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1. Einleitung

Das Schadel-Hirn-Trauma (SHT) ist eine der h&ufigsten Todesursachen junger Erwachsener in der
westlichen Welt. Allein in Deutschland sind pro Jahr ca. 250.000 Menschen betroffen, in ungefahr
10 % der Falle mittel- bis hochgradig und haufig in Verbindung mit einem Polytrauma (1). Die
Hauptursachen sind Verkehrsunfalle und Stiirze, betroffen sind vor allem jingere Manner (2). Die
soziookonomischen Folgen fiir die Gesellschaft sowie die persdnlichen Folgen fiir den Patienten sind
immens. Zum einen ist das schwere SHT eine aufwendig behandelbare Erkrankung mit einer hohen
Rate an Folgeerkrankungen wie schweren neurologischen Beeintrdachtigungen und Behinderungen,
aber auch das junge Erkrankungsalter mit dem Verlust an Arbeits- und Lebensjahren tragen zu
erheblichen Belastungen bei. Die gesamtgesellschaftlichen Kosten des SHT betragen in Deutschland

pro Jahr hochgerechnet 2,8 Milliarden Euro (1).

Die Pathophysiologie des SHT umfasst eine mechanische Verletzung, hervorgerufen durch direkte
Krafteinwirkung oder indirekte Schadigung durch physikalische Krafte wie Rotation oder
Beschleunigung. Es werden grundsatzliche Schadensmuster unterschieden: zum einen der akute
Primarschaden, der zum Zeitpunkt der Verletzung entsteht und therapeutisch nicht zuganglich ist.
Zum anderen werden zeitgleich auf molekularer Ebene inflammatorische und pathophysiologische
Prozesse in Gang gesetzt, die zur Entstehung des Sekundarschadens filhren und Ansatzpunkt

jedweder therapeutischen Intervention sind (3).

Sowohl in der Erstversorgung als auch in der Langzeittherapie sind Sedierung und Narkose haufig
vonnoten, um das Outcome zu beeinflussen. Vitalparameter missen kontrolliert und
aufrechterhalten werden, um Hypoxien und Hyperkapnien zu vermeiden, und haufig werden
Patienten mit mittelschwerem oder schwerem SHT einer chirurgischen Versorgung unterzogen, auch

in Verbindung mit Intensivaufenthalten (1, 4, 5).

Andasthetika haben dabei eigene Effekte, die zu Neurotoxizitdt oder auch Neuroprotektion fihren
kénnen und das klinische Outcome der Patienten so beeinflussen kdnnen. Propofol ist ein haufig
benutztes Standardhypnotikum, das sowohl in der Notfallmedizin als auch in OP und Intensivstation
einen hohen Stellenwert besitzt (6, 7). Durch unsere Arbeitsgruppe konnte ein neurotoxischer Effekt
von Propofol auf den Sekunddrschaden nach SHT nachgewiesen werden, der (ber den
p75-Neurotrophinrezeptor (p75NTR)-Signalweg vermittelt wird (8, 9). Die wesentliche Bindungsstelle
von Propofol ist die R3-Untereinheit des Gamma-Amino-Buttersdure (GABA),-Rezeptors; eine
Mutation dieser Untereinheit fiihrt dazu, dass eine Propofolbindung nicht mehr stattfinden kann und

die klinischen Wirkungen ganzlich aufgehoben sind. Zielsetzung dieser Studie ist es, zu zeigen, ob die



durch Propofol hervorgerufene Neurotoxizitat tGber diese Mutation beeinflussbar ist und damit tber
den GABA,-Rezeptor vermittelt wird. Hierflir wurden 52 méannliche und weibliche 129/Sv-Mé&use
verwendet, die eine Punktmutation an der R3-Untereinheit besitzen und eine verzogerte
Propofolapplikation 24 h nach SHT vorgenommen, wenn die p75NTR-Level maximal sind. Als primare
ZielgroRe wurde das Lasionsvolumen 72 h nach SHT definiert. In weiteren Schritten wurde die
Motorfunktion der Tiere untersucht, um neurologische Beeintrachtigungen zu erkennen. Als
Neuroinflammationsmarker wurden die Zytokine Interleukin (IL)-18, IL-6 und Tumornekrosefaktor
(TNF)-a gemessen sowie die mikroglialen Polarisationsmarker induzierbare Stickstoffsynthetase
(iNOS) und Arginin-1 (Arg-1), um die mikrogliale Beteiligung der Neuroinflammation zu detektieren.
Die Integritat der Blut-Hirn-Schranke (BHS) wurde mittels Immunglobulin G (IgG)-Dotblot untersucht.
Um den Einfluss des p75NTR-Signalwegs zu bestimmen, wurde die Induktion des Rezeptors sowie
seines Liganden brain derived neurotrophic factor (BDNF) gemessen. Fir diesen Signalweg konnten
die vorausgehenden Arbeiten durch Sebastiani et al. eine erhdohte Beteiligung an der
Sekundarschadigung nach SHT nachweisen, weshalb die Expression des Rezeptors ebenfalls relevant

fur diese Studie ist.

Im Rahmen der SHT-Behandlung sind Anasthetika fiir die Notfall- und Folgetherapie essentiell und
wichtige Ziele fur die zuklinftige pharmakologische Beeinflussung des Sekundarschadens. GemaR
dem hippokratischen Grundsatz ,,Primum nihil nocere” ist es daher unabdingbar, das vorhandene
Wissen Uber die Pathophysiologie sowie die Auswirkungen von Andsthetika auf molekularer Ebene

weiter auszubauen und so das Outcome der Patienten langfristig zu verbessern.



2. Literaturdiskussion

2.1. Schadel-Hirn-Trauma

Das SHT stellt ein weltweites gesundheitliches Problem mit weitreichenden sozio6konomischen und
personlichen Folgen dar. Es existiert sowohl in einkommensschwachen als auch in reicheren Landern
und wird haufig als ,stille Epidemie” bezeichnet. In Deutschland betragt die Inzidenz 332 Patienten
mit Schadel-Hirn-Verletzungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr. Dies entspricht hochgerechnet
ungefahr 248.000 Patienten, von denen ca. 2.750 Patienten versterben. Die Sterblichkeitsrate liegt
gemittelt in Europa bei 15/100.000 Einwohnern pro Jahr. Bei 91 % der Verletzungen handelt es sich
um leichte SHT, 4 % sind mittelschwer und 5 % schwer und in 35 % der Félle sind diese Patienten
zusatzlich polytraumatisiert (1, 10-12). Die Hauptursache sind Stiirze und Verkehrsunfille und
mehrheitlich sind 15-24-jdhrige Patienten betroffen. Manner sind dabei mit ca. 75 % deutlich
haufiger betroffen (2, 13). Patienten mit mittelschwerem oder schwerem SHT haben oft jahrelange
kognitive und psychologische Beeintrachtigungen, Behinderungen sowie Folgeerkrankungen. Durch
das junge Erwachsenenalter, in dem sich der Altersgipfel befindet, erleidet der Patient einen
deutlichen personlichen Verlust an Lebensjahren und —qualitat, jedoch ist das SHT durch den Verlust
an Arbeitsjahren auch mit weiteren 6konomischen Folgen verbunden. In Europa macht das SHT die
grofSte Anzahl an insgesamt gelebten Jahren mit Behinderung aufgrund von Traumata aus und gehort
zu den drei haufigsten Ursachen flir verletzungsbedingte Kosten (14, 15). Die
gesamtgesellschaftlichen Kosten zur Behandlung und Nachsorge des SHT betragen allein in

Deutschland ca. 2,8 Milliarden €/Jahr (1).

Das SHT ist als eine adulRere Krafteinwirkung auf den Schadel definiert, die mit einer
Hirnfunktionsstorung oder anderen Pathologie des Gehirns einhergeht. Als Funktionsstérung werden
sowohl jede Form der Bewusstseinstriibung oder des Bewusstseinsverlustes angesehen, aber auch
Amnesien, neurologische Ausfille und kognitive Defizite sind wichtige Faktoren, die es zu

bericksichtigen gilt (16).

Die Einteilung kann in offenes und geschlossenes SHT vorgenommen werden. Das geschlossene SHT
zeichnet sich durch eine intakte Dura Mater (harte Hirnhaut) aus und beinhaltet Verletzungen wie
die Gehirnerschiitterung, diffuse axonale Schadigungen und intrakranielle Himatome. Bei einem
offenen SHT besteht dagegen eine Verletzung der Kopfhaut, des Schadelknochens und der Dura
Mater. Dadurch ist eine Verbindung zwischen Schadelinnerem und AuBenwelt entstanden, also
zwischen Liquor- und Luftraum, in extremen Fallen wird Hirnsubstanz duBerlich sichtbar. Zu den
offenen SHT gehoren beispielsweise perforierende Verletzungen des Schadels oder

Schadelbasisfrakturen mit Duraverletzung (13, 17).



Klinisch wird die Einteilung des SHT in leicht, mittel und schwer vorgenommen. Dies erfolgt
Ublicherweise mit Hilfe der Glasgow Coma Scale (GCS), bei der fiir bestimmte Reaktionen

(Augenoffnen, beste motorische Reaktion und beste verbale Reaktion) Punkte vergeben werden:

Prifung Reaktion Punkte

Augen 6ffnen Spontan

Auf Aufforderung

Auf Schmerzreiz

= N W P

Keine Reaktion

Beste motorische Reaktion Auf Aufforderung

Gezielte Schmerzabwehr

Ungezielte Schmerzabwehr

Beugesynergismen

Strecksynergismen

R N W B~ O] O

Keine Reaktion

Beste verbale Reaktion Orientiert

Desorientiert

Einzelne Worte

Nl W] | U

Einzelne Laute

Keine Reaktion 1

Tabelle 2: Glasgow Coma Scale (nach 18)

Mit Hilfe des Summenscores lasst sich die Schwere des SHT folgendermaRen einschatzen:
e Leichtes SHT: GCS 15-13
e Mittelschweres SHT: GCS 12-9
e Schweres SHT: GCS 8-3 (18, 19)

Symptome des SHT sind vielfdltig und imponieren sowohl durch offensichtliche Verletzungen wie
Deformitdten des Schadels oder Austritt von Blut, Liquor oder Hirngewebe, als auch durch
neurologische Symptome wie Kopfschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen, Schwindel oder Seh—und
Horstorungen. Auch die Motorik oder Sensorik konnen bei der neurologischen Untersuchung
beeintrachtigt sein, ebenso hohere kognitive Funktionen wie das Gedachtnis oder die Orientierung.
Bei hohergradigem SHT sind Bewusstseinsstorungen und Bewusstlosigkeit moglich. Aufgrund der
verminderten oder fehlenden Schutzreflexe beim schweren SHT besteht bei einem Punktwert <8

Punkten Intubationspflicht (1).



Zeichen fiir eine schwere zentrale Nervensystem (ZNS)-Schadigung bis hin zum lebensbedrohlichen
Verlauf mit intrakranieller Drucksteigerung und Herniation sind lichtstarre oder erweiterte Pupillen,

Beuge- u. Strecksynergismen, Kreislaufstorungen und Krampfanfalle (1, 13).

2.2. Schadel-Hirn-Trauma-Modelle

2.2.1. Controlled Cortical Impact

Das Modell des kontrollierten kortikalen Schadens (CCl, engl. Controlled cortical Impact) ist ein
bereits seit 30 Jahren etabliertes Verfahren im Tierversuch, das entwickelt wurde, um die
biomechanischen Vorgange bei der Induktion eines direkten lokalen Traumas im Hirngewebe zu
untersuchen (20). Der kontrollierte Aufschlag erfolgt mittels eines pneumatisch oder
elektromagnetisch betriebenen Stempels auf die zuvor operativ per Kraniotomie freigelegte und
intakte Dura Mater. Dadurch entspricht das Modell klinisch einem geschlossenen SHT (21). Neben
direktem Zelluntergang kommt es zu diffusen axonalen Schadigungen, subduralen und
intraparenchymatésen Blutungen, Odemen, Entziindungsreaktionen und Veridnderungen der
zerebralen Durchblutung. Nach CCl lasst sich extravasales IgG rund um die Ldsion sowie in der
ipsilateralen weien Substanz nachweisen, was auf eine Stérung der BHS hinweist. Ferner entstehen

beim CCI neurologische und kognitive Ausfalle, die dem klinischen Bild des SHT entsprechen (22, 23).

Der Vorteil des Modells liegt darin, dass die Variablen Geschwindigkeit, Eindringtiefe. Ort und Dauer
des Aufschlags leicht definiert und jederzeit reproduzierbar eingesetzt werden kénnen. Nachteilig ist
aber, dass durch die Notwendigkeit einer Kraniotomie zur Herstellung des Primarschadens ein
Trauma produziert wird, welches normalerweise nicht bei einem geschlossenen SHT vorliegt. Effekte
die dadurch entstanden sein kénnten, konnen durch den Einschluss einer Sham-Kontrollgruppe

untersucht werden (24, 25).

2.2.2. Fluid Percussion Injury

Beim Fluid Percussion Injury (FP1)-Modell wird sagittal, parasagittal oder lateral per Kraniektomie der
Schadel eréffnet und mittels eines Pendels ein Impuls auf ein auf die intakte Dura Mater aufgesetztes
FlUssigkeitsreservoir appliziert. Dabei entsteht ein Schaden, der im Ausmall von der Starke des
eingesetzten Impulses abhangt. Die Pathophysiologie entspricht der eines geschlossenen SHT und es
entsteht primar eine Kombination aus direkter Hirnschadigung und diffusen subkortikalen
Verletzungen und intrakranieller Blutungen, gefolgt von Odembildung und Steigerung des
intrakraniellen Drucks mit Induktion eines Sekundarschadens, der langfristig neurologische
Einschrankungen zur Folge hat (24). Das laterale FPI ist eins der am haufigsten angewandten

Tiermodelle in der SHT-Forschung und zeichnet sich durch eine hohe Reproduzierbarkeit bei leichter
5



Einstellung der Schadensparameter aus. Problematisch ist die verglichen mit anderen SHT-Modellen

erhohte Mortalitat. Zudem ist auch fiir dieses Modell eine Kraniotomie notwendig. (21, 26).

2.2.3. Penetrating Ballistic-Like Brain Injury

Das Penetrating Ballistic-Like Brain Injury -Modell wurde entwickelt, um die Einwirkung
penetrierender Schussverletzung auf das Hirngewebe zu untersuchen. Dabei wird ein Projektil mit
hoher Energie das Gewebe eingebracht. Die dabei im Hirngewebe entstehende Schockwelle erzeugt
einen Schaden, der hohlenféormig und um ein Vielfaches grofRer ist als das Projektil selbst. Der
Schaden geht einher mit Odembildung, intrakranieller Drucksteigerung, Schadigung von grauer und
weiler Substanz und einer Neuroinflammationsreaktion. Verglichen mit anderen SHT-Modellen
kommt es bei diesem Modell zu tGberdurchschnittlich groRen intrazerebralen Blutungen, die durch

das penetrierende Verletzungsmuster entstehen (21).

2.2.4. Weight Drop

Es existieren verschiedene Weight Drop Modelle (nach Shohami, Feeney & Marmarou), die im
Wesentlichen darauf beruhen, ein definiertes Gewicht mit definierter GroRe aus einer
vorbestimmten Hohe auf die freigelegte Dura Mater oder den intakten Schadelknochen fallen zu
lassen. Die Modelle sind einfach durchzufiihren und dem menschlichen SHT ahnlich, aber haben eine
erhohte Mortalitdt und eine groRe Variabilitdt der Schadensmuster und somit sind sie nicht gut
reproduzierbar. Zudem besteht grundsatzlich die Gefahr, dass das Gewicht erneut vom

Schadensareal ab- und erneut aufprallt (21).



2.3. Aniasthetika

Das Wort Andsthesie (,avaiofnoia“) kommt aus dem altgriechischen und bedeutet
Empfindungslosigkeit. Im heutigen Gebrauch unterscheidet man zwischen Allgemeinanasthesie und
regionalen Anasthesieformen. Die Allgemeinandsthesie umfasst die Analgesie, also Schmerzfreiheit
des Patienten, sowie einen Zustand der Bewusstlosigkeit mit Amnesie und Ausschaltung von Motorik
und vegetativen Reflexen. Hierbei werden optimale Bedingungen geschaffen, um sowohl
Operationen als auch diagnostische oder therapeutische MaBnahmen durchzufiihren. Zu diesem
Zweck fiihrt man heutzutage als Standardnarkose eine sogenannte balancierte Andsthesie durch, die

aus einer Kombination aus Hypnotikum, Analgetikum und Muskelrelaxans besteht (27).

2.3.1. Injektionsandsthetika

2.3.1.1. Propofol

Propofol (2,6-Diisopropylphenol) wurde 1986 zugelassen und ist ein stark lipophiles, kurz wirksames
Narkotikum ohne grolRe analgetische Potenz. Durch sein giinstiges pharmakokinetisches Profil und
eine gute Steuerbarkeit hat es sich im klinischen Gebrauch als Standardnarkotikum unter den
Injektionsanasthetika etabliert. Es wird in einer Ol-Wasser-Emulsion auf Sojadlbasis hergestellt und
hat einen pH-Wert von 7,0-8,5 (Disoprivan’) bzw. 6,0-8,5 (Generika) und eine Osmolaritit von etwa

300 Milliosmol/Liter (L) (28).

CH, OH CH,

H,C CH,

Abbildung 1: Strukturformel Propofol (29)

Pharmakokinetik:

Die pharmakokinetischen Eigenschaften von Propofol folgen einem 3-Kompartimente-Modell (29,
30). Nach intravendser Applikation wird Propofol zu circa 97 % an Plasmaproteine gebunden (31).
Durch seine hohe Lipophilie erreicht es nach Bolusgabe zunachst die stark durchbluteten und
lipophilen Areale des ZNS und wird von dort aus wieder ins Blut und in die durchbluteten Gewebe
(zum Beispiel Muskulatur) und in die schlecht durchbluteten langsam ausgleichenden Gewebe
(Fettgewebe) riickverteilt. Dadurch erklart sich der schnelle Wirkeintritt und der Vorteil der geringen
Akkumulation (29). Die Dauer der Wirkung wird nach Einmalapplikation wie bei allen
Injektionsanasthetika ebenfalls vor allem durch diese Umverteilung bestimmt und weniger durch die

Halbwertszeit.



Die Eliminationshalbwertszeit ist abhdangig von den applizierten Mengen und somit kontextsensitiv
(32). Die Metabolisierung erfolgt sowohl hepatisch als auch extrahepatisch durch Glukuronidierung

und Sulfatierung, die entstandenen Metabolite werden zu 88% renal eliminiert (31).

Pharmakodynamik:

Der Wirkmechanismus von Propofol ist bis heute nicht vollstindig geklart. Hauptsachlich wirkt
Propofol als positiv allosterischer Modulator an GABA-Rezeptoren, wodurch die Freisetzung der
exzitatorischen Aminosaure Glutamat inhibiert wird (28). Es bindet dabei sowohl an
heteropentameren a,Bs- als auch an homopentameren B;-Untereinheiten des GABA,-Rezeptors. Die
Bindungsstelle wurde an der Schnittstelle des transmembranaren und extrazellularen Abschnitts
lokalisiert und liegt innerhalb der transmembranaren Segmente (TM)1 und TM2. (33, 34). Dariber
hinaus scheint Propofol mit geringer Selektivitat noch einige Bindungsstellen innerhalb des GABA,-

Rezeptors besetzen zu kénnen, von denen viele nicht eindeutig identifizierbar sind (35).

Zudem wurden noch weitere Wirkmechanismen identifiziert. Neben unspezifischen Effekten auf die
zelluldre Lipidmembran hat Propofol eine inhibitorische Wirkung auf den glutamatergen N-Methyl-D-
Aspartat (NMDA)-Rezeptor und moduliert Kalzium- und Natriumkanale (36). Eine Aktivierung des
Endocannabinoidsystems wird in der Literatur ebenso beschrieben (37) wie Interaktionen mit Glyzin-

und Dopaminl- Rezeptoren (38, 39).

Wirkungen und Nebenwirkungen:

Propofol fiihrt nach intravendser Injektion nach 30 — 40 Sekunden (s) zu einer Narkose durch
Bewusstlosigkeit mit Amnesie. Wie die meisten Narkotika besitzt Propofol eine atemdepressive
Wirkung mit Gefahr der Atemlahmung (32). Antiemetische Eigenschaften werden in der Literatur
beschrieben, aber kontrovers diskutiert (40, 41). Im Vergleich zu anderen Narkotika gilt es aber als
weniger emetogen und wird daher zur Prophylaxe von postoperativer Ubelkeit und Erbrechen

(englisch (engl.)Postoperative nausea and vomiting) eingesetzt.

Durch die gute Reflexddampfung werden sowohl atemwegssichernde Hilfsmittel (zum Beispiel
Endotrachealtubus, Larynxmaske) als auch diagnostische Werkzeuge wie Endoskope unter

Propofolgabe gut toleriert (31).

In subhypnotischer Dosierung wirkt es anxiolytisch (42), aber auch euphorisierend bis sexuell
enthemmend (43). Zudem besitzt es antikonvulsive Eigenschaften iber den GABA,-Agonismus und
den NMDA-Antagonismus bis hin zum Burst Supression Elektroencephalogramms (EEG) und kann so

zur Behandlung eines therapierefraktdren Status Epilepticus eingesetzt werden (44, 45).



Ein analgetischer Effekt wurde Propofol lange Zeit abgesprochen, weswegen die Kombination mit
analgetischen Medikamenten (zum Beispiel Opioiden oder Ketamin) bei Schmerz indiziert ist. Jedoch
lassen Studien vermuten, dass Propofol zumindest den Analgetikabedarf reduzieren kann (46, 47). Im
Mausmodell konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass Propofol eine Unterdriickung der spinalen
nozizeptiven Transmission und eine Analgesie durch Modulation der spinalen GABA,-Rezeptoren

bewirken kann (48, 49).

Zu den unerwiinschten Wirkungen zdhlen Schmerzen wahrend der Injektion (vor allem bei Kindern),
die durch eine Reizung der GefidRwand hervorgerufen werden, was durch eine Veranderung der
Konzentration (50), der Formulierung mit mittel- und langkettigen Fettsduren statt nur mit
langkettigen Fettsdauren und einer vorherigen Injektion von intravendsem Lidocain beeinflusst
werden kann (51). Auch eine vorherige Opioidgabe senkt das Risiko des propofolinduzierten

Injektionschmerzes (52).

Durch seine vasodilatatorischen Eigenschaften fihrt Propofol zu Hypotonien bis hin zur
Kreislaufdepression (53), die durch allgemeine MaRnahmen wie Lagerung, Volumengabe und Gabe
vasokonstriktorischer Pharmaka behandelbar sind (54). In hoher Dosierung wirkt es negativ inotrop
und besitzt durch Sympathikolyse und Inhibition kardialer L-Typ-Kalziumkanale sowohl pro- als auch
antiarrhythmische Eigenschaften (55, 56). Gerade bei alteren Patienten wird durch Propofol bei
Blutdruckabfall die Wirkung auf den Barorezeptorenreflex abgeschwacht, sodass eine

Reflextachykardie und somit die kardiale Kompensation vermindert wird (57, 58).

Zu einer seltenen, aber geflirchteten Nebenwirkung gehort das Propofol-Infusionssyndrom, bei dem
es unter anderem zu Arrhythmien, Leberfunktionsstorungen, Hypertriglyzeriddmie, Lipiddamie,
Laktazidose, Rhabdomyolyse, Myoglobinurie und Nierenversagen kommen kann. Vor allem sind
hiervon Kinder mit Atemwegserkrankungen und Patienten mit schweren Kopfverletzungen betroffen,
die im Rahmen einer Intensivbehandlung tiber einen langeren Zeitraum mit Propofol sediert werden
(28, 59, 60). Die Mortalitat ist mit 30 % sehr hoch, Risikofaktoren fiir das Versterben sind Alter <18,
mannliches Geschlecht und die Gabe von Vasopressoren (61). Als Therapie steht die symptomatische
Behandlung zum Beispiel durch Nierenersatzverfahren im Vordergrund. Die Propofolgabe muss
sofort beendet werden und auch nach Besserung der Symptomatik darf kein weiteres Propofol

injiziert werden (28).

Verwendung:
Aufgrund seiner pharmakologischen Eigenschaften und dem giinstigen Nebenwirkungsprofil ist
Propofol in der modernen Andsthesie zu einem gerne und haufig verwendeten Medikament

geworden. Neben der Narkoseeinleitung wird es im Rahmen von totalen intravendsen Anadsthesien
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verwendet (62). Auch aus der Intensivtherapie ist Propofol nicht mehr wegzudenken. Dort wird es
vor allem zur Aufrechterhaltung einer langer andauernden (Analgo-)Sedierung gebraucht, aber auch
far Interventionen und diversen Therapien (7). Vor allem Letzteres ist fiir die vorliegende Arbeit von
Bedeutung, da Patienten nach schwerem SHT haufig im Rahmen einer langeren Intensivbehandlung
sediert und behandelt werden und daher fiir gréRere Zeitraume einer Propofolapplikation ausgesetzt

sind.

Neuroprotektion:

Fiir Propofol konnten diverse neuroprotektive Effekte in unterschiedlichen Modellen dargestellt
werden. Die Studien beziehen sich nicht nur auf das SHT, sondern auch auf Ischamiemodelle und
in-vitro-Untersuchungen. Hierbei sind unterschiedliche Wege der Neuroinflammation und

Signalkaskaden zu nennen.

In-vitro konnte gezeigt werden, dass Propofol nach SHT einen neuroprotektiven Effekt hat, der
sowohl den Gesamt- als auch den Sekundarschaden umfasst und in Hypothermie verstarkt wird (63).
Als Narkotikum senkt Propofol den zerebralen Sauerstoff- und Glukosebedarf mittels einer Hemmung
der Funktion der Gap Junctions in Astrozyten (64). Es wirkt antioxidativ und als Fanger freier
Sauerstoffradikale kann es der Lipidperoxidation im Hirn direkt entgegen wirken und oxidativen
Stress nach einer Verletzung reduzieren (65). Eine Propofolapplikation, die kurz nach dem SHT
stattfindet, kann durch Hemmung der IL-18 und TNF-a-Expression die Aquaporin-4(AQP-4)-

Expression modulieren und so die Ausbildung eines posttraumatischen Odems abschwéchen (66).

Eine Folge des SHT konnen Krampfanfille unterschiedlicher Ausprdagung sein. Durch seine
antikonvulsive Wirkung und sein giinstiges Nebenwirkungsprofil hat sich Propofol als protektiv in der

Therapie des refraktadren Status Epilepticus erwiesen (67).

Fiir Propofol konnte im zerebralen Ischamiemodell der Ratte eine neuroprotektive Langzeitwirkung
Uber 28 Tage nach Reperfusion nachgewiesen werden, die mit einer verringerten Eosinophilie in den

hippocampalen Neuronen einherging (68).
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Neurotoxizitat:

Fiir Propofol konnten nicht nur neuroprotektive Effekte herausgefunden werden. In diversen Studien
wurde auch die mogliche Neurotoxizitat untersucht und die molekularen Mechanismen, die dafiir
verantwortlich sind. Im unreifen Gehirn neonataler Ratten wurde festgestellt, dass Propofol eine
proapoptotische und neurodegenerative Wirkung wahrend der Synaptogenese haben und zu
langanhaltenden Lerndefiziten fihren kann (69, 70). In Kombination mit anderen GABA,-Agonisten
oder NMDA-Antagonisten wurde diese apoptotische Wirkung deutlich potenziert (71). Die Expression
von GABA,- und NMDA-Rezeptoren unterscheidet sich erheblich zwischen dem juvenilen und dem
adulten Gehirn, und wahrend der Synaptogenese sind die Neuronen besonders empfindlich flr
toxische Reize. Dies kann eine Erklarung darstellen, weshalb Propofol vor allem beim juvenilen
Gehirn neurotoxische Effekte zeigt. Die neuroapoptotische Wirkung wird hierbei vor allem Uber die

Aktivierung des Caspase-3-Weges eingeleitet (69).

Thal et al. konnten in einer Studie zeigen, dass eine Propofolgabe wahrend oder kurz nach einem SHT
im Rattenmodell sowohl zu einer Verschlechterung der neurologischen Funktion als auch zu einer
erhohten Mortalitatsrate fihrt. Auch die posttraumatische Neurogenese verlief verzogert. Diese
Effekte waren dosisabhangig (72). Ursachlich hierfiir scheint die auf das SHT folgende vermehrte
Expression des p75NTR zu sein (9). Dieser ist die Bindungsstelle fir Neurotrophine (nerve growth
factor[NGF], BDNF und Neurotrophin-3) und deren unreife Proformen. Bei einem erhohten
Aufkommen des p75NTR und der Liganden, wie das wahrend der Synaptogenese oder nach
Gehirnverletzungen der Fall ist, kann der p75NTR gemeinsam mit seinem Co-Rezeptor Sortilin nach

Bindung seiner Liganden eine proapoptotische Signalkaskade auslosen (73, 74).

2.3.1.2. Barbiturate

Barbiturate wie Thiopental oder Methohexital sind allosterische Agonisten an der B-Untereinheit des
GABA,-Rezeptors und modulieren dosisabhingig Kalziumkanale. Bei der intravendésen Anwendung
zur Narkoseinduktion wirken sie aufgrund ihrer hohen Lipophilie sehr schnell und durch eine rasche
Umverteilung auch kurz. Die Elimination erfolgt Gberwiegend hepatisch und zu einem geringen Anteil

renal (75).

Im ZNS kdnnen Barbiturate den zerebralen Sauerstoffbedarf (CMRO,, engl. cerebral metabolic rate of
oxygen) und damit die zerebrale Durchblutung (CBF, engl. cerebral blood flow) senken. Dies kann
eine hirndrucksenkende und somit neuroprotektive Wirkung haben (76). Allerdings ist das Outcome
nicht zwangslaufig dadurch besser, da sie auch zu einer systemischen Hypotonie fliihren und dadurch
der zerebrale Perfusionsdruck (CPP, engl. cerebral perfusion pressure) sinkt (77). Nach aktueller

Leitlinie wird die Verwendung von Barbituraten zur Behandlung eines unkontrollierbar hohen
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intrakraniellen Drucks (ICP, engl. intracranial pressure) nicht mehr empfohlen, da es hierfir nicht
genigend Evidenz gibt (1). Barbiturate wirken antikonvulsiv bis zum Erzeugen eines Burst-
Suppression-EEGs, weswegen sie nach wie vor zum Durchbrechen des therapierefraktdren Status

Epilepticus verwendet werden kdénnen (32, 75).

2.3.1.3. Benzodiazepine

Benzodiazepine vermitteln ihre Wirkung Uber eine allosterische Bindung an der GABA,-
Benzodiazepin-Bindungstasche, die sich an der Grenzflache zwischen a- und y-Untereinheit befindet.
Nach der Bindung erhohen Benzodiazepine indirekt den Chlorideinstrom in die Nervenzelle, indem
sie die Affinitit von GABA zum GABA,-Rezeptor verstirken und so die Offnungsfrequenz der

lonenkanéle gesteigert wird (78, 79).

Benzodiazepine zeichnen sich durch ihr breites Wirkprofil aus. Ihr Einsatz beschrankt sich nicht nur
auf die Anasthesie zur Pramedikation und Narkoseinduktion, sondern sie werden auch zur Anxiolyse,
antikonvulsiven Therapie, Myotonolyse und Behandlung von Schlafstérungen verwendet. Durch
einen Ceiling-Effekt besitzen sie bei Monotherapie eine groRe therapeutische Breite ohne Gefahr
einer letalen Atemdepression selbst bei suizidaler Absicht. Ihre Einteilung erfolgt nach Halbwertszeit

in kurz, mittellang und lang wirksame Benzodiazepine (32, 62)

Fiir die Anasthesiologie besonders relevant ist das kurz und schnell wirksame Midazolam
(Dormicum®), das zur Pramedikation, Narkoseinduktion und Sedierung verwendet wird. Durch eine
dosisabhangige Senkung des CMRO, und des CBF wird Midazolam eine leicht hirndrucksenkende
Wirkung zugesprochen. Bei schwerem SHT gibt es aber Hinweise darauf, dass mittlerer arterieller
Druck und CPP durch Bolusgaben reduziert werden (80). Auch die antikonvulsive Wirkung macht es
zu einem potentiell neuroprotektiven Medikament, das wie Propofol zur Sedierung nach SHT im

Rahmen einer Intensivbehandlung eingesetzt werden kann. (79, 81)

2.3.1.4. Etomidat
Etomidat ist ein lipophiles Narkotikum ohne analgetisches Potenzial. Seine Wirkung vermittelt es

ebenfalls Gber einen Agonismus am GABA,-Rezeptor, hier vor allem an der R2- und R3-Untereinheit

(82, 83).

Grundsatzlich kann es durch eine Senkung des CMRO, und des CBF den ICP senken und den CPP
erhalten (84). Wegen einer Suppression der Nebennierenrindenfunktion durch die Inhibition der 11-
B-Hydroxylase ist der Einsatz von Etomidat allerdings bei kritisch kranken Patienten kontraindiziert.
Im Besonderen ist es daher ungeeignet fiir eine Langzeitsedierung von Patienten im Rahmen der

Intensivtherapie, da hierbei das Risiko einer erhéhten Mortalitat besteht (85, 86)
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2.3.1.5. Ketamin

Ketamin ist ein seit 1970 zugelassenes schnell wirksames Anasthetikum mit zusatzlich analgetischer
Wirkung. Aufgrund seiner amnestischen und psychotropen Eigenschaften spricht man von einer
dissoziativen Anasthesie. Dies kann zu unangenehmen Erfahrungen des Patienten fiihren, weswegen
es vorzugsweise in Kombination mit anderen Anasthetika wie Midazolam eingesetzt wird (87). Als
einziges  Einleitungsmedikament verfligt es (Uber sympathomimetische Effekte mit
Blutdrucksteigerung und Tachykardie. Sein analgetisches Potenzial und die geringe Atemdepression
bei erhaltenen Schutzreflexen machen es nach wie vor zu einem gerne genutzten Medikament in der

Notfallmedizin oder im perioperativen Setting (88).

Die vielschichtige Wirkung des Ketamins ist noch nicht vollstandig geklart, erfolgt jedoch
hauptsachlich (iber eine kompetitive Hemmung des NMDA-Rezeptors. Zudem hemmt es die
periphere Wiederaufnahme von Katecholaminen an der synaptischen Endplatte, wodurch sich die

Steigerung der Katecholamineffekte erklart (89, 90).

Der Einsatz von Ketamin bei SHT-Patienten galt lange Zeit als kontraindiziert, da es durch die
Induktion einer geringen Atemdepression mit hyperkapnischer Vasodilatation beim nicht beatmeten
Patienten eine Hirndrucksteigerung ausgeldst hat. Dieser Effekt trat vor allem bei Patienten mit
intrakraniellen Pathologien auf (91, 92). Allerdings konnten neuere Studien diesen Effekt nicht
belegen, es wurden sogar neuroprotektive und antiinflammatorische Wirkungen beschrieben. Durch
die Hemmung des NMDA-Rezeptors reguliert es die exzitotoxische Signallbertragung herunter und
reduziert so die Neuroapoptose. Auch die Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und
IL-6, die den Sekundarschaden vergroRern, wird durch Ketamin unterdrickt (93, 94). Die
hdamodynamisch stabilisierenden Eigenschaften gelten zudem beim SHT als protektiv (95). Beim
kontrolliert beatmeten Patienten scheint Ketamin daher entgegen der friiheren Meinung daher eher

vorteilhaft zu sein.

2.3.2. Inhalationsanisthetika

Mit der Entdeckung des Lachgases als Analgetikum und dem Einsatz von Diethylether und
Chloroform wurde im 19. Jahrhundert die moderne Anasthesie begriindet. Diese Substanzen waren
erstmalig in der Lage, das Empfinden und Bewusstsein der Patienten zu vermindern oder
auszuschalten und die Arbeit des Chirurgen wesentlich zu vereinfachen. Die Entwicklung
komplexerer Eingriffe wurde durch diese friihen Inhalationsanasthetika erst moglich gemacht (96).
Heutzutage besitzen diese, bedingt durch ihre schlechte Steuerbarkeit und ihr unglinstiges
Nebenwirkungsprofil keinen Stellenwert in der modernen Anasthesie. Von klinischer Bedeutung sind

vor allem die volatilen halogenierten Kohlenwasserstoffe. Zu dieser Gruppe gehoéren lIsofluran,
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Sevofluran und Desfluran, sowie deren nicht mehr genutzte Vorlaufersubstanzen Enfluran und
Halothan. Sie sind bei Raumtemperatur fliissig und bendtigen daher die Anwendung eines Vapors,
um in den gasfoérmigen Zustand gebracht zu werden. Ihre hohe Lipophilie ist eine wesentliche
Voraussetzung der narkotischen Wirkung und korreliert linear mit der Wirkstarke der einzelnen
Substanzen. Vorteilhaft ist die nahezu vollstandige pulmonale Elimination der heutigen volatilen

Andsthetika gegeniber den alteren Substanzen (62, 97, 98).

Im Rahmen eines SHT wurde die Verwendung von Inhalationsandsthetika lange Zeit als kritisch
erachtet, da es bei hoher Dosierung zu einer Erhéhung des ICP kommen kann. Dieser Effekt ist jedoch
dosisabhangig und bei den neueren und heute verwendeten volatilen Anasthetika geringer
ausgepragt (79, 99). Neuere Studien konnten auch neuroprotektive Wirkungen von volatilen
Andasthetika belegen. Dabei wurde fiir Isofluran und Sevofluran gezeigt, dass bei beiden volatilen
Andasthetika ein Einfluss auf die BHS besteht. Wahrend Isofluran einen héheren Wassergehalt im
Gewebe zur Folge hat, wurde durch die Anwendung von Sevofluran dagegen die BHS-Integritat
verbessert und der Wassergehalt im Gewebe erniedrigt (72). Auch eine Postkonditionierung mit
Sevofluran im Rattenmodell konnte die SHT-vermittelte Apoptose und damit den Sekundarschaden
verringern (100). Verschiedene Ischamiemodelle konnten in Ratten und Mausen dhnliche Effekte fiir

Isofluran belegen (101, 102).

2.4. GABA-Rezeptoren

GABA ist einer der wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter und wirkt auf nahezu alle Neurone
des Gehirns. GABA,- und GABA:-Rezeptoren sind ligandengesteuerte ionotrope Rezeptoren,
wahrend der GABAg-Rezeptor metabotrop ist. Aufgrund der Relevanz fiir die vorliegende Arbeit wird

hier vor allem auf den GABA,-Rezeptor eingegangen.

GABA,-Rezeptoren sind pentamere transmembrandre Rezeptoren, das heillt, sie bestehen aus 5
Untereinheiten, die sich in verschiedenen Kombinationen zusammensetzen kénnen und so in
verschiedenen Gehirnarealen exprimiert werden (103). Die Untereinheiten im humanen GABA,-
Rezeptor werden aus insgesamt 19 verschiedenen Subtypen gebildet (a1-6, B1-3, y1-3, §, €, 6, m und
p1-3), wobei die meisten heteromeren Rezeptoren aus zwei a-, zwei B- und einer anderen, am
haufigsten einer y-Untereinheit, bestehen (104). Die spezifische Anordnung der Untereinheiten
bestimmt die physiologischen und pharmakologischen Eigenschaften der Rezeptoren. Die GABA-
Bindungstasche als aktives Zentrum befindet sich an der Grenzflache zwischen B- und benachbarten
a-Untereinheit und besteht hauptsachlich aus Aminosduren aus der extrazellularen Domane der j-
Untereinheit. Sie gehoren zur Superfamilie der cys-loop-Rezeptoren, was bedeutet, dass die
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Aminosduresequenz der extrazellularen Domanen der GABA,-Untereinheiten charakteristische
Cysteinreste besitzt (105). Nach Aktivierung durch seine Liganden wird der Einstrom von
Chloridionen durch den zentralen lonenkanal in die Zelle und somit eine Hyperpolarisation ausgelost

(103).

Der GABA,-Rezeptor ist neben GABA durch eine Vielzahl von Liganden modulierbar. Ein Beispiel
hierflr sind Benzodiazepine, die allosterisch die Benzodiazepin-Bindungstasche besetzen, die sich an
der Grenzflache zwischen a- und y-Untereinheit befindet. Dadurch erhoéht sich die Affinitat von GABA
an seinen Rezeptor und die Offnungswahrscheinlichkeit des lonenkanals wird gesteigert.
Flunitrazepam als Vertreter der Benzodiazepine bindet dabei an al, a2, a3 und a5, wahrend die a4-
und a6-Untereinheit Ziel von Antagonisten und inversen Agonisten ist (106). Dadurch erklaren sich
die vielfaltigen pharmakologischen Eigenschaften der Benzodiazepine, die liber diese Untereinheiten

vermittelt werden (siehe Tabelle 3).

Untereinheit Wirkung

al Sedierung, antikonvulsive Wirkung, anterograde Amnesie
a2 Anxiolyse, Muskelrelaxation

a3 Muskelrelaxation

a5 Muskelrelaxation, Beeintrdchtigung kognitiver Funktionen

Tabelle 3: Funktionen von a-Untereinheiten des GABA,-Rezeptors (32)

Fiir Propofol wurden mehrere Bindungsstellen am GABA,-Rezeptor diskutiert. In neueren Arbeiten
wurden einige davon identifiziert, so bindet es sowohl an B3-Homopentamere als auch an al1p-
Heteropentamere (33). Es konnte gezeigt werden, dass eine Punktmutation an der R3-Untereinheit,
bei der ein Asparaginrest durch Methionin ersetzt wurde, dazu fihrt, dass die betreffenden Mause
resistent gegen eine Anéasthesie durch Propofol sind (107). Dies zeigt eindriicklich die Relevanz der
33-Untereinheit als Bindungsstelle fiir Propofol. Mause mit dieser Punktmutation wurden aus diesem
Grund fir die vorliegende Arbeit ausgewahlt, um den Einfluss der GABA-vermittelten Wirkungen des

Propofols im Rahmen des SHT zu untersuchen.

2.5. Sekundarschaden

Die im Moment der Gewalteinwirkung entstandene Schadigung des Hirngewebes bezeichnet man als
primdre Ladsion. Sie kann sowohl durch ein fokales mechanisches Trauma in Folge von einer
Kontaktverletzung entstanden sein, als auch Resultat indirekter Schadigung durch Akzeleration,
Dezeleration oder Rotationskrafte. Schadigungsmuster, die durch lineare Akzeleration hervorgerufen

werden, flhren eher zu Lasionsmustern wie Quetschungen, Platzwunden und intrakraniellen
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Blutungen, wahrend Rotationsverletzungen eher die tieferen Gewebsschichten betreffen und diffuse

axonale Schaden auslésen kénnen (3, 5).

Die Primarlasion ist therapeutisch nicht beeinflussbar. Durch das Trauma wird eine Kaskade von
Reaktionen aktiviert, in Folge derer die Schadigung vergréBert wird. Der dabei entstehende
Sekundarschaden kann durch eine frilhe Therapie und das damit verbundene Durchbrechen der
kaskadenartigen Sekundarschadigungsmechanismen verringert werden und damit das klinische
Outcome des Patienten beeinflusst werden. Daher ist die Sekundarldsion Ziel jeder Therapie von

SHT-Patienten (1, 5).

Die Krafte, die den initialen Schaden hervorrufen, wirken meist nur Millisekunden auf das
Hirngewebe ein. Dieses Ereignis kann nicht mehr beeinflusst werden, doch es gibt einige
MaBnahmen und Pradiktoren, die der Beeinflussung des Sekundarschadens dienen. Vor allem in der
frihen Akutphase des SHT ist die Behandlung der extrakraniellen Ursachen von groRRer Bedeutung.
Hypoxie und Hypotonie in der Erstversorgung sind mit einer deutlich erhohten Mortalitat assoziiert
(4). Sie fuhren in Verbindung mit einer verletzungsbedingten Steigerung des ICP zu einer Reduktion
des CPP und damit zu Ischdmie und Hypoxie des Hirngewebes, was das klinische Outcome deutlich
verschlechtert. Friihe Behandlungsstrategien missen sich daher auf MaRnahmen zur
Kreislaufstabilisierung und Atemwegsmanagement konzentrieren (4, 108, 109). Die rasche Therapie
von SHT-Patienten mit friiher Intubation, Kreislaufliberwachung und —unterstiitzung im Rahmen
moderner Intensivtherapie, friher Bildgebung mittels Computertomografie und operativer
Entlastung konnten die Mortalitat des SHT von 50 % in den 1970er Jahren auf 17 % in 2003 senken
(5, 110).

Aber auch auf zelluldrer Ebene kann der Sekundarschaden vergrofRert werden. Frihe vaskulare
Reaktionen beeinflussen den CBF und kdnnen zu einer sekunddren Ischdmie des Gewebes fiihren
(111, 112). Die Energieversorgung der Zellen zeigt eine deutliche Abnahme des Energietragers
Adenosintriphosphat (ATP) im verletzten Gewebe, und findet vermehrt Gber anaerobe Glykolyse mit
Laktatanreicherung statt (113). ATP-abhdngige membranstindige Pumpen versagen, es kommt zu
zellularer Depolarisation und Ansammlung von exzitotoxischen Aminosduren wie Glutamat und
Aspartat. Durch den Anstieg von Glutamat werden postsynaptische ionotrope Rezeptoren wie NMDA
aktiviert. Dadurch wird die Kalium-, Natrium- und Calciumhomdostase in den Zellen gestért und es
kommt zu Zellschwellung und Apoptose (114). Diese Verdnderungen kénnen zu Odembildung des
Hirngewebes und damit zu einer Steigerung des ICP beitragen und so eine zerebrale Minderperfusion
hervorrufen. Vor allem die Erhohung des intrazelluldaren Kalziums und dessen Fehlregulation fuhrt

zudem zu einer weiteren Kaskade, die beispielsweise die Stickstoffmonoxid-Synthetase (NOS)
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aktiviert und die Entstehung freier Radikale fordert, aber auch direkt die Apoptose einleiten kann

(115).

2.5.1. Neuroinflammation

2.5.1.1. Zelluldre Infiltration

Als Reaktion auf eine akute Verletzung des Hirngewebes im Rahmen eines SHT reagieren sowohl
ansassige als auch von peripher einwandernde Zellen auf das Geschehen. Dies bezeichnet man als
sterile Immunreaktion. Sie leitet anfangs den Reparaturprozess ein, kann jedoch auch als
UberschieBende Reaktion schadliche Auswirkungen auf den Hirnschaden haben. Beteiligt an der
akuten Reaktion sind Astrozyten, Mikroglia, Monozyten oder Makrophagen, neutrophile

Granulozyten und T-Zellen (116).

Die primare Verletzung fliihrt zum Untergang von Gliazellen und Neuronen, Verletzung von Gefal3en
und einer Storung der Integritat der BHS. Dadurch kommt es zu der Freisetzung verschiedener
intrazelluldrer Bestandteile wie ATP, Desoxyribonukleinsaure (DNA, engl. desoxyribonucleic acid) und
Ribonukleinsdure (RNA, engl. ribonucleic acid), die als schadensassoziierte molekulare Muster
(DAMPs, damage-associated molecular pattern) bezeichnet werden und an entsprechende purinerge
Rezeptoren auf Astrozyten, Mikroglia und Neuronen binden. Dies lasst die Zellen Chemokine und
Zytokine wie TNF-a, IL-1B, IL-6, Interferon y produzieren und ausschiitten, was wiederum weitere,

auch periphere Zellen aktiviert und rekrutiert (116, 117).

Bereits nach 24 Stunden (h) befindet sich die Anzahl eingewanderter neutrophiler Granulozyten auf
dem Hohepunkt und geht bis zum siebten Tag kontinuierlich zuriick. Periphere Makrophagen
wandern ab dem ersten Tag nach SHT in das verletzte Gewebe ein, zeigen am dritten Tag ein
Maximum und bilden sich bis zum siebten Tag wieder zuriick. Die Konzentration von eingewanderten
Natirlichen Killer(NK)-Zellen, T-Zellen und dentritischen Zellen ist ebenfalls am dritten Tag nach SHT
am hochsten, flacht dann ab und ist noch nach Monaten nachweisbar. Mikroglia werden in einem
biphasischen Verlauf aktiviert. Zunachst steigt die Anzahl M2-ahnlicher Mikroglia und nach 24 h auch
die des M1-Phanotyps. Nach 7 Tagen kommt es zu einem ersten Gipfel, welcher in den folgenden 2
Wochen abflacht, um dann nach circa 3-4 Wochen einen zweiten Gipfel auszubilden. Dieser ist

hauptsachlich von M1-polarisierten Mikroglia gepragt (117-119).

2.5.1.2. Aktivierung der Mikroglia

Mikroglia sind eine Hauptkomponente des angeborenen Immunsystems im ZNS. Dadurch spielen sie
eine groRe Rolle bei der Neuroinflammation und Entwicklung des Sekundarschadens nach
traumatischer Hirnverletzung. Durch Phagozytose und Freisetzung verschiedener Mediatoren wie

antiinflammatorische Zytokine und Neurotrophine kénnen sie die Heilung von verletztem Gewebe
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fordern. Je nach ihrem Aktivierungszustand kdnnen sie jedoch auch dysreguliert sein und grole
Mengen an proinflammatorischen und zytotoxischen Stoffen freisetzen, was wiederum die

Entstehung des Sekundarschadens beeinflussen und vergroRern kann (120).

Periphere Makrophagen sind in der Lage, durch Aktivierung unterschiedliche Polarisierungen
anzunehmen, wodurch sie effizient auf verschiedene Reize wie Krankheitserreger oder
Gewebeschadigungen reagieren kdnnen. Dabei sind die Polarisationszustande M1 und M2 bekannt.
Ahnliche Mechanismen konnten auch bei Mikroglia beobachtet werden, die ebenfalls in M1- und

M2-3dhnliche Phanotypen polarisiert werden kénnen (120, 121).

Um vom Grundzustand MO zum M1-Phanotyp aktiviert zu werden, der vor allem mit Phagozytose
und Freisetzung von Reaktiven Sauerstoffspezies(ROS) reagiert, reagieren sie auf Stimulation durch
bakterielle Lipopolysaccharide oder Interferon y. Durch ihre Aktivierung wird zudem die Expression
von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1B, IL-6 und TNF-a, sowie der iNOS hochreguliert.
Dadurch kommt es langfristig zu oxidativem Stress, Neuroinflammation und Apoptose. Zytokine und

iNOS gelten daher als spezifische Marker der M1-Polarisierung (120, 122, 123).

M2-ahnliche Mikroglia werden durch Stimulation mit IL-4, IL-10 und IL-13 aktiviert. Es sind 3
Untergruppen bekannt, die in M2a, M2b und M2c unterschieden werden. Grundsatzlich scheinen
M2-ahnliche Mikroglia eher immunsupprimierende, antiinflammatorische Eigenschaften aufzuweisen
und haben dadurch eher neuroprotektive Eigenschaften. Sie kénnen Umbau- und
Reparaturprozessen durch Phagozytose, Neurogenese, Angiogenese, Oligodendrogenese und
Remyelinisierung einleiten und modulieren. Durch die Produktion sowohl antiinflammatorischer
Zytokine wie IL-10 als auch phanotypischer Marker wie Arg-1 wirken M2-polarisierte Mikroglia direkt
dem proinflammatorisch wirkenden M1-Typ entgegen (120). Arg-1 und iNOS als mikrogliale Enzyme
sind Konkurrenten um ihr gemeinsames Substrat Arginin als Stickstoffdonator. Stickstoffmonoxid
(NO) wird im SHT vermehrt durch die iNOS gebildet, verstarkt die Neuroinflammation und kann so
einen neurotoxischen Effekt haben, wiahrend die Uberexpression von Arg-1 eine protektive Wirkung

zu haben scheint (124).

Die unterschiedlichen Aktivierungszustande sind dynamische Prozesse und bei Mikroglia handelt es
sich um plastische Zelltypen. Als Reaktion auf ein SHT wurde gezeigt, dass Mikroglia im verletzten
Hirngewebe dynamisch auf die Schadigung reagieren und voribergehend einen M2-Phanotyp
ausbilden, um dann ab dem 3. — 7. Tag in eine chronische M1-Aktivierung lGberzugehen. Im Rahmen
dieser Kinetik kann sowohl ein Transit von M2 zu M1 als auch eine Aktivierung von eingewanderten
Zellen stattfinden, wobei viele der Mikroglia einen kombinierten M1/M2-Phanotyp aufweisen. Der

M1-Phanotyp beginstigt die Neuroinflammation und erhdlt sie aufrecht, wohingegen die M2-
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Aktivierung eher antiinflammatorische Eigenschaften zu haben scheint. Das Ausmaf der M1-
Aktivierung korreliert dabei mit dem Umfang des Sekundarschadens, weshalb davon ausgegangen
wird, dass eine Unterdriickung dieser Aktivierung einen protektiven Effekt zur Folge haben kdnnte

(117,119, 125).

Im Tiermodell konnten bis zu einem Jahr nach der experimentellen Verletzung im Gewebe aktivierte
Mikroglia nachgewiesen werden. Diese Veranderungen waren mit einer Expansion des
Lasionsvolumen, Myelinverlust und degenerativen Prozessen im Hippocampus verbunden (126) Auch
beim Menschen konnte gezeigt werden, dass die neuroinflammatorischen Prozesse durch aktivierte
Mikroglia jahrelang bestehen bleiben und dadurch die VergroRerung des primdren Schadens ein

chronisch-neurodegenerativer Prozess werden kann (127, 128).

2.5.1.3. Zytokine

TNF-a

TNF-a ist ein proinflammatorisches Zytokin, das bei einer ZNS-Schadigung bereits sehr friih vor allem
von Makrophagen und Mikroglia produziert wird (129), aber auch von Astrozyten und Neuronen
synthetisiert werden kann (130, 131). Es wird als 17 Kilodalton (kDa) groRes Polypeptid vom 26 kDa
transmembranaren TNF enzymatisch abgespalten und bindet an zwei unterschiedliche TNF-
Rezeptoren (TNF-R), TNF-R1 und TNF-R2 (132). TNF-R1 besitzt eine zytoplasmatische Todesdomane,
bei TNF-R2 fehlt diese Doméane (133). Nach Bindung von TNF-a an TNF-R1 kann ({iber die Aktivierung
von Caspase 8 und 10 die Apoptose eingeleitet werden. Neben der Aktivierung von NFkB (nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells) werden (iber die MAPK (mitogen-activated
protein kinase) Signalkaskaden eingeleitet und regulieren so die Expression verschiedener

proinflammatorischer Faktoren wie reaktiver Stickstoffspezies und iNOS (134, 135).

Wahrend der TNF-R1 lberwiegend an der Neurodegeneration beteiligt ist, vermittelt der TNF-R2
eher Geweberegeneration und neuroprotektive Effekte (136). Es konnte gezeigt werden, dass TNF-a
durch die Bindung an diesen Rezeptor sowohl die Remyelinisierung als auch die Regeneration und

Proliferation von Oligodendrozyten fordert(137).

Die Ausschiittung von TNF-a kann im Sinne einer positiven Riickkopplung tiber den TNF-R1-Signalweg
und die damit verbundene Aktivierung von NFkB autokrin induziert werden. Dadurch wird die

mikroglial vermittelte Neuroinflammation verstarkt und entkoppelt (138).

IL-113
Das proinflammatorisch wirkende Zytokin IL-18 wird hauptsachlich von Zellen des angeborenen

Immunsystems wie Makrophagen, Monozyten und im ZNS hauptsachlich Mikroglia hergestellt. Dabei
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reagiert der Toll-like-Rezeptor auf die Bindung an seine Liganden wie bakterieller Lipopolysaccharide
mit der Synthese von inaktivem Pro-IL-1R. Dieses bildet im Zytosol einen Proteinkomplex mit Pro-
Caspase-1, der IL-1R-Inflammasom genannt und in Lysosomen gespeichert wird. Auch das Erkennen
von DAMP ist ein Stimulus fir die IL-18-Bildung (139). Durch die Bindung von freiem ATP an den
Purinrezeptor P2X7 erfolgt die Offnung des ATP-abhingigen Kaliumkanals mit Ausstrom von
Kaliumionen als Sekretionsstimulus der lysosomalen Exozytose. Es kommt zum Einstrom von
Calciumionen, die wiederum Phospholipasen aktivieren fiir die weitere Prozessierung von Caspase-1
und Erleichterung der Exozytose (140—142). Auch die Bildung und Sekretion von IL-1 durch IL-1 selbst
im Sinne einer autokrinen Induktion mit positiver Riickkopplung wurde in-vivo und in Monozyten

in-vitro beschrieben (143, 144).

IL-118 induziert selbst die Cyclooxygenase-2, die zur Bildung von proinflammatorisch wirkenden
Prostaglandinen flihrt und die iNOS, die wiederum die Produktion von zytotoxischem NO katalysiert
(s. Abschnitt 2.5.2.1) (145, 146). Auch die IL-6-Synthese wird durch IL-18 induziert(147). Es konnte
gezeigt werden, dass die intrazerebrale Injektion von IL-18 nach SHT Entziindungsreaktionen
verstarkt und Apoptose einleiten kann (148). Die posttraumatische Gabe von neutralisierenden
IL-1R-Antikodrpern fiihrt zu einem kleineren Schadensvolumen und einer Verringerung der kognitiven
Defizite. Dies zeigt, dass IL-1R eine zentrale Rolle in der immunologischen Reaktion nach SHT innehat

und damit Ziel einer therapeutischen Intervention darstellen kann (149).

IL-6

IL-6 wurde urspriinglich als B-Zell-differenzierender Faktor definiert, von dem angenommen wurde,
dass er zur Reifung von B-Zellen zu antikérperproduzierenden Zellen fiihrt und so rein
immunologische Funktionen erfillt (150). Jedoch ist mittlerweile klar, dass er darlber hinaus auch
wichtige Eigenschaften hat, zu denen im ZNS Neurogenese und Kontrolle reifer Neuronen und
Gliazellen sowohl im Normalzustand, als auch nach Verletzungen gehéren. Im ZNS kann er von
Neuronen, Mikroglia, Astrozyten und auch Endothelzellen gebildet werden. Verletzungen dienen
dabei als Stimulus fiir die Ausschiittung groBer Mengen an IL-6, aber auch Lipopolysaccharide oder
Zytokine wie TNF-a und IL-1R induzieren die IL-6-Bildung und Ausschiittung. Zudem kann es, ahnlich
wie bei IL-1R, zur autokrinen Induktion durch IL-6 selbst kommen. Es kann sowohl an den
membrangebundenen als auch an den I6slichen Rezeptor binden und in Verbindung mit ubiquitar
vorhandenem Glykoprotein gpl130 eine Signalkaskade in Gang bringen, bei der intrazellulare
Tyrosinkinasen oder Januskinase aktiviert werden. Dieser Vorgang wird als trans-signaling

bezeichnet. Auch die Aktivierung der MAPK wird (iber diesen Weg vermittelt (151, 152).

Es gibt verschiedene Aussagen darliber, ob IL-6 neuroprotektive oder neurodegenerative

Eigenschaften besitzt. Insbesondere in Verbindung mit seinem |6slichen Rezeptor kann es in-vitro das
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Uberleben von Neuronen und Retinazellen férdern (153, 154). IL-6 induziert BDNF und wirkt
synergistisch damit, was zu einem deutlich geringeren Schadensvolumen im Mausmodell gegentiiber
IL-6-Knockout-Mausen fihrt. Diese sind im Umkehrschluss auch nicht in der Lage, BDNF zu induzieren
(155). Im Modell konnte eine direkte Neuroprotektion und Neurogenese durch IL-6-produzierende
Mikroglia nachgewiesen werden, und auch eine verbesserte Regeneration peripherer Nerven durch
IL-6 konnte beobachtet werden (156, 157), wohingegen auch neurotoxische Wirkungen nach
experimenteller Sehnervenverletzung beschrieben werden (158). Nach SHT ist die Expression von
IL-6 deutlich hochreguliert und lasst sich im Liquor von Patienten bis zu 3 Wochen nach schwerem
SHT nachweisen. Von dort aus kann es eine systemische Akute-Phase-Reaktion bei gestorter BHS
auslosen (159, 160). Nach leichtem SHT in Verbindung mit einer kurzen Hypoxie im Modell konnte
gezeigt werden, dass IL-6 Neuroinflammation und motorische Defizite begiinstigt, was nach Gabe
von |IL-6-Antikorpern aufgehoben werden konnte (161). Damit kann fir IL-6 nicht abschlieSend

definiert werden unter welchen Bedingungen es eher neuroprotektiv oder neurotoxisch wirkt.

2.5.2. Blut-Hirn-Schranken-Stérung

Die BHS ist eine Endothelschranke aus spezialisierten Endothelzellen, deren Basalmembran und den
Fortsatzen der angrenzenden Astrozyten. Diese neurovaskulare Einheit sichert mit einem komplexen
System aus aktiven und passiven Transportsystemen die Homoostase und den Gas- und
Nahrstoffaustausch der Neurone (162, 163). Sie stellen eine mechanische Abgrenzung gegen
Entziindungen, Toxine und Krankheitserreger dar und sind essentiell fir die physiologischen
neuronalen Funktionen. Verletzungen und neurodegenerative Erkrankungen gefahrden die Integritat
dieser Barriere und sind damit Bestandteil verschiedener Pathologien (164, 165). Auch
pharmakologische Interventionen werden im ZNS deutlich von der intakten BHS beeinflusst und sind

daher nur mit Einschrankungen moglich (166).

Die spezialisierten Endothelzellen des ZNS sind nicht fenestriert und werden durch Tight Junctions
(TJ) zusammen gehalten, wodurch der parazelluldre Transport deutlich eingeschrankt wird.
Transzellulare Transportvorgdnge wie Nahrstoffaustausch und lonentransporte werden aktiv durch
rezeptorvermittelte Transzytose, Transporter und lonenpumpen gesteuert (167, 168). GroRe und
hydrophile Molekile werden nahezu vollstindig vom Passieren der BHS ausgeschlossen, fir
potentiell toxische Molekiile wie Xenobiotika existieren spezielle Effluxsysteme als Transportbarriere.
Insbesondere zu nennen sind dabei die multi drug resistance-Proteine, welche spezialisierte
p-Glykoproteine darstellen (165, 169). Anasthetika sind aufgrund ihrer Lipophilie und GréRe in der
Lage, gut die BHS zu durchdringen und ihre Wirkung im ZNS zu entfalten. Zusatzlich zu den
Endothelzellen wird die GefaBwand auf der dem Lumen abgewandten Seite von Perizyten, glatten

GefaBmuskelzellen und von den Auslaufern von Astrozyten umkleidet. Perivaskuldare Makrophagen
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und Mikroglia interagieren mit der BHS, um bei Bedarf eine direkte Immunantwort ausbilden zu
konnen (165). Zwei Basalmembranen umgeben und schiitzen die GefdBe zusatzlich als
Extrazellularmatrix, die innere vaskulare Basalmembran, deren Bestandteile von Endothelzellen und
Perizyten sezerniert werden, und die duBere parenchymatose, die von AstrozytenendfiiRen gebildet
wird. Sie bestehen aus Kollagen 1V, verschiedenen Lamininen, Proteoglykanen und anderen

Glykoproteinen (164, 170).

Eine Storung der Integritdt der BHS mit erhdhter Permeabilitdt kann bereits sehr friih nach SHT
entstehen, je nach Modell ist dies bereits nach 30 Minuten (min) bis 1 h nachweisbar (171). Sowohl
4-6 h als auch 3 Tage nach SHT konnten eine maximale Durchlassigkeit der BHS nachgewiesen
werden, was flr einen biphasischen Verlauf spricht (172). Sowohl die primare Verletzung als auch der
Sekundarschaden mit seiner neuroinflammatorischen Kaskade sind daran beteiligt (171). Osmotisch
wirkende Plasmaproteine im ZNS fiihren frith zu einer interstitiellen Wasseransammlung und so zu
der Ausbildung eines vasogenen Odems. Durch Verdnderungen des Zellstoffwechsels und
Energiemangelmit eine gestorte Funktion von lonenpumpen und —transportern wie das auf
Astrozyten exprimierte AQP-4 kann sich im Verlauf ein zytotoxisches Hirnddem entwickeln.
Zytotoxische Mediatoren wie Glutamat, Laktat, ROS und NO verstarken diese Effekte, und auch
proinflammatorische Zytokine wie TNF-a, IL-18 und IL-6 erhdhen die Permeabilitat weiter (173).
Dieses zytotoxische Odem ist im CCl-Modell 2 - 4 h nach Trauma nachweisbar und bleibt deutlich

linger bestehen als das vasogene Odem. (Unterberg et al. 2004; Chodobski et al. 2011).

Durch die Verletzung wird sehr schnell die Gerinnungskaskade aktiviert und es kann eine erhohte
Koagulation im perikontusionalen Hirngewebe nachgewiesen werden, was zu einer Verringerung des
Blutflusses in diesem Areal fiihrt. Dadurch steigt das Risiko einer ischamischen Unterversorgung des
Gewebes und einer daraus resultierenden Verschlimmerung des Schadens (174, 175). Das bei der
Gerinnung entstehende Thrombin sowie andere hochmolekulare im Blut befindliche Proteine wie
Albumin und Fibrinogen, die normalerweise von einer intakten BHS am Eindringen ins ZNS gehindert
werden, konnen nun die BHS durchdringen. Thrombin aktiviert Mikroglia, fordert ihre Proliferation
und induziert die Synthese von proinflammatorischen Effektoren wie TNF-a und IL-6 und IL-12. Auch
die iNOS und so die NO-Synthese wird durch Thrombin tGbermittelt (176). Zudem kann es direkt iber
die Aktivierung von RhoA- und Tyrosinkinase-Signalweges zur Apoptose fiihren (177). Albumin
aktiviert in Mikroglia den MAPK-Weg und die Synthese der proinflammatorischen Zytokine TNF-a
und IL-1B (178). Fibrinogen kann Mikroglia aktivieren und zu einer erhohten Phagozytose fihren
(179). Es bindet zudem an Rezeptoren, die auf Leukozyten exprimiert werden und kann dadurch die

posttraumatische Neuroinflammation fordern (180). Auch Immunglobuline wie IgG sind nach einer

22



BHS-Storung nachweisbar, daher sind IgG und Fibrinogen Marker fiir die Extravasation bei

Schrankenstorung (181).

Matrix-Metalloproteinasen (MMP) werden von mehreren Zellen des ZNS produziert, darunter
Endothelzellen, Astrozyten, Mikroglia und Neuronen. Aber auch Immunzellen wie Monozyten und
neutrophile Granulozyten, deren Zustrom durch die BHS-Stérung erhéht ist, sind daran beteiligt. lhre
Synthese wird im verletzten Gewebe schnell hochreguliert und die Aktivitdt ihrer Inhibitoren
herunter reguliert. Sie konnen Komponenten der Basallamina angreifen und TJ abbauen, was eine

zuséatzliche Beeintrachtigung der BHS zur Folge hat (182).

Hier werden das komplexe Zusammenspiel und die gegenseitige Beeinflussung verschiedener
Signalkaskaden deutlich, die sich schlussendlich gegenseitig verstarken. Die durch das Trauma
entstandene BHS-Storung fiihrt Gber eine Vielzahl von eindringenden Plasmaproteinen zu einer
verstarkten Inflammationsreaktion, die wiederum zu vermehrter Apoptose, Entziindungsreizen und
weiterem Verlust der BHS-Integritat fiihrt. In einem Teufelskreis kommt es durch die 6dematdsen
Veranderungen zu einer Erhéhung des ICP und einer weiteren Verringerung der intrazerebralen
Durchblutung, was wiederum eine Verschlechterung der BHS-Integritdt verursacht. Irreversible
Zellschaden und eine erhéhte Mortalitat sind die Folge. Da antiddematdse Interventionen nach SHT
bislang vor allem symptomatisch und unspezifisch sind, bieten die Beeinflussung des vasogenen und
zytotoxischen Odems und damit die Wiederherstellung einer intakten BHS moglicherweise

therapeutische Optionen, die zur Neuroprotektion beitragen kénnten (182-184).

2.5.3. P75NTR-Signalweg

2.5.3.1. Neurotrophine

Neurotrophine sind eine Gruppe von Wachstumsfaktoren, zu der bei Saugetieren Neurotrophin 3
und 4 (NT3/4), NGF und BDNF zdhlen. Sie werden als Proformen synthetisiert, aus denen das reife
Neurotrophin proteolytisch freigesetzt wird. Als Rezeptoren dienen ihnen die 3 Rezeptor-
Tyrosinkinasen (Trk) A, B und C und der 75 kDa groRe Neurotrophinrezeptor (p75NTR). Dabei kann
der p75NTR alle Neurotrophine als Liganden binden, wahrend die Trk selektiver sind und mit
unterschiedlichen funktionellen Ergebnissen mit ihren jeweiligen Liganden interagieren (185, 186).
Proneurotrophine wurden lange als reine Vorlauferproteine angesehen, doch jlingere Studien zeigen,
dass sie eigene biologische Wirkungen entfalten kénnen. So aktivieren die Proformen vorzugsweise
p75NTR, um Apoptose zu vermitteln und reife Formen Trk-Rezeptoren, um das Uberleben zu férdern.

Die Wirkung wird somit durch die proteolytische Spaltung reguliert (187).
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2.5.3.2. P75NTR

Der 75 kDa groRe Neurotrophinrezeptor p75NTR gehort zur Familie der TNF-Rezeptoren. Seine vier
Cystein-reichen extrazellularen Domanen kdnnen alle vier Neurotrophine binden. Dabei binden sie
NGF, BDNF, NT-3 oder NT-4 mit niedriger Affinitat und die jeweiligen Proformen mit hoher Affinitat.
Der intrazelluldre Teil des Rezeptors enthalt eine Todesdomane, die sich bei diesem Rezeptor nicht
selbst aktiviert und daher auf andere Effektorproteine angewiesen ist. Todesdomanen kdnnen

indirekt Gber eine Caspaseaktivierung zur Apoptose fiihren (188, 189).

Der p75NTR kann sich nicht selbst aktivieren, aber auf unterschiedliche Arten interagieren, um
verschiedene Effekte zu generieren. Zum einen ist eine Homodimerisierung des Rezeptors Uber
Disulfidbriicken zwischen den Cysteinresten mdglich. Dies kann bei Uberexpression des Rezeptors
stattfinden und proapoptotische Signalwege einleiten (190). Auch eine Heterodimerisierung mit
anderen Rezeptoren ist moglich, wodurch der p75NTR in der Lage ist, auf seine Liganden
unterschiedlich zu reagieren. Durch die Dimerisierung mit Trk-Rezeptoren kann die Affinitdt der
maturen Neurotrophin/Trk-Bindung stark erhéht werden und Wachstums- und Uberlebenssignale
gesteigert werden (191, 192). Auch mit Sortilin kann der p75NTR eine heterodimere Verbindung
eingehen. Durch Bindung an Proneurotrophine wird dieser Rezeptorkomplex aktiviert und tber die
Aktivierung der c-jun N-terminalen Kinase eine Signalkaskade in Gang gesetzt, die zur Apoptose flihrt
(193). Somit wird die Uberlebens- oder zelltodférdernde Wirkung des Rezeptors sowohl (ber die
Bindung der Pro- oder reifen Neurotrophine und liber verschiedene Rezeptorkomplexe vermittelt

(194).
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3. Material und Methoden

Tabelle Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Absolute Blue gPCR SybrgreenMix

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Ammoniumpersulfat (APS)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Agua destillata

B.Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

Bovines Serumalbumin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

ChameleonTM Duo Prestained Protein Ladder

Li-Cor, Lincoln, USA

Chloroform

Merck, Darmstadt, DE

DC TM Protein Assay Reagent (A,B,S)

BioRad, Hercules, USA

DyNAmo™ ColorFlash Probe qPCR Kit

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE

Ethanol absolut

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Ethylendiaminotetraacetat (EDTA)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Flussigstickstoff

Air Liquide, Disseldorf, DE

g (genomische) DNA Eliminator

Qiagen N.V., Venlo, NL

Glycin

Applichem, Darmstadt, DE

Kresylviolett

Merck, Darmstadt, DE

LightCycler® 480 Probes Master

F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, CH

Lipofundin® MCT 20 %

B.Braun Melsungen AG

Magermilchpulver

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Magic Marker XP Western Standard

Invitrogen, Carlsbad, USA

Maxima Probe gPCR Master Mix

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE

Methanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

MyTaq™ Extract-PCR Kit

Bioline, Tennessee, USA

Natriumchlorid (NacCl)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Natriumdodecylsulfat (SDS)

BioRad, Hercules, USA

Nonidet P-40 (NP-40)

Applichem, Darmstadt, DE

PagerRuler Plus Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE

PonceauS$S

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Prestained Full-Range Rainbow Marker

GE Healthcare, Buckinghamshire, GB
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Propofol (2,6-Diisopropylphenol)

SAFC®, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Proteaseinhibitor

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, DE

QuantiTect Reverse Transcription Kit

Qiagen N.V., Venlo, NL

Ribonuklease (RNAse) freies Wasser

Fermentas, St. Leon Rot, DE

RNeasy Mini Kit

Qiagen N.V., Venlo, NL

Roti®-Histokitt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Roti®-Histol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Rotiphorese® 10 x SDS-PAGE

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Rotiphorese® Gel 30

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

RPE Puffer

Qiagen N.V., Venlo, NL

RWT Puffer

Qiagen N.V., Venlo, NL

Salzsaure (HCI)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan (Tris)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Tween-20

GE Healthcare, Buckinghamshire, GB

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Tabelle 4: verwendete Chemikalien

Tabelle Losungen

Lésung

Rezept

Blotpuffer

25 mMolar (M) Tris, 192 mM Glycin, 20 %
Volumen/Volumen (v/v) MeOH

Kresylviolettfarbelosung

0,031 mM Kresylviolett , 20 % (v/v) Ethanol

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

137 mM Nacl, 2,7 mM KCI, Na,HpO, 10 mM, KH,PO, 1,8
mM

Radioimmunoprecipitationassay-
(RIPA) Puffer

1 M Tris pH 7,4, 1 M NaCl, 0,5 M EDTA, 10 % (v/v) NP-40,
15 % (v/v) Protease-Inhibitor

Sammelgelpuffer

50 mM Tris 4 % (v/v) SDS, pH 6,8

SDS-Ladepuffer

0,5 M Tris-HCl pH 6,8, 10 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) Glycerin,
5 % (v/v) B-Mercaptoethanol, 0.1 % (w/v) Bromphenolblau

SDS-Laufpuffer

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0.1 % (w/v) SDS

Tris-gepufferte Salzlésung (TBS)

15 mM NaCl, 5 mM Tris, 0,2 mM HCl, pH 7,4 / + 0,05 %
(v/v)

TBST

TBS + 0,05 % (v/v) Tween-20

Trenngelpuffer

150 mM Tris, 4 % (v/v) SDS, pH 8,8

Tabelle 5: verwendete Losungen
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Tabelle Antikorper

Target Spezies Verdiinnung AK Hersteller

. Enzo Life Science,
all-Spectrin Maus 1:500 BML-FG6090 Farmingdale, USA
GAPDH Maus 1:1000 ACROO1PS Acris Antibodies Inc., San

Diego, USA

Kaninchen Fc- . ) IRDye 800CW (Anti- | Li-Cor Bioscience GmbH,
Fragment Ziege 1:15000 Kaninchen) Bad Homburg, DE
Maus Fc- . ) IRDye 680RD (Anti- | Li-Cor Bioscience GmbH,
Fragment Ziege 1:10000 Maus) Bad Homburg, DE
Maus Fc- . ) IRDye 800CW (Anti- | Li-Cor Bioscience GmbH,
Fragment Ziege 1:15000 Maus) Bad Homburg, DE
P75NTR Ea”'”Che 1:500 Ab38335 Abcam, Cambridge, UK

Tabelle 6: verwendete Antikorper

Tabelle PCR

Target Sequenz Analysekits
5’-GTTCAGCTTCCATTCTCACTG-3’

Gabrb3 MyTaq™ Extract-PCR Kit
3’-GAGGTGGTCTTTCGGTATCG-5’

Arg-1 5’-CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG-3 Absolute Blue gPCR Sybrgreen
3’-AGGAGCTGTCATTAGGGACATC-5’

BDNF 5’-ACTTGGCCTACCCAGTG-3 DyNAmo™ ColorFlash Prope qPCR
3’-GTTGGGCCGAACCTTCT-5’

IL-16 5-GTGCTGTCGGACCCATATGAG-3 Maxima Probe qPCR Master Mix
3’-CAGGAAGACAGGCTTGTGCTC-5’

L6 5’-TCGTGGAAATGAGAAAAGAGTTG-3 LightCycler® 480 Probes
3'-TATGCTTAGGCATAACGCACTAG-5/

iNOS 5"-TGTGTCAGCCCTCAGAGTAC-3 Absolute Blue gPCR Sybrgreen
3’-CACTGACACTYCGCACAA-5’

B75NTR 5'-GGGGTGGGCTCAGGACT-3’ LightCycler® 480 Probes
3’-TATGAGGTCTCGCTCTGGAGGT-5’

Peptidylprolyl 5'-GCGTCTSCTTCGAGCTGTT-3'

Isomerase A Absolute Blue qPCR Sybrgreen

(PPIA) 3’-RAAGTCACCACCCTGGCA-5

TNF-ot 5'-TCTCATCAGTTCTATGGCCC-3’ Absolute Blue gPCR Sybrgreen
3’-GGGAGTAGACAAGGTACAAC-5’

Tabelle 7: verwendete Primer und Analysekits



Tabelle Verbrauchsmaterialien und Gerite

Materialien und Geriate

Hersteller

96-Well Platte

Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen, DE

96-Well Platte

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, DE

Blotkammer Mini Trans Blot System

BioRad, Hercules, USA

Chirurgisches Nahtmaterial Prolene 6-0

Ethicon, San Lorenzo, USA

Deckglaser 24 x 60 mm (Milimeter)

Waldemar Knittel Glasbearbeitungs GmbH,
Braunschweig, DE

Detektionssystem GloMax®-Multi+ Detection
System

Promega, Mannheim, DE

Einbettmedium NEG 50™

Richard Allan Scientifiv, Thermo Scientific,
Dreieich, DE

Einstreu Lignocel® FS 14

J.Rettenmaier & S6hne GmbH&Co. KG,
Rosenberg, DE

Einwegkaniile Sterican® 19G, 26 G

B.Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

Einwegpipetten Cellstar® 25 ml (Mili-/Liter), 10
ml, 5ml

Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen, DE

Einwegspritze Discardit™ Il BD

B.Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

Einwegspritze Injekt®-F

B.Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

Elektrophoresekammer Mini Protean
Elektrophoresis

BioRad, Hercules, USA

Faltenfilter

Macherey-Nagel, Diiren, DE

Filterpapier

Schleicher & Schuell Bioscience GmbH, Dassel,
DE

Filtertopkafig Typ-Il lang

Bioscape GmbH, Castrop-Rauxel, DE

Fluoreszenz-Detektionsystem Odyssey®

Li-Cor Biosciences, Bad Homburg, DE

Gelanalysator QlAxcel Advanced System

Qiagen N.V., Venlo, NL

Heizblock Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg, DE

Homogenisator Mastermill MM 300

Retsch Technology GmbH, Haan, DE

Inkubator IC 8000

Dragerwerk AG Libeck, DE

Klingen Apollo

Herkenrath GmbH & Co. KG, Solingen, DE

Kryo-Boxen

Ratiolab GmbH, Dreieich, DE

Kryotom CryoStar Microm HM 560

Thermo Scientific, Walldorf, DE

Kryotom CryoStar Microm NX 70

Thermo Scientific, Walldorf, DE

Magnetriihrer Ikamag® Ret

Janke und Kunkel, Staufen, DE

Mikrobohrer Uni-Drive N Komplettgerat

Paggen, Starnberg, DE
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Mikropipetten Research, Research Plus,
Reference

Eppendorf, Hamburg, DE

Mikropipettenspitzen 1000 p (Mikro-)l, 200 pl,
10 pl

Sarstedt, Niirnbrecht, DE

Mikropipettenspitzen Safe Seal SurPhop 1000
ul, 300 pl, 10 ul

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, DE

Mikropipettenspitzen Tip One 1000 ul, 200 ul,
10 ul

Starlab International GmbH, Hamburg, DE

Mikroskopkamera Axiocam 105 color

Karl Zeiss Microscopy GmbH, Goéttingen, DE

Narkosegasvapor 19.3

Dragermedizintechnil GmbH, Libeck, DE

Nitrozellulosemembran

Thermo Fisher Scientific, Walldorf, DE

Objekttrager Superfrost® plus

Thermo Scientific, Braunschweig, DE

Objekttragerkasten

VWR, Darmstadt, DE

Ohrlochzange

Zoonlab, Castrop-Rauxel, DE

Operationsmikroskop Technoskop OPMI 11

Karl Zeiss Meditec AG, Jena, DE

Papierhandtticher griin, 1-lagig

Schuch Laborhandel und Klinikbedarf, Langgons,
DE

pH-Meter CG 832

Schott, Mainz, DE

Photometer NanoVue™

GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK

quantitative RT-PCR
(real-time- Polymerase-kettenreaktion)
LightCycler® 480

Roche Diagnostics, Mannheim, DE

ReaktionsgefdRe Falcon® 50 ml; 15 ml

Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen, DE

ReaktionsgefdRe Safe-Lock (2,0; 1,5; 0,5 ml)

Eppendorf, Hamburg, DE

Restrainer, Tube Type Holder

Harvard Apparatus, Holliston, USA

Rota-Rod RS232/LE8200

Hugo Sachs, March Hugstetten, DE

Saugtupfer Sugi® Sponge Points

Kettenbach, Eschenburg, DE

Schmalbandklinge Feather® Microtome Blade
C35

Feather Safety Razor Co., Osaka, J

Schnittstreckerplattchen Microm

Thermo Fisher Scientific, Walldorf, DE

Stereomikroskop Stemi 305

Karl Zeiss Microscopy GmbH, Goéttingen, DE

Stereotaxierahmen

Kopf Instruments, Tujunga, USA

Stromversorgung Power Pac™ 300

BioRad, Hercules, USA

Stromversorgung Power Pac™ HC

BioRad, Hercules, USA

Taumler Unimax 2010

Heidolph, Schwabach, DE

Tiefkthlschrank -20 °C UPUL 540

Liebherr, Ochsenhausen, DE
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Tiefktihlschrank -20 Grad Celsius (°C) Liebherr
GG 5210 Profiline

Liebherr, Ochsenhausen, DE

Tiefkthlschrank -80 °C MDF-U74V

Sanyo Electric Co.,Osaka ,J

Tierfutter Maus Zucht Extrudat

ssniff Spezialdiat GmbH, Soest, DE

Tierhaltungsschrank UniProtect THF 3378-VO2

Bioscape, Castrop-Rauxel, DE

Traumamaschine Leica stereotactic impactor
39463920

Leica Microsystems, Wetzlar, DE

Vortex Reax control

Heidolph, Schwabach, DE

Waagen Sartorius labratory

Sartorius, Gottingen, DE

Waagen Sartorius research

Sartorius, Gottingen, DE

Warmeplatte TCAT-2DF Controller

Physitemp, New Jersey, USA

Zentrifuge Centrifuge 5804 R

Eppendorf, Hamburg, DE

Zentrifuge Heraeus Pico 17

Thermo Scientific, Walldorf, DE

Zentrifuge Megafuge 1.0

Thermo Scientific, Walldorf, DE

Zentrifuge Micro Star 17 R

VWR, Darmstadt, DE

Tabelle 8: verwendete Materialen und Gerite
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3.1. Versuchsbeschreibung

Alle Versuche wurden durch das Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz genehmigt
(TVA G12-1-010). Ziel der Studie war den Einfluss einer verzogerten Propofolgabe auf den
sekundaren Hirnschaden zu ermitteln und in diesem Zusammenhang den Einfluss einer genetischen
Hemmung der Propofoltransmission durch die Mutation der Propofolbindungsstelle an der

B3-Untereinheit des GABA,-Rezeptors.

Die primare ZielgroBe war das histologisch ermittelte Lasionsvolumen 72 h nach SHT. Als sekundare
ZielgroBen wurden die neurologische Funktion der Tiere, die BHS-Integritdt, Inflammations-,

Apoptosemarker und der p75NTR-Signalweg festgelegt.

Tag0 Tag 1l Tag 2 Tag 3
I I I I | Proben-
I I I | I > prozessierung
Training cci Injektion Euthanasie

Abbildung 2: Zeitstrahl Versuchsaufbau

Die Tiere wurden prédoperativ auf dem Rotarod trainiert um die motorische Ubung zu erlernen und

verlassliche Ergebnisse zu erzeugen.

Am Tag der Operation wurde den Tieren in Allgemeinanéasthesie ein CCl appliziert (s. Abschnitt 3.4.)
und die Tiere wurden postoperativ im Inkubator (iberwacht. Der Applikationszeitpunkt des Propofols
bzw. der Kontrollsubstanz Lipofundin wurde auf 24 h postoperativ festgelegt. Hierflir wurden die
Tiere in einen Restrainer Uberflihrt und es erfolgte eine Schwanzvenenpunktion mit intravendser
Applikation der Substanzen. Bis zum Erwachen wurden die Tiere im Inkubator beobachtet und
danach in den Tierschrank Uberfihrt (siehe Abbildung 2). Nach 72 h wurden die Tiere euthanasiert

und die Gehirne zur Aufarbeitung entnommen.

Die Durchfiihrung des CCl und die Applikation der Medikamente sowie die motorischen Tests
erfolgten durch geschulte Labormitarbeiter, um eine Verblindung der Doktorandin fiir die

entsprechenden Interventionen zu erreichen.
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Gruppe | CCI Genetik Pharmakon Gruppengrofle
1 Nein Wildtyp 6

2 Ja Wildtyp Lipofundin 10% 9

3 Ja Wildtyp Propofol in Lipofundin 10% 9

4 Nein | 129Sv-GABA-B3"™"**M) 5

5 Ja 129Sv-GABA-B3™N26M) Lipofundin 10% 10

6 Ja 129Sv-GABA-B3™N26M) Propofol in Lipofundin 10% 10

Tabelle 9: Studiendesign

3.2. Tiere und Mutationsbeschreibung

Fir die Studie wurden 52 mannliche und weibliche Mause mit einem Gewicht von 17,2 g bis 30,7 g

homogen in die Gruppen verteilt und verwendet.

Die Tiere werden in unserem Labor standardmaRig in Typ2 Filtertop-Kafigen gehalten, die mit
Holzspanen eingestreut sind. Alle Tiere erhalten Futter und Wasser ad libitum. Zusatzlich erhalten
alle Tiere Zellstofftlicher und Plastikrohre zum Nestbau. Nach den Vorgaben der GV-SOLAS werden
alle Tiere in einem Tierhaltungsschrank gehalten. Wahrend der Versuchsphase werden die Tiere nicht
wie Ublich in Gruppenhaltung, sondern in Einzelhaltung gehalten, um Manipulationen an der
Operationswunde zu vermeiden. Zusatzlich bekommen die Tiere wahrend der Versuchsphase
Nassfutter angeboten. Die Tiere werden taglich gewogen und auf Verhaltensauffalligkeiten,
insbesondere auf Schmerzsymptomatik kontrolliert. Bei Auffilligkeiten, wie z.B. einem
Gewichtsverlust grofBer 15 % findet eine tierdrztliche Vorstellung statt und eine Entscheidung lber

den Ausschluss aus der Studie.

Eine genetische Hemmung wurde erzielt, indem Tiere verwendet wurden, deren
Propofolbindungsstelle am GABA,-Rezeptor mutiert ist. Hierfliir wurden Tiere mit der Bezeichnung
129Sv-GABA-B3™N2*M) ganytzt. Die Erstbeschreibung und Mutation erfolgte durch Jurd und Arras et
al. und kann dort im Detail nachvollzogen werden. Zusammengefasst wurde die Aminosdure 265 des
Exons 8 der B3-Untereinheit des GABA,-Rezeptors durch die Aminosdure Methionin im Sinne einer
Punktmutation ersetzt und eine Neomycinresistenz-Kassette zur Selektion der korrekt mutierten
Zellen eingefligt. Der so entstandene Vektor wurde mittels Elektroporation in embryonale
Stammzellen einer 129/Sv-Linie Ubertragen. Diese Stammzellen wurden dann selektioniert und in
Blastozysten injiziert. Die Mause, die das korrekt mutierte Exon trugen, konnten mit Ella-cre Mausen

verpaart werden, um die mit loxP-Stellen flankierte Neomycinresistenz-Kassette wieder zu
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eliminieren. Die schlussendlich entstandenen heterozygoten F2-Mause wurden dann verpaart, um
homozygot mutierte Tiere, sowie deren Wildtyp-Brutgeschwister, zu erzeugen. Insbesondere wurde
bei diesen Mausen untersucht, dass die anderen Untereinheiten des GABA,-Rezeptors qualitativ und
qguantitativ ahnlich zu Wildtyp-Mausen ausgepragt werden. Mit dieser Mutation kann eine
Propofolbindung in klinisch relevanter Form, gezeigt an dem Aufstehreflex der Tiere nach einer

Propofolapplikation, nicht mehr stattfinden (107).

Wie beschrieben handelt es sich hierbei nur um eine Punktmutation. Aufgrund der Tatsache, dass die
Bindungsstelle des Propofols aber eliminiert wird, wird im weiteren Teil der Arbeit fir diese Mutation
der Begriff knock-out (KO) verwendet. Als Kontrollen dienten die entsprechenden Wildtyp-

Brutgeschwister.

3.2.1. Genotypisierung

Um den Genotyp der Tiere zu identifizieren, werden die Ohrlochstanzen verwendet, die zur
Markierung der Tiere nach der Geburt durchgefiihrt werden. Zusatzlich wird nach Euthanasie eine
Schwanzspitzenprobe entnommen, die einer zweiten Genotypisierung dient, um eine Verwechslung
wahrend des Experiments auszuschlieRen. Die entsprechenden Gewebeproben werden mit dem
MyTaq™ Extract-PCR Kit von Bioline nach Herstellerangaben aufgereinigt und so die gDNA extrahiert,
die dann sofort verwendet wird, um sie mittels PCR zu amplifizieren (s. Kapitel 3.10.3.). Hierflr
werden pro 3 ul Gewebeextrakt 10 pul Mastermix des Kits, je 0,5ul der beiden Primer (siehe
Tabelle 7) und 7 pl destilliertes Wasser eingesetzt. Es werden 40 PCR-Zyklen mit einer
Schmelztemperatur von 95°C, einer Hybridisierungstemperatur von 60°C und einer
Elongationstemperatur von 72 °C durchgefiihrt. Die entsprechenden Produkte kénnen nun im
QlAxcel Advanced Gelanalysator automatisiert analysiert werden. Dabei werden die DNA-Fragmente
entsprechend ihrer GroRRe per Gelelektrophorese aufgetrennt und gleichzeitig mit einem Interkalator
angefarbt und detektiert. Anhand der Ergebnisse kann dann die Genotypisierung durchgefiihrt
werden. Hierbei stehen Produkte mit einer GréRe von 308 Basenpaaren (bp) fir das Wildtyp-Allel,
wohingegen eine Lange von 370 bp der Mutation entspricht. Da jedes Tier zwei Allele des infrage
kommenden Gens besitzt, konnen demnach drei Genotypen unterschieden werden. Hierbei handelt
es sich um homozygote Wildtyptiere, die durch eine einzige Bande mit der Grofle 308 bp definiert
sind, homozygote Mutationstrager, die durch eine Bande mit der GroRe 370 bp auffallen, und

heterozygote Tiere, die zwei Banden bei 308 und 370 bp zeigen.
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3.3. Schiadel-Hirn-Trauma-Modell

Fiir die vorliegende Arbeit wurde das Modell des CCl gewahlt, da es ein gut etabliertes und
reproduzierbares Verfahren ist, welches ein lokal destruktives Trauma setzt. Zu Beginn werden die
Versuchstiere zunachst gewogen. Die Einleitung der Narkose erfolgt dann mit der Zufuhr von einem
Gasgemisch aus 4 % Isofluran, 0,5 | Sauerstoff und 0,5 | Raumluft fiir 1 min Gber einen Latexfingerling
als Gesichtsmaske. Daraufhin werden die Versuchstiere mit den Vorderzdhnen in einen
Stereotaxierahmen eingespannt, um sie fiir die folgende Operation zu fixieren. Zum Schutz vor
Schadigungen werden die Augen mit Bepanthen-Augensalbe bedeckt und zur kontinuierlichen
Temperaturiiberwachung und —aufrechterhaltung wird den Tieren eine rektale Temperatursonde
eingefiihrt, die mit einer Warmeplatte unter dem Tier riickgekoppelt ist. Das Fell wird Gber dem
Operationsfeld mit Kochsalzlésung befeuchtet, um eine bessere Erreichbarkeit der Haut zu
gewahrleisten. Die Narkosetiefe wird mithilfe des Zwischenzehenreflexes Uberpriift; hierbei wird mit
einer Pinzette ein Schmerzreiz in den Hinterlauf des Tieres gesetzt und bei fehlender Reaktion wird
die Narkosetiefe als ausreichend beurteilt. Die Atmung sollte trotz Narkose erhalten bleiben und wird
ebenfalls vor Beginn der Operation getestet und beurteilt. Fiir die Operation wird die Narkose

aufrechterhalten mit 2,5 % Isofluran und 40 Volumen- % Sauerstoffzufuhr.

Es erfolgt ein mediansagittaler Hautschnitt Gber der Schadelkalotte von der Sutura coronaria bis zur
Sutura lambdoidea. Die Haut wird nach lateral verlegt und der Kopf in Kieferfixierungen eingespannt.
Mithilfe von Wattestabchen wird das Periost stumpf abprapariert. Der darunterliegende Knochen
wird mit einer Knochenfrase auf der rechten Seite von der Sutura sagittalis entlang der Sutura
coronaria bis zum Musculus temporalis und dann nach kaudal und zur Sutura sagittalis zuriick
eroffnet. Dies ergibt ein Knochenfenster von circa 7x7 mm, bei dem allerdings eine diinne
Knochenlamelle auf dem darunterliegenden Hirngewebe bestehen bleiben sollte, um Gewebe mit
der Knochenfrase nicht zu verletzen. Dieses Knochenfenster wird mit einer Pinzette nach medial
aufgeklappt und der CCl-Impaktor auf dem parietalen Kortex so aufgesetzt, dass das Gewebe nicht
beschadigt wird, der Impaktorstempel aber komplett aufliegt. Der Durchmesser des Stempels betragt
3 Millimeter (mm), was einer ungefiahren Fliche von 7 mm? entspricht. Die Eindringtiefe wird mit
1,5 mm festgelegt und die Geschwindigkeit des Aufpralls mit 6 m/s bei einer Verweildauer von

150 ms bestimmt.

Nach der Applikation des Schadens erfolgt die Blutstillung, sowie ein sofortiger Verschluss des
Knochenfensters durch Zurickklappen in seine urspriingliche Position und Fixierung mit
Histoacrylkleber, um eine Verfadlschung der Ergebnisse durch eine Druckentlastung des Gewebes wie

bei einer Kraniektomie zu vermeiden. Zur Bestimmung der perikraniellen Temperatur wird eine
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Temperatursonde rechts lateral an der Kalotte entlang in den Musculus temporalis eingefiihrt und

nach der Messung wieder entfernt. Der Verschluss der Haut erfolgt mit Einzelknopfnahten.

Nach Ausspannen der Tiere aus dem Stereotaxierahmen werden diese in einen auf 35 (°C)

vorgeheiztem Inkubator verbracht und 1,5 h lang tGiberwacht und gewarmt.

3.4. Intervention

24 h nach der CCl-Applikation werden die Tiere der CCl Gruppen in die Propofol- oder in die
Lipofundingruppen randomisiert. Sie erhalten durch einen verblindeten Experimentator entweder
eine gewichtsadaptiere intravenodse Injektion von 10 Milligramm (mg) /Kilogramm (kg)
Kérpergewicht (KG) Propofol oder das adquivalente Volumen der Tragerldsung Lipofundin 20 %.
Propofol 1% wird im Verhaltnis 1:1 mit Lipofundin 20 % verdiinnt, um eine Konzentration von 5

mg/ml zu erhalten. Dann kénnen pro 10 g Kérpergewicht 20 pl Volumen injiziert werden.

Die Tiere werden dafiir unter einer Warmelampe gewarmt, damit die Schwanzvenen aufgrund der
warmebedingten Vasodilatation besser sichtbar werden. Sie werden dann in einen Restrainer
Uberfiihrt und nach der Schwanzveneninjektion bis zum Erwachen in einem 35 °C warmen Inkubator

liberwacht.

3.5. Motorfunktionsanalysen

Die motorischen Funktionen werden von einem komplexen Netzwerk unterschiedlicher Hirnareale
gesteuert, bei dem unter anderem Kortex, subkortikale Kerne, Kleinhirn und Hirnstamm sowie deren
verschaltende Bahnen beteiligt sind. Durch Verletzungen einer oder mehrerer dieser Strukturen
entstehen nach SHT motorische Defizite. (21) Beim CCl handelt es sich um ein lokal destruktives SHT-
Modell, bei dem vor allem der rechte Parietal- und Temporallappen betroffen ist. Um die
Auswirkungen des zugefligten Schadens quantifizieren zu konnen, bedient man sich verschiedener
Testsysteme, die die neuromotorischen Funktionen abbilden und Veranderungen aufzeigen kénnen.
Dabei wird vor Operationsbeginn zunadchst ein Basiswert erstellt, damit die individuellen

Unterschiede in der Leistungsfahigkeit einzelner Tierstimme berlicksichtigt werden kénnen (74).

3.5.1. Neurologic Severity Score

Der Neurologic Severity Score (NSS) ist ein Leistungstest, bei dem die neuromotorischen Fahigkeiten
untersucht und nach einem Scoringsystem bewertet werden. Urspriinglich wurde der Test zur
Bewertung des geschlossenen SHT der Ratte beim Fluid-Percussion-Modell entwickelt und fir die

Anwendung an Mausen modifiziert (195, 196). In 6 Aufgaben werden Koordination, allgemeines
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Verhalten, Motorik und Gleichgewicht beobachtet, und je nach Defizit kdnnen insgesamt maximal 16

Punkte vergeben werden.

1. Verlassen des Kreises
Das Versuchstier wird in die Mitte eines Kreises gesetzt, der im Durchmesser 24cm misst. Die Zeit, die
das Tier bendtigt, um die Grenze des Kreises mit beiden Vorderpfoten zu verlassen, ist maRgeblich

fir die Punktevergabe:

e <30s: 0 Punkte

e 31-60s: 1 Punkt

e 61-120s: 2 Punkte

e >121s: 3 Punkte
2. Reflexe

Uber dem Versuchstier wird mit den Hinden zusammen geklatscht. Dabei wird die Schreckreaktion,

meist bestehend aus einem Zusammenzucken, wie folgt bewertet:

e Schreckreaktion vorhanden: 0 Punkte
e Schreckreaktion abwesend: 1 Punkt
3. Allgemeines Verhalten
Das allgemeine Verhalten des Versuchstieres wird durch Defizite bei Erkundungsverhalten und

Geradeauslaufen bewertet.

e Erkundungsverhalten vorhanden: 0 Punkte

e Erkundungsverhalten abwesend: 1 Punkt

e Geradeauslaufen normal: 0 Punkte

e Geradeauslaufen defizitar: 1 Punkt
4. Koordination
Die Koordination des Versuchstieres wird mithilfe von Holzbalken definierter Breite getestet. Dabei
bleibt die Lange mit 50 cm gleich, die Breite wird zum Erhéhen des Schwierigkeitsgrades jedoch
verringert. Die MalSe betragen dabei 30 mm, 20 mm und 10 mm. Dabei wird bewertet, wie das Tier

in der Lage ist, den Balken zu liberqueren:

e ohne Defizit: 0 Punkte
e >1 Fehltritt: 1 Punkt
e Herunterfallen/Reglosigkeit: 2 Punkte
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5. Gleichgewicht
Das Versuchstier wird zuerst auf einen viereckigen, dann auf einen runden Holzstab von 0,5cm Breite
gesetzt. Es wird fir beide Formen jeweils beurteilt, ob das Tier sich mit allen 4 Pfoten mindestens

10 s an dem Stab festhalten kann:

e Festhalten mit 4 Pfoten tber 10 s moglich: 0 Punkte

e Festhalten mit 4 Pfoten Gber 10 s nicht moglich: 1 Punkt
6. Motorische Defizite
Die Beweglichkeit der GliedmaRen des Versuchstieres wird beurteilt und bewertet. Da beim CCl der
Schaden auf dem rechtsparietalen Kortex gesetzt wird, sind motorische Defizite linksseitig zu

erwarten. Dabei werden paretische Ausfalle bewertet:

e Keine Paresen: 0 Punkte

e Parese einer Pfote: 1 Punkt

e Hemiparese: 2 Punkte
3.5.2. Rotarod
Der Rotarod-Test ist ein standardisiertes System fir Mause und Ratten, mit dessen Hilfe
vestibulomotorische Defizite evaluiert werden kdonnen. Urspriinglich wurde er entwickelt, um die
motorischen Auswirkungen verschiedener Medikamente zu ermitteln, bevor er auch fiir das SHT-
Modell weiterentwickelt wurde. Mit dem Rotarod-Test lassen sich funktionelle motorische Defizite
gegenilber anderen etablierten Tests, wie dem Beam-Balance-Test oder dem Beam-Walking-Test,
langer und genauer beurteilen. Er ist am effizientesten an Tag 1-5 nach dem Schaden einsetzbar (197,

198).

Das System besteht flir Maduse aus einem festen rotierenden Kunststoffzylinder mit einem
Durchmesser von 3 cm, auf den das Versuchstier platziert wird. Da es seitlich durch Plastikscheiben
begrenzt wird, muss das Tier gegen die Rotation vorwarts laufen, wahrend das System linear von
4 Umdrehungen pro Minute (rpm, engl. rounds per minute) auf eine Geschwindigkeit von maximal
40 rpm innerhalb von 5 min beschleunigt. Unter diesem Kunststoffzylinder befindet sich ein Hebel,
bei dessen Berlihrung die Rotation und Zeit automatisch gestoppt werden. Fallt das Tier von der
zylindrischen Laufflache, fiihrt dies zur Auslosung des Hebels, die Zeit wird angehalten und der Test

ist beendet.

Der Rotarod-Test unterliegt Veranderungen durch Lernprozesse der Versuchstiere. Daher missen die
sie vor den eigentlichen Untersuchungen in verschiedenen Ubungsdurchldufen trainiert werden.
Damit die Tiere den Ablauf kennenlernen kénnen und es keine lernbedingten Verfadlschungen gibt,

werden am Tag vor der Operation insgesamt 4 Testdurchldaufe durchgefiihrt. Praoperativ werden am
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Tag der Operation in zwei Testdurchlaufen die Werte ermittelt, um schlieRlich an Tag 1 und Tag 3 in

ebenfalls je zwei Durchldufen das funktionelle Outcome der Versuchstiere erfassen zu kénnen.

3.6. Euthanasie und Hirnentnahme

Nach 72 h werden die Versuchstiere zur Gehirnentnahme euthanasiert. Dazu wird eine Narkose mit
4 % lsofluran und 1| Raumluft eingeleitet und die Tiere werden mittels Dekapitation getotet. Zur
Hirnentnahme wird ein mediansagittaler Hautschnitt Gber der Schadelkalotte gesetzt und diese dann
frei prapariert. Mit einer Schere wird die Kalotte aufgebrochen und die Dura Mater sorgfiltig
durchtrennt, insbesondere im Bereich des Sinus sagittalis und des Tentorium cerebelli, da diese
Strukturen durch ihre Lage das Gehirn bei Enthahme beschadigen kénnen. Nach dieser Praparation
kann das Gehirn vorsichtig mit einem stumpfen Spatel heraus gehoben werden. Zum zigigen

Durchfrieren wird das Gehirn zunachst auf Trockeneis verbracht und dann bei -30 °C gelagert.

3.7. Kryoprozessierung und Firbungen

3.7.1. Kryoschnitte

Zunachst werden die gefrorenen Gehirne in dem Einbettmedium NEG50 im rechten Winkel zur Klinge
des Kryostats fixiert und dann vollstandig und luftblasenfrei umhiillt, um sie so schneiden zu kénnen.
Nachdem das Medium komplett durchgefroren ist, wird nach dem laboreigenen Schnittprotokoll
vorgegangen. Dabei werden zwei Mal 5 Objekttragersets bereit gelegt und beschriftet. Die erste
Reihe (A) enthalt die Schnittebenen 1-10, die zweite (B) die Ebenen 11-16. Zunichst wird das
Praparat zum Schneiden der Trimmschnitte in die Halterung eingespannt. Diese werden bis Bregma
+3,1 mm geschnitten, und die dort befindliche Ebene als Ebene 1 definiert (entspricht O um). Von
dort aus werden alle 500 um insgesamt auf 16 Ebenen 5 Schnitte mit einer Dicke von 10 um
angefertigt. Ab Ebene 6 (bei 2500 um) bis Ebene 13 (bei 6000 um) werden zudem je 4 Trimschnitte
mit einer Schnittdicke von 60 um entnommen. Dabei werden die Ebenen 2500 um, 3500 pm,
4500 um und 5500 um der Reihe A zugeordnet fir die RNA-Extraktion und die Ebenen 3000 um,
4000 pm, 5000 pm und 6000 um der Reihe B fiir die Protein-Analytik. Die Trimschnitte einer Ebene
werden in gleicher Ausrichtung sorgfaltig aufeinander gestapelt und das ventrale Drittel mit einer
Klinge abgetrennt und verworfen. Der Ubriggebliebene dorsale Anteil wird in der Mitte zwischen der
linken und rechten Hemisphdre durchgeschnitten und jede Seite jeweils in ein Kryordhrchen

gegeben. Diese werden dann bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C eingelagert.
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3.7.2. Fiarbungen

Zum Farben des Hirnnervengewebes und nachfolgender Schadensvolumenbestimmung verwendet
man die sogenannte Nissl-Farbung, die mit Hilfe von Kresylviolett durchgefiihrt wird. Dabei bindet
das basische Kresylviolett an die negativ geladenen Anteile von DNA und RNA und macht so Zellkerne

und endoplasmatisches Retikulum (in Form der ,, Nissl-Schollen) sichtbar. (199)

Zur Herstellung werden 5 g Kresylviolett mit 100 ml 100 %igem Ethanol vermischt und bei 50 °C fir
30 min mit dem Magnetriihrer aufgeldst. Die entstandene Losung wird mit destilliertem Wasser auf
500 ml Gesamtvolumen aufgefiillt und anschlieBend filtriert, um feste Riickstande zu entfernen. Die
zu farbenden Schnitte werden nach einer 30 minitigen Trocknungszeit bei Raumluft zunachst fir
2 min in 70 %iges Ethanol getaucht, gefolgt von einem Tauchbad in der Kresylviolett-Losung fir
10 min. Danach werden sie zwei Mal in destilliertem Wasser gewaschen, um (iberschiissige
Farbeldsung zu entfernen und dann zuerst in 70 %igem, dann in 96 %igem Ethanol zur Entwasserung
jeweils zwei Mal kurz eingetaucht. Fixiert wird die Farbe durch Roti®-Histol ebenfalls in einem
Tauchbad, einmal fiir 5 min und einmal fiir 2 min. Die fertig gefarbten Schnitte kénnen dann mit

Roti®-Histokitt konserviert und mit einem Deckglas abgedeckt werden.

3.8. Volumetrie

Zur Vermessung werden die gefarbten und konservierten Schnitte mit der Mikroskopiekamera
aufgenommen und mit Hilfe der ZEN®-Software ausgemessen. Das gesunde Gewebe ist dabei
erkennbar als eingefarbt, da es die Farbung mit Kresylviolett angenommen hat, wahrend sich das
Schadensareal als ungefarbt darstellt. Zunachst werden die Gesamtflachen beider Hemispharen
sowie die Flache des gesunden Anteils der rechten Hemisphdre ermittelt. Die Flache des
Schadensareals (A) wird dann aus diesen Werten errechnet, indem von der Gesamtflache beider
Hemispharen die Flache des gesunden Anteils der rechten Hemisphdre abgezogen wird. Das
Schadensvolumen (V) wird dann aus den Schadensarealen der Ebenen 1-16 errechnet, die man mit

dem Abstand der Ebenen zueinander (500 um) multipliziert.

Dies entspricht folgender Formel: V=31Ax500um
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3.9. Protein-Analytik

3.9.1. Proteinextraktion

Fir die Proteinextraktion werden Eppendorfer ReaktionsgefdRe nach Beschriftung tariert und mit
den wahrend des Schneidprozesses gewonnenen Gewebeproben der ipsi- und kontralateralen
Kortexquadranten befillt und gewogen, um dann eine gewichtsadaptierte Lyse mit 5 ul RIPA-Puffer
pro pg Protein durchzufiihren. Zudem werden Protease- und Phosphataseinhibitoren hinzugefiigt,
um einer sekundadren Degradation entgegenzuwirken. Die Proben werden zunachst gut durchmischt
und dann 30 min auf Eis inkubiert. Wahrenddessen werden sie alle 10 min durchmischt. Die
ReaktionsgefdRe werden nun gleichmaRig in die Zentrifuge eingeordnet und 20 min bei 4 C und
14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand mit den darin gelésten Proteinen kann nun in neue

Eppendorfer ReaktionsgefdaRe abpipettiert werden.

3.9.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wird die photometrische Proteinbestimmung nach Lowry
verwendet. Dazu werden jeweils 2 ul der Proteinproben mit 18 ul destilliertem Wasser in
ReaktionsgefdlRe pipettiert und homogenisiert. Fiir die Konzentrationsreihe wird eine 96 Well-Platte
verwendet und jeweils 5 ul der verdiinnten Proteinproben sowie 5 ul einer Standardreihe Proteine
mit definiertem Proteingehalt pipettiert. Dazu wird jeweils 25 pl einer vorher angefertigten Losung
Reagent A und Reagent S gegeben, die im Verhaltnis 50:1 gemischt wurden, sowie 200 ul Reagent B.
Die Proteinproben koénnen dann entsprechend der ermittelten Werte auf eine einheitliche

Proteinkonzentration verdiinnt werden.

3.9.3. IgG-Dotblot

Fur den 1gG-Dotblot werden die Proben auf eine gleiche Proteinkonzentration von 2,5 pug/p mit
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) eingestellt. Hierzu werden die gewonnenen Proteinproben
entsprechend dem vorher in der Proteinanalyse berechneten Pipettierschemas in 0,5 ml Eppendorfer
GefaRe pipettiert und mit PBS aufgefllt, so dass insgesamt 10 ul Volumen in jedem Gefal3 enthalten
sind. Vor der Entnahme muss jede Probe mit dem Vortexer durchmischt werden. Nach dem
Pipettieren und Zusammenfiihren mit PBS wird ebenfalls gevortext und zentrifugiert. Auf eine
Nitrozellulose-Membran werden 2 ul jeder Proteinprobe als Tropfen aufgetragen, was jeweils 5 ug
Protein entspricht. Nach einer 90 miniitigen Trocknungszeit wird die Membran mit 2,5 %iger
Magermilch und TBS fiir 1 hin den Schiittler gelegt, um sie zu blockieren und danach drei Mal fir
5 min mit TBST ausgewaschen. Dem Waschen folgt eine Inkubation mit dem entsprechenden
Sekundarantikorper (Ziege-Anti-Maus) in einer Konzentration von 1:15000 in 2 %iger Magermilch mit

TBST lichtgeschiitzt im Schittler fir 1 h bei Raumtemperatur. Danach wird die Membran erneut zwei
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Mal fir 5 min. mit TBST gewaschen und die Fluoreszenz der Proteinproben im Odyssey Imaging

System detektiert.

3.9.4. Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese werden die vorhandenen Proteine entsprechend ihrer GréRe aufgeteilt
und getrennt. Standard ist hierfiir die SDS-PAGE (engl. sodium dodecy! sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis). Dies ist eine Gelelektrophorese, bei der der Laufpuffer das negativ geladene Tensid
Natriumdodecylsulfat (SDS) enthalt, das durch Bindung an die Proteine zu einem negativ geladenen
Komplex flihrt, sodass sie ladungsgleich im elektrischen Feld wandern konnen. Trennmedium ist bei
diesem Verfahren ein Gel auf Polyacrylamidbasis, das je nach der zu untersuchenden Proteingrél3e

unterschiedlich dicht vernetzt hergestellt werden kann. (103)

Fir die Herstellung der Gele werden zwei abgedichtete Glasplatten mit Abstandshaltern aus
Kunststoff so zusammengebaut, dass dazwischen ein Hohlraum entsteht, in den die Gele eingegossen

werden. Entsprechend den laboriiblichen Rezepten werden je 2 Gele angemischt:

Trenngel 10% Sammelgel

8 ml H20 5mlH20

5 Trenngelpuffer 2,5 ml Sammelgelpuffer
6,5 ml Acrylamid (Rotiphorese 30) 2,5 ml Acrylamid

300 pl APS 150 pl APS

7,5 pl TEMED 5 ul TEMED

Tabelle 10: Zusammensetzung Polyacrylamidgele

Nachdem das Trenngel zwischen die Platten gegossen wurde, wird die Oberflache mit Isopropanol
abgedeckt, um die Oberflache des Gels zu glatten. Sobald dies ausgehartet ist, kann das Sammelgel
darauf gegossen und vor dessen Aushartung ein 17er Kunststoffkamm eingesteckt werden, der die

Vertiefungen fiir das Einfiillen der Proteinproben bildet.

Entsprechend des Pipettierschemas werden 50 pg Protein mit PBS auf 12 ul Volumen aufgefullt und
mit 4 ul vierfachem Ladungspuffer in 1,5 ml Eppendorfer GefaRe pipettiert. Dies wird flir 5 min bei
95 °C erhitzt, um die Proteine thermisch zu denaturieren. Durch das im Ladungspuffer enthaltene
3-Mercaptoethanol werden zudem die Disulfidbriicken in den Proteinen geldst, was sie schlieRlich in

ihre Primarstruktur Gberfihrt.

Die Gele werden dann fir die eigentliche Elektrophorese in eine Elektrophoresekammer
eingespannt, die mit 0,1 %igem SDS-Laufpuffer befillt wird. Nach Entfernung der Kimme werden die
Proteinproben in die entstandenen Taschen pipettiert. In eine der Taschen wird ein Prestained
Marker gegeben, der als Proteingemisch mit definierter GroRe den Fortschritt der Auftrennung

anzeigt und als GroRenvergleich zu den anderen Proteinen dient. Die Elektrophorese wird mit einer
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konstanten Stromstarke von 60 Milliampere (mA) fiir 75 min durchgefiihrt, bis der Prestained Marker

vollstandig aufgetrennt ist.

3.9.5. Western Blot
Nachdem die Proteine ihrer GréRe nach bei der Gelelektrophorese aufgetrennt wurden, werden sie
beim Western Blot auf eine Tragermembran aus Nitrozellulose Gbertragen und kénnen darauf dann

detektiert und so sichtbar gemacht werden (200).

Dafiir werden in einem speziellen Rahmen ein Schwammchen, zwei Filterpapiere, das Acrylamidgel
aus der Elektrophorese, eine Nitrozellulosemembran, zwei Filterpapiere und ein Schwammchen
sorgfaltig und ohne Luftblasen aufeinander geschichtet. Die einzelnen Komponenten werden vor
dem Schichten zunichst mit Blotpuffer getrinkt und nach Uberfiilhrung des Rahmens in eine
Blotkammer mit Blotpuffer aufgegossen. Fiir den Elektrotransfer wird ein elektrisches Feld mit
380 mA flir 90 min an die Kammer angelegt, sodass die negativ geladenen Proteine zur Anode
wandern kdnnen und vom Gel auf die Membran Gbertragen werden. Wahrend dieser Zeit wird die
Kammer mit einem Kiihlpad gekiihlt und der Blotpuffer mithilfe eines Magnetriihrers gemixt, um die
Kihlung gleichmaRig zu gewahrleisten. Danach wird die Nitrozellulosemembran entnommen und mit
dem Farbstoff Ponceau S eingefarbt, was die Proteinbanden sichtbar macht und als reversible
Erfolgskontrolle des Blots dient. Nach dem Auswaschen des Farbstoffs muss die
Nitrozellulosemembran als Schutz vor Kontamination gegen unspezifische Proteinbindungen mit
Milchprotein geblockt werden. Dies geschieht mit 2,5 %iger Magermilch in TBST fir 1h bei
Raumtemperatur, gefolgt von dreimaligem Waschen in TBST fir je 5 min, um das nicht gebundene
Uberschissige Milchprotein wieder zu entfernen. Die Membranen werden bei in einer
Primarantikorperlosung Gber Nacht bei 4 C inkubiert. Nach der Inkubation werden die Membranen
erneut drei Mal fur je 5 min gewaschen, um Rickstdande zu entfernen. Die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper erfolgt dann fiir 1 h bei Raumtemperatur. Die verwendeten Antikoérper und ihre
Konzentration sind in Tabelle 6 aufgefiihrt und werden vor Verwendung in 2,5 %iger Magermilch und
TBST gelost. Die Inkubationsschritte erfolgen jeweils auf dem Schiittler, damit eine gleichmaRige

Verteilung gewahrleistet wird.

Nachdem die Membranen erneut 2 Mal fiir je 5 min in TBST ausgewaschen wurden, kann der
Fluoreszenzfarbstoff, der an die Sekundarantikérper gekoppelt ist, mithilfe des laboriblichen
Detektionsverfahrens (Odyssey®) ermittelt und die Proteinbanden so nachgewiesen werden. Rot
wird dabei bei 680 nm gemessen und Griin bei 800 nm. Als Kontrollprotein zur Auswertung wird das
in der Expression stabile GAPDH verwendet. Dabei wird computergestiitzt das Verhaltnis aus GAPDH

und jeweils dem zu analysierenden Protein gebildet und normalisiert.
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3.10. RNA-Analytik

3.10.1. RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion der gesammelten Gewebeproben erfolgt anhand des laboriblichen Protokolls
mit dem Phenol-Chloroform-Extraktionsverfahren. Daflir werden 2 ml Eppendorfer GefalRe mit 0,9 ml
Quiazol-Reagenz befiillt und das zu extrahierende Gewebe sowie eine Metallkugel hinzugegeben, um
dann im MasterMill-Gewebshomogenisator zweimal fiir je 1 min bei 20 Hertz homogenisiert zu
werden. Nach 5 minitiger Inkubation bei Raumtemperatur werden 100 pul gDNA-Eliminator
hinzugegeben, damit die in der Gewebeprobe vorkommende gDNA entfernt wird. Dies wird 15 s mit
dem Vortexer vermischt. Danach werden 180 pl Chloroform hinzugefiigt, welches gemeinsam mit
dem Phenol aus dem Quiazol-Reagenz Proteine |6st. Nach Zugabe des Chloroforms wird erneut fir
15s lang durch vortexen durchmischt und 2-3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch
15 minitiges Zentrifugieren bei 4 °C und 12000 g werden die Proben in 3 Phasen aufgetrennt: die
farblose, wassrige Phase mit der enthaltenen RNA, eine weiRe Interphase, die die DNA enthalt und
eine rote, organische Phase, die lipophil ist und vor allem aus der Phenol-Chloroform-Mischung und

Proteinen besteht.

Zur Fallung der RNA wird die wassrige Phase vorsichtig abpipettiert und in neue Eppendorfer Gefille
mit 600 pl Ethanol vermischt. Bis zu 700 ul dieser Proben werden in die vorher beschrifteten
Trennsiulen gegeben und bei 8000g 15s lang zentrifugiert. Dabei bindet die RNA an die
Silicamembran der Trennsdulen. Um Verunreinigungen zu entfernen, wird zunachst 700 pl
RWT-Puffer und dann mit 500 ul RPE-Puffer in die Trennsdulen pipettiert und dann ebenfalls bei
8000 g zentrifugiert. Zum Trocknen der Membran wird zunéchst eine weitere Waschung mit 500 pl
RPE-Puffer vorgenommen, bei der mit 8000 g fiir 2 min lang zentrifugiert wird und darauf in neuen

Sammeltubes bei maximaler Leistung 1 min zentrifugiert, um letzte Reste zu trocknen.

Nach der Trocknung der Membran werden die Spin-Réhrchen in neue Sammeltubes gestellt und
30 ul RNAsefreies Wasser genau auf die Membran pipettiert und dies bei 8000g fur 1 min
zentrifugiert, um die RNA aus den Membranen heraus zu I16sen. Aus diesem Eluat wird photometrisch

die Konzentration der gewonnenen Gesamt-RNA bestimmt.

3.10.2. cDNA-Synthese
Die komplementdre DNA (cDNA) wird mithilfe des Enzyms Reverse Transkriptase aus der
gewonnenen RNA umgeschrieben, um sie spater in einer PCR analysieren zu konnen. Hierzu wird das

QuantiTec Reverse Transcription Kit von Quiagen nach Standardprotokoll verwendet.

Grundsatzlich wird dafiir auf Eis gearbeitet. Die RNA-Proben werden zunachst aufgetaut und dann

den photometrisch bestimmten Konzentrationen entsprechend jeweils 0,5 ug RNA zusammen mit
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RNAse freies Wasser in Eppendorfer Gefilde gegeben, bis ein Gesamtvolumen von 12 ul entsteht. In
Jede Probe wird jeweils 2 pl gDNA-Eliminationspuffer hinzugefligt und dann 8 min bei 42 °C inkubiert,

um eventuelle Verunreinigungen mit gDNA zu eliminieren.

Fir die reverse Transkription wird ein Mastermix hergestellt. Dieser besteht aus 1 ul reverse
Transkriptase, 4 pl zugehoriger Puffer und 1 pl Primermix. Davon wird jeweils 6 pl zu jeder RNA-
Probe hinzugefiigt, sodass ein Gesamtvolumen von 20 pl entsteht. Nach Durchmischung der Proben
werden sie flir 30 min bei 42 °C inkubiert, so dass die reverse Transkription stattfinden kann und
sofort wieder auf Eis herunter gekiihlt. Zur Inaktivierung des Enzyms reverse Transkriptase werden
die Proben danach auf 95 °C erhitzt und fur 3 min inkubiert. Nach erneutem Herunterkiihlen auf Eis
werden alle Proben im Verhaltnis 1:1 mit RNAse freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 40 ul

verdiinnt. So kann die hergestellte cDNA bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert werden.

3.10.3. Quantitative Echtzeit Polymerasekettenreaktion
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur in-vitro Vervielféltigung einzelner DNA-
Sequenzen mithilfe des Enzyms Polymerase. Dies fiihrt zu einer Kettenreaktion, bei der durch

exponentielle Vervielfaltigung auch schon kleine Mengen DNA nachgewiesen werden kénnen.
Dazu bendtigt man:

e den entsprechenden DNA-Strang (Matrize)

e eine thermostabile DNA-Polymerase (z.B. aus dem hitzestabilen Bakterium Thermophilus
aquaticus isoliert)

e 2 spezifische Primer zur Markierung des 3‘- und des 5‘-Endes (Sense und Antisense-Primer)

e Desoxyadenosin-, Desoxyguanin-, Desoxycytosin- und Desoxythymidintriphosphat als Edukte

far die DNA-Polymerase

Die doppelstrangige DNA wird zunachst auf ca. 95 °C erhitzt und damit denaturiert. Dabei werden die
Wasserstoffbriicken zwischen den Einzelstrangen aufgebrochen, sodass sie voneinander getrennt
werden. Flr das Annealing (Primer-Hybridisierung) wird das Reaktionsgemisch auf 58 °C herunter
geklhlt, damit die spezifischen Primer an den komplementdaren DNA-Abschnitt binden kdnnen. So
wird nur der von den Primern eingefasste Abschnitt der DNA amplifiziert. Die Extension findet durch
den Zusatz von DNA-Polymerase und Desoxyribonukleotiden statt, wodurch die beiden Einzelstrange
nun zum jeweiligen Doppelstrang komplementiert werden. Dieser Reaktionszyklus aus
Denaturierung, Annealing und Extension wiederholt sich danach mehrfach und automatisiert.

Dadurch ergibt sich eine exponentielle Zunahme der zu amplifizierenden DNA.
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Bei der quantitativen EchtzeitPCR (gqRT-PCR) wird in Echtzeit die absolute Menge der amplifizierten
DNA gemessen. Dies erfolgt anhand der emittierten Fluoreszenz, die von zugegebenen
Fluoreszenzfarbstoffen oder Hybridisierungssonden ausgeht. Im laboriblichen Standardprotokoll
wird der Farbstoff SYBR-Green verwendet, der unspezifisch an jede DNA bindet, sowie als
Hybridisierungssonden spezifische Oligonukleotide, die nebeneinander spezifisch an eine Zielsequenz
binden und bei erfolgreicher Bindung Licht emittieren, welches computergestiitzt (Light Cycler 480
Software) detektierbar ist. Da die Messung am Ende der Annealing-Phase in jedem Zyklus in Echtzeit
stattfindet, kann eine typische sigmoidale Fluoreszenzkurve fiir jede Probe bestimmt werden. Die
Software kann daraus einen Umschlagspunkt ermitteln, der im Vergleich zu einer Standardkurve
normalisiert wird. Dadurch kann die Konzentration an amplifizierter DNA quantifiziert werden.
Zusatzlich wird jedes untersuchte Target gegen ein Haushaltsgen normalisiert. Im Standardprotokoll
wird als Haushaltsgen Peptidylprolyl Isomerase A (PPIA) eingesetzt, da dies kontinuierlich exprimiert

wird und auch nach CCl keinen Schwankungen unterliegt.

Fiir die Durchfiihrung der qRT-PCR mit SYBR-Green-Farbstoff wird ein Mastermix aus 5 pl Master
SYBR-Green, jeweils 0,25 ul Sense- und Antisense-Primer und 3,5 ul H,0 hergestellt. Im Falle der
Benutzung von Hybridisierungssonden werden 5ul spezifischer Assaymix, jeweils 0,25 ul Sense- und

Antisense-Primer, jeweils 0,5 ul bendtigte Hybridisierungssonden und 2,5 pl H,0 verwendet.

In jedes Well einer 96-Well Platte werden nun 9 pl Mastermix und 1 pl cDNA pipettiert und dann die
Platte mit Klebefolie verschlossen, 2 min bei 1500 rpm zentrifugiert und dann im Light Cycler 480
gemessen. Dabei wird immer eine Duplikatbestimmung jeder Probe durchgefihrt und daraus der

Mittelwert gebildet.

3.11. Statistische Auswertung

Flir die statistische Auswertung und die graphischen Darstellungen wurde die Graphpad Prism
Software Version 7.0 verwendet. Die Untersuchung der Daten auf Normalverteilung erfolgte mittels
Shapiro-Wilk-Testung. Statistische Ausreiller wurden durch Anwendung des ROUT-Tests mit einem
Q-Wert von 1 % ermittelt. Normalverteilte Daten wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse (engl.
One Way ANOVA) analysiert und anschlieBend mit Hilfe des Tukey-Kramer-Tests korrigiert. Das
Signifikanzniveau betrdagt a =5 %. Nicht normalverteilte Daten wurden mittels Kruskal-Wallis-Test

getestet und korrigiert nach Dunn, ebenfalls zu einem Signifikanzniveau von a =5 %.

In den folgenden Abbildungen sind p-Werte < 0,05 mit *, p-Werte < 0,01 mit **, p-Werte < 0,001 mit

*** und p-Werte < 0,0001 mit **** dargestellt.
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4. Ergebnisse

Im Folgenden werden alle Ergebnisse als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts angegeben
(gerundet auf zwei Nachkommastellen) und mittels Balkendiagramm dargestellt. Bei allen RNA- und
Proteinanalysen werden die Ergebnisse zu der entsprechenden Gruppe der Nativtiere normalisiert.
Bei den entsprechenden Analysen wurden die Nativtiergruppen ebenfalls auf signifikante
Unterschiede untersucht. In keiner RNA- oder Proteinanalyse konnten signifikante Unterschiede

zwischen den Nativtier-Kontrollgruppen festgestellt werden.

Aus der Nativtier-KO-Gruppe wurde ein Tier aus den Analysen ausgeschlossen, da sich bei der
Genotypisierung nach Euthanasie herausstellte, dass es heterozygot fiir die Mutation war. Bei den
WT-Interventionsgruppen ist jeweils ein Tier im Rahmen der Versuche gestorben und konnte daher

nicht in die Analysen eingeschlossen werden.

Die eingesetzten Tiere werden mit WT (Wildtyp) und KO (Knockout) abgekiirzt und mit Lipo

(Lipofundin) oder Prop (Propofol) fir die jeweilige Interventionsgruppe.
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4.1. Physiologische Parameter

4.1.1. Korpergewicht und Temperatur

Die Gewichtsentwicklung wurde als Parameter fiir das allgemeine Wohlbefinden der Tiere bestimmt.

Angegeben ist die prozentuale Gewichtsabnahme 72 h nach CCl im Vergleich zum prdoperativen

Gewicht. Es bestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

Die perikranielle Temperatur wird wahrend der Operation mittels einer Sonde im Musculus

temporalis gemessen um eine mogliche neuroprotektive Hypothermie zu erkennen. Auch sie

unterscheidet sich zwischen den Gruppen nicht signifikant.

Parameter WT Lipo KO Lipo WT Prop KO Prop
Gewichtsabnahme [%] -6,18 £ 1,35 -6,5+1,19 -4,67 £ 1,32 -7,57+1,1
Perikranielle Temperatur [°C] 34,43 +£0,16 34,8+0,1 34,46 £ 0,07 34,76 £ 0,17
Tabelle 11: Ergebnisse Kérpergewicht und Temperatur
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Abbildung 3: Ergebnisse Kérpergewicht und Temperatur

a) Gewichtsabnahme 72 h nach CCl im Vergleich zum prdoperativen Gewicht

b) Perikranielle Temperatur periprozedural mittels Sonde im Musculus temporalis gemessen
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4.1.2. Narkosetiefe

Die Narkose der Tiere wurde klinisch (iberprift und in einem numerischen System erfasst. Dabei
steht -1 flir das schlafende Tier, O flr das normal wache Tier und +1 fir das agitierte Tier. Dieses
Zahlensystem soll nur die Darstellung im Diagramm erleichtern und zeigt keine weitere Wertung der
Narkosetiefe auf. Dabei hat sich gezeigt, dass alle Tiere, die Lipofundin erhalten haben, auch
tatsachlich wach waren und alle Tiere aus der Wildtypgruppe, die Propofol erhielten, in Narkose
waren. Die Tiere der KO-Gruppe zeigten eine Agitation. Die auffallige Standardabweichung im
Diagramm lasst sich dadurch erklaren, dass drei Tiere aus dieser Gruppe auf Propofol mit einer

Narkose reagierten und erst nach Erwachen agitiert waren.
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Abbildung 4: Narkosetiefe
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4.2. Motorfunktion

Die Motorfunktion wird mittels NSS und Rotarod getestet. Beim NSS bedeutet ein héherer Punktwert

eine groBere Beeintrachtigung der neurologischen Fahigkeiten. Der Rotarod zeigt die Verweildauer

des Tieres auf dem Testgerat auf, die bei einer neurologischen Beeintrachtigung kiirzer ist als vor der

Operation. Verglichen werden hier die ermittelten Werte 72 h nach CCl abziiglich der praoperativen

Werte, um bei der Darstellung der Verschlechterung die individuellen Unterschiede der Tiere vor der

Operation nicht mit einflieen zu lassen. Es bestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen. Abbildung 5b) ist ausnahmsweise als Boxplot dargestellt, um die Schwankung um den Wert

0 besser darzustellen.

Parameter WT Lipo KO Lipo WT Prop KO Prop
Punktwert im NSS an Tag O 0,4+0,3 1,3+0,4 09+0,4 0,7+0,4
Punktwert im NSS an Tag 3 2,4+0,5 2,5+0,5 3,4+0,4 2,8+0,5
NSS A(Tag 3 zu Tag 0) 2+0,7 1,2+0,7 2,6+0,5 2,1+£0,5
Laufzeit auf dem Rotarod [s] | 25,3 +2,7 349+3,3 24,6 £4,5 18,9+1,9
anTagO0
Laufzeit auf dem Rotarod [s] | 26,9 + 4,8 24,1+5,4 26,6 £8,5 20,2 £5,2
anTag3
Laufzeit auf dem Rotarod [s] | 1,6 +4,1 -10,8+5,5 2+6,0 1,3+5,3
A(Tag 3 zu Tag 0)
Tabelle 12: Verdnderung der Motorfunktion im Vergleich zu praoperativ
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Abbildung 5: Motorfunktionsanalysen

a) Veranderung im NSS Tag 3 zu Tag 0

b) Veranderung im Rotarod Tag 3 zu Tag O

b)
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4.3. Volumetrie und Apoptosemarker

Fiir die Bestimmung des Schadensvolumens wurden die mit Kresylviolett angefertigten Schnitte
mikroskopisch ausgemessen, um zu ermitteln, ob Propofol einen Einfluss auf die GrolRe des globalen
Schadens der einzelnen Gruppen hat. Das basische Kresylviolett bindet an die negativ geladene RNA,
was die Farbung und Unterscheidung von vitalem zu nicht-vitalem Gewebe ermoglicht. Das

Lasionsvolumen unterscheidet sich dabei nicht signifikant zwischen den Gruppen.

Als Apoptosemarker wurden die 145/150 kDa all-Spektrin-Spaltprodukte gewdhlt. Spektrin ist ein
Zytoskelettprotein, das bei Zellschdadigung im Rahmen des programmierten Zelltods Calpain- und
Caspase3-induziert gespalten wird. Dabei entstehen Fragmente mit 145 und 150 kDa. Diese
Spektrinproteolyse findet man sowohl bei einer Reihe von neurodegenerativen Erkrankungen als
auch bei akuten Ereignissen wie SHT, weshalb Spektrin-Spaltprodukte als Biomarker fiir apoptotische
Vorgange nach SHT mittels Western Blot untersucht werden konnen (201, 202). Auch in dieser

Schadensanalyse konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen aufgezeigt

werden.
Parameter WT Lipo KO Lipo WT Prop KO Prop
Schadensvolumen [mm?] 30,07+1,71 | 30,59+2,01 | 28,89+1,99 | 31,03+1,34

145/150 kDa Spektrin-Spaltprodukte | 11,79 + 0,88 | 10,24 £+ 0,83 | 11,08 £ 0,47 | 13,99 £ 1,26

Tabelle 13: Volumetrie und Apoptosemarker als Vielfaches der Nativtiere
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Abbildung 6: Volumetrie und Apoptosemarker
a) Schadensvolumen in mm3

b) 145/150 kDa all-Spektrin-Spaltprodukte
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4.4. Neuroinflammation

Als Reaktion auf ein SHT werden Gliazellen aktiviert, Entziindungsmediatoren freigesetzt und
periphere Immunzellen rekrutiert. Es kdonnen zwar alle Zelltypen, die im Gehirn vorkommen,
proinflammatorische Zytokine produzieren, aber die wichtigste Population bei der immunologischen
Antwort auf Verletzungen ist die der Mikroglia. Sie regulieren proinflammatorischen Zytokine wie
IL-16, IL-6 und TNF-a herauf und setzen damit eine Signalkaskade in Gang, die eine wichtige Rolle bei

der Entstehung des Sekundarschadens spielt (203, 204).

Die Expression dieser Zytokine steigt am dritten Tag nach SHT gegeniber den Nativtieren deutlich an
und zeigt eine massive posttraumatische Inflammationsreaktion. Bei der Expression von IL-6 ist in der
KO-Gruppe mit Propofolintervention gegeniber der WT-Gruppe mit Propofolintervention ein
signifikanter Unterschied feststellbar (p=0,005). Ansonsten sind keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen erkennbar. Auch die Expression der anderen Zytokine unterscheiden sich

nicht signifikant in den einzelnen Gruppen.

Die mikroglialen Polarisationsmarker iNOS und Arg-1 werden im Rahmen von traumatischen
Hirnverletzungen vermehrt exprimiert. Dabei katalysiert die iNOS Stickstoffmonoxid aus der
Aminosaure Arginin im Rahmen der Neuroinflammation und Immunabwehr, wahrend eine
Uberexpression von Arg-1 als Konkurrent um das gemeinsame Substrat Arginin die KontusionsgréRe
signifikant verringern kann (124). Die Expression beider Enzyme unterscheidet sich nicht signifikant

zwischen den CCl Gruppen.

Parameter WT Lipo KO Lipo WT Prop KO Prop
IL-18 (RNA) 11,78 +1,08 | 9,86+0,79 8,88+0,73 9,66 + 0,81
IL-6 (RNA) 35,61+6,49 |49,69+7,34 |23,04+2,1 57,97 £ 8,55
TNF-a (RNA) 55,92+587 |60,11+6,73 |49,08+1,65 |56,78+5,57
iNOS (RNA) 3,97 10,29 3,74+ 0,32 3,89+0,25 4+0,22
Arg-1 (RNA) 457 £72,71 412 £ 42,68 385,1+47,77 | 459,2 + 31,57

Tabelle 14: Proinflammatorische Zytokine und mikrogliale Polarisationsmarker als Vielfaches der Nativtiere
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Abbildung 7: Proinflammatorische Zytokine
a) IL-18 mRNA-Expression 72 h postoperativ
b) IL-6 mRNA-Expression 72 h postoperativ
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4.5. BHS-Storung

Der IgG-Dotblot wird als Parameter fiir eine gestorte BHS herangezogen, da durch die Stérung der
Integritat eine Extravasation von Serumproteinen wie IgG stattfindet und im Schadensgewebe mittels
Dotblot detektiert werden kann (181). Es kann kein signifikanter Unterschied beim Vorkommen von

IgG zwischen den untersuchten Gruppen nachgewiesen werden.

Parameter WT Lipo KO Lipo WT Prop KO Prop

IgG-Dotblot 7,89+0,91 560,43 6,5+0,65 5,6+0,67

Tabelle 15: IgG-Dotblot als Vielfaches der Nativtiere als Marker fiir eine BHS-Storung

-
L3,
1

_|

T

Immunglobulin G
[normalisiert zu nativ]
[,
1

o

WT KO WT KO
Lipo Lipo Prop Prop
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4.6. P75NTR-Signalweg

Der 75 kDa groRe Neurotrophin-Rezeptor ist tiber verschiedene Mechanismen entweder an pro- oder

antiapoptotischen Signalwegen beteiligt (s. Abschnitt 2.5.4.2).

BDNF ein Neurotrophin, das

gemeinsam mit seinem Vorlaufer proBDNF den p75NTR-Signalweg reguliert und damit einen Einfluss

auf das posttraumatische Schadensvolumen haben kann (9). Weder die Propofolgabe noch die

genetische Veranderung des GABAs-Rezeptors fithren zu einer signifikanten Regulation des

p75NTR/BDNF-Signalweges.

Parameter WT Lipo KO Lipo WT Prop KO Prop
P75NTR (RNA) 1,23 +0,15 1,23 +0,25 1,18+0,12 1,38+0,2
BDNF (RNA) 0,55+ 0,04 0,55 +0,04 0,52 + 0,05 0,59 + 0,05
P75NTR (Protein) 0,92 + 0,08 0,76 +£0,02 0,8+0,04 0,89 + 0,06
Tabelle 16: Marker des p75NTR-Signalweges als Vielfaches der Nativtiere
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Abbildung 10: Marker des p75NTR-Signalweges

a) P75NTR mRNA-Expression 72 h postoperativ

b) BDNF mRNA-Expression 72 h postoperativ

c) P75NTR Proteinlevel 72 h postoperativ
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5. Diskussion

5.1. Kontrolle der physiologischen Parameter

5.1.1. Korpergewicht und Temperatur

Die Kontrolle der physiologischen Parameter der Versuchstiere ist wichtig, um auszuschlieBen, dass
Abweichungen zwischen den Interventionsgruppen Einfluss auf die Ergebnisse haben. Das CCl als
standardisiertes SHT-Modell bedingt zur Auswertung, dass alle anderen Faktoren, die die Entwicklung
des Sekundarschadens beeinflussen kdnnten, statistisch in den Gruppen gleich verteilt sind. So kann
eine Reduktion der intraoperativen Korperkerntemperatur durch die Absenkung des zerebralen
Stoffwechsels und eine Verringerung des ICP nach SHT potentiell neuroprotektiv wirken. Dies wird
haufig therapeutisch genutzt (205, 206). Um die intraoperative Temperatur zu kontrollieren und zu
beeinflussen, wurden die Tiere wahrend der Operation mit einer riickgekoppelten Warmeplatte
gewarmt und die perikranielle Temperatur mittels einer Sonde im Musculus temporalis gemessen.
Dadurch konnte eine Homogenitat der Studienpopulation erreicht und somit eine Beeinflussung der

Ergebnisse durch die Korpertemperatur ausgeschlossen werden.

Die Entwicklung des Korpergewichtes dient als allgemeiner Parameter fiir das postoperative
Wohlbefinden der Tiere und wurde ebenfalls als physiologischer Verlaufsmarker erfasst. Daraus lasst
sich schlussfolgern, dass die korperliche Gesamtreaktion ahnlich zwischen den einzelnen

Interventionsgruppen verlief und die Studienpopulation homogen betroffen war.

5.1.2. Narkosetiefe

Samtliche Tiere der Lipofundin-Gruppe und der WT-Gruppe mit Propofolgabe reagierten
erwartungsgemal auf ihre jeweilige Intervention. Dabei waren die Lipofundin-Tiere wach und die
WT-Tiere, denen Propofol appliziert wurde, schliefen. Daraus lasst sich eine regelrechte

Durchfiihrung der Wirkstoffgabe retrospektiv bestatigen.

Die Tiere der KO-Gruppe zeigten wahrend der Operation eine paradoxe Reaktion auf das
verabreichte Propofol, das heilt, sie reagierten mit einer Agitation statt mit einer Narkose wie die
Tiere der WT-Gruppe. Dies bestatigt den genetischen KO der Propofolbindungsstelle am
GABA,-B3-Rezeptor. Dabei war auffillig, dass aus dieser Gruppe drei Tiere entgegen dem Rest in
Narkose waren. Um auszuschlieRen, dass eine Fehlzuordnung zu den Versuchsgruppen vorlag,
wurden die Tiere nach der Euthanasie nachgenotypisiert und es handelte sich bei allen auffalligen
Tieren um homozygote KO-Tiere. Weshalb diese drei Tiere im Vergleich zu den restlichen KO Tieren
der Gruppe narkotisiert waren, liel8 sich in der vorliegenden Arbeit nicht abschlieBend evaluieren,

jedoch wurde durch die Genotypisierung eine Fehlzuordnung ausgeschlossen.
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Wie in Kapitel 2.3.1. beschrieben, bindet Propofol an verschiedenen Untereinheiten des GABA,-
Rezeptors und besitzt dariiber hinaus die Eigenschaft, andere Rezeptoren wie den NMDA-Rezeptor
zu modulieren. Die wesentlichen Bindungsstellen befinden sich jedoch, wie in der Literatur
beschrieben, an heteropentameren a;f;- als auch an homopentameren Bs;-Untereinheiten des
GABA,-Rezeptors (33, 34). Auch in einer neueren Arbeit wurde mit Hilfe des CRISPR/cas9-Verfahren
bei Mausen die R3-Untereinheit genetisch inhibiert und festgestellt, dass dieser Knockout zu einer
signifikanten Verringerung der inhibitorischen Ubertragung fithrt (207). Die in der vorliegenden
Arbeit klinisch beobachtete paradoxe Reaktion der KO-Gruppe auf die Verabreichung von Propofol

bestatigt die Relevanz der R3-Untereinheit fir die narkotische Potenz von Propofol in Nagetieren.

5.2. Auswirkung einer Verdnderung der GABAa-R3-Transmission auf die
Hirnldsion und das funktionelle Outcome

Die histologisch ermittelte LasionsgroRe 72 h nach SHT war mit ungefihr 30 mm® in der
Kontrollgruppe vergleichbar mit vorausgehenden Arbeiten (8). Dieses Schadensvolumen war somit
nach der Applikation des CCl zu erwarten, was die Verwendung des CCl als gut reproduzierbares
Verfahren zur Darstellung eines SHT-Modells aufzeigt. Die LasionsgroRe verdnderte sich weder durch
eine Propofolgabe in der WT-Gruppe noch in der KO-Gruppe, bei der die Propofolbindung nicht mehr

relevant stattfinden kann.

Das 280 kDa grolRe all-Spektrin ist ein membranstandiges Zytoskelettprotein und wird als Biomarker
flir Apoptose und nekrotischen Zelltod verwendet. Bei Zellschadigung kommt es posttraumatisch zu
einem vermehrten Kalziumeinstrom, infolge dessen die Proteolyse von all-Spektrin durch Calpain
oder Caspase-3 aktiviert wird. Dadurch entstehen 145 kDa und 150 kDa grolRe Fragmente, die als
Spektrin-Spaltprodukte bezeichnet werden. Sie sind bei einer Vielzahl neurologischer Schadigungen
nachweisbar, so auch im perildsionalen Hirngewebe nach experimentellem SHT (201, 202). Diese
waren nach SHT gegeniiber den Nativtieren auf das ca. 11-fache erhéht, was durch die vermehrte
Zellschadigung durch das CCl erklarbar ist. In unserer Arbeitsgruppe wurde von Sebastiani et al.
gezeigt, dass die posttraumatische Propofolapplikation, verglichen mit der Gabe von Lipofundin oder
Kochsalzlésung, 24 h nach SHT das Volumen der Lasion signifikant vergroRerte (9). Eine
posttraumatische Propofolapplikation verstdrkte bei Sebastiani et al. zudem die Proteolyse zu
Spektrin-Spaltprodukten und zeigt damit eine verstarkte Apoptose an. Dieser Effekt lieR sich in dieser
Arbeit nicht reproduzieren, wobei sowohl das Lasionsvolumen, als auch die
Spektrinspaltproduktbildung als Zelluntergangsparameter durch die Propofolgabe unbeeinflusst

blieben.
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Zur Bestimmung des funktionellen Outcomes nach SHT wurden zudem verschiedene motorische und
Verhaltenstests durchgefiihrt, um eventuelle Auffalligkeiten zu erfassen, die nicht allein durch eine
histologische Analyse quantifizierbar sind. Der Fokus wurde hierbei auf das motorische System
gelegt, da das CCl im Bereich des rechten motorischen und sensorischen Kortex der Maus appliziert
wird und daher primar Auswirkungen auf die linke Kérperhalfte der Maus zeigen sollte. Als in unserer
Arbeitsgruppe etablierte Tests wurden hierbei der NSS verwendet und das auf Mause angepasste
System Rotarod (siehe Kapitel 3.5.2.). Hierdurch kann eine breite Testung des motorischen Systems
und den dafiir notwendigen sensorischen Impulsen durchgefiihrt werden. Zudem werden hdhere
Funktionskreise, wie beispielsweise Koordinationsleistungen, Angstverhalten und Schreckreaktion,
sowie allgemeine speziestypische Verhaltensweisen untersucht. Hierbei werden grundsatzlich
Ausgangswerte erhoben, da die Tiere interindividuell auch ohne Schadigung verschieden gut in den
komplexen Testungen abschneiden. Es wird dann die Differenz zum individuellen Ausgangswert
erhoben und zwischen den Gruppen verglichen. In der vorliegenden Studie fallt auf, dass die
Ausgangswerte des NSS im Bereich zwischen 0 und 3 schwanken, also bei der noch gesunden Maus
bereits ein funktionelles Defizit erhoben wird. Alle Interventionsgruppen zeigen aber eine erwartbare
weitergehende Verschlechterung im NSS nach CCl, wobei keine signifikanten Unterschiede zwischen

den Gruppen erfasst wurden.

Bei der Rotarod-Analyse werden die Tiere bereits vor CCl trainiert, um eine moglichst homogene
Studienpopulation zu erreichen, da die Testung auf dem Rotarod voraussetzt, dass die Tiere ihre
Aufgabe erlernen (reviewed in (208)). Dieser Lerneffekt konnte in der Literatur aufgezeigt werden
und konnte daher zu einer Verfalschung der postoperativ erhobenen Ergebnisse fiihren, wenn die
Tiere nicht ausreichend trainiert wurden, da die Tiere sich im schlechtesten Fall noch im Lernprozess
befdnden (209). In der vorliegenden Studie ist auffillig, dass die Tiere bereits praoperativ nur eine
sehr kurze Zeit auf dem rotierenden Rad verweilen konnten, im Mittel 26s. Ein laborinterner
Vergleich mit anderen Mauslinien zeigt, dass sich Maduse der Linie C57BL/6 prdoperativ weitaus
langer auf dem Rotarod halten kénnen. Dies wird jedoch rein exemplarisch genannt, da hierfiir keine
randomisierte Studie mit statistischer Testung durchgefiihrt wurde. Es ist allerdings bekannt, dass
sowohl motorische Testungen, als auch Verhaltenstestungen eine Abhangigkeit der Ergebnisse von
der verwendeten Spezies und von der verwendeten Zuchtlinie innerhalb einer Spezies zeigen (209—
211). Voikar et al. konnten in einem Vergleich verschiedener Mauslinien zeigen, dass insbesondere
die Mauslinie 129 in der Rotarod-Analyse am schlechtesten abschneidet, was die o0.g. Beobachtung
suffizient erklart. In der Rotarod-Analyse konnten in der vorliegenden Studie keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Interventionsgruppen festgestellt werden, wobei eine hohe
Standardabweichung der Ergebnisse auffillt, die auch trotz vielfachem Training der Tiere nicht

reduziert werden konnte und auf das schlechte praoperative Abschneiden der Tiere zuriickzufiihren
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sein konnte. Die funktionelle Testung der Tiere bestatigt allerdings die Ergebnisse der bereits
erhobenen histologischen und Proteinanalysen und zeigt, dass die Veranderung der GABA,-B3-

Transmission keinen Einfluss auf das Outcome nach CCl hat.

Die Diskrepanz zwischen der vorliegenden Studie und den Daten von Sebastiani et al. Iasst sich nicht
durch das angewandte Material oder Methoden erklaren, da diese in beiden Arbeiten im
Wesentlichen gleich waren. Als Unterschied und damit als potenzielle Ursachen lassen sich der
genetische Hintergrund, das Geschlecht und das Alter der Tiere identifizieren. Bei Sebastiani et al.
wurden jung adulte méannliche C57BL/6-M3&use verwendet, in dieser Arbeit wurden aufgrund der
aufwandigen Zucht genetisch verdanderter Organismen sowohl méannliche als auch weibliche Tiere

verschiedener Altersgruppen mit dem Hintergrundstamm 129/Sv verwendet.

In der Literatur herrschen kontroverse Meinungen liber Neuroprotektion oder Neurotoxizitdt von
Propofol nach SHT. Trotz der gleich aufgebauten Experimente waren die Effekte auf die Hirnlasion
nicht erneut nachweisbar; es gibt jedoch in der Literatur mehrere Hinweise, dass sowohl Alter als
auch Geschlecht oder der Hintergrundstamm der Tiere Versuchsergebnisse beeinflussen kdénnen.
Nach experimentellem SHT durch CClI wurden bei mannlichen Mausen gréRere Hirnldsionen
gefunden als bei weiblichen, was durch eine Modulation pathogener Prozesse im verletzten Gewebe
durch Sexualhormone erklart werden kann (212). Es gibt Hinweise auf eine neuroprotektive Wirkung
von Ostrogen und Progesteron, und es wird vermutet, dass diese Hormone zumindest einen Anteil an
den geschlechtsspezifischen Unterschieden nach traumatischer Hirnverletzung haben (213). In der
vorliegenden Arbeit war es nicht moglich, eine geschlechtsspezifische Analyse durchzufiihren, da die
GroRe der Subgruppen dann zu klein wéare (n=3-6), um eine ausreichend gepowerte statistische

Aussage zu treffen.

Der genetische Hintergrund der verwendeten Mause kann die Ergebnisse beeinflussen. Innerhalb der
C57BL/6-Familie konnte im Rahmen von Schlaganfallstudien gezeigt werden, dass einzelne
Hintergrundstamme unterschiedlich grofle Lasionsvolumina aufweisen (214, 215). Bei der
Betrachtung der Unterschiede in der Zuchtauswahl lasst sich feststellen, dass alle Versuche bei
Sebastiani et al. mit Tieren des Stammes C57BL/6 durchgefiihrt wurden, in dieser Arbeit dagegen
Tiere mit dem Hintergrundstamm 129/Sv verwendet wurden. Es wurden Studien durchgefuhrt, bei
denen der Einfluss dieser genetischen Stamme auf verschiedene Versuchsparameter untersucht
wurde. Dazu gehdren neben Verhaltensweisen in unterschiedlichen Umgebungen und Lernprozessen
auch eine Verdnderung der BDNF-Expression (211, 216), das als Neurotrophin Ligand des p75NTR ist

und damit die Signaltransduktion des Rezeptors direkt beeinflusst (s. Kapitel 5.3.).
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Eine Beeinflussung verschiedener Parameter ist vielfach belegt, sowohl von Verhaltenstestungen, als
auch die Auspragung molekularer Marker, sodass eine Beeinflussung des Schadensvolumens nach
CCl durch unterschiedliche Stamme der Versuchstiere damit naheliegt und die verschiedenen

Versuchsergebnisse im Vergleich zu Sebastiani et al. erklaren kann.

5.3. Auswirkung einer Veranderung der GABAa-f33-Transmission auf den
p75NTR-Signalweg

Der p75NTR ist ein Mitglied der TNF-Rezeptorfamilie und ist an vielfidltigen und komplexen
Vorgangen im ZNS beteiligt, die sowohl regenerativ als auch pathologisch sein kénnen. Er bindet an
alle Neurotrophine NGF, BDNF, NT-3 und NT-4, sowie an deren Proformen. Uber seine intrazelluldr
gelegene Todesdomane und mithilfe von Wechselwirkungen mit Co-Rezeptoren wie Sortilin ist er in
der Lage, Zelltod und Apoptose einzuleiten (188). Er kann jedoch auch Uber die Interaktion mit
Trk-Rezeptoren antiapoptotische Signalwege mit Uberlebens- und Wachstumssignalen einleiten (188,
217). Wahrend des Wachstums des juvenilen ZNS wird der p75NTR vermehrt exprimiert und im
gesunden adulten Organismus deutlich herunter reguliert. Kommt es zu Verletzungen oder anderen
pathologischen Vorgdngen, wird er erneut verstirkt exprimiert und kann so seine
wachstumsférdernden und regenerativen, aber auch seine proapoptotischen Wirkungen entfalten
(73, 218, 219). Es existieren einige Studien, die neurotoxische Auswirkungen von verschiedenen
Andasthetika wahrend der Synaptogenese belegen konnten. So konnte beispielsweise fir Ketamin
gezeigt werden, dass es bei unreifen Hirnen 7 Tage alter Ratten dosisabhdngig zu einer starken
Neurodegeneration fiihrt, die vor allem im frontalen Kortex nachweisbar ist (220, 221). In-vitro
wurde gezeigt, dass Ketamin sogar in subanasthetischen Dosen, die nicht zur Apoptose fihren, das
dendritische Wachstum sich entwickelnder GABAerger Neurone beeinflusst und damit die
Entwicklung des ZNS grundlegend beeintrachtigen kann (222). Auch fiir Ketamin in Verbindung mit
dem GABAergen Benzodiazepin Midazolam wurden von Young et al. proapoptotische und
neurodegenerative Effekte wahrend der Entwicklung nachgewiesen, die zwar bei Einzelgabe
ebenfalls vorhanden waren, aber in Kombination beider Substanzen die groRten Auswirkungen auf
das unreife Mausegehirn hatten (223). Die Neurotoxizitdt auf das sich entwickelnde Gehirn des
ebenso GABAergen volatilen Anasthetikums Isofluran wurde in mehreren Studien untersucht. Dabei
konnten apoptotische Vorgange, die Gber den p75NTR-Signalweg ablaufen, beschrieben werden

(224, 225).

Propofol hat, ebenso wie andere GABAerge Substanzen, im unreifen Gehirn schon bei

subandsthetischer Dosis neuroapoptotische Wirkungen gezeigt (226). In-vitro wurde nachgewiesen,
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dass es die Apoptose (iber eine Caspase-3-Aktivierung einleitet und irreversible Schadigungen an
unreifen Neuronen verursacht, wenn es in kritischen Phasen der Entwicklung appliziert wird (227,
228). Dies legt den Schluss nahe, dass der p75NTR-Signalweg dabei zumindest mit verantwortlich ist.
Dieser Frage sind Pearn et al. nachgegangen. Dabei konnten sie beobachten, dass die genetische und
pharmakologische Hemmung des p75NTR sowohl in-vitro als auch in-vivo die durch Propofol
hervorgerufene Neuroapoptose abschwachen, was darauf schliefen lasst, dass die apoptotische
Wirkung von Propofol tatsachlich Giber den p75NTR-Signalweg vermittelt wird (229). Auch Milanovi¢
et al. konnten zeigen, dass die Propofol-Exposition dosisabhadngig die Expression des p75NTR im sich

entwickelnden Rattengehirn steigert (230).

Alle oben genannten Studien zur Expression des p75NTR wurden an juvenilen Zellen oder
Organismen durchgefiihrt. Im juvenilen Tier sind die p75NTR-Proteinlevel im Vergleich zum adulten
Tier hoher (231, 232). Daher liegt die Schlussfolgerung nahe, dass eine héhere Expression des
p75NTR zu Neurotoxizitdt von Propofol fiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass der p75NTR in der
akuten und chronischen Phase nach SHT im Erwachsenenalter erneut aktiviert und hochreguliert
wird (73, 233). In unserer Arbeitsgruppe wurde durch Sebastiani et al. die Neurotoxizitdt von
Propofol nach SHT und die Beteiligung des p75NTR-Signalweges nachgewiesen (8, 9). Dabei war der
p75NTR nach 24 h um das 9-fache und 72 h nach SHT noch ungefahr auf das Doppelte erhoht.

Im Gegensatz zu Sebastiani et al. konnte in der vorliegenden Studie kein Hinweis auf eine
Veranderung der LasionsgroRe durch Propofolgabe zum Zeitpunkt der hochsten p75NTR-Expression
gezeigt werden. Auffallig ist der Unterschied zwischen den CCI-Gruppen der beiden Studien.
Wahrend bei Sebastiani et al. 72 h nach CCl eine Erh6hung der p75NTR-Expression auf das Doppelte
nachweisbar war, konnte in der vorliegenden Studie durch CCI keine Induktion des p75NTR gezeigt
werden, wobei die Proteinlevel noch niedriger als die RNA-Expression sind. In Verbindung mit den
Arbeiten von Abramov et al. und Heinla et al. ist es naheliegend, dass sich in den verschiedenen
Mauslinien C57BL/6 und 129/Sv der p75NTR-Signalweg und die Regulation des Rezeptors anders
verhilt. Es konnte zudem gezeigt werden, dass die BDNF-Expression im Kortex der 129/Sv-Mé&use
signifikant niedriger ist als in den C57BL/6-Linien (211, 216). Wie in Kapitel 5.2. beschrieben, bestatigt
das klinische Bild in den Verhaltenstestungen unseres Labors diese Beobachtung, da BDNF elementar
flr synaptische Plastizitdt, Langzeitpotenzierung und Lernverhalten ist (234, 235). Aus der durch
Heinla et al. gezeigten niedrigeren BDNF-Expression bei 129/Sv-Linien kann sich daher zusatzlich eine
niedrigere Signaltransduktion aufgrund fehlender p75NTR-Liganden nach CCl im Kortex ergeben

(216).

Im Menschen ist der p75NTR im Erwachsenenalter nach neuronaler Schadigung heraufreguliert.

Kandratavicius et al. konnten bei Patienten mit Temporallappenepilepsie erhdhte Proteinlevel des
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p75NTR nachweisen (236). Aufgrund der oben beschriebenen fehlenden Induktion des p75NTR des
129/Sv  Mausstamms, ist die Ubertragbarkeit unserer Ergebnisse der p75NTR vermittelten
Propofoltoxizitat auf den Menschen limitiert. Daher sollten in weiteren Experimenten die in Kapitel
3.2. beschriebene Mutation auf einen Modellorganismus Ulbertragen werden, beispielsweise eine
Maus mit C57BL/6-Hintergrundstamm, sodass die Induktion des p75NTR-Signalweges nach CCI

wieder gegeben ware.

Zusammenfassend bestatigen unsere Ergebnisse die Relevanz des p75NTR fiir die neurotoxische
Wirkung des Propofols auf das Gehirn. Nur wenn der p75NTR im pathologischen Zustand
hochreguliert ist, kann dies zu einer neurotoxischen Wirkung von Propofol flihren, wohingegen eine
normale Expression des p75NTR die Propofoltoxizitat verhindert. Dies unterstiitzt die Ergebnisse von
Sebastiani et al., die auch nur eine Neurotoxizitat bei Propofolgabe nachweisen konnten, wenn der
p75NTR maximal exprimiert war (24 h nach SHT), wohingegen keine Toxizitdt bei Propofolgabe 6 h
nach SHT nachgewiesen werden konnte (8, 9). Die p75NTR-Level kénnten somit als Pradiktor fir eine
zusatzliche Toxizitdit von Anasthetika dienen, was Ansatzpunkt fiir eine individuelle

Therapieentscheidung sein kdnnte.

5.4. Auswirkung einer Veranderung der GABAa-33-Transmission auf die
Neuroinflammation

Das ZNS besitzt eine Reihe von komplexen immunologischen Fahigkeiten, um auf eine Schadigung
von gesundem Gewebe zu reagieren. Dabei existieren sowohl reparative Prozesse als auch im
Rahmen einer Gberschiefenden Reaktion die VergroRBerung des Lasionsvolumens (s. Kapitel 2.5). Eine
herausragende Rolle spielen dabei die ortsstandigen Mikroglia, die bereits innerhalb von Minuten
nach dem Trauma aktiviert werden und sich durch die M1- oder M2-Polarisierung unterscheiden.
Dabei zeichnet sich eine M1-Polarisierung durch die Produktion proinflammatorisch wirkender
Zytokine wie TNF-a, IL-1R und IL-6 aus (120). Auch die Expression der iNOS und damit verbunden die
Produktion von zytotoxischem NO wird erhoht, weshalb die iNOS in der vorliegenden Arbeit als
Marker fir die M1-Polarisierung herangezogen wurde. Als Konkurrent um das gemeinsame Substrat
Arginin und damit Gegenspieler der iNOS fungiert Arg-1, das von M2-polarisierten Mikroglia ausgeht
und dessen Uberexpression als neuroprotektiv angesehen wird (124). M2-polarisierte Mikroglia
fordern durch ihre phagozytotische Aktivitat Reparatur- und Umbauprozesse wie Remyelinisierung
und Neurogenese. Auch die Arg-1 tragt entscheidend zu einer neuroprotektiven Wirkung von
M2-Mikroglia bei (120, 124). Daher wurde sie als Markerenzym fir den Nachweis dieses

Aktivierungszustandes gewahlt. In der Literatur wird ein schneller Anstieg der M2-polarisierten
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Mikroglia beschrieben, der bereits vor Tag 1 CCl nachweisbar ist und an Tag 5 einen Peak erreicht.
Die Aktivierung M1-polarisierter Mikroglia beginnt dagegen erst an Tag 1 und erreicht an Tag 7 ihren
Hohepunkt. Auch die messenger RNA(mRNA)-Expression der proinflammatorischen Zytokine ist
bereits friih nachweisbar und zeigt an Tag 1 einen Hohepunkt (117, 237, 238). In der vorliegenden
Studie wurde die Expression der iNOS und Arg-1 als Marker fiir die mikrogliale Aktivierung an Tag 3
nach der Intervention gemessen. Dabei konnte gezeigt werden, dass beide Marker deutlich erhoht
waren, was dem aktuellen wissenschaftlichen Stand entspricht und die Ergebnisse bestatigt (117,
119, 125). Insbesondere konnte eine hohere Induktion des M2-Polarisationsmarkers Arg-1 gezeigt
werden, wohingegen die iNOS als M1-Polarisationsmarker eine niedrige Induktion aufwies. Dies
bestatigt den oben dargestellten zeitlichen Verlauf der mikroglialen Polarisation. Eine signifikante
Veranderung der angegebenen Polarisationsmarker durch Propofol oder den KO der
Propofolbindungsstelle konnte aber nicht gezeigt werden, so dass man davon ausgehen muss, dass
die Veranderung der GABA,-B3-Transmission in-vivo keinen Effekt auf die mikrogliale Polarisation

besitzt.

Anders verhdlt es sich bei den proinflammatorischen Zytokinen. Hier konnte fiir Propofol im
Schlaganfallmodell der Ratte eine Hemmung der mRNA-Expression der Zytokine TNF-a, IL-1 und IL-6
24 h nach Intervention gezeigt werden (239). Auch Ding et al. konnten im SHT-Modell der Ratte eine
Hemmung der Expression von IL-18 und TNF-a nach Propofolinjektion nachweisen (66). Die
vorliegende Studie bestatigt diese Ergebnisse nicht. Es zeigen sich keine signifikanten Verdanderungen
der mikroglialen Aktivierung durch eine Intervention mit Propofol, weder in der WT- noch in der
KO-Gruppe. Die mRNA-Expression der proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1R war
gegeniiber den Nativtieren an Tag 3 deutlich erhéht und bewegte sich in dem aus Vorarbeiten
bekannten Bereich (8). Es war jedoch kein statistisch signifikanter Effekt zwischen den
Interventionsgruppen zu erkennen. Ein moglicher Grund fiir die verschiedenen Ergebnisse kdnnte die
hohere Dosierung von Propofol (50mg/kgKG/h fir 30 min) in der Studie von Zhou et al. sein, sodass
ein antiinflammatorischer Effekt erst bei hohen Dosierungen auftritt. Auch bei Ding et al. wurde in

den Interventionsgruppen mit héheren Dosierungen gearbeitet (50mg/kgKG bzw. 100mg/kgKG)

Viele Studien haben die antiinflammatorische Potenz von GABA und dessen Agonisten in
verschiedenen in-vivo und in-vitro Experimenten belegt (reviewed in (240)). Ye et al. konnten eine
Suppression der proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-18 und IL-6 durch Propofol in einer
Mikroglia-Zelllinie in-vitro nachweisen (241). Daher ist es wahrscheinlich, dass auch GABA-Agonisten

wie Midazolam oder Propofol einen Einfluss auf die Zytokin-Expression im ZNS haben.

Im Zusammenhang mit den in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnissen ist der Einfluss GABAerger

Substanzen auf die Ausschittung von IL-6 relevant. Es konnte fiir den Neurotransmitter GABA eine
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Unterdriickung der IL-6-Ausschiittung in einer Astrozytom-Zelllinie gezeigt werden (242). In
weiterfihrenden Untersuchungen wurden auch die GABA-Agonisten Propofol und Midazolam
untersucht. Wahrend der spezifische GABA-Agonist Midazolam zu einer signifikanten Suppression
der IL-6-Ausschiittung fuihrt, konnte dieser Effekt fiir Propofol nicht bewiesen werden (243), was zu
der Schlussfolgerung filihrt, dass Propofol nicht ausschliellich Uber GABA-Rezeptoren die
Inflammation beeinflusst, sondern gegebenenfalls weitere Signalwege aktiviert werden. Hier scheint
der Purinrezeptor P2X7 als ein mogliches Zielmolekll von Bedeutung zu sein, da dieser durch
Propofol aktiviert werden kann (244) und in der Literatur mit einer gesteigerten Neuroinflammation

in Verbindung gebracht wird (244-246).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie legen ebenfalls einen dualen Wirkeffekt von Propofol nahe.
Wahrend durch die Propofolapplikation keine gesteigerte IL-6-Produktion im Vergleich zu den
Lipofundin behandelten Gruppen hervorgerufen wurde, zeigten die Tiere, die eine nicht-funktionale
Propofolbindungsstelle besitzen (KO Prop-Gruppe), nach Propofolapplikation eine gesteigerte IL-6
Expression. Daher ist ein dualer Wirkmechanismus denkbar, wobei die GABAerge Wirkkomponente
des Propofols einen antiinflammatorischen Effekt besitzt, der mit einer zweiten
proinflammatorischen Komponente im Gleichgewicht zu stehen scheint. Wird die GABAerge Wirkung
des Propofols durch den KO der Propofolbindungsstelle am GABA,-Rezeptor abgeschwacht, so
werden beide Komponenten aus dem Gleichgewicht gebracht und die proinflammatorische
Komponente Uberwiegt. Ein denkbarer Signalweg kénnte hierfiir der in Kapitel 2.5.1 beschriebene
P2X7-Rezeptor und dessen Wirkung auf die Zytokine sein, wobei es hier einer weiteren
wissenschaftlichen Klarung bedarf. Eine solche Beeinflussung verschiedener Signalwege durch
Propofol wiirde auch die sich teilweise widersprechenden Ergebnisse verschiedener
Veroffentlichungen erklaren, nach denen Propofol einerseits proinflammatorische und anderseits

antiinflammatorische Wirkungen besitzt (239, 241, 245).

Da in der vorliegenden Studie aber ausschlieRlich eine Erhéhung der IL-6-Expression durch den KO
der Propofolbindungsstelle gezeigt werden konnte, die anderen proinflammatorischen Marker wie
IL-1B, TNF-a und iNOS in dieser Interventionsgruppe aber nicht signifikant verandert waren, scheint
der Effekt der GABAA-B3-Transmission in-vivo, in einem komplexen Organ mit verschiedenen
Zelltypen und entsprechend verschiedener Rezeptorenausstattung, eher gering ausgepragt zu sein.
Die klinische Signifikanz ist fraglich, insbesondere, da eine Auswirkung auf die LasionsgroRe und das

funktionelle Outcome der Mause nicht beobachtet werden konnte (siehe auch Kapitel 5.2.).
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5.5. Auswirkung einer GABA-33-Mutation auf die BHS

Die BHS als hoch spezialisierte und einzigartige Endothelbarriere bietet dem gesunden ZNS einen
Schutz vor Krankheitserregern und Toxinen. Sie halt die Homdostase im ZNS aufrecht und ermdglicht
so die regelrechte neuronale Funktion (s. Kapitel 2.5.2) (164). Nach SHT kommt es durch
Endothelschadigung zu einer Erweiterung der TJ, die zu erhohter Permeabilitdat und damit zur
Ausbildung eines posttraumatischen vasogenen Hirnddems fiihrt. Das zytotoxische Hirnddem
dagegen entsteht durch Verdanderungen im Zellstoffwechsel und einer gestorten Funktion von
lonenpumpen und —transportern wie AQP-4 sowie durch eine Ansammlung zytotoxischer und

proinflammatorischer Mediatoren (182).

Die Durchlassigkeit fir hochmolekulare Proteine konnte bereits 30 min bis 1 h nach Trauma
beobachtet werden und erreicht in einem biphasischen Verlauf zwei Hohepunkte, sowohl nach 4-6 h

und erneut nach 3 Tagen (171, 172).

Eine gesteigerte lokale Neuroinflammation kann zu einer Zerstérung der BHS fithren und damit zu
einem gesteigerten Hirnddem beitragen (247, 248). GABAerge Substanzen sind in der Lage, die
Neuroinflammation zu beeinflussen. Ebenso konnte gezeigt werden, dass Mikroglia als wichtige
Akteure des ortsstandigen Immunsystems GABAzeptive Zellen sind (249). Daher ist eine sekundare
Beeinflussung der BHS lber die Beeinflussung der Neuroinflammation durch den GABA-Agonisten
Propofol denkbar. Weiterhin konnte fiir GABAerge Substanzen wie die volatilen Anadsthetika Isofluran
und Sevofluran gezeigt werden, dass ein direkter Einfluss auf die BHS und TJ-Proteine besteht, der
insbesondere flir Zonula occludens 1 (ZO-1)-Protein nachweisbar ist. Beide Anasthetika verhalten
sich aber unterschiedlich. Wahrend Isofluran zu einem gesteigerten Wassergehalt im Hirngewebe
fahrt, konnte dieser Effekt durch Sevofluran vermindert werden (250), so dass keine allgemeinglltige
Schlussfolgerung auf den Effekt von GABA-Agonisten gezogen werden kann, was den GABA-Rezeptor

als Zielmolekil einer direkten Beeinflussung unwahrscheinlich werden Iasst.

Mit Propofol wurden bereits viele Versuche zur Integritdt der BHS durchgefiihrt. Dabei konnte in
Zellkulturversuchen an Endothelzellen der neurovaskuldren Einheit gezeigt werden, dass Propofol
direkte Auswirkungen auf die Integritat der BHS besitzt, wobei Propofol zu einer Verringerung des
konsekutiven Hirnédems fihrt (251, 252). Auch hier scheinen TJ-Proteine wie ZO-1 eine zentrale
Rolle zu spielen. Auch indirekte Effekte von Propofol, die die Kaskade der Neuroinflammation und
deren Einfluss auf die BHS unterbrechen, konnten nachgewiesen werden (253). Beispielsweise
konnten Lu et al. fir Propofol eine Verringerung der Permeabilitdt der BHS nach TNF-a Stimulation

im Zellversuch nachweisen (254). Ahnliche Effekte konnten auch im Tiermodell gezeigt werden (255).
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In der vorliegenden Arbeit wurde IgG als allgemeiner Marker fiir extravasiertes Serumprotein im
Schadensareal gewahlt, da IgG aufgrund des hohen Molekulargewichts bei ausgepragten Stérungen
der BHS ins Gewebe Ubertreten konnen (256) und sich daher bei groBen Hirnddemformationen im
Gewebe ansammeln. Diese wurden mittels IgG-Dotblot 72 h nach Intervention detektiert, was dem
Zeitpunkt des zweiten HOhepunkts der BHS-Storung entspricht und damit der erwartbare Effekt
maximal sein sollte. Dabei konnte gezeigt werden, dass nach CCl eine deutliche Extravasation von IgG
gegenliber den Nativtieren stattfand, jedoch kein Unterschied zwischen den einzelnen
Interventionsgruppen nachweisbar war, so dass die in der Literatur beschriebene Evidenz des
protektiven Effekts von Propofol auf die Ausbildung eines Hirnddems nicht nachgewiesen werden
konnte. Insbesondere der fehlende Effekt des Propofols auf die proinflammatorischen Zytokine in
diesem Experiment (s. Kapitel 5.4.) unterstreicht dieses Ergebnis und zeigt, dass die GABA,-B3-
Transmission in dem vorliegenden Experiment weder einen direkten noch einen indirekten Effekt auf
die BHS hat. Einschrinkend ist zu sagen, dass IgG als alleiniger Marker fiir die Odemformation
genutzt wurde und dadurch aufgrund des groRen Molekulargewichts nur hochgradige BHS-Storungen
detektiert wirden. Weiterflihrende Analysen, wie beispielsweise Bestimmungen des

Hirnwassergehalts und TJ-Proteine wurden nicht durchgefihrt.

Ein offensichtlicher Grund fir die fehlende Wirksamkeit von Propofol in dieser Arbeit kdnnte der
Zeitpunkt der Propofolgabe sein. Eine Prakonditionierung mit Propofol konnte die BHS-Stérung in
einem Ischamiemodell an der Ratte signifikant reduzieren, vermutlich durch die Hemmung der AQP-4
Expression (257). Diese verminderte AQP-4 Expression konnte auch schon von Ding et al.
nachgewiesen werden. Dabei wurde gezeigt, dass die posttraumatische Injektion von Propofol
10 min nach Schadensereignis zu einer Hemmung der Zytokine IL-18- und TNF-a- Expression fihren,
die beide zu einer Stimulation der AQP-4-Expression fithren, sodass dieses vermindert nachweisbar
war (66). In einer Studie von Ji et al. wurde die Reduktion des Hirnédems an Ratten im Ischamie-
Reperfusions-Modell dargestellt, wobei hier eine Postkonditionierung mit Propofol 30 min nach dem
Schadensereignis stattfand und neben dem Hirnwassergehalt auch weitergehende Proteinanalysen
diesen Effekt bestatigten (255). In einer dhnlichen Studie konnte in der Ratte eine protektive Wirkung
von Propofol auf die Ausbildung eines Hirnédems, der BHS-Disruption und der Inflammationsreaktion
nach Subarachnoidalblutung belegt werden, wobei die Tiere eine Propofolinjektion 2 h und 12 h nach
Schadensereignis erhielten (258). Gleiche Ergebnisse wurden in Schlaganfallmodellen beschrieben,
wobei auch hier die Postkonditionierung eine Stunde nach Schlaganfall begann (259). Alle
beschriebenen Studien gleichen sich methodisch in der kurzen Zeit zwischen Schadensereignis und
der Postkonditionierung durch Propofol, die zwischen 10 min und 2 h nach Schadensereignis begann,
sodass wie oben beschrieben beim ersten Auftreten einer BHS-Stérung 30 min nach

Schadensereignis und damit vor der Ausbildung des ersten Hohepunktes der BHS-Storung die
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Ausbildung eines Hirnddems therapiert wurde. In der vorliegenden Studie wurde die
Propofolinjektion erst 24 h nach Schadensereignis durchgefiihrt, weshalb man davon ausgehen kann,
dass sich bereits vor der Propofolgabe ein Odem formiert hat und auch eine Inflammationskaskade

begonnen hat, die ein vorliegendes Odem weiter verstarkt.

In Zusammenschau der Studien ist davon auszugehen, dass Propofol das Potenzial besitzt, eine BHS-
Stérung zu vermindern. Das therapeutische Fenster des Narkotikums Propofol zur Verbesserung
einer BHS-Stérung betragt aber weitaus weniger als 24 h und eine Postkonditionierung muss bereits
frihzeitig begonnen werden, um einen molekularbiologisch nachweisbaren und klinisch relevanten

Effekt zu erzielen.
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6. Zusammenfassung

Das SHT als eine der haufigsten Todesursachen im jungen Erwachsenenalter hat in der
Humanmedizin weiterhin eine hohe Bedeutung, da insbesondere die Langzeitfolgen fiir die oft noch

jungen Patienten bedeutende Einschrankungen des Lebens und der Gesundheit nach sich ziehen.

Obwohl es einige Behandlungspfade wie die dekompressive Kraniektomie oder die Anlage einer
Ventrikeldrainage mit Optimierung der physiologischen Parameter zur Reduzierung der Lasion gibt,
fehlen oftmals medikamentdse Ansatzpunkte, um das Lasionsvolumen und die damit
einhergehenden funktionellen Einschrankungen wirksam zu reduzieren. Hinzu kommt, dass nur der
sekundare Schaden durch medizinische Behandlung reduziert werden kann. Hier spielt die
Andsthesie als Bindeglied zwischen praklinischer und operativ klinischer Behandlung zur

Beeinflussung des Outcomes der Patienten eine zentrale Rolle.

Durch die primdre Schadigung wird ein komplexes Netzwerk an sekundaren
Schadigungsmechanismen initiiert. Der Zusammenbruch der Gewebs- und GefaRintegritat fihrt dazu,
dass exzitotoxische Substanzen freigesetzt werden. Es kommt zu einer lokalen Energiedepletion und
zu einer dysfunktionalen BHS mit konsekutivem Hirnédem. Die gleichzeitig einsetzenden
Inflammationsprozesse weiten die Odemformation und den Zelluntergang aus, sodass die sich
gegenseitig verstarkenden Prozesse schlieRlich in einem globalen Hirnédem mit globaler
Minderperfusion miinden konnen. Insbesondere die durch Propofolgabe induzierte p75NTR
vermittelte Neuroapoptose konnte in verschiedenen Studien zu einer drastischen
LasionsvolumenvergroRerung beitragen. Hierbei spielt die pathologische Induktion des p75NTR

24 nach SHT eine entscheidende Rolle.

In dieser Arbeit sollte der Einfluss der GABA,-B3 vermittelten Transmission des Propofols auf das SHT
untersucht werden, um die Verbindung einer GABAergen Stimulation und der verstarkten
Neuroapoptose zu prazisieren. Hierfir wurden Mause benutzt, deren Propofolbindungsstelle an der
B3-Untereinheit des GABA,-Rezeptors so mutiert ist, dass der Rezeptor noch intakt ist, es aber nicht
mehr zu einer klinisch wirksamen Bindung von Propofol kommen kann. Die Propofolgabe 24 h nach
SHT fiihrte in dieser Arbeit nicht zu einer Lasionszunahme und widerspricht damit augenscheinlich
den Vorergebnissen. Die Ergebnisse der Studie in sich sind aber konsistent. Weder konnte Propofol,
noch die Hemmung der Propofolbindung zu einer relevanten Veranderung des Lasionsvolumens, der

Apoptosemarker, des funktionellen Outcomes oder der Sekundarschadigungsmechanismen fihren.

Hieraus ergibt sich, dass verschiedene Sekundarschadigungsmechanismen zu verschiedenen
Zeitpunkten beeinflusst werden konnen. Die fehlende Wirkung der Propofolintervention auf die

Inflammation und die BHS-Integritat deutet darauf hin, dass das therapeutische Fenster hierfiir nicht
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bis 24 h nach SHT reicht, sondern eine Propofolgabe weitaus friiher erfolgen muss. Die Modulation
des proinflammatorischen Zytokins IL-6 nach Inhibition der Propofolbindungsstelle zeigt, dass neben
der GABAergen Transmission weitere Rezeptorsignalkaskaden durch Propofol aktiviert werden und

demonstriert die Komplexitdt der Wirkweise des Andsthetikums.

Die Ergebnisse deuten zudem darauf hin, dass Propofol nicht bei allen Individuen eine neurotoxische
Wirkung entfaltet, sondern bestimmte Grundvoraussetzungen gegeben sein missen. Besonders
auffallig ist die Tatsache, dass das SHT an der benutzten Mauslinie nicht zu einer Induktion des
p75NTR fiihrte. Vordaten von Sebastiani et al. zeigen aber die Abhangigkeit der Propofoltoxizitat von
einer Hochregulation des p75NTR. Diese Studie liefert ein weiteres Indiz, dass die hohe

Rezeptordichte des p75NTR eine notwendige Voraussetzung fiir die Propofoltoxizitat ist.

Humandaten zeigen jedoch, dass p75NTR im Menschen nach neuronaler Schadigung ebenfalls
hochreguliert ist. Daher missen weitere Experimente mit Modellorganismen folgen, die der
humanen p75NTR-Regulation gleichen, um den Einfluss der B3-Untereinheit des GABA,-Rezeptors

auf die p75NTR vermittelte Toxizitat zu klaren.

Zusammenfassend zeigt Propofol im komplexen Schadigungsbild des SHT ein sehr dynamisches
Wirkspektrum auf die Lasionsgrofle, und es werden zunehmend individuelle, auf molekularen
Markern beruhende Entscheidungen noétig sein, um auch weiterhin das Outcome der

Traumapatienten positiv zu beeinflussen.
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