Neurone bendtigen ein konstantes osmotisches
und ionisches Milieu und eine dauernde Versorgung mit dem Hauptener-
gielieferanten Glukose, da Neurone nur Uber eine geringe Energiereserve
verflgen.

Die lonenverhaltnisse der CSF entstehen durch aktive Transport- und Sek-
retionsprozesse. Die Na’-K*-ATP-ase, die an der apikalen Oberflache der
Plexuszellen und an der abluminalen Seite der Kapillarendothelien lokali-
siert ist, baut einen lonengradienten auf, der zum passiven Einstrom von
Wasser fuhrt (ROSENBERG, 1990). Fir den Glucosetransfer stehen akti-
ve Carrier-vermittelte Transportmechanismen zur Verfigung, die durch die
konzentrationsabhangige Diffusion von Glucose erganzt werden
(ROSENBERG, 1990). Die passiven Glucose-Transporter befinden sich
sowohl an der luminalen, als auch an der abluminalen Seite Blut-Hirn-
Schranke (HAWKINS et al. 2002).
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Mit Hilfe dieser Mechanismen kann die K*-Konzentration der CSF konstant
gehalten werden, auch wenn es zu Schwankungen in der Plasmakon-
zentration kommen sollte (BRADBURY et al. 1981, KATZMAN und
HUSSEY, 1970; KEEP, XIANG, BETZ, 1993). Die gleichen Mechanismen
gelten fur die Aufrechterhaltung der Ca?*-Konzentration innerhalb der CSF.
Dagegen zeigt die Konzentration von Na* in der CSF eine deutliche Korre-
lation zur Na*-Plasma-Konzentration (DAVSON und POLLAY, 1963).

Eine der Hauptaufgaben der CSF besteht im Stofftransport und der Ver-
sorgung bzw. Entsorgung der Neurone. Der Austausch der an der neuro-
nalen Versorgung beteiligten Nahr- und Abfallstoffe geschieht entlang der
extrazellularen Spalten und der perivascular gelegenen Virchow-Robin-
Raume. Die beiden treibenden Krafte sind die Diffusion und die Konvekti-
on.

Diffusion ist ein passiver Vorgang ohne Energieverbrauch; sie ist abhangig
von Molekulargewicht, Austauschflache und Diffusionskoeffizienten der dif-
fundiblen Substanzen. Die Diffusion ist vor allem zum Stoffaustausch tber
klrzere Distanzen geeignet.

Unter Konvektion versteht man Stoffaustauschvorgange, die unabhangig
vom Molekulargewicht stattfinden, aber Osmo- und Druckgradienten fol-
gen. Die Konvektion eignet sich zum Stoffaustausch Uber Iangere Distan-
zen.

Die Transportgeschwindigkeit der Stoffe ist in der weilen und grauen Sub-
stanz unterschiedlich (ROSENBERG, 1980, ROSENBERG und KYNER,
1980). Das ist bedingt durch die geringere Synapsendichte und der gerin-
geren Konzentration an Hyaluronsaure in der extrazellularen Substanz
(ROSENBERG et al. 1980), wodurch die Flussigkeitsbewegungen in ihrer
Geschwindigkeit limitiert werden.

Diese Homoostase kann nun vielseitig gestort werden. Schadel-Hirn-
Traumen, ischamische Insulte, Infektionen oder Tumoren kdnnen zu er-
hohter intrakranieller Flussigkeitsansammlung mit konsekutiver Zunahme

des Gehirnvolumens — das Hirnédem — fiihren.
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1967 beschrieb KLATZO ein Klassifizierungssystem fur das Hirnodem. Er

unterteilte es in 2 Formen.

1. cytotoxisch: Diese Form der Hirnschwellung war charakterisiert durch
eine rein intrazellulare Flussigkeitsansammlung. Die akkumulierte
Flussigkeit hatte die Eigenschaften eines Ulatrafilirates des Blutplas-

mas.

2. vasogen: Die Ursache dieser Form der Hirnschwellung ist eine ge-
stérte Funktion der Blut-Hirn-Schranke. Diese Odemflissigkeit ist ein
Plasmafiltrat mit einer hohen Konzentration an Natrium und Kalium und
einer Proteinkonzentration, die der des Plasmas ahnelt (CLASEN et
al. 1960).

Die von KLATZO definierten Charakteristika der beiden Odemtypen sind
in Tab. 1 dargestellt.

Tab. 1: Charakteristika der beiden Hirnédem-Typen

VASOGEN CYTOTOXISCH
Graue oder weifte Substanz, abh. vom
LOKALISATION Pradominant weil’e Substanz cytotoxisch wirksamen Agens
GEFAR- erhoht, inklusive Proteinlecka-
B mgl. unbeeinflul}t, keine Proteinleckage
PERMEABILITAT ge
VergroRerung der extrazell. keine Vergroflerung der extrazell. Rdume;
R&ume in der weiflen Sub- Zellschwellung unterschiedlicher Zellty-
ULTRASTRUKTUR
stanz; Zellschwellung v.a. pen, abh. vom zytotoxisch wirkenden A-
Astrozyten gens

BIOCHEMISCHE

EIGENSCHAFTEN Plasma-Filtrat inklusive Se- Plasma-Ultrafiltrat, Zusammensetzung
DER ODEM- rumproteine abh. vom zytotox. wirkenden Agens
FLUSSIGKEIT
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Neben den histomorphologischen Veranderungen fuhren pathologische
Ereignisse auch zu funktionellen Beeintrachtigungen der Zelle. Diese Sto-
rungen in der Zellfunktion kdnnen sich schon frihzeitig manifestieren und
sind nicht zwangslaufig mit morphologischen Veranderungen korreliert.
Die biochemischen Vorgange in einer Nervenzelle zur Deckung ihres
Energiebedarfes sind sehr komplex. Das wichtigste Substrat als Aus-
gangssubstanz fur die zellulare Energiegewinnung ist Glucose. Liegt Glu-
cose in ausreichenden Mengen vor und ist die Sauerstoffversorgung der
jeweiligen Zelle gewahrleistet, d.h. laufen die Reaktionen unter aeroben
Bedingungen ab, so setzt die Zelle normalerweise die notwendige Energie
durch Hydrolyse von ATP frei (ATP + H,O = ADP + P; + HY). Dabei ist die
Menge des hydrolysierten ATP keine konstante GroRe, sondern die Zelle
ist in der Lage, die Energiegewinnung entsprechend ihren Bedlrfnissen
herauf- bzw. herunter zu regulieren.

Die Energiereserven, die der Zelle im Bedarfsfall zur Verfligung stehen,
sind sehr beschrankt. Ein Substrat zur alternativen Energiegewinnung ist
das Creatinphophat (PCr + ADP > ATP + Creatin). Das im Rahmen der
Energiegewinnung anfallende ADP kann durch das Enzym Adenylatzykla-
se wieder zu ATP umgewandelt werden (2 ADP < ATP + AMP).

Die cerebrale Zelle hat nur eine sehr geringe Ischamietoleranz, d.h. bei
mangelnder Blut- und damit Sauerstoffzufuhr sind die Energiereserven
(ATP und PCr) und die Energielieferanten (Glucose, Glykogen) sehr
schnell verbraucht (LOWRY et al. 1964).

Werden erniedrigte Konzentrationen an ATP gemessen, so deutet dies auf
einen bereits deutlich fortgeschrittenen zellularen Schaden hin, da ATP
den unmittelbaren Energielieferanten darstellt. Ein Abfall der ATP-
Konzentration bedeutet daher, dass die genannten Kompensationsme-
chanismen, die der Zelle zur Verfugung stehen, ihren Energiebedarf zu
decken, bereits nicht mehr greifen.

Die wichtigsten Mechanismen, flir welche die Zelle ihre Energie bendtigt,

sind:
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1. aktive Transportprozesse, um lonen und andere Substanzen gegen
ein Konzentrationsgradienten bzw. Uber Membranen transportieren zu

konnen

2. Biosynthese

3. Neurotransmittersysteme

Das Gehirn hat im Vergleich mit anderen Organen einen sehr hohen Sau-
erstoffbedarf. Es wird mit etwa 15% des Herz-Zeit-Volumens versorgt und
verbraucht etwa 20% des gesamten Sauerstoffangebotes im Koérper. Da-
bei hat es nur etwa einen Anteil von 2% am Gesamtkorpergewicht
(SCHMIDT, 1964).

Als Hauptsubstrat zur Energiegewinnung dient Glucose, die enzymatisch

glykolysiert wird:

CeH1206+6 O, > 6 CO, + 6 H,O + Energie

Theoretisch kdnnen aus einem Mol Glucose Uber diese aerobe Glykolyse
36 Mol ATP gewonnen werden. Die Zelle oxidiert jedoch nur etwa 90% der
ihr angebotenen Glucose durch diese, auch unter thermodynamischen
Gesichtspunkten nicht optimal ablaufende, Reaktion. Daher liegt der rea-
listische Wert der gewonnenen Menge an ATP im Bereich von 30-35 Mol
pro Mol Glucose (SIESJO, 1978). Die restlichen 10% werden anaerob
verstoffwechselt. Die Energieausbeute im Rahmen der anaeroben Reakti-
on ist deutlich geringer und als Nebenprodukt entsteht Laktat. Pro Mol
Glucose kdnnen bei der anaeroben Glykolyse maximal 2 Mol ATP gewon-

nen werden.

CeH1206 + 2 P; + 2 ADP - 2 Lactat + 2 ATP

Die Oxidation von Glucose lauft in verschiedenen Einzelschritten ab:
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1.

Glykolyse im Zytosol: Die Glykolyse beginnt mit einem Energie-

verbrauch von 2 Mol ATP fur die Bildung von Fructose-1,6-bisphosphat
durch die Enzyme Hexokinase und Phosphofructokinase. Das heilt,
um die Glykolyse initiieren zu kdnnen, mussen noch Energiereserven
vorhanden sein. Im weiteren Verlauf entstehen bei der Reaktion des
Enzyms Phosphoglyzeratkinase und Pyruvatkinase 4 Mol ATP. In der
Gesamtbilanz ergibt sich daher ein Nettogewinn von 2 Mol ATP. Wei-
terhin wird das Coenzym NAD" zu NADH + H" oxidiert. Eine Akkumula-
tion von NADH + H* wird allerdings verhindert, da das Enzym Lactat-
dehydrogenase, das die Reaktion von Pyruvat zu Laktat katalysiert
auch gleichzeitig NADH + H* wieder zu NAD" reduziert (Abb.1 ). Unter
aeroben Bedingungen kann das NADH + H" in der Atmungskette oxi-
diert werden. Hierzu ist allerdings der Transport der Reduktionsaquiva-
lente des NADH + H* vom cytosolischen in den mitochondrialen Raum
erforderlich. Da NADH + H" nicht durch die innere Mitochondrien-
membran permeieren kann, stehen fir diesen Prozel® der Malatcyclus
sowie der a-Glycerophosphatcyclus zur Verfigung. Der erstere fuhrt
zur Bildung von mitochondrialem NADH + H* auf Kosten von cytosoli-
schem, der zweite liefert aus cytosolischem NADH + H* intramito-
chondriales FADH,.
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phosphatisomerase

Schematische Darstellung der Glykolyse. Die energieverbrau-

chenden Reaktionen der Hexokinase und Phosphofructokinase sind rot,
die energieliefernden Reaktionen der Phosphoglyceratkinase und Pyru-
vatkinase sind blau hervorgehoben (modifiziert nach Loffler und Petrides,

1998).
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2. Citratcyklus: Das im Rahmen der Glykolyse entstehende Pyruvat tritt in
den Citratzyklus ein. Die Bedeutung des Citratzyklus liegt darin, dass er
das einzige Bindeglied zwischen Substratabbau und biologischer Oxidati-
on darstellt. Am Ende des Citratzyklus steht der Elektronentransport in die
Atmungskette, in der die Energiebereitstellung in Form von ATP erfolgt
(Abb.2 ).
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Abb.2 : Schematische Darstellung des Citratcyclus. Das Pyruvat, das aus
der Glykolyse in den Citratcyclus eintritt, ist rot hervorgehoben (modifiziert
nach Loffler und Petrides, 1998).
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3. Atmungskette: Die Atmungskette findet an der inneren Mitochondrien-

membran statt. Es handelt sich um eine Sequenz von Enzymen und Car-
riern, die fur den Transport der Reduktionsaquivalente von NADH + H*
zum molekularen Sauerstoff verantwortlich sind. Es handelt sich um eine
sehr stark exergone Reaktion, die daher Uber ein Kaskadensystem ablau-
fen mufl3, um Zellschaden bei der Energiefreisetzung zu verhindern
(Abb.3).

A Hz MAD*  FMM Hz Co@ 1 2Fef+  2Fe*” 2Fe®t

Cyt b Xl’jyt c:ﬂcXCyt afas Ya Og

A MAD H F i Call H: 2 Fe®* 2Fe*’ 2 Fe®

1 2 3

H* HzD
1 =MAD-abh. Dehvdrogenasen _
2 = Flavoproteine 2H* —*— 0®
3= Coenzym @
i - il -

Wasserstoftransport Elektronentransport

Abb.3 : Schematische Darstellung der Atmungskette. Oxidative Phospho-
rylierung als letzter Schritt der Energiegewinnung mit der Bildung von ATP
(modifiziert nach Loffler und Petrides, 1998).
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Glucose, Laktat und ATP sind essentielle Bestandteile innerhalb des
Stoffwechsels, die die funktionelle Integritat der cerebralen Neurone ge-
wahrleisten.

Daher lassen Veranderungen im Verhaltnis der Konzentrationen der ein-
zelnen Metabolite zueinander Ruckschlisse auf die pathogenetischen
Vorgange zu. In unserer Arbeit untersuchten wir diese pathogenetischen

Vorgange nach repetitivem Schadel-Hirn-Trauma.

Im Laufe der Jahre wurden viele unterschiedliche Modelle zur experimen-
tellen Erzeugung eines cerebralen Traumas entwickelt. LIGHTHALL ent-
wickelte 1988 ein neues experimentelles Modell zur Erzeugung eines me-
chanischen Schadel-Hirn-Traumas. Dieses sogenannte Controlled Cortical
Impact Modell verwendet einen pneumatischen Impactor. Der Vorteil die-
ses Modells liegt in der Tatsache, dass eine bekannte Trefferflache und
eine messbare, kontrollierbare Schlaggeschwindigkeit verwendet werden.
Diese bekannten Variablen ermdglichen die genaue Bestimmung des
Ausmales der entstehenden Deformation. Die quantifizierbaren Parame-
ter des entstehenden mechanischen Inputs, der zur Traumaapplikation
verwendet wird, erlaubt die Beurteilung der Korrelationen zwischen dem
Grad der Deformation und der resultierenden Pathologie und den funktio-
nellen Veranderungen. Dieses Modell liegt auch dem Trauma in dieser
Arbeit zu Grunde. Der Versuchsaufbau dieses Modells wird explizit in Abb.
6 und Abb. 7 gezeigt.

Das Besondere an unserer experimentellen Arbeit ist die Tatsache, dass
wir kein singulares Trauma unseren Untersuchungen zugrunde gelegt ha-
ben, sondern ein repetitives Trauma, d.h. 2 Controlled Cortical Impacts im
Abstand von 24 Stunden. Nur zum frihen Zeitpunkt 1 Stunde nach Trau-
ma haben wir den Vergleich zu einem singlularen Controlled Cortical Im-
pact Injury gleicher Starke herangezogen. Der Grund hierfir liegt in der
Tatsache, dass wir untersuchen wollten, ob es in der Frihphase nach re-
petitiver Schadigung zu Summationseffekten in der Schadigung des ce-

rebralen Stoffwechsels kommt, oder ob ein vorangegangenes Trauma ei-
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nen protektiven Effekt gegenuber einem folgenden Trauma induziert, im
Sinne einer Konditionierung.

Es existieren Arbeiten, die Ergebnisse in beide Richtungen zeigen.
KANAYAMA et al. (1996) zeigten in ihren Ergebnissen, dass es im Ver-
gleich zum einfachen Schadel-Hirn-Trauma beim repetitiven Schadel-Hirn-
Trauma zu kumulativen Effekten der Schadigung und deutlich starkeren
pathologischen Veranderungen im Verhalten der Versuchstiere gab, in
Abhangigkeit von der Starke und der Haufigkeit der Wiederholungen.
ALLEN et al. (2000) zeigten dagegen, dass ein repetitives mildes Schadel-
Hirn-Trauma das Gehirn in einer Weise konditioniert, dass ein folgendes
mildes Schadel-Hirn-Trauma auf der gleichen Seite keinen negativen Ef-

fekt auf die motorische Funktion mehr hat.
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Tabelle 2: Ubersicht verschiedener Studien zum cerebralen Metabolismus

STUDIE TRAUMAMODELL | HIRNREGION | MERMETHODE ERGEBNISSE
Chen et al. lateral fluid percus- Cortex und cerebral dialysate 10min-1h: 71 Laktat (238% mit Laktatinfusion,
J Neurotr 2000 sion injury Subcortex 171% ohne Laktatinfusion)
10min-30min: 4 Glucose (231%)
Dhillon HS, Controlled cortical Cortex und Microdialysis Ipsilateral kontralateral
Donaldson D, J impact injury Subcortex Free fatty acids 71 free fatty acids T1
Neurotrauma, 1994 30min/2,5h/24h _ 2,5h/24h
Evans blue extravasation  Evans blue
extravasation
™ 30min/10h >
Krishnappa et al., J| Cortical impact injury, Cortex Microdialysis CCl CCl+carotid occlusion
Neurotrauma, 1999 bilateral carotid 1h: Laktat (3-5fach) T 1h: T Laktat
occlusion 1h: Glucose (50%){  1h: {{ Glucose
Mclntosh et al. Fluid percussion Cortex Homogenat, Cortex
J Neurochem 1994 injury Subcortex HPLC 2—2w: Dopamin ¥, Adrenalin <>, Noradrenalin
Subcortex
6h: Dopamin T
1h-1w: Dopamin T, Noradrenalin T
Nilsson P, Hillered Controlled cortical Cortex Microdialysis Lactate, pyruvate, adenosine, inosine,

L, J Cereb Blood
Flow Metab, 1990

impact injury

hypoxanthine, amino acids: 71 in Abhangigkeit von

der Traumastarke
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STUDIE TRAUMAMODELL | HIRNREGION | MERMETHODE ERGEBNISSE
Prasad et al. Controlled cortical Gesamtes microdialysis Ipsilateral Kontralateral
J Neurochem, impact injury Gehirn 30min: ATP <& 30min: ATP &
1994 30min,2.5h,24h:Laktat T 30min,2.5h,24h:Laktat T
Pulsinelli WA, Levy | forebrain ischemia Gesamtes indicator- Cerebrale Glucoseutilisation
DE Ann. N I ludi th hi fractionati neocortex, striatum: 4 1h/48h
nn. Neuro by occluding bo Gehirn ractionation white matter: L 1h. <> 48h
1982 common carotid method (CSF) 2- | Hippocampus: <> 1h, | 24h/48h
arteries ['“C]deoxyglucose
Shapira et al. Closed Head Injury Cortex Evans Blue 4h: Evans Blue Extraction T
Anesth Analg 1998 Subcortex | Extraction, NSS, | 15min-4d: Blut-Hirn-Schranke |
24h: Odem T
spezifische | 44-7d:0dem «>
Gewebsdichte | 1h: NSS T
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STUDIE TRAUMAMODELL | HIRNREGION | MERMETHODE ERGEBNISSE
Sutton et al. Acta Cerebraler Kortex, 2- Ipsilateral Kontralateral
N hir 1994 Metaboli Thal 14014 | 30min: GlucoseT 10d: Glucose
eurochir etabolismus alamus, [ "C]ldeoxyglucose 6h.1d.6d: Glucose 4
Hippocampus , ['*Cliodo-
antipyrine-

autoradio-graphy

Unterberg AW,
Andersen BJ, J
Neurosurg, 1988

fluid percussion

trauma

Gesamtes
Gehirn

phophorus-3-1-
magnetic
resonance
spectrography,
radioactive
microsphere

technique

PH { 30 min; < 3h

CBF/CMRO2/CMRG1 «> bis 8h posttraumatisch

Pcr &

Pi &
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STUDIE TRAUMAMODELL | HIRNREGION | MERMETHODE ERGEBNISSE
Yoshino et al Brain Fluid percussion Cortex [“C]2-Deoxy-D- |Cortex ipsilateral Cortex kontralateral
Res 1991 injury Hippocampus | Glucose- Methode 1,30min: Glucose™ 1min: Glucose T

Thalamus

6h,1,2,3,5d: Glucose |
10d: Glucose <
Hippocampus ipsilateral
1,30min: Glucose T

6h: Glucose |
1,2,3,5,10d: Glucose <
Thalamus ipsilateral

6h: Glucose |
1,2,3,5,10d: Glucose <

Hippocampus kontralateral
1min: Glucose T

Zauner A, Clausen
T, J Neurosurg,
2002

fluid percussion

trauma

Gesamtes
Gehirn

Microdialysis

Trauma alleine:

PO2 | von 33 + 5 mmHg auf 10 + 4 mmHg
PCO2 Tvon55+2auf81+9

pH! von 7,1 + 0,06 auf 6,84 + 0,14

nach sekundarer Ischamie von 40min

PO2 | auf 0 mmHg

PH | auf 6,48 £ 0,18

PCO2 < 83 £ 13 mmHg
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2.2

Fragestellungen

Auswirkungen des SHT auf den cerebralen Metabolismus:

Welche Veranderungen ergeben sich fur den posttraumatischen
cerebralen Metabolismus? Lassen sich Unterschiede zwischen dem

Cortex und dem subcorticalen Areal erkennen?

Zeitlicher Verlauf der Veranderungen:

Lalkt sich ein zeitliches Muster der posttraumatischen
Veranderungen erkennen? Zeigen sich Hinweise auf eine Restitution
oder handelt es sich eher um ein progredientes Geschehen mit

fortschreitender Alteration des cerebralen Metabolismus?

Vergleich zwischen singularem und repetitivem SHT in der

Frihphase:

Gibt es Unterschiede der Veranderungen im cerebralen
Metabolismus nach singularem und repetitivem SHT? Lassen sich
Summationseffekte erkennen, d.h. eine deutlich starkere Schadigung
nach dem zweiten Trauma? Oder Ilassen sich eher
Konditionierungseffekte erkennen, d.h. schitzt ein
vorausgegangenes SHT das Gehirn vor einer starken Schadigung im

Falle eines kurzzeitig spater eintretenden SHT?

Klinische Relevanz:

Welche Bedeutung hat der hier verwendete Versuchsaufbau fur die
klinische Praxis? Gibt es klinische Erscheinungsformen, die sich

anhand der hier festgestellten Ergebnisse erklaren lassen?
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Therapeutische Ansatze:

Kann man anhand des zeitlichen Verlaufsmusters einen optimalen
Zeitpunkt zur therapeutischen Intervention ausmachen? Lassen die
hier gefundenen Ergebnisse eine therapeutische Ansatzmoglichkeit

erkennen?
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchsplanung

3.1.1  Versuchstiere und untersuchte Hirnregionen

Die Untersuchung wurde an 28 mannlichen Mausen mit einem
Kdrpergewicht von 45 bis 63g durchgefuhrt. Die Untersuchung
wurde am Cortex und an der subcorticalen Region
durchgefihrt. Cortical, um die metabolischen Veranderungen
dieser sehr stoffwechselintensiven und damit metabolisch
vulnerablen Hirnregion zu erkennen und subcortical, um die
tatsachliche regionale Ausbreitung der metabolischen

Veranderungen zu erfassen.

Abb.4 Histologische Abbildung eines 20um Coronarschnittes zur
Kennzeichnung der Odemzone rechts cortical (zur besseren
Ubersicht herausvergroRert). Der Pfeil markiert das posttraumatische
Odem

Die zu untersuchende corticale Hirnregion wurde anhand der
Odemausbreitung im histologischen Bild festgelegt (Abb.4 ).
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Es wurden bilateral jeweils 6 Messpunkte festgelegt. Ihre GroRRe
wurde so gewahlt, dass der Durchmesser eines Punktes die
Tiefenausbreitung des Odems vollstandig erfasst. Gleichzeitig
wurden diese 6 Punkte gleichmaRig Giber die Odemzone ver-
teilt. Da an den Gefrierschnitten eine genaue Differenzierung
von subcorticalen Strukturen teilweise nur sehr schwer mdglich
ist, wurde zur Messung die gesamte subcorticale Region in ih-
rer optischen Dichte gemessen. Die Messung der genannten
Regionen wurde fir alle Tiere sowohl auf der Traumaseite als
auch an den korrespondierenden corticalen Punkten bzw. der
korrespondierenden subcorticalen Flache der kontralateralen
Seite durchgefuhrt. (Abb.5)

Abb.5 20um Coronarschnitt mit eingezeichneten MeRpunkten
cortical und markiertem subcorticalem MeRbereich der

Traumaseite (rechts) und der kontralateralen Seite (links).
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3.1.2 Traumamodell

Den Mausen wurde ein Controlled-Cortical-Impact- Injury (CCl)
durch einen computergesteuerten pneumatischen Impactor in
der links-medialen parieto-temporalen Region zwischen
Bregma und Lambda auf die intakte Dura mater erzeugt
(LIGHTHALL 1988). Die Maus wurde in ein Stereotaxiegerat
eingespannt, um eine Lageveranderung wahrend der
Traumaapplikation zu verhindern. Der Vorteil dieses
Traumamodells liegt in der Tatsache, dass eine definierte
Trefferflache, eine mel3bare, kontrollierbare
Schlaggeschwindigkeit und eine reproduzierbare corticale
Kompression verwendet werden. Daher erlaubt das CCIl den
Nachweis einer Korrelation zwischen dem Grad der
Deformation und der resultierenden Pathologie und
entstehenden funktionellen Defiziten (LIGHTHALL et al. 1989)
(Abb. 6 und Abb. 7).

3.1.3 Untersuchungszeitpunkte nach dem Trauma

Nach einem Schadel-Hirn-Trauma entwickelt sich ein
Hirnédem. Dieses Odem besteht sowohl aus einer vasogenen,
als auch aus einer zytotoxischen Komponente (BARZO et al.
1997, UNTERBERG et al. 1997). Untersuchungen zeigen
einen zeitabhangigen Verlauf in der Entwicklung dieses
Hirnédems. Die Entwicklung beginnt frih innerhalb von 1-6
Stunden nach Trauma und entwickelt sich 24 bis 48 Stunden
nach dem Trauma bis zum Maximum aus (BAREYRE et al.
1997; VAN DEN BRINK et al. 1990, CHEN et al. 1996).

Dieser zeitliche Verlauf betrifft auch die metabolischen
Veranderungen nach Trauma.

Um eine Dynamik der metabolischen Vorgange und Verande-
rungen ermitteln zu kdnnen, wurden verschiedene Untersu-

chungszeitpunkte gewahlt. Zur Erkennung friher Veranderun-
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gen wurden die Zeitpunkte 15 Minuten und eine Stunde, um
Spatveranderungen zu erkennen, die Zeitpunkte 24 und 48
Stunden nach Trauma gewahlt. Andere Autoren weisen Ver-
anderungen im cerebralen Stoffwechsel sogar bis mehrere Ta-
ge nach Schadel-Hirn-Trauma nach (ROBERTSON et al. 1988,
SCHELP et al. 1995, SUTTON et al. 1994, McINTOSH et al.
1990).

3.1.4 Kontrollversuche

Das Hirnédem und die metabolischen Veranderungen nach
Schadel-Hirn-Trauma kénnen sich auch auf die kontralaterale
Hemisphare ausbreiten und dort zu Veranderungen des
Energiestoffwechsels fihren (BARTNIK et al. 2001, MAUTES et
al. 2001). Auch histomorphologische Veranderungen konnen
nach Schadel-Hirn-Trauma die kontralaterale Hemisphare
erreichen (SMITH et al. 1995, CHEN et al. 1996). Daher
konnten die Werte der kontralateralen Hemisphare nicht als
Normalwerte gelten. Dies machte es notwendig, die
kontralateralen Werte als eine eigene Untersuchungsgruppe zu
betrachten.

Zur Ermittlung der Normalwerte wurden Sham-operierte Mause

herangezogen.

3.1.5 Auswertungsmodell

Es gibt viele Modelle zur Untersuchung des Energiestoffwech-
sels. Viele dieser Modelle haben jedoch den Nachteil, dass die
Art der Probengewinnung und die Untersuchung am Gewebe-
homogenat keine Aussagen Uber regionale Unterschiede ver-
schiedener anatomischer Gebiete zulassen. Liegt der Auswer-

tung des Metabolismus die Untersuchung eines Homogenates
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aus Hirngewebe zugrunde, so ermittelt man immer nur einen
Mittelwert aus einem anatomischen Gebiet bestimmter GroRe
(LOWRY und PASSONNEAU, 1972, MEINIG et al. 1978,
PRASAD et al. 1994). Es bestehen jedoch innerhalb der ver-
schiedenen anatomischen Gebiete schon unter physiologischen
Bedingungen deutliche Unterschiede innerhalb des Metabolis-
mus, wobei das Glia-Neuronen-Verhaltnis eine wichtige Rolle
spielt (SOKOLOFF et al. 1977, BOROWSKY und COLLINS ,
1989). Bei den im Tiermodell kleinen Dimensionen ist eine si-
chere Entnahme der Gewebeprobe technisch anspruchsvoll
und anfallig fir methodische Unsicherheiten.

Dagegen erlaubt die Methode der Biolumineszenz, wie wir sie
in unserer Untersuchung angewandt haben, die Detektion von
Metaboliten innerhalb intakter definierter anatomischer Gebiete
(PASCHEN 1985). PASCHEN konnte auch eine deutliche
Korrelation zwischen der in der Biolumineszenz gemessenen
optischen Dichte von Laktat bzw. Glucose und deren
Konzentration im Gewebehomogenat nachweisen, mit einem
Korrelationskoeffizienten von r = 0,96 fur Glucose und r = 0,92
fur Laktat. In unserem Laboratorium konnte ein
Korrelationskoeffizient von r = 0,964 fir ATP nachgewiesen

werden.

3.2 Versuchsprotokoll

3.2.1 Praoperative Vorbereitung und Narkose

Die praoperative Narkose erfolgte mit Pentobarbital — Na in

einer Dosierung von 6,5 mg/kg KG intraperitoneal. Dieses

intraperitoneale  Narkoseverfahren  wurde 1988  von
WAYNFORTH beschrieben.
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Der Einflul des gewahlten Narkoseverfahrens auf den cerebra-
len Stoffwechsel darf bei der Interpretation der posttraumati-

schen Veranderungen nicht auler Acht gelassen werden.

In dieser Studie wurden die Tiere mit einer moderaten und ans
individuelle  Korpergewicht angepassten  Barbituratdosis
narkotisiert. Es ist daher anzunehmen, dass die Wirkung der
Narkose auf den gemessenen cerebralen Metabolismus gering
geblieben ist.

Nach Einleitung der Narkose wurde den Tieren eine
Augenschutzsalbe appliziert, um eine Schadigung des Visus
wahrend der Operation zu verhindern.

Dann wurden die Tiere immobilisiert, indem sie in ein
Stereotaxiegerat eingespannt wurden. Dieses war mit
Ohrhauben anstatt Ohrstangen ausgestattet, um Frakturen der

Schéadelbasis bei der Induktion des Traumas zu verhindern.

3.2.2 Controlled-Cortical-Impact

Mit einem medianen Hautschnitt wurde die Kopfhaut eréffnet
und die Schadelkalotte freiprapariert. Dann erhielten die Tiere
ein mildes CCl - Trauma ohne Kraniotomie in der links
medialen temporo-parietalen Region zwischen Bregma und
Lambda durch einen Computer-gesteuerten pneumatischen
Impactor (Cortical Impact Device, General Motors Research
Laboratories, Abb.6 und Abb.7 ). AnschlieBend wurde die
Wunde mit einer Hautnaht verschlossen, die Tiere aus der
Apparatur entfernt und bis zur Erholung unter Beobachtung
gehalten.

Bei den Mausen, die ein repetitives Trauma erlitten, wurde die
gleiche Prozedur 24 h nach dem ersten Trauma noch einmal

wiederholt.
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Bei den Tieren der Sham-Gruppe wurde eine Narkose durchge-
fuhrt, die Haut inzidiert und wieder vernaht, ohne Induktion ei-

pneumatischerﬂ'-
Zylinder !
-
&
elektronisches E
Schaltpult o
1 =

nes Traumas.

Abb.6 Elektronisch gesteuerter pneumatischer Impactor

g Kolben

Impactorspitze
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Abb.7 Platzierung und gewahlte Seite des CCI

3.3 Biolumineszenzuntersuchung

3.3.1 In vivo Kryofixation

Der Sinn der in vivo Kryofixation liegt in der augenblicklichen
Unterbrechung aller Lebens- und damit Stoffwechselvorgange.
Dies ist notwendig, da im Falle einer Gewebeentnahme ohne
Fixation alle Stoffwechselvorgange fortdauern und es dadurch
zu einer Veranderung der zu untersuchenden Parametern
kommen wirde. Deshalb erfolgte vor Entnahme der Gehirne
die in vivo Kryofixation in flissigem Stickstoff. Zu diesem Zweck
wurde die mediane Hautnaht am Schadel wiedereroffnet und
die Kopfhaut mit Klammern an einem Ring befestigt, um ein
Verrutschen des Schadels zu verhindern. AnschlieRend wurde
2 Minuten lang kontinuierlich flissiger Stickstoff Uber den
Schéadel gegossen (PONTEN et al. 1973, PASSONNEAU et al.
1980). Die Zeit von 2 Minuten ist notwendig, da sich beim
Gielen ein Gefriergradient von den oberflachlichen zu den
tiefen Strukturen entwickelt und die Gefriertemperatur erst nach
einer gewissen Zeit die basalen Hirnstrukturen erreicht
(PASSONNEAU et al. 1980). Unmittelbar danach erfolgte die
Dekapitation. Der nun gefrorene Kopf wurde in toto bei —70°C in

einer TiefkUhltruhe gelagert.

3.3.2 Praparation des Gewebes
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Die Entnahme der Gehirne aus dem Schadel erfolgte in gefro-
renem Zustand in einer Kihlkammer bei —20°C. Durch die-
se Temperatur und unter Zuhilfenahme von Trockeneis, um die
Praparationsinstrumente zu kuhlen, wurde ein Antauen der
Gehime und damit ein  erneuter Beginn  von
Stoffwechselvorgangen vermieden. Zunachst wurde Fell und
Haut von der Muskulatur geldst. AnschlieRend erfolgte das
Ldsen der Muskulatur vom Knochen. Dann wurde die Kalotte in
Hohe des Bregmas erdffnet und der Schadelknochen Stlick flr
Stlck geldst, ohne das Gehirn zu verletzen. Zuletzt wurden
GroR- und Kleinhirn von der Schadelbasis geldst und in einem

Behalter wieder in der Truhe bei — 70°C gelagert.

3.3.3 Herstellung der Gefrierschnitte

Ein Gehirn wurde zusammen mit dem Einbettmedium  (Firma
Jung) auf der Kleinhirnseite auf einen Metallzylinder
aufgeblockt. Im Gefriermikrotom wurden bei — 20°C 20um
dinne Coronarschnitte angefertigt. Die Erfahrung aus
vorhergehenden Untersuchungen hat gezeigt, dass diese
Schnittdicke sich als die gunstigste zur vollstandigen
Beurteilung des GroRhirns und zur Erfassung der Odemzone
erwiesen hat. Histologische Vorarbeiten zeigten pathologische
Veranderungen am ehesten bei Bregma minus 2,0 bis Bregma
minus 2,5 mm. Daher wurden die Schnittebenen von Bregma
minus 3,5 mm bis 0,0 Bregma im jeweiligen Abstand von 500
um gewahlt, um die Odemausbreitung auch sicher zu erfassen.
Die zur histologischen Farbung bestimmten Schnitte wurden
auf Objekttrager aufgezogen und auf einer Warmeplatte 30 Mi-
nuten lang getrocknet. Die Methode der Farbung ist ausfuhrlich
im Anhang beschrieben. Die Gewebeschnitte fur die Biolumi-
neszenzfarbung wurden auf Deckglaser aufgezogen. Das bei
der Enzymreaktion freiwerdende Licht unterliegt in dem dinne-

ren Deckglas im Vergleich zu Objekttragerglas beim Durchdrin-
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gen weniger Streuungseinflissen. Das Ergebnis ist eine schar-
fere Abbildung auf dem Film (PASCHEN 1990).

3.3.4 Methode der Biolumineszenz

3.3.4.1 Biochemische Grundlagen

Die regionale Verteilung von ATP, Glucose und Laktat wurde in
einer fur jeden der drei Metabolite spezifischen
Biolumineszenzreaktion erfasst. Es handelt sich hierbei um eine
Kette von Redoxreaktionen, an deren Ende die Emission von
Licht in Form von Photonen steht. Die Intensitat des emittierten
Lichtes, d.h. die Menge der emittierten Photonen hangt von der
Starke der ablaufenden Reaktion ab. Die bei den Reaktionen
beteiligten Enzyme liegen im UberschuR vor. Daher ist die
Reaktionsstarke allein von der Konzentration der Metaboliten
ATP, Glucose und Laktat abhangig. Das Enzym, das die
Biolumineszenzreaktion induziert, ist die Luziferase. Diese wird
aus den Lumineszenzorganen der Feuerfliege (Photinus
pyralis) gewonnen (KOGURE und ALONSO, 1978).

ATP-abhangige Biolumineszenz:

Luziferase

® ATP + D-Luziferin+ O, — | Licht |+ AMP + CO, + Oxyluziferin + Pyrophosphat

D-Luziferin wird unter Anwesenheit von Sauerstoff und Energie
in Form von ATP zu Oxyluziferin oxidiert und es entstehen
AMP, CO,, Pyrophosphat und LICHT.

41



Glucose-abhangige Biolumineszenz:

Sie e

® Glucose + ATP

@ Glc-6-P + NADP”*

® NADPH+ FMN+H"

rfolgt in 4 Schritten:

Hexokinase
» Glc-6-P + ADP

Glc-6-P-DH
» 6-P-Gluconat + NADPH + H*

NAD(P)H:FMN-Oxidoreductase
NADP*+ FMNH,

>

Luziferase

@ FMNH; + Fettaldehyd + O, ——®| Licht | + FMN + H,O + Fettsaure

1)

4)

Glucose wird durch das Enzym Hexokinase zu Glucose-6-
Phosphat (Glc-6-P) phosphoryliert

NADP" wird durch die Oxidation von Glc-6-P zu 6-Phospho-
Gluconat (6-P-Gluconat) Uber das Enzym Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase (Glc-6-P-DH) gleichzeitig zu NADPH+H"
reduziert

NADPH wird durch das Enzym NAD(P)H:FMN-Oxireductase
oxidiert, wobei FMN gleichzeitig reduziert wird

Im letzten Schritt wird FMNH, durch das Enzym Luziferase, das

anders als bei der ATP-abhangigen Biolumineszenz aus dem
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Photobacterium Vibrio fischeri stammt (PASCHEN et al. 1981,
PASCHEN et al. 1985), reoxidiert und es entstehen Wasser,
eine Fettsaure und LICHT

Die Laktat-abhangige Biolumineszenz erfolgt ebenfalls in 4
Schritten:

LDH
® Laktat + NAD* ————®  Pyruvat + NADH + H*

@ Pyruvat + Glutamat GPT > Alanin + o-Ketoglutarat

NAD(P)H:FMN-Oxidoreductase
® NADH+FMN+H" > NAD"+ H*

Luziferase

@ FMNH, + Fettaldehyd + O, > Lichf + FMN + H,O + Fettsaure

1) Laktat wird durch die Laktatdehydrogenase (LDH) oxidiert,
wobei NADH und Pyruvat entstehen

2) Bei der Reaktion @ handelt es sich um eine Hilfsreaktion.
Durch die Entfernung von Pyruvat durch die Glutamat-Pyruvat-
Transaminase (GPT) wird das Gleichgewicht wieder nach links
verlagert.

3) FMN wird mit Hilfe von NADH aus Reaktion ©® zu FMNH,
reduziert, wobei das Enzym NAD(P)H:FMN-Oxidoreductase,

das hier aus Vibrio fischeri stammt, katalysiert.
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4) Im letzten Schritt wird FMNH, mit Hilfe des Enzyms Luziferase
oxidiert und es entstehen FMN, Wasser, eine Fettsaure und
LICHT

3.3.4.2 Transport der Gewebeschnitte

Um der Gefahr zu entgehen, dass die Gewebeschnitte auf dem
Transport in die Dunkelkammer auftauen, wurden sie in einem
speziellen, mit flissigem Stickstoff geflllten, Isolierbehalter
transportiert. Durch ein Auftauen wirden die Konzentrationen der
Metabolite verandert und damit die Melergebnisse der

anschlieRenden Biolumineszenz-Reaktion verfalscht.

3.34.3 Gefriertrocknen der Gewebeschnitte

Die angefertigten Gewebeschnitte enthalten noch Wasser. Dies
wirde den Reaktionsablauf bei der Biolumineszenz erheblich
behindern. Um dieses Problem zu umgehen, wird den Schnitten vor
der Biolumineszenz das Wasser entzogen. Hierzu werden die
Schnitte 24 h in einem Gefriertrockner bei -30°C gelagert.
Anschlielend konnen die gefriergetrockneten Schnitte, die nun an
ihrer weilen Farbe zu erkennen sind, ohne Bedenken fir die

Biolumineszenz verwendet werden.

3.34.4 Hitzedenaturierung

Die Gewebeschnitte enthalten noch die im Gewebe geldsten physio-
logischen Enzyme. Diese kdnnten mit den zu bestimmenden Meta-

boliten reagieren, diese verbrauchen und daher zu einer abge-
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schwachten Biolumineszenzreaktion fuhren. Daher wurden die
Schnitte fur Glucose und Laktat in einem Inkubator fur 5 Minuten bei
etwa 110°C erhitzt, dadurch die im Schnitt enthaltenen Enzyme de-
naturiert und somit inaktiviert. Durch die sehr kurze Zeit der Erhit-
zung ist der Verlust an Substrat als unwesentlich zu betrachten. Die
ATP-Schnitte wurden nicht inkubiert. NACIMIENTO zeigte 1988 an
Ruckenmarksversuchen der Ratte, dass die fehlende Hitzedenaturie-
rung bei diesem Metaboliten keinen negativen Einflul auf die folgen-

de Biolumineszenz hat.

3.3.4.5 Vorbereitung der Biolumineszenzreaktion

Um die Reaktion unter optimalen Bedingungen ablaufen zu lassen,
d.h. um zu gewahrleisten, dass nur die Konzentrationen der
Metaboliten ATP, Glucose und Laktat fur die Starke der ablaufenden
Reaktion entscheidend sind, wurden die Gewebeschnitte vollstandig
und gleichmallig mit einer 60um dicken Scheibe der jeweiligen
Enzymldsung bedeckt. Die Enzymlésungen wurden zuvor nach den
im Anhang beschriebenen definierten Anleitungen hergestellt, zu
einer Blockform gegossen und bei —70°C tiefgefroren. Die
Bedeckung der Gewebeschnitte mit dem Enzymschnitt wurde im
Gefriermikrotom durchgefuhrt. Die Reaktion zwischen Enzym und
Metabolit ist temperaturabhangig, d.h. sie wird erst bei Erreichen von
Zimmertemperatur in Gang gesetzt, so dass bei der Temperatur von
—20°C im Mikrotom eine vorzeitige Reaktion zwischen Enzym und
Metabolit verhindert wird. Nach der Herstellung des Gewebe-Enzym-
Schnittes wurde dieser in einem mit flissigem Stickstoff gefillten
Isolierbehalter in die Dunkelkammer transportiert. Auch so wurde die
vorzeitige enzymatische Reaktion wahrend des Transportes

verhindert.

3.3.4.6 Belichtung der Filme
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In der Dunkelkammer wurden die Deckglaser aus der Isolierbox ge-
nommen und mit der Ruckseite kurz auf dem Handricken erwarmt.
Dadurch wird ein gleichmaRiges Einsetzen der Reaktion erreicht.
Dann wurden die Deckglaser leicht auf einen photographischen Film
(AGFA Agfapan APX 100) gedruckt. Um bei der spateren Entwick-
lung eine Verwechslung der Filme zu vermeiden, wurden die mit
Glucose belichteten Filme an der rechten oberen Ecke einmal, die
mit Laktat belichteten Filme zweimal und die mit ATP belichteten
Filme nicht eingeschnitten. Wahrend die Deckglaser auf die Filme
gedruckt werden, tauen Gewebe- und Enzymschnitt unter der Raum-
temperatur auf, die Enzymlosung durchdringt das Gewebe und die
Biolumineszenzreaktion beginnt. Das frei werdende Licht fuhrt zu ei-
ner Schwarzung des unter dem Objekttrager liegenden Filmes (Abb.
8). Als optimale Belichtungszeiten konnten NACIMIENTO et al.
(1988) 30 Sekunden fur ATP und 5 Minuten fir Glucose und Laktat

festlegen.

BIOLUMINESZENZ-TECHNIK

Enzym-Schnitt

Gewebe-Schnitt \

|
]
Deckglas
Photographischer Film
Abb.8 Methode der Biolumineszenz
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3.3.4.7  Entwicklung der Filme

Die belichteten Filme wurden in der Dunkelkammer 6 Minuten lang in
einer 4% Losung Entwicklerkonzentrat (AGFA Rodinal) in
Leitungswasser entwickelt. Danach wurden sie 1 Minute lang in
Leitungswasser gesplilt, bevor sie 7 Minuten lang in einer 12,5%
Lésung Fixierkonzentrat (Tetenal Superfix) in Leitungswasser fixiert
wurden. Um ein Aneinanderkleben der Filme und damit die
Entstehung von Artefakten bei der Entwicklung und Fixierung zu
verhindern, womit die Auswertung erschwert wurde, wurden die
Filme einzeln in den Lésungen geschwenkt. Danach folgte eine 30-
minutige Spulzeit unter flieBendem Leitungswasser. Anschliel3end
wurden die Filme kurz in Aqua destillata geschwenkt und uber 12

Stunden an der Luft getrocknet.

3.3.4.8 Standardisierung

Um eine Standardisierung dieser Methode zu erreichen, missen die
Belichtungszeiten flr die Metaboliten und die Mischungsvorschriften
fur die Enzymlésungen exakt eingehalten werden.

Die Starke des Traumas beim Controlled Cortical Impact ist abhangig
von der Auftreffgeschwindigkeit des Stempels, des gewahlten
Stempeldurchmessers und der eingestellten corticalen
Contusionstiefe.

Bei allen Versuchsvorgangen im Rahmen der Biolumineszenz ist auf

eine konstante Umgebungstemperatur zu achten, um Kondensati-
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onsartefakte zu vermeiden und ein Antauen der Schnitte und damit

einen Beginn von Stoffwechselvorgangen zu verhindern.

3.4 Auswertung

3.4.1 Zuordnung der Biolumineszenzfilme

SOKOLOFF et al. (1977), BOROWSKI und COLLINS (1989) haben
gezeigt, dass die Stoffwechselveranderungen von biochemischen
und strukturellen Besonderheiten abhangig und je nach den
anatomischen Gebieten unterschiedlich sind. Daher ist es fur die
statistische Auswertung unbedingt notwendig, die gleichen
anatomischen Hirnregionen der einzelnen Schnitte zu erfassen und
zu messen. Zu diesem Zweck wurde die Lage der histologischen
Schnitte im Gehirn anhand eines anatomischen Atlanten des Gehirns
der Maus zugeordnet (FRANKLIN und PAXINOS). Da die
histologischen Schnitte aus den gleichen Hirnregionen stammen wie
die Gewebeschnitte fur die Biolumineszenzreaktion, konnte die
Zuordnung der Hirnregion der histologischen Schnitte auf die

belichteten Biolumineszenzfilme Ubertragen werden.

3.4.2 Auswertung der Biolumineszenzfilme

Die Auswertung der Biolumineszenzfilme erfolgte mittels computer-
gestutzter Densitometrie. Die Filme wurden auf einen Scanner (Ep-
son GT 9000) gelegt, der die Filme in ein Bildbearbeitungsprogramm
(Image Pro Plus 4.0) ubertragt. Verschiedene Helligkeitsstufen des

vom Computer erfassten Bildes werden in Grauwerten wiedergege-
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ben (Abb.9). Die Grauwerte des Computerbildes wurden mit Hilfe
des im ANHANG aufgefihrten mathematischen Verknipfung in die
optische Dichte umgerechnet und im Ergebnisteil als solche angege-

ben.

Abb.9 Natives Biolumineszenzbild

Dabei ist die optische Dichte der negativ dekadische Logarithmus
des Quotienten aus dem Grauwert und dem Referenzwert. Der
Referenzwert wurde fur jeden Film individuell als Mittelwert der
Grauwerte in den vier Ecken desselben ermittelt. Diese MalRnahme
war notwendig, da das Material der einzelnen Filme nicht einheitlich
lichtdurchlassig ist und ein korrektes Vorgehen deshalb die
Einbeziehung der Lichtabsorption durch den Film als Referenzwert
verlangt.

Die Erfassung der Werte erfolgte durch Messung einer runden
Flache. Mit Hilfe des Computers wurden die MelRwerte aller der in
dieser Mel¥flache liegenden Pixel zu einem Wert gemittelt.

Die corticalen MeRpunkte wurden mittels des histologischen Schnit-
tes und der darauf erkennbaren Odemzone (Abb. 4) festgelegt; da an
den Gefrierschnitten eine genaue Differenzierung von subcorticalen
Strukturen nur sehr schwer maoglich ist, wurde zur Messung die ge-

samte subcorticale Region in ihrer optischen Dichte gemessen
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(Abb.5). Die Messung der genannten Region wurde fur alle Tiere
sowohl auf der Traumaseite als auch an den korrespondierenden
Punkten der kontralateralen Seite durchgefihrt. Fur jeden Schnitt
wurde das histologische Bild halbtransparent Uber den zu messen-

den Schnitt projiziert und so die jeweiligen Mepunkte ermittelt. Die-

se Vorgehensweise ermdglichte die Messung der gleichen corticalen
und subcorticalen Hirnregion in allen Schnitten. Fur eine bessere
graphische Darstellung der Metabolitenverteilung im jeweiligen
Schnitt wurde die Grauwertskala falschfarbkodiert (Abb.10).

Abb. 10 Falschfarbkodiertes Bild eines nativen
Biolumineszenzbildes. Rechts die Farbskala; die optische Dichte des

jeweiligen Metaboliten nimmt von blau nach rot hin zu.

3.5 Fehlerquellen

1. Wahrend der gesamten Versuchsdauer der Traumaapplikation
mul} auf eine ausreichende Spontanatmung der Tiere geachtet
und die Atemwege freigehalten werden, um eine suffiziente
Oxygenierung des Blutes und damit Sauerstoffversorgung des

Gehirns zu gewahrleisten. Denn eine Stdérung der Ventilation
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kann zu einer nicht dberschaubaren Beeinflussung der zu mes-
senden Stoffwechselablaufe fuhren und muf} deshalb zu einem
Ausschlufd aus der Versuchsreihe fuhren. Auch mul} auf eine
gleichmalige Korpertemperatur der Versuchstiere geachtet
werden, da Hypothermie oder Hyperthermie durch eine Beein-
flussung von enzymatischen Vorgangen eine Beeintrachtigung

des Metabolismus zur Folge haben.

Bei der Applikation des Traumas ist auf die Einhaltung der
standardisierten Bedingungen, die fir diese Versuchsreihe
festgelegt wurden, unbedingt zu achten. Veranderungen dieser
Bedingungen fuhren zu unterschiedlicher Traumastarke,

wodurch eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse unmaoglich wird.

Beim Gefrieren in situ in flissigen Stickstoff ist unbedingt darauf
Zu achten, dass der Schadel wahrend der ganzen Zeit
gleichmafig und vollstandig mit Stickstoff bedeckt ist, denn nur
so kann ein gleichmalliges und rasches Einfrieren, und damit
das Beenden der Stoffwechselvorgange erfolgen. Auch muf}
unbedingt darauf geachtet werden, die notwendige Zeit von 2
Minuten kontinuierlichen Bedeckens mit flissigem Stickstoff
einzuhalten, ansonsten konnten basale Hirnstrukturen noch

nicht ausreichend fixiert sein.

Beim Herauspraparieren der Gehirne aus dem Schadel sollten
Verletzungen des Gehirns vermieden werden. Durch
Verletzungen koénnten Strukturen, die fur die Auswertung
herangezogen werden, zerstort und somit eine Auswertung am

entsprechenden Gehirn unmoglich werden.

Vor dem Anfertigen der seriellen Gewebeschnitte im Kryostat
mul} Uberpruft werden, ob das zu schneidende Gehirn auch
ordnungsgemal} tiefgefroren, oder ob es moglicherweise ange-

taut war. Besteht der Verdacht, dass das Gehirn angetaut war,
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so muld es verworfen werden, da man davon ausgehen muf,
dass in dieser Zeit bereits Stoffwechselvorgange stattgefunden
haben und die Messergebnisse verfalschen. Ein angetautes
und wieder gefrorenes Gehirn erkennt man an einer rétlichen,
glasigen Verfarbung im Sinne einer Nekrose, wogegen die kor-
rekt gefrorenen Gehirne eine weille Farbe besitzen.

Beim Anfertigen der Gewebeschnitte im Kryostat ist auf eine
optimale Temperatur zu achten. Eine zu hohe Temperatur kann
zum Antauen des Gewebes und damit zu einem ungewollten
Einsetzen von Stoffwechselvorgangen fuhren, was die
Ergebnisse verfalschen wirde. Eine zu niedrige Temperatur
konnte zu Einrissen im Gewebe fihren, wodurch die
Auswertung der Biolumineszenz erschwert ware. Die optimale

Temperatur liegt hier bei —20°C.

Waren Gewebeschnitte gestaucht oder gedehnt oder
klappten Bereiche der Schnitte beim Schneiden Ubereinander,
so wurden diese Schnitte verworfen, da die dadurch veranderte
Gewebedichte die Starke der Biolumineszenzreaktion

beeintrachtigt und so zu Verfalschungen des Ergebnisses flhrt.

Auch angetaute Gewebeschnitte, die man an ihrer milchig-

triben  Verfarbung erkennt, missen aus der
Versuchsreihe ausgeschlossen werden, da die Gefahr bereits
ungewollt abgelaufener Stoffwechselprozesse zu grof} ist und

das Versuchsergebnis nicht mehr verwertbar ware.

Bei der Herstellung der Enzymblocke ist auf das exakte
Einhalten eines konstanten pH-Wertes zu achten, da die
verwendeten Enzyme ein fur ihre Wirkung notwendiges pH-
Optimum  besitzen und der pH-Wert somit einen

entscheidenden Einflu auf die Biolumineszenzreaktion hat.
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10.

11.

12.

13.

14.

Die Gewebeschnitte mussen gleichmaldig und vollstandig von
den Enzymschnitten bedeckt werden, da nur so ein exaktes
und vollstandiges Bild Uber den zu messenden Metabolismus

abgebildet werden kann.

Die Belichtungszeiten der einzelnen Metabolite mussen
eingehalten werden, um eine Standardisierung zu erreichen.
Erfolgt eine zu lange bzw. zu kurze Belichtung, so kann der
falsche Eindruck und die fehlerhafte Auswertung einer zu

starken bzw. zu schwachen Biolumineszenzreaktion entstehen.

Die leichte gleichmalige Erwarmung des Enzym-Gewebe-
Blockes auf dem Handrlicken vor der Belichtung ist notwendig,
um ein gleichmaliges Einsetzen der Biolumineszenz zu
erreichen. Erfolgt die Erwarmung ungleichmallig, so beginnt die
Reaktion nicht an allen Stellen gleichzeitig, was v.a. bei der
kurzen Belichtungszeit von 30 Sekunden bei ATP zu Fehlern in

der Abbildung fuhren kann.

Beim Aufsetzen der Enzymschnitte auf die Gewebeschnitte
und wahrend der Biolumineszenzreaktion besteht die Gefahr
der Blasenbildung zwischen Enzym- und Gewebeschnitt. In
diesen Regionen ist eine Auswertung unmoglich und diese

Schnitte sind unter Umstanden nicht zu verwerten.

Werden beim Belichten der Filme die Deckglaser zu zart auf
den Film gedrickt, oder verrutscht das Deckglas wahrend der
Belichtung unbemerkt, kommt es zu Streueffekten mit einer
unscharfen Abbildung oder die beiden Positionen des Schnittes
vor und nach dem Verrutschen sind Ubereinander belichtet, so

dass der Film unbrauchbar wird.
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15. Bei der Entwicklung der Filme mufl} unbedingt darauf geachtet
werden, dass die Filme standig in der Entwicklerlosung bewegt
werden, um ein Aneinanderkleben zu vermeiden. Kleben zwei
Filme aufeinander, wird die Stelle, auf der die beiden Filme
aufeinanderliegen, nicht entwickelt, und der Film kann

unbrauchbar werden.

16. Beim Einscannen ist unbedingt darauf zu achten, dass der Film
mit der richtigen Seite auf die Scannerplatte gelegt wird, sonst
werden Trauma- und kontralaterale Seite vertauscht und die

Melergebnisse werden verfalscht.

3.6 Verarbeitung und Statistische Auswertung der Daten

Die optische Dichte als negativ dekadischer Logarithmus des
Grauwertes in Abhangigkeit vom Referenzwert wurde mit Hilfe des
Bildverarbeitungsprogramms Image Pro Plus 4.0 computergestutzt
gemessen, tabellarisch erfasst und fur die statistische Verarbeitung
vorbereitet. Fur jedes Gehirn wurden fir jeden Metaboliten der
qualitativ beste Schnitt verwendet. Dann wurde die zu messende
Region durch Projektion des histologischen Bildes (Abb. 4) Gber den
zu messenden Schnitt bestimmt und die jeweils corticalen 6
MeRpunkte und die subcorticale Mefregion auf der Trauma- und
kontralateralen Seite platziert (Abb.5).

Die 6 Werte fur die optische Dichte der corticalen und der subcorti-
calen MefRpunkte wurden dann fir jeden Metaboliten zu den ent-
sprechenden Zeitpunkten zu je einem Wert gemittelt. Um Verande-
rungen im Metabolismus darstellen zu kdnnen, wurden diese Mel}-
punkte mit den korrelierenden MefRpunkten der entsprechenden
Sham-Tiere verglichen. Die Uberprifung der Unterschiede zwi-
schen Traumaseite bzw. kontralateraler Seite und den Sham-Tieren
erfolgte mit dem t-Test fur unabhangige Stichproben. Das Signifi-

kanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt. In der graphischen Dar-
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stellung der Ergebnisse wurden die Mittelwerte der MelRergebnisse,
sowie die jeweilige Standardabweichung (SEM) verwendet.

4. ERGEBNISSE

4.1 Doppeltes Schadel-Hirn-Trauma

411 ATP

Cortical:

Zeitlicher Verlauf

Die optische Dichte von ATP zeigt posttraumatisch bilateral
tendentiell die gleiche Entwicklung. Zum Zeitpunkt 15 Minuten nach
repetitivem CCI sieht man eine Abnahme der optischen Dichte
gegenuber Sham. 1 Stunde nach Trauma kommt es bilateral zu
einem leichten Anstieg. Nach 24 Stunden kommt es zu einem
deutlichen Abfall der optischen Dichte bis zum Signifikanzniveau im
Vergleich zu Sham und nach 48 Stunden zu einem bilateralen
Wiederanstieg bis nahezu zum Sham-Niveau (Abb. 11).

Das Ausmal} der Veranderungen ist ipsilateral leicht betont.

Es ist zu keinem der gemessenen Zeitpunkte ein signifikanter
Unterschied zwischen ipsilateraler und kontralateraler Seite zu

erkennen.
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Abb. 11: Darstellung der optischen Dichte von ATP im Gebiet Cortex

bilateral zu den verschiedenen Zeitpunkten nach repetitivem CCI.

Subcortical:

Zeitlicher Verlauf:

Die optische Dichte von ATP zeigt posttraumatisch bilateral
tendentiell die gleiche Entwicklung. 15 Minuten posttraumatisch
sieht man eine Abnahme der optischen Dichte gegenuber Sham, die
bis 24 Stunden anhalt. Zu diesem Zeitpunkt wird auch das Minimum
erreicht, allerdings ohne das Signifikanzniveau zu erlangen. Danach
bilateraler Wiederanstieg der optischen Dichte bis nahezu
Ausgangsniveau bei 48 Stunden (Abb. 12).

56



Es ist zu keinem der gemessenen Zeitpunkte ein signifikanter Unter-

schied zwischen ipsilateraler und kontralateraler Seite zu erkennen.
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Abb. 12: Darstellung der optischen Dichte von ATP im Gebiet
Subcortex bilateral zu den verschiedenen Zeitpunkten nach

repetitivem CCI.

Vergleich zwischen corticalem und subcorticalem Areal:

Die posttraumatischen Veranderungen verhalten sich cortical und
subcortical tendentiell gleich.

Die subcorticalen MeRergebnisse der optischen Dichte von ATP zei-
gen zu allen Zeitpunkten etwas hohere Werte als in den cortical

gemessenen Bereichen. Den geringsten Unterschied zwischen bei-
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den MeRbereichen erkennt man zum Zeitpunkt 1 Stunde nach
Trauma.

Nach 24 Stunden erkennt man die gréfte Differenz in der optischen
Dichte von ATP zwischen Cortex und Subcortex, ohne jedoch
Signifikanz zu erreichen. Nach 48 Stunden steigt die optische Dichte
subcortical und cortical wieder an und nahert sich einander wieder
an (Abb.13).
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Abb. 13: Darstellung der optischen Dichte von ATP im Gebiet Cortex
und Subcortex bilateral zu den verschiedenen Zeitpunkten nach

repetitivem CCI.
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4.1.2 Glucose

Cortical:

Zeitlicher Verlauf

Tendentiell zeigt die optische Dichte von Glucose bilateral die
gleichen Veranderungen. Nach 15 Minuten erkennt man eine
Abnahme der optischen Dichte gegentber Sham. 1 Stunde nach
Trauma kommt es bilateral zu einem leichten Anstieg der optischen
Dichte. Nach 24 Stunden erneuter Abfall der optischen Dichte bis
zum Zeitpunkt 48 Stunden, ohne jedoch das Signifikanzniveau zu
erreichen. (Abb.14).

Es lakt sich zu keinem gemessenen Zeitpunkt ein signifikanter

Unterschied zwischen ipsilateraler und kontralateraler Hemisphare

bestimmen.
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Abb. 14: Darstellung der optischen Dichte im Gebiet Cortex bilateral

zu den verschiedenen Zeitpunkten nach repetitivem CCI.

Subcortical:

Zeitlicher Verlauf:

Man erkennt bilateral ahnliche posttraumatische Veranderungen der
optischen Dichte von Glucose. Nach 15 Minuten erkennt man
ipsilateral gegenuber der Sham-Gruppe keine Veranderung der
optischen Dichte, allerdings kann man kontralateral einen leichten
Abfall der optischen Dichte unter das Sham-Niveau erkennen.
Danach folgt bilateral eine Zunahme der optischen Dichte bis eine
Stunde. Wiederum Abfall der optischen Dichte nach 24 Stunden bis
48 Stunden. Zu diesem Zeitpunkt wird auch das Minimum der
optischen Dichte im Vergleich zu Sham erreicht, jedoch ohne
Signifikanz. Die Veranderungen sind ipsilateral und kontralateral
etwa gleich stark ausgepragt.

Es laRt sich allerdings zu keinem der MeRzeitpunkte ein signifikanter
Unterschied zwischen ipsilateraler und kontralateraler Hemisphare
bestimmen (Abb.15).
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Abb. 15: Darstellung der optischen Dichte von Glucose im Gebiet
Subcortex bilateral zu den verschiedenen Zeitpunkten nach

repetitivem CCI.

Vergleich zwischen corticalem und subcorticalem Areal:

Die Veranderungen der posttraumatischen Werte der optischen Dichte
von Glucose im corticalen und subcorticalen MeRbereich zeigen
ahnliche Veranderungen.

Die corticalen MefRergebnisse der optischen Dichte von Glucose
zeigen zu allen Zeitpunkten etwas hohere Werte als in den

subcortical gemessenen Bereichen.
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1 Stunde posttraumatisch steigt bilateral die optische Dichte an, corti-
cal etwas starker als subcortical, jedoch ohne signifikanten
Unterschied. Nach 24 Stunden fallt beidseits die gemessene optische
Dichte wieder ab, cortical etwas starker als subcortical, so dal} sich
die gemessenen Werte der optischen Dichte wieder etwas einander
annahern. Bis 48 Stunden posttraumatisch erkennt man einen
weiteren bilateralen Abfall der optischen Dichte. Der Abfall fallt im
subcorticalen Areal starker aus als im corticalen Mel3gebiet, so dal}
sich der Unterschied zwischen Cortex und Subcortex wieder
vergroRert. Zu diesem Zeitpunkt kann bilateral auch eine signifikant
hdhere optische Dichte cortical im Vergleich zum subcorticalen Gebiet

gemessen werden (Abb.16).
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Abb. 16: Darstellung der optischen Dichte von Glucose im Gebiet
Cortex und Subcortex bilateral zu den verschiedenen Zeitpunkten

nach repetitivem CCI.
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4.1.3 Laktat

Zeitlicher Verlauf

Die Veranderungen der optischen Dichte von Laktat im Vergleich zu
Sham zeigen in beiden Hemispharen eine unterschiedliche
Verlaufsform. Nach 15 Minuten kommt es ipsilateral zu einer
deutlichen Zunahme der optischen Dichte von Laktat gegenuber
Sham und erreicht statistische Signifikanz, die bis 1 Stunde noch
deutlicher zunimmt. Nach 24 Stunden jedoch nimmt die optische
Dichte von Laktat deutlich ab, es wird jedoch keine Signifikanz
erreicht. Nach 48 Stunden Wiederanstieg. Kontralateral findet sich
nach 15 Minuten eine erniedrigte optische Dichte, die nach einer
Stunde Uber das Sham-Niveau bis zur Signifikanz wieder ansteigt.
Nach 24 Stunden Abfall unter das Sham-Niveau ohne Signifikanz
und nach 48 Stunden ein Wiederanstieg Uber das Sham-Niveau
(Abb. 17).

Es wird zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen

den beiden Hemispharen erreicht.
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Abb. 17: Darstellung der optischen Dichte von Laktat im Gebiet
Cortex bilateral zu den verschiedenen Zeitpunkten nach repetitivem
CCI.

Subcortical:

Zeitlicher Verlauf:

Die posttraumatischen Veranderungen der optischen Dichte von Lak-
tat zeigen bilateral eine ahnliche Entwicklung. Nach 15 Minuten
kommt es zu einem leichten Abfall gegentber der Sham-Gruppe,
ohne Signifikanzniveau zu erreichen. Danach steigt die optische
Dichte von Laktat wieder Uber das Niveau der Sham-Gruppe, ohne

Signifikanz zu erreichen. Nach 24 Stunden erkennt man bilateral eine
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Abnahme der optischen Dichte von Laktat unter das Niveau der
Sham-Gruppe, die ipsilateral Signifikanz erreicht. Nach 48 Stunden
kommt es bilateral zu einem leichten Anstieg der optischen Dichte,
die allerdings unter dem Sham-Niveau und ipisilateral signifikant
bleibt. Allerdings lasst sich zu keinem der Mef3zeitpunkte ein signifi-
kanter Unterschied zwischen ipsilateraler und kontralateraler Hemi-
sphare bestimmen (Abb. 18).
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Abb. 18: Darstellung der optischen Dichte von Laktat im Gebiet
Subcortex bilateral zu den verschiedenen Zeitpunkten nach

repetitivem CCI.

Vergleich zwischen corticalem und subcorticalem Areal:

Die Veranderungen der posttraumatischen Werte von Laktat im
corticalen und subcorticalen MeRbereich zeigen tendentiell die
gleichen Veranderungen.

Die corticalen Melergebnisse der optischen Dichte zeigen bis auf
den Zeitpunkt 24h etwas hohere Werte als in den subcortical ge-
messenen Bereichen. 1 Stunde posttraumatisch steigt bilateral die
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optische Dichte an, cortical etwas starker als subcortical, so dal} die
Werte der optischen Dichte einen groReren Unterschied zeigen, je-
doch keinen signifikanten Unterschied. Danach fallt beidseits die
gemessene optische Dichte von Laktat wieder bis zum Zeitpunkt 24
Stunden, cortical etwas starker als subcortical, so dafl3 sich die ge-
messenen Werte der optischen Dichte wieder etwas einander anna-
hern. Bis 48 Stunden posttraumatisch erkennt man einen Wideran-
stieg der optischen Dichte bilateral. Der Anstieg fallt im corticalen
Areal starker aus als im subcorticalen Melgebiet, so dal} sich der
Unterschied zwischen Cortex und Subcortex wieder vergroRert. Es
kann allerdings zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied

zwischen Cortex und Subcortex gemessen werden (Abb.19).
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Abb. 19: Darstellung der optischen Dichte von Laktat im Gebiet
Cortex-Subcortex bilateral zu den verschiedenen Zeitpunkten nach

repetitivem CCI.
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4.2 Einfaches Schadel-Hirn-Trauma

421 ATP

Zeitlicher Verlauf:

Die optische Dichte von ATP ist nach 1 Stunde posttraumatisch
gegenuber den Werten der Sham-Gruppe erniedrigt. Diese
Entwicklung gilt sowohl fur die ipsilaterale als auch fur die
kontralaterale Hemisphare. Allerdings erreicht die Abnahme keine
Signifikanz gegenitber der Sham-Gruppe. Die Veranderungen sind
auf der ipsilateralen und kontralateralen Seite etwa gleich stark
ausgepragt; es gibt keine signifikanten Unterschiede zwischen
beiden Seiten (Abb. 20) .

Diese Veranderungen gelten auch fur die Messwerte der
subcorticalen Region (Abb. 21).

Es koénnen auch keine signifikanten Unterschiede zwischen

corticalem und subcorticalem Messgebiet erkannt werden (Abb.22).
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Abb. 20: Darstellung der optischen Dichte von ATP im Gebiet Cortex

bilateral zum Zeitpunkt eine Stunde nach singularem Trauma.
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Abb. 21: Darstellung der optischen Dichte von ATP im Gebiet

Subcortex bilateral zum Zeitpunkt eine Stunde nach singularem
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Abb. 22: Darstellung der optischen Dichte von ATP im Gebiet
Cortex-Subcortex bilateral zum Zeitpunkt eine Stunde nach
singularem Trauma.

4.2.2 GLUCOSE

Zeitlicher Verlauf:

Die Werte der optischen Dichte von Glucose sind 1 Stunde
posttraumatisch gegenuber den Werten der Sham-Gruppe erhoéht.
Dies gilt sowohl fur die ipsilaterale als auch fur die kontralaterale
Hemisphare. Allerdings erreichen die Veranderungen nicht das
Signifikanzniveau gegenuber der Sham-Gruppe. Die Veranderungen
sind auf der ipsilateralen und kontralateralen Seite etwa gleich stark
ausgepragt, es gibt keine signifikanten Unterschiede zwischen
beiden Hemispharen (Abb. 23).

Diese Veranderungen sind auch im subcorticalen Messgebiet zu
erkennen (Abb. 24) und es kdnnen keine signifikanten Unterschiede

zwischen corticalem und subcorticalem Gebiet gemessen werden.
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Abb. 23: Darstellung der optischen Dichte von Glucose im Gebiet

Cortex bilateral zum Zeitpunkt eine Stunde nach singularem
Trauma.

Glucose Subcortex Single Injury
Mittelwert +SEM
0.075 A~
£ 0.050 -
9
=)
(0]
c
(@]
2
2 0.025 -~
(@)
0.000 -
1 Stunde
Hipsilateral kontralateral
B Sham ipsilateral B Sham kontralateral

Abb. 24: Darstellung der optischen Dichte von Glucose im Gebiet

Subcortex bilateral zum Zeitpunkt eine Stunde nach singularem
Trauma.
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Abb. 25: Darstellung der optischen Dichte von Glucose im Gebiet
Cortex - Subcortex bilateral zum Zeitpunkt eine Stunde nach
singularem Trauma.

4.2.3 LAKTAT

Zeitlicher Verlauf:

Die optische Dichte von Laktat ist nach 1 Stunde gegeniber den
Werten der Sham-Gruppe erhoht. Dies gilt sowohl fur die ipsilaterale
als auch fur die kontralaterale Hemisphare. Die Veranderung erreicht
allerdings nicht das Signifikanzniveau. Die Veranderungen sind auf
der ipsilateralen und kontralateralen Seite etwa gleich stark
ausgepragt, es gibt keine signifikanten Unterschiede zwischen
beiden Hemispharen (Abb. 26).

Dieser Verlauf der Veranderungen ist auch im subcorticalen
Messgebiet zu erkennen (Abb. 27); es ergeben sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen Cortex und Subcortex (Abb.
28).
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Abb. 26: Darstellung der optischen Dichte von Laktat im Gebiet

Cortex bilateral zum Zeitpunkt eine Stunde nach singularem
Trauma.
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Abb. 27: Darstellung der optischen Dichte von Laktat im Gebiet

Subcortex bilateral zum Zeitpunkt eine Stunde nach singularem

Trauma.
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Abb. 28: Darstellung der optischen Dichte von Laktat im Gebiet
Cortex-Subcortex bilateral zum Zeitpunkt eine Stunde nach
singularem Trauma.
4.3 Vergleich zwischen singuldarem und repetitivem Schédel-
Hirn-Trauma

431 ATP

Cortical:

Die optische Dichte von ATP nach repetitivem CCI ist gegeniber der
optischen Dichte von ATP nach singularem CCI erhdht, jedoch nicht
signifikant. Dies gilt fur die ipsilaterale Seite und fur die kontralaterale
Hemisphare. Der Unterschied ist auf der ipislateralen Seite etwas

starker ausgepragt, als auf der kontralateralen Seite (Abb. 29).
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Abb. 29: Vergleich der optischen Dichte von ATP im Gebiet Cortex

nach repetitivem und singularem Trauma zum Zeitpunkt 1 Stunde.

Subcortical:

Die optische Dichte von ATP nach repetitivem CCI ist gegeniber der
optischen Dichte von ATP nach singularem CCI erniedrigt, jedoch
nicht signifikant. Dies gilt fur die ipsilaterale Seite und fur die
kontralaterale Hemisphare. Der Unterschied ist auf der ipislateralen
Seite weniger stark ausgepragt, als auf der kontralateralen Seite
(Abb. 30).

ATP Repetitive Single subcortical
MittelwertexSEM
0.5 -~ -
04 H —|—
)]
5
a 0.3
(]
<
3 02 A
a
o
0.1
0.0
1 Stunde
EIipsila’[eral B kontrala- I:'ipsila’(eral ® kontralateral
repetitive teral single single
repetitive

Abb. 30: Darstellung der optischen Dichte von ATP im Gebiet
Subcortex bilateral nach repetitivem und singularem Trauma zum
Zeitpunkt 1 Stunde.
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4.3.2 Glucose

Cortical:

Die optische Dichte von Glucose nach repetitivem CCI ist gegenuber der
nach einfachem CCI erniedrigt, jedoch ohne das Signifikanzniveau zu
erreichen. Die Veranderungen sind auf der ipsilateralen Seite und der
kontralateralen Seite etwa gleich stark ausgepragt (Abb. 31).
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Abb. 31: Darstellung der optischen Dichte von Glucose im Gebiet
Cortex bilateral nach repetitivem und singuldarem Trauma zum
Zeitpunkt 1 Stunde.

Subcortical:
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Die optische Dichte von Glucose nach repetitivem CCI ist gegenuber der
nach einfachem CCI erniedrigt, jedoch ohne das Signifikanzniveau zu
erreichen. Die Veranderungen sind auf der ipsilateralen Seite und der

kontralateralen Seite etwa gleich stark ausgepragt (Abb. 32).
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Abb. 32: Darstellung der optischen Dichte von Glucose im Gebiet
Subcortex bilateral nach repetitivem und singularem Trauma zum
Zeitpunkt 1 Stunde.

4.3.3 Laktat
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Die optische Dichte von Laktat nach repetitivem Schadel-Hirn-
Trauma ist gegenuber den Werten nach singularem Schadel-Hirn-
Trauma erhoht, jedoch nicht signifikant. Die Unterschiede sind in der
ipsilateralen und kontralateralen Hemisphare etwa gleich stark
ausgepragt (Abb. 33).
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Abb. 33: Darstellung der optischen Dichte von Laktat im Gebiet
Cortex bilateral nach repetitivem und singularem Trauma zum
Zeitpunkt 1 Stunde.

Subcortical:
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Die optische Dichte von Laktat nach repetitivem CCI ist gegenuber der
nach einfachem CCI erhoht, jedoch ohne das Signifikanzniveau zu
erreichen. Die Veranderungen sind auf der ipsilateralen Seite und der

kontralateralen Seite etwa gleich stark ausgepragt (Abb. 34).
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Abb. 34: Darstellung der optischen Dichte von Laktat im Gebiet
Subcortex bilateral nach repetitivem und singularem Trauma zum
Zeitpunkt 1 Stunde.
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5. DISKUSSION

5.1 Vergleich zwischen singularem und repetitivem Schadel-Hirn-

Trauma

Um die friihen Effekte zu untersuchen, die ein repetitives Trauma auf den
cerebralen Metabolismus hat, haben wir zum Frihzeitpunkt 1 Stunde
nach Trauma den Vergleich mit einem einfachen Controlled Cortical
Impact Injury gleicher Starke herangezogen.

Die Unterschiede in der Signifikanz zwischen singularem und repetitivem
CCI erlauben den Rickschlu®, dass das doppelte Schadel-Hirn-Trauma
eine starkere Storung im Stoffwechsel verursacht, friher eine anaerobe
Glykolyse einsetzt und Laktat dadurch starker steigt.

Die fehlende Signifikanz nach singularem Schadel-Hirn-Trauma zum
Frihzeitpunkt 1 h nach Trauma deckt sich mit den Ergebnissen von
MAUTES et al. (2001). In ihrer Untersuchung der metabolischen
Veranderungen nach einem Closed Head Injury an der Maus, zeigte sich
erst nach 4 bis 12 Stunden eine signifikant erniedrigte optische Dichte von
ATP.

Dies zeigten auch WAGNER et al. (1985) an einem weight drop model an

Katzen. Sie untersuchten die Konzentrationen verschiedener cerebraler
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Metabolite (Laktat, ATP, ADP, AMP, PCr, Glucose, Glykogen, NAD,
NADP) 15 Minuten nach Trauma mittels enzymatisch-fluorometrischer
Methoden. Die Ergebnisse zeigten bei Tieren ohne sichtbare Kontusion
keine Veranderungen in der Konzentration dieser Metaboliten, mit Aus-
nahme von Laktat, das im rostralen Segment der weil3en Substanz signi-
fikant erhéht war. Dagegen zeigten sich Veranderungen von ATP und
Phosphocreatin erst bei Tieren mit sichtbarer Kontusion. Hier kam es zu
einer signifikanten Abnahme der Metabolitenkonzentrationen, wogegen
Laktat signifikant erhéht war. Signifikante Veranderungen der Konzentra-
tion von Glucose konnten nicht gemessen werden. Die hier erfassten Er-
gebnisse decken sich mit unserer Untersuchung, dass Laktat bereits frih-
zeitig 15 Minuten posttraumatisch ansteigt, und dass abhangig von der
Traumaintensitat, die metabolischen Veranderungen zunehmen, mit ei-
nem Verlust an energiereichen Substraten ohne signifikante Veranderun-
gen des Glukosegehaltes.

Auch TORNHEIM et al. (1990) zeigten an einem experimentellen
geschlossenen Schadel-Hirn-Trauma an Katzen einen Zusammenhang
zwischen der Depression der  cerebralen Durchblutung und der
Traumastarke. Sie bestimmten 10, 30 und 60 Minuten nach Trauma den
cerebralen Blutfluss im rechten und linken cerebralen Cortex und in der
rechten und linken weillen Substanz. Hierbei zeigte sich ein deutlicher
Zusammenhang  zwischen  cerebraler  Durchblutung und der
Traumastarke. Der Abfall der cerebralen Perfusion nahm zu, je hdher die
Intensitat des applizierten Traumas war.

CHERIAN et al. (1994) zeigten an einem Controlled cortical impact Modell
an Ratten ebenfalls einen Zusammenhang zwischen der Depression der
cerebralen Durchblutung und der Traumastarke.

Sie untersuchten nach Traumen verschiedener Intensitat unter anderem
die corticale Perfusion mittels kontinuierlicher Laser-Doppler-Flowmetrie
bis zum Zeitpunkt 8 Stunden nach Trauma. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass sich die cerebrale Perfusion in Abhangigkeit von der
Traumastarke veranderte. Die cerebrale Perfusion wurde umso starker

supprimiert, je hoher die Intensiat des applizierten Traumas war.
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ERISKAT et al. (2003) zeigten an einem Cold-Lesion-Modell einen positi-
ven linearen Zusammenhang zwischen der Dauer des Kontaktes des Kal-
testempels mit dem cerebralen Cortex und dem folgenden
Nekrosevolumen. Je langer die Kontaktzeit zwischen Kaltestempel und
Hirnoberflache andauerte, was einer gesteigerten Traumaintensitat
entspricht, desto ausgepragter zeigte sich das folgende Nekrosevolumen.
Dies wird in den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wiedergespiegelt.
Beim einfachen Schadel-Hirn-Trauma zeigt sich histologisch kein
corticales Odem und auch die Metaboliten ATP, Glucose und Laktat
zeigen eine Stunde nach Trauma keinen signifikanten Unterschied im
corticalen und subcorticalen Messgebiet, sowohl auf der ipsilateralen als
auch auf der kontralateralen Seite.

Dagegen bildet sich nach repetitivem Schadel-Hirn-Trauma ein
histomorphologisch fassbares corticales Odem aus, das mit signifikanten
Veranderungen der regionalen Stoffwechselprodukte einhergeht.
LAURER et al. (2001) zeigten ebenfalls eine starkere Beeintrachtigung
des cerebralen Metabolismus nach repetitivem CCI. In ihrer Untersuchung
erzeugten sie ein repetitives geschlossenes Schadel-Hirn-Trauma im
Abstand von 24 Stunden. Sie zeigten kleine Areale mit corticalem
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke und axonaler Schadigung, deren
Ausmal nach repetitivem Schadel-Hirn-Trauma deutlich starker war, was
fur kumulative Effekte eines repetitiven Schadel-Hirn-Traumas spricht.
Und URYU et al. (2002) zeigten nach einem geschlossenen repetitiven
Schadel-Hirn-Trauma an Mausen, verglichen mit einem singularen
Schadel-Hirn-Trauma, eine deutliche Betonung der Akkumulation von
Abeta Precursor Protein und eine Zunahme des oxidativen Stresses.
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass es nach Trauma zu einer
Schadigung von Zellen im Sinne einer Nekrose kommt, sowohl von
Neuronen, als auch von Glia-Zellen. Dies kann man anhand von erhdhten
Zellmarkern, wie Neuronen-spezifische Enolase (NSE) und Glial fibrillary
acidic protein (GFAP) nachweisen (WOERTGEN et al. 2001 und 2002).
Dabei korreliert der Anstieg der Zellmarker mit der zugrundeliegenden
Traumastarke, was bedeutet, dass eine hohere Traumaintensitat eine

starkere Zellschadigung hervorruft.
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Die deutlichere Beeintrachtigung des cerebralen Metabolismus nach repe-
titvem Trauma =zeigten SOOD et al. (1980) in ihrer Kklinischen
Untersuchung an Patienten nach Schadel-Hirn-Trauma. Sie erkannten
eine positive proportionale Korrelation zwischen der Traumastarke und
der Laktatkonzentration im Liquor innerhalb von 48 Stunden nach
Schadel-Hirn-Trauma, die umso hdher war, je starker ausgepragt das
zugrunde liegende Trauma war. Gleichzeitig war mit einer hoheren
Laktatkonzentration auch eine deutliche Verschlechterung des klinischen

Outcomes der Patienten verbunden.

5.2 Zeitlicher Verlauf und Seitenvergleich der
Stoffwechselveranderungen

In unserer Untersuchung wurde gezeigt, dass die optische Dichte der drei
Metabolite jeweils auf der ipsilateralen und kontralateralen Seite eine
gleichsinnige Entwicklung zeigt, jedoch sind die Veranderungen auf der
ipsilateralen Seite starker ausgepragt als auf der kontralateralen Seite.
Dies gilt fur das singulare und das repetitive Trauma.

Dieser Unterschied koénnte durch die Seitenunterschiede in der
Beeintrachtigung des cerebralen Stoffwechsels und des cerebralen
Blutflusses nach einem Schadel-Hirn-Trauma erklart werden.

Nach Schadel-Hirn-Trauma kommt es zu direkt messbaren metabolischen
Veranderungen. Die Glykolyse steigt nach Trauma in der Frihphase stark
an (SUTTON et al. 1994, JIANG et al. 2000). Sie zeigten in ihren Unter-
suchungen nach Schadel-Hirn-Trauma an Ratten mittels CCI und fluid-
percussion-injury in der FrGhphase nach Trauma eine deutliche Zunahme
der lokalen cerebralen Glucose-Utilisation, die auf die Traumaseite und
eng benachbarte ipsilaterale Strukturen beschrankt bleibt. Im weiteren
zeitlichen Verlauf, nach ein paar Stunden, kommt es zu einer Abnahme
der Glucose-Utilisation, die bis zu 2 Wochen anhalt und erst dann auch
tiefere ipsilaterale und schliel3lich auch kontralaterale Strukturen erfasst.

Dies konnte ein Grund daflr sein, dal} es erst im weiteren Verlauf zu einer
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Alteration des kontralateralen Metabolismus kommt und der Metabolismus
zunachst ipsilateral deprimiert ist. Damit besteht die Moglichkeit, dass
durch diese Latenz kontralateral gleichermalien stark ausgepragte meta-
bolische Veranderungen unserer Untersuchung entgehen.

Und auch Yoshino et al. (1991) zeigten am fluid-percussion-Modell an
Ratten, dass die metabolische Depression zwar bilateral stattfindet,
jedoch auf der kontralateralen Seite weniger stark ausgepragt ist, als auf
der Traumaseite.

Neben direkten Einfliissen auf den cerebralen Metabolismus spielen auch
posttraumatische Auswirkungen auf die cerebrale Perfusion eine wichtige
Rolle.

Nach einem Schadel-Hirn-Trauma kommt es zu einem signifikant
erniedrigten cerebralen Blutflul (CBF) (BRYAN et al. 1995) durch einen
erhohten GefalRwiderstand nach einsetzender Engstellung proximaler
Arterien und distaler Arteriolen (GOLDING et al. 2003). Dadurch kommt
es zu einer Zunahme des cerebralen Gefallwiderstandes (PFENNINGER
et al. 1989). Als Folge entsteht sowohl eine Abnahme des im Gehirn
zirkulierenden Blutvolumens, als auch eine Verlangerung der Passagezeit
des Blutvolumens durch den cerebralen Blutpool (TAYLOR et al. 1966).
Auch kommt es nach Trauma zu einem Verlust der cerebrovaskularen
Autoregulation (PRAT et al. 1998), wobei das Traumaausmal} einen
direkten Einfluss auf den Durchmesser pialer Arteriolen hat (SCHMOKER
et al. 1996).

Dabei nimmt der cerebrale Blutflul in der traumatisierten Hemisphare
deutlicher ab, als in der kontralateralen Hemisphare. Das zeigten
PLESNILA et al. (2003) in ihrer Untersuchung zur Messung der
cerebralen Durchblutung nach geschlossenem Schadel-Hirn-Trauma an
Ratten. In der ipsilateralen Hemisphare wurde eine signifikante
Hypoperfusion bis zu 6 Stunden nach Trauma gezeigt, dagegen in der
kontralateralen Hemisphare sogar eine Hyperperfusion.

Auch NILSSON et al. (1996) zeigten nach einem geschlossenen Scha-
del-Hirn-Trauma mittels weight-drop-model an Ratten in der ipsilateralen
Hemisphare eine frihzeitig einsetzende Hypoperfusion nach zwei Minuten

bis 20 Minuten, auf der kontralateralen Seite kam es zu einer initialen Hy-
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perperfusion nach 4 Minuten, gefolgt von einer leichten Hypoperfuion bis
60 Minuten, die nicht so stark ausgepragt war, wie auf der ipsilateralen
Seite. Durch die ipsilateral starker gedrosselte Perfusion steht der trau-
matisierten Hemisphare weniger Substrat, sowie auch Sauerstoff zur Ver-
fugung, wodurch es zu einer starkeren ipsilateralen Depression des Ener-
giestoffwechsels und einer starkeren anaeroben Glykolyse als in der
kontralateralen Hemisphare kommt.

Auch SCHNEIDER und MAUTES (2002) zeigten eine ipsilateral betonte
Depression der cerebralen Perfusion nach Fluid percussion injury an der
Ratte, gemessen durch ein perfusionsgewichtetes MRT. Insgesamt
untermauern diese Perfusionsanderungen die posttraumatischen
metabolischen Veranderungen unserer Untersuchung.

Fir die ipsilaterale Betonung der Energiestoffwechseldepression
sprechen auch histologische Untersuchungen von SMITH et al. (1995)
nach einem Controlled cortical impact. Sie zeigten einen corticalen
Gewebsverlust in der Impactregion und zusatzlich einen hippocampalen
Zellverlust auf der ipsilateralen Seite. Zu einem kontralateralen Zellverlust
kam es nur an dem Ubergang von grauer zu weifter Substanz entlang des
Corpus callosum. Das bedeutet, dass das Trauma einen bilateralen
Zellverlust bewirkt, allerdings deutlich ipsilateral akzentuiert.

Auch SHREIBER et al. (1999) beobachteten in ihrer Untersuchung nach
Schadel-Hirn-Trauma durch corticale Deformierung mittels eines Vakuum-
Pulses an Ratten, einen ipsilateralen Zellverlust im Cortex, dagegen

keinen Zellverlust auf der kontralateralen Seite.

5.3 Vergleich zwischen Cortex und Subcortex

Der Verlauf der optischen Dichte der drei gemessenen Metabolite zeigt
starkere Veranderungen im Cortex, als im Subcortex. Nach singularem
Trauma kommt es zu keiner signifikanten Veranderung im subcorticalen
Areal im Vergleich zu Sham und im Vergleich zum Cortex. Der von uns
gemessene Verlauf der metabolischen Veranderungen lasst die
Vermutung zu, dass das Trauma in der subcorticalen Region eine deutlich

schwachere Depression des Stoffwechsels verursacht, als cortical.
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JIANG et al. (2000) zeigten nach einem Closed-Head-Injury an Ratten
anhand der Aktivitat der Succinatdehydrogenase (SDH) eine
posttraumatische Suppression des mitochondrialen Stoffwechsels. SDH
ist ein mitochondriales Enzym, das zur aeroben ATP-Produktion bendtigt
wird. Posttraumatisch kommt es zu einer signifikanten Suppression der
SDH-Aktivitat im ipsilateralen Cortex, kontralateral auch zu einer
Suppression, allerdings schwacher ausgepragt. Im subcorticalen Areal
kommt es zu einer wesentlich milder ausgepragten Suppression und eine
signifikante Erniedrigung wird nur zu den Zeitpunkten 1h, 48h und 72h
nach Trauma erreicht.

Die dadurch nachgewiesene Blockade der ATP-Produktion durch
gehemmten mitochondrialen Stoffwechsel mit deutlich corticaler
Betonung, erklart den corticalen ATP-Verlust nach Trauma, wogegen der
subcorticale ATP-Gehalt ohne signifikante Erniedrigung bleibt.

In unserer Untersuchung zeigt Glucose nach repetitivem Trauma
subcortical nach 48 Stunden bilateral signifikant erniedrigte Werte im
Vergleich zum corticalen Messgebiet.

In der Untersuchung von JIANG et al. (2000) wurde auch der lokale
cerebrale Glukoseverbrauch (ICGU) gemessen. Nach einer fruhzeitigen
posttraumatischen Steigerung des ICGU kommt es anschliel3end zu einer
kontinuierlichen Abnahme. Diese Abnahme ist cortical wesentlich starker
ausgepragt, so dald der Unterschied zwischen dem corticalen und
subcorticalen ICGU immer groRer wird. In ihrer Untersuchung halt diese
Depression und der Unterschied zwischen Cortex und Subcortex bis zwei
Wochen nach Trauma an.

Mit diesem steigenden Unterschied zwischen corticalem und
subcorticalem ICGU kénnte man den signifikanten Unterschied zwischen
der corticalen und subcorticalen optischen Dichte von Glucose zum
Zeitpunkt 48 Stunden nach Trauma in unserer Untersuchung erklaren.
Auch andere Untersucher erkannten diesen Unterschied in der corticalen
und subcorticalen Depression des Energiemetabolismus, auch Uber einen
langeren Zeitraum als die 48 Stunden in unserer Untersuchung.

BUCZEK et al. (1991) untersuchten den regionalen Energiemetabolismus

3 Tage nach Kaltelasion. Sie erkannten einen wesentlich starker suppri-
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mierten Metabolismus im Cortex, als in den subcorticalen Arealen, sowohl
in der ipislateralen, als auch in der kontralateralen Hemisphare. Das ent-
spricht, wie auch in unserer Untersuchung zu erkennen, einer starkeren
cortikalen Schadigung nach Trauma.

Ein weiterer moglicher Erklarungsversuch liefert auch die Untersuchung
von DIETRICH et al. (1998). Sie untersuchten den lokalen cerebralen
Blutfluss in verschiedenen Hirnregionen vor und nach fluid-percussion-
injury an Ratten. Hierbei kam es posttraumatisch zu einer Abnahme der
lokalen cerebralen Durchblutung. Allerdings fiel die Abnahme der
Durchblutung im Cortex wesentlich starker aus, als in der subcorticalen
Region. Das bedeutet, dal} cortical eine starkere ischamische Schadigung
nach Trauma einsetzt und damit auch zu erklaren ist, warum

posttraumatisch das corticale Laktat deutlicher ansteigt als subcortical.

5.4 Sekundarmechanismen

Ein Schadel-Hirn-Trauma fuhrt zu unmittelbaren biochemischen
Stérungen innerhalb neuronaler Ubertragungswege und der vaskularen
Versorgung. Zusatzlich zu dem mechanischen Trauma kommt es zu einer
sekundaren neuronalen oder zellularen Schadigung im Verlauf einiger
Stunden nach der initialen Schadigung. Dieser verzogert einsetzende
Schaden scheint mit neurochemischen Veranderungen assoziiert zu sein,
die durch das Trauma ausgelost werden. Hierzu gehoren pathologische
Effekte auf den cerebralen Blutfluss, die cerebrale lonenhomoostase und
den cerebralen Metabolismus; oder es kommt zu einer direkten
neurotoxischen Wirkung gegenuber regionalen Neuronenpopulationen
oder Gruppen von Gliazellen.

Es scheint  wahrscheinlich, dass diese posttraumatischen
neurochemischen Veranderungen zu Stérungen im Rahmen der Bildung
oder des Transportes ,neuroprotektiver* und ,neurotoxischer”
Komponenten fuhren. Die Identifizierung dieser neurochemischen
Kaskade ermdoglicht die Ermittlung eines Zeitfensters zur Festlegung der

optimalen Zeitpunkte flr eine therapeutische Intervention.
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Im Folgenden soll auf verschiedene Faktoren eingegangen werden, die
an der sekundaren Schadigung nach Schadel-Hirn-Trauma beteiligt sind.

5.4.1 Zytokine

Veranderungen der Konzentration zirkulierender immunkompetenter
Zellen konnten im Plasma von Patienten mit Schadel-Hirn-Trauma
nachgewiesen werden (PIEK et al. 1992), welche einen relevanten,
direkten Einfluss auf die posttraumatische neuronale Schadigung haben
konnen.

Die Akkumulation polymorphkerniger Leukozyten (PMN) ist an Faktoren,
die zu einer sekundaren Hirnschadigung fuhren, wie die Reduktion des
cerebralen Blutflusses, der Hirnddemformation und der Erhdhung des
intrakraniellen Druckes, beteiligt.

ZHUANG et al. (1993) untersuchten die PMN-Akkumulation nach
Kaltelasion. In ihrer Untersuchung kam es bilateral zu einer Akkumulation
von PMNs, jedoch deutlich starker in der ipsilateralen Hemisphare
ausgepragt. Gleichzeitig stieg die PMN-Akkumulation signifikant durch
Addition eines sekundaren Insultes, ausgeldst durch einen Schock. Die
signifikante Korrelation zwischen der PMN-Akkumulation und den
Faktoren, die an einer sekundaren Hirnschadigung beteiligt sind
(steigender intrakranieller Druck, reduzierter cerebraler Blutfluss,
gesteigerter cerebraler Wassergehalt) suggeriert, dass Leukozyten an
diesem Prozess beteiligt sind. Das kann bedeuten, dass Schock und
Trauma synergistisch in der Aktivierung von Leukozyten wirken und zur
Forderung der Upregulation von Leukozyten-Adhasions-Molekilen im

cerebralen mikrovaskularen Endothel fiinren.
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PMN konnen Sauerstoffradikale bilden und freisetzen (WEISS et al.
1989), ebenso wie proteolytische Enzyme, die toxisch auf Zellen wirken.
Wenn diese destruktiven Prozesse gegen das cerebrovaskulare Endothel
gerichtet sind, kann es durch Gefalischaden zu einer Reduktion des
cerebralen Blutflusses kommen.

Aktivierte PMNs zeigen wesentlich andere rheologische Eigenschaften
gegenuber nicht aktivieten PMNs und sind deutlich adharenter an
Endothelzellen. Das kann zu einer mechanischen Obstruktion der
Mikrozirkulation flihren. So zeigten ENGLER et al. (1986), dass die
kapillare Obstruktion durch Leukozyten ein wesentlicher Faktor flr den
signifikant reduzierten Blutflu® nach Reperfusion war.

Insgesamt ist zu sagen, dass posttraumatische Veranderungen mit einer
PMN-Akkumulation korreliert sind und es damit anzunehmen ist, dass die
PMNs zumindest partiell an der sekundaren Schadigung beteiligt sind.

5.4.2 Exzitatorische Aminosauren

Nach Schadel-Hirn-Trauma kommt es zu einem exzessiven Anstieg von
exzitatorischen Aminosauren, vor allem Glutamat (BAKER et al. 1993,
ROSE et al. 2002, LIMBRICK et al. 2003), wobei das Ausmal} des
Anstiegs abhangig von der Traumastarke ist (NILSSON et al. 1990,
PALMER et al. 1993). Diese Anflutung von Aminosauren fuhrt zu einer
Stérung im lonengleichgewicht der Zellmembran mit konsekutiver
Veranderung des Membranpotentials durch einen massiven lonenfluss
Uber die Plasmamembranen mit folgender Depolarisation der
Zellmembran.

Dabei gibt es eine streng positive Korrelation zwischen Glutamat und
Glucose und Glutamat und Laktat, so dass Glutamat wahrscheinlich auch
die Glykolyse in Astrozyten durch einen Einfluss auf den Glucose-Uptake
steuert (ALESSANDRI et al. 1999).

Eine Beteiligung der gestdrten lonenbalance durch Glutamatanstieg am
entstehenden anaeroben Metabolismus zeigten KAWAMATA et al.
(199%5), da es nach der Applikation eines Glutamatantagonisten zu einer

Reduktion des Laktatanstiegs kam.
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Nach einem Cortical Impact Injury fand man eine abrupte Erhéhung der
extrazellularen Kaliumkonzentration von 3 auf 60 mM und eine Abnahme
der extrazellularen Calciumkonzentration (NILSSON et al. 1993).
Erhohtes freies intrazellulares Calcium fuhrt Zu einer
Astrozytenschwellung (HANSSON et al. 1997) und zur Entwicklung eines
cytotoxischen Odems.

Diese Veranderungen flhren, wie bereits oben beschrieben zu einer
Steigerung des Energiestoffwechsels und zu einer strukturellen
cytologischen Schadigung mit Beeintrachtigung des cerebralen zellularen
Stoffwechsels. Im weiteren Verlauf kommt es zu einem Energieversagen
der Zelle.

Frihere Studien, die Energiemetabolite nach fluid-percussion-injury mit
Hilfe der *'P Magnetresonanz-Spektroskopie und Mikrodialyse maRen,
berichten Uber Ergebnisse, die mit einem deutlichen Energiemangel
vereinbar sind, wie ein vermindertes Serum-Mg2+, ein vermindertes
cytosolisches ATP und ein gesteigertes cytosolisches ADP und 5’AMP
(HEADRICK et al. 1994).

Nach Trauma kommt es fir eine kurze Periode zum Anstieg des
cerebralen Glucosemetabolismus (SHAR et al. 1983; YOSHINO et al.
1991; KAWAMATA et al. 1992). Diese Steigerung der lokalen cerebralen
Glukoseutilisation unmittelbar nach Trauma, ist mdglicherweise auch auf
die Freisetzung exzitatorischer Aminosauren zurtickzuflihren (vide supra).
Der unmittelbare Anstieg der ICGU nach Trauma suggeriert, dal3 die
durch die freigesetzten exzitatorischen Aminosauren aktivierten
lonenkanale hierbei eine Rolle spielen. Dies spiegelt den zellularen
Energiebedarf zur Unterhaltung der lonenpumpen mit dem Ziel der

Wiederherstellung der gestorten lonenbalance nach Trauma wieder.
543 lonenveranderungen

a) Kalium: Verschiedene Studien haben mittels Microdialyse eine massi-
ve Freisetzung von Kalium in den extrazellularen Raum nach experimen-
tellem Schadel-Hirn-Trauma nachgewiesen, welche mit einer ausgeprag-

ten Depolarisation assoziiert zu sein scheint (ASTRUP et al. 1980;
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KATAYAMA et al. 1990; TAKAHASHI et al. 1981). Dadurch kann es zu
einer Reihe pathologischer elektrophysiologischer Phanomene kommen.
Hierzu gehoren Depolarisation und funktionelle Depression (SUGAYA et
al. 1975; TAKAHASHI et al. 1981). Unter normalen Umstanden wirken die
Gliazellen unterstutzend in der Beseitigung des Kaliums, das wahrend der
Aktivierung von Neuronen freigesetzt wird (HERTZ, 1982). Dennoch
kommt es nach Schadel-Hirn-Trauma zu einem deutlichen Anstieg des
extrazellularen Kaliums. Und die daraufhin folgende rapide Aufnahme
dieses Kaliums durch Astrozyten kann zu einer intrazellularen Schwellung
(Status spongiosus) fihren (BOURKE et al. 1975; KIMELBERG et al.
1979).

Weil die Kaliumaufnahme in die Gliazellen ein sauerstoffabhangiger
Prozess ist (HERTZ et al. 1973), ist es mdglich, dass der Kaliumverlust
aus Neuronen diese durch die folgende exzessive Gliaaktivierung

zuséatzlich teilweise ihrer Sauerstoffversorgung beraubt (SIESJO, 1981).

b) Magnesium: Im ZNS ist Magnesium involviert in eine Vielzahl von
kritischen zellularen Prozessen, wie der Glykolyse, der oxidativen
Phosphorylisierung, der Zellatmung und der DNA-, RNA- und
Proteinsynthese (AIKAWA, 1981; GARFINKEL und GARFINKEL, 1985).
Die Anwesenheit von Magnesium ist aulerdem essentiell fir die
mitochondriale Funktionstuchtigkeit  und Plasmamebranintegritat
(AIKAWA, 1981). Magnesium reguliert die Konstanz der normalen
intrazellularen Natrium- und Kaliumgradienten (AIKAWA et al. 1981);
Storungen der Homodostase des Gewebemagnesiums gefahrden die
Einhaltung dieser Gradienten und kdnnen potentiell zur sekundaren
Entwicklung von lonenstérungen und eines posttraumatischen Odems
fuhren.

Nach einem parasagittalen Fluid-percussion-Injury in Ratten wurde eine
markante und akut eintretende Abnahme des freien intrazellularen Mag-
nesiums nachgewiesen (VINK et al. 1988). Eine Reduktion des cytosoli-
schen freien Magnesiums kann zu einer Verschlechterung der Glukoseuti-
lisation, des Energiemetabolismus und der Proteinsynthese fuhren. Weil

Magnesium eine wichtige regulatorische Rolle in Bezug auf den Calcium-
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transport und die cerebrovaskulare Kontraktibilitat innehat (ALTURA et al.
1984), kdnnen Veranderungen der intrazellularen Magnesiumkonzentrati-
on zu posttraumatischer Calcium-mediierter Neurotoxizitat flUhren oder
den regionalen posttraumatischen Blutfluss durch Veranderungen des

GefalRdurchmessers beeinflussen.

5.4.4 Mitochondrialer oxidativer Metabolismus

Ob der oxidative Metabolismus nun durch die Verschlechterung der
Sauerstoffversorgung oder durch eine Inhibition der mitochondrialen
Funktion  zurickzufuhren ist, wird kontrovers diskutiert. Sehr
wahrscheinlich handelt es sich um eine Kombination aus beiden Faktoren,
da wie oben bereits beschrieben, die Durchblutung nach Trauma deutlich
abnimmt. Zum Anderen werden in anderen Untersuchungen Inhibitionen
des mitochondrialen oxidativen Metabolismus dokumentiert (SCREMIN et
al. 1997).

XIONG et al. (1997) erkannten eine deutliche Abnahme des
mitochondrialen Metabolismus in der ipsilateralen Hemisphare nach
Applikation eines CCI, beginnend einen Tag nach Trauma und bis 14
Tage nach Trauma anhaltend.

Auch JIANG et al. (2000) zeigten bis zu zwei Wochen nach Closed-Head-
Injury an Ratten eine signifikante ipsilaterale corticale und subcorticale
Abnahme der Aktivitdt von SDH (Succinat Dehydrogenase), ein
mitochondriales Enzym, als weiteren Hinweis einer metabolischen

Depression.

5.4.5 Katecholamine

Stérungen innerhalb des cerebralen Katecholaminsystems wie Uberakti-
vierung oder Inhibition der Neurotransmitterfreisetzung, Veranderungen
der pra- oder postsynaptischen Rezeptorbindung, des Neurotransmit-

tertransportes oder die Signaltransduktion, beeinflussen entweder den ce-
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rebralen Blutfluss und Metabolismus oder Uben eine direkte toxische Wir-
kung auf Neurone oder Gliazellen aus.

Verschiedene Untersuchungen haben bewiesen, daf® Katecholamine eine
wichtige Rolle bei der sekundaren Entwicklung eines Schadel-Hirn-
Traumas zu spielen scheinen (FEENEY und SUTTON, 1987;
GOLDSTEIN und DAVIS, 1990; BOYESON et al. 1993). Diese Autoren
haben beobachtet, dal’ Medikamente, die die Freisetzung der zentralen
Katecholamine steigern, zu einer Beschleunigung der neurologischen
Erholung fuhren, wogegen Medikamente, die zu einer Blockade der
synaptischen Transmission fihren, die posttraumatische Erholung
vermindern.

HAMILL et al. (1987) untersuchten den Zusammenhang zwischen der
Traumastarke und der Katecholaminkonzentration im Plasma. Sie
erkannten eine vier- bis funffach hdhere Noradrenalinkonzentration und
eine dreifache Dopaminkonzentration im Plasma bei Patienten mit
schwerem Schadel-Hirn-Trauma (Glasgow-Coma-Scale (GCS) 3-4), die
signifikant héher waren als in Patienten mit leichtem Schadel-Hirn-Trauma
(GCS 8-11). Und bestimmte man die Katecholaminkonzentration nach
einer Woche wieder, SO waren stark erhohte
Katecholaminkonzentrationen nur in den Patienten zu erkennen, die
entweder anschlielend verstarben oder ein schweres neurologisches
Defizit davontrugen. Das laft die Vermutung zu, dal} die posttraumatische
Katecholaminkonzentration entweder das Outcome der Patienten
beeinflusst oder umgekehrt, ein schlechtes Outcome durch einen hohen
Katecholaminspiegel angedeutet wird.

Es sind verschiedene mogliche Mechanismen denkbar, durch welche
Katecholamine zu einer posttraumatischen neuronalen Schadigung fuhren
konnen, wie Modifikation des peripheren oder regionalen cerebralen
Blutflusses (KOBAYASHI et al. 1985; WEISS und MILTON, 1988),
Modulation anderer Neurotransmittersysteme (MADISON und NICOLL,
1986; STANTON et al. 1989) oder Alterationen des cerebralen oxidativen
Metabolismus (FEENEY et al. 1985).
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5.5 Beeinflussung durch systemische Parameter

Die systemischen Parameter der verwendeten Versuchstiere wurden in
unserer Versuchsanordnung kontrolliert und konstant gehalten. Dies ist
auch notwendig, da diese Parameter einen Einfluss auf die cerebrale
Funktion und den cerebralen Stoffwechsel, und damit auf die von uns
gemessenen Parameter haben, so dass durch unkontrollierte
Veranderungen die Messergebnisse verfalscht werden konnten.

Dies gilt natirlich v.a. fir die Blutgase, da eine Hypoxie durch
unsachgemalRe Beatmung der Tiere schon zu einem anaeroben
Stoffwechsel des Gehirns fuhrt und damit zu einem Laktatanstieg.
Aullerdem  werden die Hirnzellen nach Uberschreiten  der
Ischamietoleranz geschadigt. Dadurch ist auf eine ausreichende
Oxygenierung zu achten, da sonst die Messergebnisse verfalscht wirden.
Auch ist auf eine Konstanthaltung des systemischen Blutdruckes zu
achten, da auch er einen Einfluss auf die cerebrale Funktion hat. Ein zu
starker Abfall kann zu einer cerebralen Ischamie fuhren, wie GOBIET et
al. (1975) nachwiesen, dass der cerebrale Blutflu durch ein zu starkes
Absinken des arteriellen Blutdruckes, v.a. unter Werte von 110mmHg
systolisch, abnimmt.

Dagegen kann ein zu starker Anstieg zu einer pathologischen Eréffnung
der Blut-Hirn-Schranke fiihren, wie HAGGENDAL et al. (1972) nach einer
medikamentds induzierten Steigerung des Blutdruckes zeigten und damit
ein vasogenes Odem verstarkten.

Auch in der Untersuchung von KROPPENSTEDT et al. (1999) wurde der
EinfluR des arteriellen Blutdruckes auf das Kontusionsvolumen nach CCI
bewiesen. In ihrer Untersuchung verwendeten sie zur Senkung des Blut-
druckes das Modell der hypobaren Hypotension und zur Steigerung des
Blutdruckes die Infusion von Dopamin. Nach Reduktion des Blutdruckes
auf 70 mmHg systolisch und dadurch Reduktion des Cerebralen Perfusi-
onsdruckes auf 60 mmHg, fir 30 Minuten kam es zu einer signifikanten
Steigerung des Kontusionsvolumen um 47%, wogegen in nichttraumati-
sierten Ratten der cerebrale Perfusionsdruck fur 30 Minuten auf 35 mmHg

verringert werden konnte, ohne histologische Veranderungen zu induzie-

93



ren. Auch eine Steigerung des Blutdruckes auf 140 mmHg, dadurch ein
cerebraler Perfusionsdruck von 120 mmHg, fuhrte zu einem signifikanten
Anstieg des Kontusionsvolumen um 33%, wobei die Autoren nicht aus-
schlie®en kénnen, dass dieser Effekt zum Teil auf einer durch die Dopa-
mininfusion bewirkten Vasokonstriktion zurtckzufuhren ist.

Aber auch umgekehrt hat die Applikation eines Schadel-Hirn-Traumas
Auswirkungen auf den arteriellen Blutdruck. So zeigten DIXON et al.
(1991), dass ein Cortical Impact Injury von 2mm Tiefe eine passagere
Blutdruckverminderung von 100 auf 80 mmHg fir einen Zeitraum von
30min bewirkte.

Daher muss man davon ausgehen, dass Veranderungen des
systemischen Blutdruckes auch zu Veranderungen des cerebralen

Metabolismus fuhren.

5.6 Interindividualitat

Im Rahmen der Messung der posttraumatischen Stoffwechselsituation
wurde deutlich, dass nicht alle Tiere zu den untersuchten Zeitpunkten in
gleichem Malke auf das Trauma reagierten. Diese individuellen
Unterschiede konnten auch schon in anderen Untersuchungen festgestellt
werden (PASCHEN 1990; FOLBERGROVA et al. 1992; KOZUKA 1995).

Diese Beobachtung im Rahmen der experimentellen Forschung deckt
sich mit Beobachtungen aus der Klinik, dass Patienten nach Schadel-
Hirn-Trauma einen unterschiedlich ausgepragten klinischen Verlauf

zeigen.

5.7 Therapeutische Ansatze

Die primare Hirnschadigung, die durch die direkte Gewalteinwirkung auf

das Gehirn entsteht, ist der therapeutischen Intervention nicht mehr zu-
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ganglich. Das heift, Strategien zur Behandlung eines Schadel-Hirn-
Traumas mussen sich auf die sekundaren Mechanismen, die ein Trauma
nach sich zieht, und die zu einer sekundare Hirnschadigung nach Trauma
fuhren, konzentrieren.

Dabei ist zu beachten, dass die in dieser Untersuchung festgestellten
metabolischen Beeintrachtigungen nach Trauma eine dynamische
Entwicklung zeigen und sich daher fur eine sinnvolle therapeutische

Intervention eine optimales zeitliches Fenster ergeben kann.

5.8 Klinische Bedeutung

Die Summationseffekte der cerebralen Stérungen nach einem repetitiven
Trauma haben nicht nur experimentelle Bedeutung, sondern spielen auch
in der klinischen Praxis eine wichtige Rolle.

Es gibt verschiedene klinische Syndrome, deren Verlauf durch ein
repetitives Schadel-Hirn-Trauma bestimmt wird.

Zum Einen das sogenannte Second-Impact-Syndrom (SIS). Die
Bezeichnung ,Second Impact Syndrome® wurde von verschiedenen
Autoren verwendet (SAUNDERS et al. 1984, CANTU et al. 1998,
MCCRORY et al. 1998). Von diesen wurde es definiert als ein Ereignis,
bei dem ein Sportler, der ein Schadeltrauma erleidet — oftmals eine
Erschitterung oder ein schlimmeres Trauma, wie eine cerebrale
Contusion — ein zweites Trauma erleidet, bevor die Symptome, die mit
dem ersten Trauma zusammenhangen, sistieren.

Typischerweise entwickelt diese Person nach dem ersten Trauma
verschiedene Symptome, wie Kopfschmerzen, Schwindel, visuelle,
motorische oder sensorische Stérungen oder auch kognitive
Veranderungen, v.a. Gedachtnisprozesse betreffend. Und bevor diese
Symptome vollstandig ricklaufig sind, kommt es zu einem zweiten
Trauma gegen den Schadel.

Dieser zweite Schlag kann auch deutlich schwacher sein als das erste

Trauma, maoglicherweise kommt es nur zu einem Schlag gegen die Brust,

95



der eine zusatzliche Erschutterung des Schadels bewirkt und zu Be-
schleunigungskraften auf das Gehirn fuhrt.

Innerhalb weniger Sekunden bis zu mehreren Minuten nach dem zweiten
Trauma kommt es jetzt zu einem plétzlichen Zusammenbruch des
Sportlers, er wird komatés mit sich rasch entwickelnden weiten Pupillen
und respiratorischer Insuffizienz.

Pathophysiologisch scheint bei der Ausbildung eines SIS eine gestorte
Autoregulation der cerebralen Blutversorgung eine wichtige Rolle zu
spielen. Dieser Verlust der Autoregulation fuhrt zu einem Blutstau
innerhalb des Craniums, was wiederum eine deutliche Erhéhung des
intrakraniellen Druckes zur Folge hat und zu einer Herniation des Uncus
der Temporallappen oder der Kleinhirntonsillen im Foramen magnum
fuhrt.

Dann kommt es im weiteren Verlauf zum Funktionsverlust des
Hirnstammes mit Atemdepression und letalem Ausgang.

Obwohl extrem selten, hat das SIS mit diffuser cerebraler Schwellung
eine Mortalitat von fast 100%.

Das heift, die Pravention eines zweiten Traumas und die richtige
Reaktion auf ein vorangegangenes Trauma hat einen Entscheidenden
Stellenwert zur Vermeidung eines solchen Verlaufes.

Das SIS ist eine seltene, aber wenn auftretend auferst schwere und in
fast 100% aller Falle letal verlaufende Komplikation eines repetitiven
Schadel-Hirn-Traumas. Dieser schwere Verlauf kann durch die
konsequente Pravention und den Schutz vor einem zu frihen
Folgetrauma vermieden werden.

Das repetitive Schadel-Hirn-Trauma im Sport birgt nicht nur die Gefahr
des Second Impact Syndroms, sondern z.B. bei Boxern kann es durch die
jahrelang einwirkenden repetitiven Schadel-Hirn-Traumen zur Entwicklung
einer chronischen traumatischen Enzephalopathie oder auch einer De-
mentia pugilistica kommen. Die chronisch traumatische Enzephalopathie
(CTE) ist gekennzeichnet durch die Entwicklung von motorischen, kogniti-
ven und psychiatrischen Symptomen. Die ersten Symptome der CTE des
Boxers sind motorische und affektive Stérungen, sowie Personlichkeits-

veranderungen, als auch ein Verlust der emotionalen Impulskontrolle. Die
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motorischen Symptome bestehen aus Dysarthrie und Tremor. Zusatzlich
kann es zur Entwicklung einer Koordinationsstorung der oberen Extremi-
tat v.a. der nicht-dominanten Hand und eventuell eines friihzeitigen Par-
kinson-Syndroms und Pyramidenbahnzeichen kommen (MENDEZ et al.
1995).

Das Krankheitsbild der Dementia pugilistica beschreibt den
neuropathologischen Nachweis von zahlreichen Neurofibrillen ohne
Vorhandensein von Plaques im Gegensatz zu der Vielzahl von
Neurofibrillen und Plaques, die man der Alzheimer Demenz zuordnen
kann (CORSELLIS et al. 1973).

Auch koénnen sich im Rahmen jahrelangen Boxens CT-diagnostisch
fassbare morphologische Veranderungen wie Hirnatrophie und auch
messbare EEG-Veranderungen entwickeln (KASTE et al. 1982).

Aber nicht nur Boxen, das zu einer Vielzahl von repetitiven milden oder
auch schwereren Schadel-Hirn-Traumen fuhrt, sondern auch andere
Sportarten, die zu Schlagen gegen den Schadel fuhren kénnen, wie z.B.
FuBball, kdnnen zu einem chronischen traumatischen Hirntrauma fihren.
CORSELLIS et al. (1976) beschrieben bei Fullballspielern eine
traumatische Enzephalopathie, die der in Boxern festgestellten
Enzephalopathie sehr ahnlich ist.

MATSER et al. (1998 und 1999) konnten auch eine neuropsychologische
Wirkung des repetitiven Traumas bei FuBballspielern erkennen. Sie
zeigten eine signifikant schlechtere Verarbeitung von
neuropsychologischen Tests bei den Fulballspielern im Vergleich zu
einer Sportlergruppe, die keinen Schadel-Hirn-Traumen ausgesetzt ist.
Dagegen konnten JORDAN et al. (1996) bei einer Untersuchung an
FuBballspielern des U.S. National-Teams keinen Zusammenhang
zwischen der repetitiven Schadel-Hirn-Schadigung und morphologischen
Veranderungen im MRT bzw. der Verarbeitung neuropsychologischer
Tests feststellen.

Als letztes wichtiges klinisches Syndrom als Folge repetitiver Schadel-
Hirn-Traumata ist das Shaken-Baby-Syndrom zu nennen.

1972 wurde von CAFFEY erstmals die Bezeichnung Shaken-Baby-

Syndrom verwendet. Er verwies auf die nicht unfallverursachte Genese
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des Traumas und unterstrich die Rolle eines gewaltsamen Schuttelns des
Opfers als Ursprung von intrakraniellen und okularen Blutungen.

Studien vermitteln, dass das ursachliche Schitteln nicht unbedingt ein
langer anhaltendes Ereignis sein muss, sondern auch nur einen kurzen
Moment andauern kann (MONTELEONE et al. 1994).

Es kann als nur einmaliges Ereignis vorkommen mit rasch einsetzenden
fatalen Konsequenzen oder es kommt zu immer wiederkehrenden
Vorféallen Uber Tage, Wochen oder Monate.

Das charakteristische Bild des Schadeltraumas im Rahmen des Shaken-
Baby-Syndroms besteht in einer Blutung im Raum zwischen Dura mater
und Arachnoidea, die ein subdurales Hdmatom bildet.

Das klinische Erscheinungsbild kann akut, subakut oder chronisch sein,
abhangig von Grolke der Blutung, dem Vorhandensein zusatzlicher
Verletzungen und der Dauer zwischen Blutungsbeginn und medizinischer
Intervention.

Typischerweise ist die Blutung im hinteren Interhemispharenspalt
lokalisiert oder entlang der cerebralen Konvexitat und befindet sich oft
bilateral. Wird eine bestimmte Grole erreicht, kann es zu einem Midline-
Shift mit Bewusstseinsstérungen kommen, im Extremfall sogar zur
Herniation mit folgendem Koma und Tod.

Zusatzlich kommt es auch zu Verletzungen des Hirnparenchyms selbst,
die lokal oder diffus verteilt sein konnen. Die Parenchymverletzung
entsteht als Folge diffuser axonaler Schadigung durch direkte Kontusion
des Gehirnparenchyms und wird eventuell noch verstarkt durch eine
sekundare ischamische Schadigung infolge Apnoe.

Alleine diese drei klinischen Beispiele verdeutlichen die Tatsache, dass
ein multiples repetitives Schadel-Hirn-Trauma kein rein experimentelles
Konstrukt ist, sondern sehr wohl in der Praxis vorkommt. Der zum Tell
sehr schwere Verlauf eines solchen repetitiven Traumas, auch bei gerin-
ger Intensitat, wie anhand des Second Impact Syndroms geschildert, un-
terstreicht die Bedeutung, die pathophysiologischen Vorgange im Rah-
men des repetitiven Schadel-Hirn-Traumas zu erforschen, um die dulRerst
komplexen Vorgange verstehen zu lernen, damit die klinische Versorgung

und das Outcome der Patienten optimal gestalten werden kénnen.
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5.9 SCHLUSSFOLGERUNGEN

1. Nach einem corticalen Controlled Cortical Impact Injury kommt es
zu deutlichen und tiefgreifenden Veranderungen im cerebralen
Energiestoffwechsel.

2. Die Veranderungen der Konzentrationen der gemessenen
Metabolite ATP, Glucose und Laktat weisen ein Muster auf, wie es im
Rahmen ischamischer Lasionen des Gehirns beobachtet werden kann.

3. Laktat zeigte von allen drei Metaboliten die friheste signifikante
Veranderung mit einem Anstieg und kénnte daher als Frihindikator fur die
Stérung des cerebralen Stoffwechsels als Nachweis eines anaeroben
Stoffwechsels angesehen werden.

4. Da die gemessenen Veranderungen auch Kkontralateral
ausgepragt sind, jedoch mit starkeren Veranderungen auf der
Traumaseite, kdnnte man riuckschliel3en, dass es nach Trauma zu einer

global cerebralen Reaktion kommt, die ipsilateral akzentuiert ist.
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5. Im Vergleich zwischen singularem und repetitivem Schadel-Hirn-
Trauma gleicher Intensitat zeigt sich eine deutlichere metabolische Altera-
tion im Rahmen des doppelten Traumas. Das kdnnte bedeuten, dal} es

nach mehreren Traumen zu Summationseffekten der Schadigung kommt.

6. Die metabolischen Veranderungen dauern langer als 24 Stunden,
lassen aber bis zum Zeitpunkt von 48 Stunden nach Trauma eine

teilweise Reversibilitat der pathologischen Vorgange erkennen.
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9. ANHANG

9.1 Histochemische Nachweisreaktionen und Enzymlésungen fiir die

Biolumineszenz

1. Hamatoxylin-Eosin-Farbung:

FUr die Herstellung der Praparate werden die Objekttrager entfettet und
beschriftet

Ansetzen von Hamatoxylin nach Ehrlich:

2 g Hamatoxylin, 100 ml Isopropanol 96 % und 100 ml Aqua bidest
100 ml Glycerin 87%

3 g Kalialaun

10 ml Eisessig

Ldsung mit Filterpapier bedeckt ein Jahr reifen lassen.
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Farbevorgang:

. 10 min bei Raumtemperatur trocknen
10 min Fixation in Formol 10% bei pH 7.0
2 mal in Leitungswasser spulen

2 mal in Aqua dest spulen

1

2

3

4

5. 15 min in Hamatoxylin
6. 2 malin Aqua dest spulen

7. 30 min unter flielkendem Leitungswasser spllen
8. 2 malin Aqua dest spulen

9. 5 min in Athanol 96 %

10. 15 minin Eosin

11. 2 mal in Athanol 70%, 96% und 100%

12. 2 malin Xylol

13. mit Entellan eindecken

Enzymlosung fiir Glucose:

7 ml Phosphatpuffer 0.3 M pH 7.0

200 mg Gelatine

100 mg Glycerin 100

100 mg Polyvinylpyrolidon auf 40° C erwarmen

150 ATP in 0.5 ml Phosphatpuffer 0.3 M pH 7.0

120 mg NADP in 0.5 ml Phosphatpuffer 0.3 M pH 7.0

20 ul Magnesiumchlorid 1 M zugeben und auf pH 7.0 einstellen
20 pl Dithiotreitol (DTT, 10mg/ml Phosphatpuffer 0.3 M pH 7.0)
200 pl Flavinmononukleotid (FMN, 2 mg/ml Phosphatpuffer
0.3 M pH 7.0)

30 ul Decanal (100 mg/ml Methanol) zugeben

Losung A:
250 pl Hexokinase

75 ul Glucose-6-Phosphat zentrifugieren, Uberstand verwerfen
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0.5 ml Phosphatpuffer 0.3 M pH 7.0

Lésung B:
10 mg Luciferase in 1 ml Phosphatpuffer 0.3 M pH 7.0

10 mg FMN-Oxireduktase

Zuerst Losung A, dann Losung B zugeben. Lésung in Formen geben und bei

—80° C einfrieren.

Enzymlosung fiir Laktat:

8 ml Phosphatpuffer 0.3 M pH 7.0
0.05 M Glutamat pH 7.0

200 mg Gelatine

100 mg Glycerin

100 mg Polyvinylpyrolidon

250 mg NAD

500 pl Phosphatpuffer 0.3 M pH 7.0

pH auf 7.0 einstellen

20 pl Decanal (100 mg/ml Methanol)
200 pl FMN (2 mg/ml Phosphatpuffer 0.3 M pH 7.0)
20 ul DTT (10 mg/ml Phosphatpuffer 0.3 M pH 7.0)

Lésung A:
200 pl LDH (10 mg/ml Phosphatpuffer 0.3 M pH 7.0)
Zentrifugieren und Rickstand mit 0.5 ml Phosphatpuffer 0.3 M pH 7.0

mischen

Losung B:
500 pl Glutamat-Pyruvat-Transaminase (10 mg/ml Phosphatpuffer 0.3 M pH

7.0)
Zentrifugieren und Uberstand mit 0.5 ml Phosphatpuffer 0.3 M pH 7.0 mischen
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Losung C:
10 mg Luciferase in 1 ml Phosphatpuffer 0.3 M pH 7.0

10 mg FMN Oxireduktase

Lésungen A, B und C der Reihe nach zugeben. Losung in Formen gief3en und
bei —80° C einfrieren.

Enzymlosungq fiir ATP:

10 ml Hepes-Arsenatpuffer

200 mg Gelatine

100 mg Glycerin

100 mg Polyvinylpyrolidon 40 bei 50° C I6sen und abkuhlen lassen.

220 mg FFT (Firefly Lanterns) zu Puder moérsern und zugeben. 3 mal
homogenisieren, auf Eppendorfgefalle verteilen und 2 mal 2 Minuten lang
zentrifugieren. Uberstand in ein Gefal mit 20 pl Magnesiumchlorid 1 M
pipettieren und 10 bis 15 Minuten im Kuhlschrank aufbewahren. Bei —80° C

einfrieren.

Liste der verwendeten Chemikalien:

Acteon

Arsenatpuffer Sigma Nr. FF-AS-100
ATP Serva Nr. 10920

Decanal Serva Nr. 18150

DTT Sigma Nr. D 9779
Einbettmedium Jung Nr. 0201 08926
Eisessig

Entellan Merck Nr. 7961

Eosin

FMN Sigma Nr. F 8399
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FMN-Oxireduktase Boehringer Nr. 476480
Gelatine Serva Nr. 22151
Glukose-6-Phosphat Boehringer Nr. 125663
Glutamat-Pyruvat-Transaminase Boehringer Nr. 737127
Glycerin Merck Nr. 4091

Hamatoxylin Merck Nr. 4305

Hepes Sigma Nr. H 3375

Hexokinase Boehringer Nr. 127183
Kalialaun

LDH Boehringer Nr. 107077

Luciferase Sigma Nr. L 8507
Magnesiumchlorid

NAD Boehringer Nr. 128040
Phosphatpuffer 0.3 M pH 7.0
Polyvinylpyrolidon 40 Sigma Nr. PVP 40
Rodinal

Tetenal Superfix

Xylol Merck Nr. 8685

9.2 Funktion zur Berechnung der optischen Dichte

Optische Dichte = -log1p gemessener Grauwert

Referenzgrauwert

Referenzgrauwert:

Mittelwert der Graumessungen der vier Filmecken. Da die Filme in ihrer
Lichtdurchlassigkeit nicht einheitlich sind, wurde dieser Wert fur jeden
Biolumineszenzfilm individuell bestimmt, und die Messwerte in obiger Gleichung

auf den so ermittelten Referenzwert bezogen.
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