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Zusammenfassung/Abstract

Zusammenfassung

Das Schadel-Hirn-Trauma gehdrt zu den filhrenden Todesursachen im jungen
Erwachsenenalter. Endet es nicht letal, so folgen oftmals lebenslange physische und
psychische Beeintrachtigung sowie die Notwendigkeit einer kostenintensiven Rehabilitation
und Betreuung.

Neben konservativen Malinahmen stellt die dekompressive Kraniektomie eine operative
Therapieoption dar. Diese wird aufgrund ihrer Invasivitat jedoch kontrovers diskutiert und ist
Gegenstand intensiver Forschung.

In diversen Vorarbeiten unserer Forschungsgruppe konnte im gezeigt werden, dass die
Durchfuhrung einer Kraniektomie Einfluss auf die Erholung nach Schadel-Hirn-Trauma im
Mausmodell hat. Nun gingen wir (der auch klinisch relevanten) Frage nach, ob die
Dekompressionsgréfie hierbei einen Einfluss auf funktionelle Erholung sowie strukturellen
Hirnschaden hat. Der Einfluss wurde im Anschluss auch ohne vorangegangenes Trauma
untersucht.

Sechs Wochen alte, mannliche CD-1-Mause wurden in sechs verschiedene Gruppen
randomisiert: Zunachst in eine Sham-Gruppe ohne Trauma (NN) und in eine reine Trauma-
Gruppe (TN), nachfolgend dann in Gruppen, die entweder ein Trauma mit anschliel3ender
grol3er/kleiner Kraniektomie (TCL)/(TCS) oder kein Trauma, sondern nur die grof3e/kleine
Kraniektomie (NCL)/NCS), erhielten. Fur die grof3e Kraniektomie wurde hierbei eine fronto -
parieto-squamosale Trepanation der GroRe 5x8 mm, fir die kleine Kraniektomie eine parietale
Trepanation der GroRe 3x5 mm durchgefuhrt.

24 Stunden postoperativ wurden die Tiere einem neurologischen Assessment, bestehend aus
drei Testungen (Neurological Severity Score, Beam Balance Score und Beam Balance Time),
unterzogen. AnschlieRend wurden die Hirne aufbereitet, einer immunhistochemischen

Farbung unterzogen und ausgewertet.

In allen funktionellen Testungen schnitt die Gruppe TN am schlechtesten ab. Die Durchflihrung
der grofden Kraniektomie (TCL) fiihrte posttraumatisch zum besten funktionellen Outcome.
Sowohl im Vergleich zur nicht-operierten Trauma-Gruppe (BBS: TCL: 2,500+0,51 vs. TN:
4,733+0,12; p=0,01; *), als auch zur klein-kraniektomierten Trauma-Gruppe (BBS: TCL:
2,500+0,51 vs. TCS: 4,476+0,37; p=0,017; *; BBT: TCL: 54,67+20,12 vs. TCS: 1243,57;
p=0,0452; *) zeigten sich signifikant bessere Ergebnisse, wenn die groRere Kraniektomie

durchgefiihrt wurde.



Die grofRe Kraniektomie senkte posttraumatisch auRerdem die Expression der Apoptose-
Marker Bax (TN: 85,60+9,553 vs. TCL: 38,50+12,28; p=0,0168; *) und Caspase-3 (TN: 156,4+
vs. TCL: 70,50+13,11; p=0,0494; *) sowie des Odem-Markers Aquaporin-4 (TN: 2,450+0,24
vs. TCL: 1,5001£0,17; p=0,027; *) verglichen mit Gruppe TN signifikant. Die Durchflihrung der
kleinen Kraniektomie reduzierte die Expression dieser Marker nicht signifikant. Die Mortalitat
war in TCL (76%) allerdings héher als in TCS (41,67%).

Die Eingriffe selbst, ohne vorheriges Trauma, fihrten im Vergleich zur Sham-Gruppe zu einem
schlechteren neurologischen Outcome (NSS: NN: 0,5000+0,5000 vs. NCS: 3,333+0,56;
p=0,023; * und NCL: 4,000+1,29; p=0,025; *). Apoptose- und Odem-Marker wurden durch den

Eingriff selbst nicht signifikant beeinflusst.

Insgesamt zeigte eine nach Schadel-Hirn-Trauma durchgeflihrte dekompressive Kraniektomie
im Maus-Modell positive Effekte auf die funktionelle Erholung und histologische Marker
sekundarer Hirnschadigung. Eine grofier angelegte Kraniektomie erzielte im Vergleich zur
kleinen Kraniektomie signifikant bessere Ergebnisse, mdglicherweise durch die suffizientere
Dekompression des anschwellenden Hirngewebes. Dieser positive Effekt geht jedoch mit
einer hoheren Mortalitat einer, vermutlich durch die groRere Operation und den damit
verbundenen Risiken.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit untermauern den therapeutischen Nutzen der
Entlastungskraniektomie nach Schadel-Hirn-Trauma. Auch konnten positive Effekte groRerer
Kraniektomien gezeigt werden.

Die durch den gréleren Eingriff gesteigerte Mortalitdtsrate muss dabei jedoch genauer

untersucht werden, um durch deren Reduktion die Therapie weiter zu optimieren.

Abstract

“Decompressive craniectomy after skull-brain-trauma: which influence has trepanation

size? A functional and histological investigation in a mouse model”

Traumatic brain injury (TBI) is still one of the leading causes for death in young adults. If it
does not end fatally, lifelong physical and mental impairment as well as expensive
rehabilitation and care might follow. Beside conservative treatment options, the decompressive
craniectomy (DC) is a surgical technique. Because of its invasiveness it is discussed
controversial and subject of intensive research.

In preliminary work we were able to demonstrate an influence of craniectomy on recovery after
skull-brain-injury in a mouse model. Here, we investigated the influence of decompression size
on functional recovery as well as on structural brain damage (which is also clinically relevant).

The influence was also tested without previous trauma.



Six-week-old, male CD-1-mice were randomly assigned into six different groups: firstly in sham
without trauma (NN) and TBI only (TN), later in groups who received traumatic brain injury
following large/small craniectomy (TCL)/(TCS) as well as groups without injury but with
large/small craniectomy (NCL)/(NCS). For large craniectomy, a fronto-parieto-squamosal
trepanation of 5x8mm, for small craniectomy a parietal trepanation of 3x5mm was performed.
24 hours after surgery, neurological impairment was rated by neurological severity score
(NSS), beam balance score (BBS) and beam balance time (BBT). Thereafter, brains were

subjected to histopathological analysis.

In all functional tests animals with trauma only (TN) showed the most profound impairment.
Performance of a large craniectomy (TCL) led to the best functional outcome after trauma.
Compared to TN (BBS: TCL: 2,500+0,51 vs. TN: 4,73310,12; p=0,01; *) as well as to TCS
(BBS: TCL: 2,500+0,51 vs. TCS: 4,476+0,37; p=0,017; *; BBT: TCL: 54,67+20,12 vs. TCS:
12+3,57; p=0,0452; *), significantly better outcomes were observed when the large

craniectomy was performed.

Performing the large craniectomy after trauma also lowered the expression of apoptotic
markers Bax (TN: 85,604+9,553 vs. TCL: 38,50+12,28; p=0,0168; *) and Caspase-3 (TN:
156,4+ vs. TCL: 70,50+£13,11; p=0,0494; *) as well as of the edema-marker Aquaporin-4 (TN:
2,45040,24 vs. TCL: 1,500+0,17; p=0,027; *) significantly, compared to TN.

Performance of the small DC reduced the expression of these markers not significantly.
Mortality in TCL (76%) was higher compared to TCS (41,67%).

Surgery itself, without previous trauma, led to worse functional outcome compared to sham-
group (NSS: NN: 0,5000+0,5000 vs. NCS: 3,33340,56; p=0,023; * und NCL: 4,000+1,29;
p=0,025; *). Apoptosis- and edema-markers were not influenced significantly through surgery

itself.

All in all, a posttraumatic decompressive craniectomy showed positive effects on functional
outcome and histological markers of secondary brain damage in our murine model. A larger
craniectomy led, compared to smaller one, to significantly better results, possibly through the
more sufficient decompression of the swelling brain tissue. But, his positive effect is associated

with a higher mortality rate, probably because of the greater surgery and the related risks.

The demonstrated results support the findings of benefits of decompressive surgery after
traumatic brain injury. Also positive effects of larger craniectomies were demonstrated. The
increased mortality rate through greater surgery needs to be investigated more closely for

therapy optimization.



1. Einleitung

1.1 Epidemiologie und Atiologie des Schidel-Hirn-Traumas

Weltweit erleiden jahrlich etwa 69 Millionen Menschen ein Schadel-Hirn-Trauma (SHT). Es
stellt global eine der Hauptursachen fir Tod und Behinderung, unabhangig vom Alter der
Betroffenen, dar [34]. Auf jeweils 100 000 Einwohner gerechnet gab es im Jahre 2015 in
Nordamerika 1299, in Europa 1012, in Stidostasien 948 und in Afrika 801 Falle [34]. Aufgrund
des weitaus gréleren Bevolkerungsaufkommens in den letztgenannten,
entwicklungsschwachen Regionen der Erde, finden sich dort die gréf3ten absoluten Fallzahlen.
Die Mortalitédt des SHT liegt weltweit bei 10,5 / 100.000. Die ,Case fatality rate” (CFR) aller
SHT-Schweregrade wird mit 0,9 - 7,6 / 100 Patienten angegeben, betrachtet man sie sich
isoliert beim schweren SHT liegt sie bei 29 - 55/ 100 [79].

Am haufigsten findet man das SHT in zwei Altersgruppen: Beim jungen Erwachsenen (< 25
Jahre) sowie im fortgeschrittenen Alter (> 75 Jahre) [79]. In den Industrielandern scheint das
Durchschnittsalter seines Auftretens langsam zu steigen [88].

Die beiden Altersgipfel erklaren sich durch die fir das SHT haupturséchlichen
Pathomechanismen: Wahrend in den Industrienationen Stirze die Hauptursache darstellen,
so sind es in Entwicklungslandern vor allem Unfalle im Stralenverkehr [79].

In Sldostasien und Afrika sind 56 % aller Schadel-Hirn-Verletzungen auf Verkehrsunfalle
zurlckzufihren, in den USA macht dieser Unfallmechanismus nur 25 % aus [34].

Es Iasst sich jedoch ein Trend erkennen: frihere, vor dem Jahre 2000 durchgefuhrte Studien
beschrieben insbesondere Verkehrsunfille als Hauptursache des SHT. Aktuellere,
hauptsachlich auf Industrieldnder bezogene Arbeiten, machen vermehrt Sturzgeschehen fir
seine Entstehung verantwortlich [79].

Dies lasst sich zum einen durch die enormen Fortschritte in Sachen Fahrzeug- und
StralRensicherheit erklaren, zum anderen steigt in Industrielandern der Bevolkerungsanteil
alterer und somit sturzgefahrdeter Menschen. Nicht zu vernachlassigen ist der Anteil von
Gewalt als Ursache des SHT. Dieser liegt bei 7 - 10 % und zeigt sich weltweit steigend. Als
Mechanismus kommen korperliche Gewalt sowie Schuss- und Explosionsverletzungen
infrage. Letztere spielen im Rahmen militarische Konflikte und Terrorismus zunehmend eine
Rolle [12,66].

Abgesehen vom vielen Leid der Betroffenen und deren Familien gehen die Akutbehandlung
sowie die anschlieliende, oft lebenslange Betreuung dieser Menschen mit enormen Kosten
einher, die nicht zuletzt auch ein soziookonomisches Problem darstellen. So beziffern
Thurman et al. die jahrlichen Therapiekosten fir Patienten mit SHT in den USA auf 60
Milliarden Dollar [107]. In einer europaischen Auflistung unfallbedingter Therapiekosten findet

sich die Behandlung Schadel-Hirn-Verletzter unter den Top drei wieder [81].



1.2 Einteilung des Schéadel-Hirn-Traumas

Das Schadel-Hirn-Trauma lasst sich nach verschiedenen Gesichtspunkten einteilen. Eine
Unterscheidung lasst sich anhand des Zustandes bestimmter anatomischer Strukturen treffen.
Ist die das Hirn umgebende harte Hirnhaut (Dura mater) unverletzt, so spricht man von einem
geschlossenen SHT. Von einem offenen SHT redet man entsprechend, wenn diese Struktur
eroffnet ist. Dies kommt gehauft durch knécherne Begleitverletzungen des Schadels zustande,
wie etwa bei Schadelbasis-Frakturen oder penetrierenden Schadel-Hirn-Verletzungen. Ein
Hinweis auf ein vorliegendes offenes SHT kann der Austritt von Liquor cerebrospinalis (CSF)
sein. Dieser flief3t in den inneren und aufieren Liquorrdumen des Gehirns und Rickenmarks
und dient unter anderem als mechanischer Puffer. Das offene SHT geht mit einer erhéhten

Rate an Infektionen des zentralen Nervensystems (ZNS) einher [91,125].

Eine weitere, in der Klinik gelaufigere Einteilung des Schadel-Hirn-Traumas, orientiert sich an
der Glasgow-Coma-Scale (GCS). Mit Hilfe dieses Scores wird der neurologische Zustand
eines Patienten anhand seiner jeweils besten verbalen und motorischen Reaktion auf einen
bestimmten Reiz beurteilt. Der bestmégliche Wert ist ein GCS von 15, im schlechtesten Fall
erreicht der Patient nur 3 Punkte.

Definitionsgemal spricht man bei einem GCS von 13 — 15 von einem leichten, bei einem Wert
von 9 — 12 von einem mittleren und bei einem GCS-Wert von 3 - 8 von einem schweren
Schadel-Hirn-Trauma [91]. Ab einem GCS-Wert von < 8 geht man beim Patienten vom Verlust
der Schutzreflexe aus, weshalb eine sofortige Intubation erfolgen sollte. Zusatzlich sollte

immer der Pupillen- sowie Reflexstatus geprift werden [91].

Augenoffnen Beste verbale Antwort Beste motorische
Punkte Reaktion
1 Kein Offnen Keine Antwort Keine Reaktion
2 Auf Schmerzreiz Unverstandliche Laute Strecksynergismen
3 Auf Ansprache Inadaquate AufRerungen Beugesynergismen
Ungezielte
4 Spontan Desorientiert
Abwehrreaktion
Gezielte
5 - Orientiert
Abwehrreaktion
5 Gezielt nach
Aufforderung

Tabelle 1: Glasgow-Coma-Scale (GCS) nach [91]



1.3 Pathophysiologie des Schadel-Hirn-Traumas

Der erlittene Schaden durch ein Schadel-Hirn-Trauma I&sst sich in eine primare, unmittelbar
an den Unfall geknlpfte und eine sekundare, sich nachfolgend entwickelnde Hirnschadigung

unterteilen.

Die primare Hirnschadigung geschieht unmittelbar durch Gewalteinwirkung wahrend des
Traumas. Er ist somit direkt abhangig von Art und Intensitdt der auf den Patienten
einwirkenden Kraft. Als initiale Schadigungsmuster finden sich somit haufig Schadelfrakturen
und lokale Kontusionen. Der Einfluss von Scherkraften verursacht haufig diffuse axonale
Schadigungen sowie GefalRzerreilungen mit méglichen intrakraniellen Blutungen. Der primare
Hirnschaden ist keiner Therapie zuganglich und kann lediglich durch protektive Malinahmen,
wie dem Tragen von Helmen, glinstig beeinflusst werden [91,97,127].

Die sekundare Hirnschadigung schlief3t sich der primaren Schadigung unmittelbar an und setzt
sich Uber Stunden und Tage fort. Auch in Hirnregionen, die weit vom Ort der eigentlichen
Krafteinwirkung entfernt liegen, kann es durch diesen Mechanismus zum Untergang von
Gewebe kommen. Diese Form des Schadens beruht auf verschiedenen pathophysiologischen
Veranderungen, die sich gegenseitig bedingen und als Reaktionskaskade betrachtet werden
konnen. Hauptbestandteil der Pathophysiologie der sekundaren Hirnschadigung ist der
Anstieg des intrakraniellen Drucks. Dieser resultiert aus einer posttraumatischen Stérung der
Blut-Hirn-Schranke sowie einer  durch Gewebeschadigung hervorgerufenen
Entziindungsreaktion, welche dann zu weiterem Gewebeuntergang fihrt. Durch die
intrakranielle Druckerhéhung werden die hirnversorgenden Blutgefalie komprimiert, wodurch
der zerebrale Blutfluss (CBF) sinkt und es aufgrund von Sauerstoffmangel zum weiteren
Untergang von Nervenzellen kommt. Dies fordert wiederum die Vergrof3erung des Hirnédems.
Die sekundare Hirnschadigung ist als eine Art Teufelskreis aus intrakraniellem Druckanstieg,
Minderperfusion, Entziindungsreaktion, Zelluntergang und Odembildung zu verstehen.

Hier setzt das medizinische Behandlungskonzept an, um das Ausmal} der sekundaren

Hirnschadigung zu minimieren [12,86,91,127].

1.3.1 Anstieg des intrakraniellen Drucks

Physiologisch liegt der intrakranielle Druck (ICP) eines Erwachsenen unter 10-15 mmHg und
kann durch bestimmte Mandver wie dem Husten oder Niesen kurzzeitig auf bis zu 110 mmHg
ansteigen [95,128]. Alle langerfristigen Werte Uber 20 mmHg gelten als pathologisch und
sollten behandelt werden [16].

Das sich im knéchernen Schadel befindliche Volumen ist unter physiologischen Bedingungen

konstant und verteilt sich auf die Kompartimente Hirngewebe, Liquor cerebrospinalis und Blut.
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Die Druck-Volumen-Beziehung der drei volumenbildenden Kompartimente innerhalb des vom
kndchernen Schadel vorgegebenen Raumes wurde durch Monroe (1783) und Kellie (1824)
beschrieben. Die nach ihnen benannte Monroe-Kellie-Doktrin besagt folgendes: Kommt es
posttraumatisch zu einer Expansion eines oder mehrerer dieser Kompartimente, wie
beispielsweise durch Blutungen, Hirnddem oder einen sich entwickelnden Hydrozephalus, so
kann dies bis zu einem bestimmten Grad durch die Verdrangung von Reserveraumen
kompensiert werden. Expandiert das intrakranielle Volumen weiter, so steigt der ICP. Durch
Infarzierung von Hirngewebe und Drosselung zerebraler Perfusion vergroRert sich das
Hirnédem, was eine weitere intrakranielle Volumenzunahme mit verbundener ICP-Erhéhung
nach sich zieht. Eine Negativkaskade im Sinne eines Circulus vitiosus kann die Folge sein
[38,73,91,95,126].

Klinisch manifestiert sich ein erhdhter ICP an Symptomen, die von Kopfschmerzen, Ubelkeit
und Erbrechen Uber Bewusstseinseinschrankungen bis hin zu autonomen

Regulationsstérungen und Dezerebrationszeichen reichen kdénnen [59,126].

Die Druck-Volumen-Beziehung innerhalb des kndchernen Schéadels ist durch eine nichtlineare,
hyperbolische Funktion charakterisiert (AP/AV).

Eine determinierte Volumenzunahme AV bei einem niedrigem Ausgangsdruck fihrt demnach
zu einem geringen Anstieg des ICP (AP1). Bei initial erhéhtem Druck steigt bei gleicher

Volumenzunahme AV der ICP (AP2) deutlich steiler an [38,89,126].

1.3.2 Zerebrale Perfusion

Der zerebrale Perfusionsdruck (CPP) ist von ICP und arteriellen Mitteldruck (MAP) abhangig

und steht mit diesen Parametern in folgender Beziehung:

CPP = MAP — ICP

Aus diesem Zusammenhang lasst sich schlussfolgern, dass bei konstant bleibendem MAP
und gleichzeitig erhéhtem ICP die Perfusion des Hirngewebes abnimmt. Ubersteigt der ICP
im Verlauf sogar den systemischen Blutdruck, so findet keine Hirnperfusion mehr statt. Man
spricht dann vom Zustand der globalen zerebralen Ischamie [38,91,127].

Liegt der CPP im physiologischen Rahmen (zwischen 60 und 160 mmHg), so resultiert daraus
ein zerebraler Blutfluss (CBF) von 50 ml / 100 g Hirngewebe / Minute. Durch die Fahigkeit zur
Autoregulation kann gesundes Hirngewebe den CBF konstant halten.

Diese Autoregulation geschieht durch Konzentrationsveranderungen von Stickstoffmonoxid

und anderen Stoffwechselprodukten sowie durch myogene Autoreaktivitdt, die in den



hirnversorgenden GefalRen zur Vasokonstriktion beziehungsweise Vasodilatation flhrt.
Klinisch lasst sich das Vorhandensein der zerebrovaskuldren Autoregulation durch eine
transkranielle Doppleruntersuchung prufen. Hierfur werden bei gleichzeitiger kontinuierlicher
ICP-Messung der Doppler mean flow index (Mx) und der pressure reactivity index (PRXx)
erhoben. Der Doppler mean flow index beurteilt die Korrelation zwischen der mittleren
zerebralen Blutflussgeschwindigkeit und dem zerebrale Perfusionsdruck. Ist die Korrelation
dieser beiden Parameter negativ, so geht man von einer erhaltenen Autoregulation aus, ist er
positiv liegt eine Autoregulationsstérung nahe. Auch der pressure reactivity index macht sich
die Beurteilung einer Korrelation zunutze und zeigt auch bei positiver Korrelation eine
Autoregulationsstdrung an, es werden hier jedoch die Parameter MAP und ICP betrachtet [31].
Eine gestorte zerebrovaskulare Autoregulation geht mit einer schlechteren Prognose einher
[13,29,30,33].

Bei reduziertem CBF und somit sinkendem zerebralen Sauerstoffangebot hat das Gehirn Uber
einen  weiteren Regulationsmechanismus die  M®églichkeit zur Erhéhung der
Sauerstoffextraktion aus dem Blut. Ist auch dieser Kompensationsmechanismus erschopft
spricht man von einer zerebralen Minderperfusion mit zerebraler Hypoxie. Klinisch prasentiert
sich dieser Zustand durch Schwindel und Bewusstseinseintribung bis hin zum Koma
[19,20,52].

Die Aufhebung dieser Autoregulationsmechanismen nach SHT fuhrt dazu, dass der CPP
starker vom arteriellen Mitteldruck abhangig wird und dessen Schwankungen unterliegt.

Um einerseits eine adaquate Hirnperfusion zu gewahrleisten und zum anderen die Gefahr des
Atemstillstandes durch zu hohe Driicke zu reduzieren, sollte laut deutscher Leitlinie
Schadelhirntrauma im Erwachsenenalter bei gleichzeitiger Hirndruckmessung ein CPP von 50
mmHg nicht unterschritten, ein Wert von 70 mmHg jedoch auch nicht tberschritten werden
[40]. Die Brain Trauma Foundation empfiehlt aus selben Griinden CPP-Werte zwischen 60
mmHg und 70 mmHg [16].

Erhéhte ICP-Werte (> 20 mmHg) sowie ein reduzierter CPP (> 60 mmHg) nach SHT sind so
mit einer schlechteren Prognose assoziiert [38,91,96].

In der intensivmedizinischen Behandlung Schadel-Hirn-Verletzter gilt es also den
systemischen Blutdruck dahingehend einzustellen, dass eine ausreichende zerebrale
Perfusion gewahrleistet ist. Hierbei sind grobe Schwankungen zu vermeiden und die Werte

der jeweiligen Patientensituation anzupassen [7,10,14,36,37,45].



1.3.3 Das posttraumatische Hirnédem

Die posttraumatische Schwellung des Hirngewebes kommt durch verschiedene, meist parallel
ablaufende Mechanismen zustande. Im Fokus stehen hierbei insbesondere das vasogene
sowie das zytotoxische Hirnédem, in der Literatur werden jedoch auch ein osmotisches und
ein hydrozephales Hirnddem beschrieben.

Sie folgen auf die posttraumatische Ausschittung verschiedener Mediatoren wie freien
Sauerstoffradikalen (ROS), Glutamat, Lactat, NO sowie H*-, Ca?*- und K*- lonen [8,113].

Das vasogene Hirnddem entsteht durch die Schadigung der Blut-Hirn-Schranke (BHS). Diese
kann auf mechanischem Wege wahrend des Traumas oder durch posttraumatische
Akkumulation destruierender Mediatoren hervorgerufen werden. Zudem kann eine
posttraumatische Immunreaktion eine Hyperpermeabilitat der BHS verursachen. Es entsteht
ein proteinreiches Extravasat. Dieses ist osmotisch wirksam und kann zu weiterem
Flissigkeitseinstrom flihren [113].

Das zytotoxische Hirnddem ist von der BHS unabhangig und bildet sich bereits im frihen
Krankheitsverlauf. Es entsteht durch zellulare Elektrolytverschiebungen. Zum einen steigt
posttraumatisch die Permeabilitdt der Zellmembranen fir Na* und K*. Weiterhin bedingt eine
zellulare Stérung der Glukoseverwertung mit konsekutivem ATP-Mangel eine Insuffizienz der
membranstandigen Na*-K*-ATPase. Eine intrazellulare Na*-Akkumulation ist die Folge. Da
diese lonen osmotisch wirksam sind, kommt es zum Wassereinstrom nach intrazellular. Die
posttraumatisch haufig als Komplikation auftretende Ischamie kann diesen Effekt verstarken.
Das osmotische Hirnédem entsteht durch zu rasche und dadurch nicht mehr durch das Hirn
kompensierbare Osmolaritatsschwankungen. Da zerebrale Ischamie einen hyperosmolaren
Zustand des hiervon betroffenen Gewebes hervorruft, muss die Gabe isotoner Flissigkeiten
kritisch betrachtet werden. Vom hydrozephalen Odem spricht man bei periventrikularen CSF-
Austritten infolge mechanischer Verlegungen von Liquorwegen [11,113].

Im Fokus experimenteller Forschung steht der im Nervengewebe ubiquitdr vorkommende
Wasserkanal Aquaporin-4 (AQP-4). Dieser findet sich vor allem auf Astrozytenfortsatzen und
ermdglicht dort den Ein- und Ausstrom von Wasser entlang des osmotischen Gradienten [115].
Einige Studien beschreiben eine posttraumatisch erhdhte Expression dieses Kanals und
sprechen ihm eine bedeutende Rolle in der Entstehung des Hirndédems zu [48,63,75].

In anderen Studien konnte durch medikamentése Blockade von AQP-4 beziehungsweise
durch Experimente an AQP-4-knock-out-M3usen eine verringerte Odembildung
nachgewiesen werden [67,70,120].

Die Durchfihrung einer dekompressiven Kraniektomie (DC) bewirkte im Tierversuch einen

positiven Effekt auf die zerebrale Odembildung nach SHT: Verglichen mit der Kontrollgruppe



zeigten kraniektomierte Tiere geringere AQP-4-Expressionen sowie einen verminderten

kortikalen Wassergehalt [110].

1.4 Therapieoptionen nach Schéadel-Hirn-Trauma

Der primare Hirnschaden ist unmittelbar abhdngig von den zum Unfallzeitpunkt auf den
Patienten einwirkenden Kraften und somit keiner Therapie zuganglich. Lediglich praventive
Maflinahmen koénnen helfen, diesen Schaden zu begrenzen. Therapeutisches Ziel ist die
Minimierung des sekundaren Hirnschadens. Es wird versucht, die Negativkaskade zu

durchbrechen, um maoglichst viel vitales Hirngewebe zu erhalten.

1.4.1 Konservative TherapiemaBnahmen

Schon die praklinische Behandlung nach Schadel-Hirn-Trauma hat auf das spatere Outcome
grof3en Einfluss. Wird ein GCS < 8 erhoben, so besteht die Indikation zur sofortigen Intubation.
Zusatzlich sollten Pupillenreaktion und die motorischen Funktionen jeder einzelnen Extremitat
ermittelt werden. Liegt ein SHT als Ursache der Bewusstseinseintribung nahe, sollte aufgrund
potentiell erhéhter ICP-Werte ein hochnormaler MAP angestrebt werden, um eine zerebrale
Perfusion zu gewahrleisten. Ein MAP < 90 mmHg sowie eine Sauerstoffsattigung < 90 %
wahrend der Behandlung gehen mit einem schlechteren Outcome einher, weshalb diese
Werte nicht unterschritten werden sollten. Eine bildgebende Untersuchung mittels CT sollte
innerhalb der ersten Stunde nach Trauma angestrebt werden, um potenziell
lebensbedrohliche epidurale Blutungen rechtzeitig erkennen und behandeln zu kdnnen
[9,41,87].

1.4.2 Intrakranielle Druckmessung

Die Brain Trauma Foundation empfiehlt die invasive Hirndruckmessung in ihrer aktuellen
Leitlinie (2016) in folgenden Situationen: Bei GCS-Werten < 8 und sichtbaren Pathologien im
zerebralen CT nach SHT sowie, falls sich keine Pathologien im CT darstellen lassen, bei
Patienten mit GCS < 8 plus mindestens zwei der folgenden Risikofaktoren: Alter = 40 Jahre,
uni- oder bilaterales fokal-neurologisches Defizit oder systolischer Blutdruck < 90 mmHg [16].
Es konnte gezeigt werden, dass die kontinuierliche ICP-Messung mit einer geringeren
Mortalitat einher geht [5,16,39].

Zur Messung stehen die intraparenchymal zu platzierende Drucksonde und die externe
Ventrikeldrainage (EVD) zur Verfliigung. Die Letztgenannte bietet den zusatzlichen Vorteil,

dass Uber sie das Ablassen von Liquor cerebrospinalis mdglich ist, wodurch eine sofortige
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Druckentlastung erreicht werden kann [38,40,127]. Laut Leitlinie der Brain Trauma Foundation
von 2016 gilt es ICP-Werte = 22 mmHg zu therapieren [16].

1.4.3 Hirndrucksenkende MaBnahmen

Zur Behandlung kritisch erhdhter ICP-Werte kommen verschiedene Methoden in Betracht.
Zum einen kann der Oberkoérper des Patienten um 30° hochgelagert werden, was extrem hohe
Werte senken kann [38]. Zum anderen kann eine osmotische Therapie mit Mannitol 20% oder
einer hyperosmolaren Kochsalzlésung zur ICP-Senkung eingesetzt werden [26]. Diese
Therapieform sollte nur flir eine begrenzte Zeit eingesetzt werden, da die dadurch
herbeigefuhrte Veranderung der Serum-Osmolaritat negative Folgen haben kann [26,38,40].
Die therapeutische Hyperventilation kommt bei passageren Hirndruckkrisen kurzfristig zur
Anwendung. Diese MalRnahme fuhrt zur Vasokonstriktion zerebraler Gefalke und mindert so
den CBF. Dies dient einerseits der ICP-Senkung, birgt andererseits jedoch die Gefahr der
zerebralen Minderperfusion und Ischamie. Bei hdmodynamisch stabilen Patienten kann unter
kontinuierlicher EEG-Ableitung die Gabe von Barbituraten erwogen werden. Folgen sind ein
verminderter zerebralen Energiebedarf und eine sinkende Hirnperfusion. Auf diese Weise
kann einer anderweitig nicht beherrschbaren ICP-Krise entgegengewirkt werden. Die Gabe
von Glukokortikoiden geht mit einer signifikant erhéhten 14-Tage-Letalitdt einher und sollte
deshalb nicht erfolgen [6,16,40]. Geht das SHT mit Verletzungen der Schadelbasis und

Liquorrhoe einher, so kann eine antibiotische Therapie erwogen werden [40].

1.4.4 Dekompressive Kraniektomie

Die operative Entfernung raumfordernder intrakranieller Blutungen ist eine effektive
Behandlungsoption in der Therapie des SHT. Die sogenannte Entlastungskraniektomie (DC)
mit Duraerweiterungsplastik und deren Einfluss auf Uberleben und neurologische Erholung
bleiben nach wie vor Gegenstand aktueller Forschung. Bei dem Eingriff wird ein Knochenstiick
aus dem Schadel entfernt, um dem anschwellenden Hirngewebe die Moglichkeit zu bieten,
sich Uber seine eigentliche anatomische Begrenzung auszudehnen. Dieser, oft als ultima ratio
gesehene Methode, wird jedoch die groRte Wirksamkeit bezuglich Hirndrucksenkung
zugesprochen. Gangige Formen der DC sind die bifrontale Kraniektomie und die
temporoparietale Hemikraniektomie [16,40,91,109,127].

Dennoch bleibt die dekompressive Kraniektomie umstritten. Verschiedene, kleinere Studien
konnten einen positiven Effekt auf Uberleben und Outcome zeigen [108,112]. Die groR
angelegte, randomisierte DECRA-Studie aus dem Jahr 2011 hingegen konnte im Vergleich

zur konservativen Therapieform keinen positiven Effekt auf diese Parameter nachweisen.
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Die Kraniektomie-Gruppe zeigte im Langzeitverlauf sogar ein schlechteres neurologisches
Ergebnis [27]. In dieser Studie konnte auch gezeigt werden, dass die Durchfiihrung einer DC
mit einer erhdhten Komplikationsrate einher geht. Die zwischen 2004 und 2014 durchgefihrte
RESCUE-ICP-Studie wies nach, dass die Therapie mittels Kraniektomie (37% temporo-
parietale Hemikraniektomie, 63% bifrontale Kraniektomie) zwar zu einer geringeren
Mortalitatsrate fihrt, die Uberlebenden Patienten jedoch im Vergleich zur konservativ
behandelten Gruppe haufiger in einem Vegetativstatus oder mit schwerer Behinderung
verbleiben. Fur das Outcome ,vollstandige Erholung” beziehungsweise ,leichte Behinderung®
konnten zwischen den Gruppen keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden [49].
Die Leitlinien der Brain Trauma Foundation von 2016 empfehlen die Durchfliihrung einer DC
bei nicht anderweitig beherrschbaren, insgesamt tUber 15 Minuten innerhalb einer Stunde
bestehenden ICP-Werten >20 mmHg [16].

1.4.5 GroRe einer Kraniektomie

Der Einfluss verschiedener DC-Grélen auf Mortalitat, Pathophysiologie und neurologisches
Outcome ist Gegenstand aktueller Forschung. Eine ausreichend grof3e Trepanation ist fir den
Operationserfolg von Néten [4]. Falls eine zu kleine Kraniektomie durchgefiihrt wird, kann dies
zu einer Herniation mit konsekutiver Hirngewebs-Strangulation an den kndchernen
Kraniektomie-Randern fihren. AuRerdem kann durch die Kompression zufihrender Gefalke
vitales Hirnparenchym irreversibel geschadigt werden [4]. Weitere Komplikationen ergeben
sich durch die zur Kraniektomie-Seite verlagernden Seitenventrikel des Gehirns. Die hierdurch
veranderte Hydrodynamik des CSF kann einen Hydrozephalus bedingen. Die Kehrseite der
Medaille bildet die groRere Operationsflache mit den damit einhergehenden hoheren Risiken
fur intraoperative Komplikationen wie strukturelle Verletzungen und Infektion.

In der Literatur lassen sich zwei klinische Studien finden, die sich mit den Auswirkungen
verschiedener Kraniektomie-GroRen befassen. In diesen wurden Patienten in jeweils zwei
Gruppen randomisiert: Eine Gruppe erhielt eine unilaterale, fronto-parieto-temporale
Kraniektomie (12x15 cm), die andere Gruppe eine routinemaldig fur intrakranielle Eingriffe
durchgeflihrte temporo-parietale Kraniektomie (6x8 cm). Die Studie von Jiang et al. (n=486)
kam zu dem Ergebnis, dass die Gruppe der grofien DC eine signifikant bessere neurologische
Langzeitfunktion hatte als die Vergleichsgruppe mit kleinerer DC [51].

Die Studie von Qiu et al. (n=74) kam zu einem &hnlichen Ergebnis. Auch dort erzielte die
grolRere Kraniektomie bessere Langzeitergebnisse, jedoch einhergehend mit einer héheren
Komplikations- und Re-Operationsrate [82].

Sich auf diese Studien berufend gibt die Brain Trauma Foundation in ihrem neuesten Leitlinien-
Update von 2020 eine zu favorisierende Kraniektomie-GréRRe vor. Diese sollte nicht unter

12x15 cm beziehungsweise 15 cm im Durchmesser liegen [46]. Laut der Foundation sind fiir
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die endglltige Klarung der zu favorisierenden Kraniektomie-Grélke jedoch weitere,

héherwertige Studien durchzufihren, die diese Ergebnisse stlitzen [46].

1.5 Histologische Veranderungen nach Schadel-Hirn-Trauma

1.5.1 Odem-Marker nach Schidel-Hirn-Trauma

Im Fokus experimenteller Forschung beziiglich der Entstehung des Hirnédems steht der im
Nervengewebe ubiquitar vorkommende Wasserkanal Aquaporin-4 (AQP-4). Dieser findet sich
vor allem auf Astrozytenfortsatzen und ermdglicht dort den Ein- und Ausstrom von Wasser
entlang des osmotischen Gradienten [115]. Einige Studien beschreiben eine posttraumatisch
erhdhte Expression dieses Kanals und sprechen ihm eine bedeutende Rolle in der Entstehung
des Hirnédems zu [48,63,75].

In anderen Studien konnte durch medikamentdése Blockade von AQP-4 beziehungsweise
durch Experimente an AQP-4-knock-out-Mausen eine verringerte Odembildung
nachgewiesen werden [67,70,120].

Die Durchfiihrung einer dekompressiven Kraniektomie (DC) bewirkte im Tierversuch einen
positiven Effekt auf die zerebrale Odembildung nach SHT: Im Vergleich zur Kontrollgruppe
zeigten kraniektomierte Tiere eine geringere Expression von AQP-4 und einen verminderten
kortikalen Wassergehalt [110].

1.5.2 Neuroinflammation nach Schadel-Hirn-Trauma

Im Prozess der sekundaren Hirnschadigung spielt auch Inflammation eine Rolle. Diese wird
zum Teil durch Permeabilitatsstérungen der BHS und der Expression verschiedener
Entzindungsmediatoren verursacht. Zudem kdnnen periphere Immunzellen in geschadigtes
Hirngewebe migrieren und sich an diesem Prozess beteiligen. Die Expression von TNFa, ROS
und verschiedener Interleukine (insbesondere IL-4 und IL-6) fuhrt zur Aktivierung und
Stimulation von Astrozyten und Gliazellen, welche die Entziindungsreaktion weiter
unterhalten. Dieser Prozess hat positive und negative Effekte. Zum einen werden eventuell
eingedrungene Antigene bekampft und die Zellregeneration geférdert, zum anderen werden
apoptotische Prozesse induziert. Dieser Zustand kann sich selbst in traumafernen
Hirnregionen manifestieren und dort einen Zelluntergang induzieren [11,32,62,74].

Eine zentrale Rolle nehmen hierbei aktivierte Gliazellen ein. Einerseits induzieren diese die
Defektheilung, andererseits fiihren sie durch die Ausschuttung von Entziindungsmediatoren
und reaktiver Sauerstoffspezies zu weiterer Inflammation und zum Untergang teilweise noch

vitalen Gewebes.
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Charakteristisch fur aktivierte Astrozyten sind ihre amdboide Form und das Vorkommen von
saurem Gliafaserprotein (GFAP) auf ihrer Oberflache [62].

1.5.3 Apoptose nach Schadel-Hirn-Trauma

Zum posttraumatischen Zelluntergang kommt es durch verschiedene Mechanismen [86].
Zeitlich zuerst einzuordnen ist dabei der direkte Zelluntergang durch physikalische Krafte
wahrend des Traumas. Wahrend der sekundaren Hirnschadigung spielen andere
Mechanismen wie die beschriebene Hypoxie, die inflammatorische Gewebeantwort und die
Odembildung eine (bergeordnete Rolle. Diese induzieren sich teilweise gegenseitig
[76,78,86]. Der Zelluntergang selbst geschieht Gber zwei unterschiedliche Wege: Nekrose und
Apoptose [84,86]. Dabei sind diese Pathomechanismen nicht an die unmittelbare
Traumaregion gebunden, sondern kdnnen diffus im gesamten Hirnparenchym verteilt
auftreten [2,25,86].

Apoptose ist der Vorgang des programmierten Zelltodes. Er ist zunachst ein physiologischer
Prozess, der posttraumatisch jedoch extrem induziert werden kann. Identifizieren kann man
sich in Apoptose befindende Zellen durch zellmorphologische Veranderungen, die Expression
apoptotischer Proteine auf ihren Oberflachen oder den Nachweis von DNA-Strangabbriichen
[11].

Hypoxie, Ischamie, intrazellularer Anstieg von Ca?*-lonen sowie das nach mitochondrialer
Schadigung freiwerdende Cytochrom C kénnen sogenannte Initiator-Caspasen (insbesondere
Caspase-8 und -9) aktivieren. Diese aktivieren kaskadenartig sogenannte Effektor-Caspasen
(Caspase-3), welche dann zur Spaltung von DNA und Apoptose fiihren [61,86,122]. Der
Familie der Bcl-2-Proteine wird eine zentrale Rolle im neuronalen Zelluntergang
zugesprochen. Sie regulieren die Freisetzung von Cytochrom C aus Mitochondrien, weshalb
indirekt auch die Regulation der Caspasen von den Bcl-2-Proteinen abhangt. Das zu dieser
Familie gehérende Bax hat eine proapoptotische Wirkung, dem entgegen gesetzt wirkt Bcl-2.
Ursachlich dafir ist die entgegengesetzte Wirkung dieser beiden Marker auf die
Mitochondrien-Membran: Wahrend Bcl-2 einen stabilisierenden Effekt auf die mitochondriale
Membran hat, fihrt Bax zu einer Destabilisierung dieser. Der Destabilisierung folgt der Ubertritt
von Caspase-aktivierendem Cytochrom C ins Zytosol, wodurch der Apoptose-Prozess
induziert wird [76].

Experimentell konnte gezeigt werden, dass apoptotische Zellen einen erhéhten Gehalt an Bax-
Protein und -mRNA, gleichzeitig aber einen verminderten Gehalt von Bcl-2 aufweisen.
Transgene Mause, deren Nervenzellen Bcl-2 Ubermafig exprimierten, erlitten posttraumatisch

einen signifikant niedrigeren Neuronenverlust als die Vergleichsgruppe ohne Bcl-2-
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Uberexpression, weshalb diesem Protein ein neuroprotektiver, antiapoptotischer Effekt
nachgesagt wird [11,55,69,83,84,86,122].

1.6 Studienlage hinsichtlich Kraniektomie-GroRe im Tiermodell

Im tierexperimentellen Rahmen gibt es bezlglich des Einflusses von Kraniektomie-GroRen auf
die beschriebenen Parameter noch keine Erkenntnisse. Zwar kommt es in solch
translationalen Modellen zu ahnlichen pathophysiologischen Vorgangen, jedoch kdnnen durch
andere anatomische Verhaltnisse Differenzen zustande kommen. So sollte auch im
translationalen Mausmodell der Einfluss verschiedener Kraniektomie-GréRen nach SHT auf
Mortalitat, ICP, neurologische Funktion und histologische Merkmale untersucht werden, um

etwaige Einflisse auf Studienergebnisse nachzuweisen.
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2. Eigene Fragestellung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Untersuchung des Einflusses verschiedener
TrepanationsgroRen auf den funktionellen Status sowie histologische Merkmale nach

Schadel-Hirn-Trauma im Mausmodell. Hierbei untersuchten wir folgende Fragen:

1. Wie wirkt sich ein Schadel-Hirn-Trauma auf den funktionellen Status der Versuchstiere

aus?

2. Inwieweit beeinflusst die Durchflihrung einer kleinen bzw. grolen dekompressiven
Kraniektomie nach Trauma den funktionellen Status des Tieres? Gibt es Unterschiede

zwischen diesen beiden Therapieoptionen?

3. Inwieweit wirkt sich die Durchfiuhrung der verschiedenen Dekompressionen selbst

(ohne vorangegangenes Trauma) auf den funktionellen Status aus?

4. Wie wirken sich das Trauma selbst sowie die verschiedenen Kraniektomien nach
Trauma auf strukturelle Hirnschadigung, Neuronenverlust, zerebrale Inflammation,

Odembildung sowie Apoptose-Marker aus?

5. Hat der chirurgische Eingriff selbst einen Einfluss auf Neuronenverlust, zerebrale

Inflammation, Odembildung sowie Apoptose-Marker?

Ziel der Arbeit ist die Untersuchung, ob die Durchfihrung einer gréReren Kraniektomie durch
suffizientere Dekompression, oder die einer kleineren Trepanation durch eventuell geringere
Invasivitat, einen Vorteil hinsichtlich funktionellem Ergebnis und zerebraler Pathophysiologie

im Mausmodell bietet.
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3. Material und Methoden

Diesen Fragestellungen gingen wir im Folgenden mit einem Tiermodell nach. In diesem wurde

Uber die sogenannte weight drop impact-Methode ein SHT simuliert. Anschlielfend wurden

dessen Auswirkungen mittels funktioneller Testungen sowie Immunhistochemie untersucht.

Zwei verschieden groRe Kraniektomien wurden eine Stunde nach Trauma durchgefihrt und

deren Einfluss untersucht. Um den Einfluss der Operation selbst zu untersuchen, fihrten wir

den Eingriff auRerdem an nicht traumatisierten Vergleichstieren durch.

3.1 Versuchstiere

Verwendet wurden mannliche CD-1-Mause (Firma Charles River). Diese waren gemittelt

sechs Wochen alt und hatten ein Gewicht von 39.2 + 4.32 Gramm.

Untergebracht waren die Tiere im Institut fur klinisch-experimentelle Chirurgie, wo sie unter

tierarztlicher Leitung versorgt wurden.

Die Tiere wurden in insgesamt sechs verschiedene Versuchsgruppen randomisiert (Tab. 2),

angestrebt wurde eine Gruppengrdf3e von sieben Uberlebenden Tieren.

Nummer Versuchsgruppe Kiirzel Erlauterung
_ ) Therapiegruppe mit Trauma und grofer
1 Trauma + grofRe Kraniektomie TCL
Kraniektomie
Kontrollgruppe ohne Trauma und ohne
2 Sham NN
Kraniektomie
Kontrollgruppe mit Trauma und ohne
3 Trauma TN
Kraniektomie
Kontrollgruppe ohne Trauma und kleiner
4 Kleine Kraniektomie NCS
Kraniektomie
Therapiegruppe mit Trauma und kleiner
5 Trauma + kleine Kraniektomie TCS
Kraniektomie
Kontrollgruppe ohne Trauma und grofRer
6 Grolde Kraniektomie NCL
Kraniektomie

Tabelle 2: Versuchsgruppen-Ubersicht
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3.2 Operativer Versuchsabschnitt

Das Ausgangsgewicht jedes Tieres wurde sowohl praoperativ sowie 24 Stunden nach OP
erfasst mit einer Waage (Siens Plus, Soehnle) erfasst. AnschlieRend wurden sie unter einen
Trichter verbracht, welcher mit 3% Isofluran (Baxter) angereichertem Sauerstoff (1 Liter pro
Minute) geflutet wurde. Nach Eintritt in die Schlafphase und Ausfall der Schutzreflexe wurde
das Tier auf eine beheizte Platte (TCAT - 2LV, Phystemp Instruments Inc.) gelegt und seine
Schnauze in einem zurechtgeschnittenen Schlauch positioniert, iber welchen es wahrend des
restlichen operativen Versuchsabschnittes mit Isofluran angereicherten Sauerstoff erhielt. Die
Konzentration des Narkosemittels und die Flussmenge des Sauerstoffs wurden an die
individuellen Bedurfnisse des Tieres wahrend des Versuchs angepasst. Im Schnitt wurde einer
Menge zwischen 0,5 und einem Liter Sauerstoff pro Minute bei einer Isofluran-Konzentration
zwischen 1,5% und 3% zugeflhrt.

Der Schadel der Maus wurde in einen stereotaktischen Rahmen gespannt, die Fixierpunkte
lagen im Meatus acusticus externus beider Seiten.

Da die Tiere narkosebedingt die Fahigkeit zum Lidschluss verloren, wurde um einer cornealen
Austrocknung vorzubeugen dort eine anfeuchtende Salbe (Bepanthen Augen- und
Nasensalbe, Bayer) aufgetragen.

Wahrend des gesamten operativen Versuchsabschnittes wurde die Koérperkerntemperatur
Uber eine im Rektum platzierte Messsonde erfasst. Uber eine Kopplung mit der beheizten
Platte sowie mit einer im Abstand von 25 Zentimetern auf das Tier gerichteten Infrarotlampe
(25 W, Philips) wurde die Aufrechterhaltung einer physiologischen Kérperkerntemperatur von

37° Celsius angestrebt.

Nach erneuter Uberpriifung der Sedierungstiefe durch Nachweis des Ausfalls der
Zwischenzehenreflexe begann der mikrochirurgische Teil der Operation, fiir den zur optischen
VergroRerung des OP-Gebietes ein Operationsmikroskop (SuperLux 300, Zeiss)
eingeschwenkt wurde.

Es erfolgten Hautdesinfektion (Octenisept, Schiilke) und Hautinzision mittels Skalpell (Braun).
Die Schnittflhrung begann frontal zwischen den Augen des Tieres und wurde entlang der
Saggitalachse bis occipital zum Ansatz der Nackenmuskulatur fortgesetzt. Die sich
darstellende Galea wurde mit einem scharfen Loffel abgetragen, wodurch die Schadelkalotte
inklusive Sutura sagittalis und Sutura coronalis sichtbar wurde. Es wurde der Punkt, an dem
sich die Sutura sagittalis und die Sutura coronalis treffen (Bregma) aufgesucht und der
Trauma-Punkt mittels eines wasserfesten Stiftes (OHPen, Stabilo) markiert. Er befand sich

einen Millimeter links der Sutura sagittalis sowie zwei Millimeter occipital des Bregmas.
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3.2.1 Applikation des Traumas

Die Tiere der entsprechenden Gruppen (TN, TCS, TCL) wurden erneut auf eine ausreichende
Sedierungstiefe Uberprift, aus dem stereotaktischen Rahmen ausgespannt und zur
Applikation des Traumas unter die dafir vorgesehene Apparatur verbracht. Hierfir musste
auch die rektal eingefiihrte Temperaturmesssonde kurzzeitig entfernt werden.

Verwendet wurde ein Aufbau (Abb. 1), welcher der bereits etablierten ,weight drop impact®-
Methode nach Chen et al. entspricht [18,42]. Auch in verschiedenen Publikationen unserer
Arbeitsgruppe lieferte diese Methode zur Trauma-Applikation valide Werte [99-101,104,105].
Die Maus wurde unter einem Metall-Konus so positioniert, dass dessen Spitze exakt auf dem
vorher markierten Trauma-Punkt zum Liegen kam. Nach Betatigung eines Hebels fiel ein 75
Gramm schweres Gewicht aus 30 Zentimetern Hohe senkrecht auf den Stift, welcher die Kraft

isoliert auf den Trauma-Punkt Ubertrug.

Die nicht fur ein Trauma vorgesehenen Tiere wurden ebenfalls erneut auf Sedierungstiefe
Uberprift, kurz von der Temperatur-Messsonde befreit, aus dem stereotaktischen Rahmen
ausgespannt und unter die Trauma-Apparatur verbracht. In diesem Fall wurde der ,weight-

drop“ jedoch nicht ausgeldst.

Gewicht (75 Gramm)

Plexiglasgbhre mit Zentimetermal}

Ausloser
Metall-Konus

Auflageflache fir den Maus-Kopf
Bodenplatte

Abbildung 1: Trauma-Vorrichtung

19



Im Anschluss wurden die Tiere wieder in den Rahmen gespannt und mit der rektalen
Temperatur-Messsonde versehen. Weiterhin wurde ihnen die Haut medial des rechten Ohres
inzidiert, um so eine Temperatur-Messsonde im rechten Musculus temporalis zu versenken.
Gemessen wurde damit die isolierte Kopftemperatur des Tieres. Durch die oben bereits
erlauterten Mallnahmen zur Steuerung der Temperatur sollte eine Temperatur von 37° Celsius

erreicht werden.

3.2.2 Implantation der intrakraniellen Drucksonde

Zur Implantation einer intrakraniellen Drucksonde (PP-M200-X-80SC.2.0PTFE-XN-50PIT3-
P1, opSens) wurde 6 mm frontal des Bregmas sowie 2 mm links der Sutura sagittalis mittels
eines Diamantbohrers (MicroTRON, Aesculap) ein im Durchmesser 1,5 Millimeter messendes
Loch in den Schéadel gebohrt. Die sich darstellende Dura mater wurde mit einer Kanile
(Sterican, Braun) erdffnet. In das Bohrloch wurde ein Tropfen Natriumchlorid (Braun) gegeben.
Die Spitze der Drucksonde wurde in diesen NaCl-Tropfen getaucht und der gemessene Wert
als Null definiert. Im Anschluss wurde die Sonde 1,5 Millimeter tief in das Hirnparenchym
vorgeschoben, am stereotaktischen Rahmen fixiert und die

Live-Aufzeichnung des intrakraniellen Druckes gestartet. Die gemessenen Werte konnten
direkt am Messgerat (fiber optic sensor, opSens) abgelesen werden, wurden gleichzeitig aber
auch auf ein Computerprogramm (opSENS) Gibertragen, welches die Werte in einem Graphen
darstellte.

Unter kontinuierlicher Messung der Werte von Kdérperkerntemperatur, Kopftemperatur und
intrakraniellem Druck wurde das Verstreichen einer Stunde ab dem Zeitpunkt der Trauma-
Applikation abgewartet. Die Werte wurden in einem Abstand von 15 Minuten notiert, die Daten

der Drucksonde wie oben erwahnt zusatzlich in Echtzeit auf einen Graphen Ubertragen.
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3.2.3 Dekompressive Kraniektomie

Die dekompressive Kraniektomie wurde bei den Tieren der Versuchsgruppen TCL, NCS, TCS
und NCL eine Stunde nach Trauma-Applikation begonnen. Die Dauer dieser Prozedur belief
sich auf 45 bis 60 Minuten.

Fir die groRRe Kraniektomie (Gruppen TCL, NCL) wurde auf der Trauma-Seite mittels
Diamantbohrer (1,5 mm Durchmesser) das komplette Os parietale, das angrenzende Drittel
des Os frontale sowie Teile des Os squamosum abgefrast und mit einem Haken geborgen.
Die frei liegende Dura wurde mit einem Skalpell er6ffnet.

Fir die kleine Kraniektomie (Gruppen NCS, TCS) wurde mit selbigem Gerat lediglich die an
die Saggitalnaht grenzende Halfte des Os parietale entnommen. Auch hier wurde die Dura im
Anschluss eroffnet.

Die GroRe des entnommenen Schadelstlicks lag bei etwa 5 mm x 8 mm (grof3e Kraniektomie)
beziehungsweise 3 mm x 5 mm (kleine Kraniektomie).

Die Kopfhaut wurde nach ausreichender Blutstillung (Zellstoff, Braun) mittels
Einzelknopfndhten (Premilene 6-0, Braun) verschlossen. Hierbei wurde besonders auf die

ICP-Sonde geachtet, welche sich noch im Tier befand.

Die nicht fir eine Kraniektomie vorgesehenen Tiere (NN, TN) wurden nach der ersten Stunde

fur eine weitere Stunde Uberwacht, ehe auch sie zugenadht wurden.

Unmittelbar nach Wundverschluss wurde allen Mausen eine auf ihre Koérpertemperatur
erwarmte 0,9% Kochsalzlésung (Braun) intraperitoneal appliziert. Die Menge belief sich auf
0,2 ml / g Kérpergewicht.

Alle Tiere erhielten ein opioides Schmerzmittel (Buprenorphin, Temgesic 0,3 mg/ml) in der
Dosierung 0,1 mg/kg Kérpergewicht sowie ein nicht-steroidales Antiphlogistikum (Carprofen,
Rimandyl 50 mg/ml) in der Dosierung 5 mg/kg Kérpergewicht subkutan.

Eine weitere Stunde wurde unter Messung der genannten Parameter abgewartet.
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Nasal

Premaxilla

~Maxilla

—Lacrymal

Frontal
ICP-Sonde

Trauma-Punkt —Squamosal

GroRe Kraniektomie Parietal

Kleine Kraniektomie

Tympanic bullo

—Occipital

———Qccipital condyle

Kleine Kraniektomie GroRe Kraniektomie

Trauma-Punkt

ICP-Sonde

X Anterior
Parietal  gqu ethmoidal
foramen

\

Frontal
Interparietal

Occipital

Post-tympanic hook
Periotic copsule—

Occeipital condyle -

Basisphenoid ‘ Molar |
Internal !
Paroccipital Tympanic pterygoid Zygomatic Maxillary
process bulle process
External Post-glenoid Moalar
auditory foramen process

meatus

Abbildung 2: Interventions-Punkte und -Flaichen am Mausschadel, Ansicht von oben

und von links lateral (Anatomische Abbildung: The Anatomy of the Laboratory Mouse;
Margaret J. Cook)

Die rote Flache wurde im Rahmen der kleinen Kraniektomie entfernt, die blaue Flache im
Rahmen der grof3en Kraniektomie (NCL, TCL); Gruner Punkt: Trauma-Punkt; Schwarzer

Punkt: Implantationspunkt der intrakraniellen Drucksonde.
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Stereotaktischer Rahmen

Temperatursonde im M. temporalis
Trauma-Punkt

ICP-Sonde

Abbildung 3: Blick durch das Operationsmikroskop

3.2.4 Narkoseausleitung

Nach Verstreichen der dritten Stunde wurden die Temperatursonden sowie die ICP-Sonde
entfernt und die Isofluran-Beimischung unterbrochen. Unter Gabe von einem Liter Sauerstoff
pro Minute wurde das Erwachen des Tieres abgewartet. Im Anschluss wurde es in seinen
vorher ausgepolsterten Kafig gebracht und bis zur ersten Nahrungsaufnahme beobachtet. Um
das Tier vor Unterkiihlung zu schitzen wurde in dieser Zeit die Infrarot-Lampe in den Kafig

gerichtet.
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Gewichtsdokumentation ™
+
Narkose-Einleitung

+ >- 20 Minuten
Praparation und (Pseudo-)Trauma
+

Sonden-Implantation _/

(Kraniektomie)

+ >‘ 60 Minuten
Wundverschluss

it
\
Sonden-Explantation
+
Narkose-Ausleitung >~ 10 Minuten
+
(Schmerzmittel-Applikation)
/

Abbildung 4: Ubersicht operativer Versuchsabschnitt

3.3 Gewichtsdokumentation

Die Tiere wurden zu Beginn des operativen Versuchsabschnitts sowie 24 Stunden danach (vor
Erhebung des neurologischen Status) gewogen (Siena Plus, Soehnle) und das Gewicht
dokumentiert.
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3.4 Erhebung des funktionellen Status

24 Stunden postoperativ wurden die Tiere neurologischen Untersuchungen unterzogen, um
etwaige Einschrankungen festzustellen. Zwischen allen Teiluntersuchungen wurde jedem Tier
eine Erholungsphase von 60 Sekunden gewahrt, in welcher es auch die Mdglichkeit zur
Flissigkeitsaufnahme hatte.

Erhoben wurden der Neurological Severity Score (NSS), der Beam Balance Score (BBS)
sowie die Beam Balance Time (BBT), angelehnt an die Versuche von Chen et al. [18].

Diese Untersuchungsmethoden haben sich bereits in diversen Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe bewahrt [101,102].

3.4.1 Neurological Severity Score (NNS)

Der NNS setzt sich aus einer Reihe von Untersuchungen zusammen, bei welchen die Maus
fur nicht zufriedenstellende Aktionen einen Strafpunkt erhielt. Bei zehn durchgefiihrten Tests
lag das bestmogliche Ergebnis also bei null Punkten, im schlechtesten Fall wurden 10 Punkte
erreicht.

Fir die Erhebung durchlief das Versuchstier drei Stationen. Die erste Station stellte ein mit
einer Offnung versehenes, rundes Behaltnis dar. In dieses wurde die Maus hineingesetzt und
beobachtet, ob sie innerhalb von 60 Sekunden die Offnung findet (Circle exit finding) und zu
entkommen versucht. Beurteilt wurden in dieser Zeit das Suchverhalten (seeking behavior),
die Fahigkeit geradeaus zu laufen (straight walk) und etwaige Mono- oder Hemiparesen.
Innerhalb der 60 Sekunden klatschte der Untersucher einmal laut in die Hande. Beurteilt wurde

daraufhin ob das Tier eine Schreckreaktion (startle reflex) zeigt.

Test Vorhanden Nicht Vorhanden
Circle exit finding 0 Punkte 1 Punkt
Mono- / Hemiparese 1 Punkt 0 Punkte
Straight walk 0 Punkte 1 Punkt
Startle reflex 0 Punkte 1 Punkt
Seeking behavior 0 Punkte 1 Punkt

Tabelle 3: NNS-Score, Station 1
An Station zwei musste die Maus auf einem runden und anschlieRend auf einem eckigen Stab

fur jeweils 60 Sekunden balancieren. Fiel die Maus vor Ablauf der Zeit herunter, so erhielt sie

einen Strafpunkt.
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60 Sekunden nicht
Test 60 Sekunden geschafft
geschafft
Balancieren runder Stab 0 Punkte 1 Punkt
Balancieren eckiger Stab 0 Punkte 1 Punkt

Tabelle 4: NNS-Score, Station 2

An der dritten und letzten Station zur Erhebung des NNS-Scores wurde die Maus auf

insgesamt drei Laufstege unterschiedlicher Breite gesetzt. An beiden Enden des jeweiligen

Laufstegs befanden sich Plateaus. Die Maus hatte wieder 60 Sekunden Zeit um eines dieser

Plateaus zu erreichen.

Test Innerhalb 60 Sekunden Innerhalb 60 Sekunden
geschafft nicht geschafft
Laufsteg 3 cm breit 0 Punkte 1 Punkt
Laufsteg 2 cm breit 0 Punkte 1 Punkt
Laufsteg 1 cm breit 0 Punkte 1 Punkt

Tabelle 5: NNS-Score, Station 3

3.4.2 Beam Balance Score (BBS)

Um diesen Score zu erheben wurde das Tier auf der runden Stange platziert. Auf dieser

musste es wieder fiir 60 Sekunden balancieren. Fiir Unsauberkeiten im Balance-Akt wurden

Strafpunkte verteilt (Tab. 6). Der Ablauf wurde dreimal wiederholt, dazwischen wurde dem Tier

eine Pause von 60 Sekunden gewahrt. Der Mittelwert der erteilten Strafpunkte stellte dann

den Gesamt-BBS-Score dar.

Verhalten auf der Stange Strafpunkte
Sofortiges Hinunterfallen 5
Hangt an Vorderpfoten an der Stange 4
Hangt unterhalb der Stange 3
Rutscht herunter, klettert wieder herauf 2
Bleibt oben sitzen 1

Tabelle 6: Beam-Balance-Score
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3.4.3 Beam Balance Time (BBT)

Wahrend der oben beschriebenen Erhebung des Beam Balance Scores wurde die Zeit
gemessen, in der sich das Tier auf oder an der Stange befand. Die addierten Zeiten der drei

Durchgange bildeten die Beam Balance Time. Der hdchstmdglich erreichbare Wert war somit
180 Sekunden, der schlechteste Wert 0 Sekunden.

Abbildung 5: Funktionelle Untersuchung: Station 1 der NSS-Testung (A); Maus wahrend
Station 1 NSS-Testung (B); Station 3 der NSS-Testung (C); Maus wédhrend Station 3 der
NSS-Testung (D); Aufbau fir BBS- und BBT-Testung (E); Maus wahrend BBS-
beziehungweise BBT-Testung (F)

(Bilder freundlicherweise von Dr. Szczygielski zur Verfiigung gestellt)
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3.5 Euthanasie

3.5.1 Intrakardiale Formaldehydperfusion

Fir diesen Vorgang wurde das Tier mit einem Sauerstoff-Isofluran-Gemisch narkotisiert. Nach
Ausfall der Schutzreflexe wurde eine letale Dosis (0,2 ml / 10 g Koérpergewicht) eines
Gemisches aus Ketamin (Ketavet, Zoetis) und Xylazin (Rompun, Bayer) intraperitoneal
appliziert. Fur das Gemisch (T 61) wurden 1 ml Ketamin, 0,5 ml Xylazin und 10 ml NaCl 0,9%
(B. Braun) miteinander vermengt.

Die Sedierungstiefe wurde durch Setzen eines Schmerzreizes erneut Uberprift. War diese
ausreichend, so wurde das Tier auf den Ricken gelegt und an allen Vieren fixiert. Mit einer
Schere wurden vorsichtig die Bauchhohle und der Brustkorb eréffnet. Nach Identifikation des
linken Ventrikels sowie des rechten Vorhofs wurde im linken Ventrikel des Tieres eine Kanlle
(Sterican, B. Braun) platziert, Uber welche sodann eine NaCl 0,9%-Ldsung infundiert wurde.
Gleichzeitig wurde das rechte Atrium erdffnet um den Blutausfluss zu ermdéglichen. Nach
erfolgtem Entbluten, was durch die Farbanderung der Leber von braun auf weil} verifiziert
werden konnte, wurde eine 4 % Formaldehyd-Losung (AppliChem) fur weitere 2 Minuten

appliziert.

3.5.2 Entnahme des Gehirns

Direkt im Anschluss wurde der Schadel des Tieres mit einer Schere erdffnet und das Gehirn
vorsichtig prapariert. Hierfir wurde die Dura mater erdffnet und das Gehirn vom Rickenmark
und den Hirnnerven getrennt. Bis zur histologischen Aufbereitung wurde es in einer 4 %

Formaldehyd-L6sung aufbewahrt.

3.6 Histologische Aufbereitung

3.6.1 Einbettung und Anfertigen der Paraffinschnitte

Die enthommenen Gehirne wurden einer Standardprozedur zur Entwasserung unterzogen
ehe sie in Paraffinblocke eingebettet werden konnten (Shandon Hypercenter XD, Histocenter
2).

Mittels des Atlas ,The Mouse Brain in Stereotaxtic Coordinates” sowie der Website ,The Allen
Mouse Brain Atlas“ gelang die anatomische Orientierung wahrend des gesamten

Schneidevorgangs [57,116]. Hierfir wurde ein Schlittenmikrotom (CUT 5062 SLEE medical)
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verwendet. Im Hippocampus wurden pro Schnittserie jeweils zehn coronare Schnitte im

Abstand von 5 ym angefertigt.

AnschlieRend wurden sie in einem 40° Celsius warmen Wasserbad geglattet und auf

silanisierte Objekttrager aufgezogen.

Abbildung 6: Murine Neuroanatomie, coronare Hippocampusregion [116]

Histologische Standardfarbungen

Pro Schnittserie wurde jeweils ein Praparat in den Ubersichtsfarbungen Hamatoxylin-Eosin

(HE) und Nissl gefarbt.

Um die Schnitte auf den Farbevorgang vorzubereiten wurden diese nach dem immer selben

Schema entparaffiniert und rehydriert (Tab. 7).

Arbeitsschritt Material Dauer [Minuten]
Abschmelzen (60°C) Warmeschrank 30 Minuten
Eintauchen Xylol 3 x 5 Minuten
Eintauchen Ethanol 100% 2 Minuten
Eintauchen Ethanol 96% 2 Minuten
Eintauchen Ethanol 70% 2 Minuten
Eintauchen Aqua dest. 2 Minuten

Tabelle 7: Entparaffinierung mit absteigender Alkoholreihe
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Im Anschluss an den Farbevorgang wurden die Schnitte in umgekehrter Reihenfolge wieder

entwassert. Zum Schutz und zur anschlieBenden Mikroskopie wurde ein Tropfen
Einschlussmittel (Roti-Histokitt 1l, Carl Roth) und ein Deckglas aufgebracht (Tab. 8).

Arbeitsschritt Material Dauer [Minuten]
Eintauchen Ethanol 70 % 2
Eintauchen Ethanol 96 % 2
Eintauchen Ethanol 100% 2
Eintauchen Xylol 3x5

1 Tr. Roti—Histokitt;
Eindecken -
Deckglas

Tabelle 8: Dehydrierung und Eindecken

3.6.2 Farbung mit Hamatoxylin-Eosin (HE)

Die Farbung mit Hamatoxylin-Eosin stellt eine histologische Standard-Farbung dar. Durch den

basischen Farbstoff Hamatoxylin werden Zellkerne blau gefarbt, Zytoplasma wird durch den

sauren Farbstoff Eosin rot. Diese Methode dient als Ubersichtsfarbung, beispielsweise um sich

anatomisch besser orientieren zu kénnen. Aulderdem eignet sie sich um die Morphologie des

gefarbten Gewebes zu beurteilen [65] (Tab. 9).

Arbeitsschritt

Material

Dauer [Minuten]

Mayer’'s Hadmalaun (Carl

Eintauchen 15
Roth)

Blauen FlieRendes Leitungswasser 10
Eintauchen Aqua dest. 1
Eintauchen Eosin 0,5% (Carl Roth) 2
Eintauchen Aqua dest. 1

Tabelle 9: HE-Farbung

Diesen Arbeitsschritten schloss sich die beschriebene Dehydrierung und das Eindecken an.
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3.6.3 Farbung nach Nissl

Die Farbemethode nach Nissl ist speziell in den Neurowissenschaften weit verbreitet, da vor

allem die Perikarya von Neuronen dargestellt werden. Dies gelingt durch die dabei

verwendeten basischen Farbstoffe [65] (Tab. 10).

Arbeitsschritt Material Dauer [Minuten]
Eintauchen Kresylviolett (Merck) 10
Eintauchen Natrium-Acetat-Puffer 1
Eintauchen Isopropylalkohol 100 % 2
Eintauchen Aqua dest. 1
Tabelle 10: Farbung nach Nissl
Auch hier waren die nachsten Schritte die Dehydrierung und das Eindecken.
3.6.4 Imnmunhistochemische Farbung
3.6.4.1 Material Immunhistochemie
Antikorper Spezifitat Verdiinnung Hersteller
Anti-Bcl-2 (N-19) Kaninchen 1:100 Santa Cruz Biotechnology (sc-492)
Anti-Bax Kaninchen 1:100 Santa Cruz Biotechnology (sc-493)
Anti-Caspase-3 Kaninchen 1:100 Bioss Antibodies (bs-2593R)
Anti-GFAP (H-80) Kaninchen 1:100 Abcam (ab-16997)
Anti-AQP4 Kaninchen 1:100 Santa Cruz Biotechnology (sc-20812)

Tabelle 11: Verwendete Primarantikorper

KIT

Hersteller

Vectastain Elite ABC HRP KIT (Peroxidase Rabbit IgG)

Vector Laboratories (PK-6101)

Avidin / Biotin Blocking KIT

Vector Laboratories (SP-2001)

Vector VIP Peroxidase (HRP) Substrate KIT

Vector Laboratories (SK-4600)

Tabelle 12: Verwendete KiT’s
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Losung pH Verdiinnung und Zusatz
Tris-Puffer 7,5 -
Tris-Gebrauchslésung 7,5 1:10 + 15 g NaCl
Tris-Spullésung 7,5 Gebrauchslésung + 1 ml Tween 20
Citratpuffer 6 -
Citratpuffer-Gebrauchslésung 6 1:10

Tabelle 13: Gebrauchslésungen

3.6.4.2 Indirekte Immunhistochemie

Diese Methode bedient sich der hohen Bindungsaffinitdt vom Glykoprotein Avidin zum Vitamin
Biotin. Im Vergleich zu anderen direkten oder indirekten Immun-Komplex-Methoden wird so

eine hohere Sensitivitat erreicht.

Im Laufe des Vorgangs wird zunachst das entsprechende Antigen mit einem selektiven
Primarantikérper markiert. Im Anschluss folgt ein biotinylierter Sekundarantikérper, welcher
am Primarantikorper bindet. Dieser biotinylierte Sekundarantikérper bildet mit einem im
Anschluss aufgetragenen Avidin-Peroxidase-Komplex eine stabile Bindung, welche sich durch
die Zugabe eines Peroxidase-Substrates enzymhistochemisch anfarbt [65,77].

So wurde pro Tier jeweils ein reprasentativer Schnitt der Schnittserie 2 mit allen finf
verschiedenen Antikdrpern angefarbt. Diesem Vorgang schloss sich immer die Kernfarbung

mittels Hdmatoxylin sowie die Dehydrierung und das Eindecken an.

3.6.4.3 Zielstrukturen

Mit Hilfe der Immunhistochemie wurden verschiedene Zielstrukturen dargestellt. Der gegen
Bcl-2 gerichtete Antikdrper markierte das anti-apoptotisch wirksame Protein Bcl-2, der
Antikérper Anti-Bax das gegenlaufig wirkende, pro-apoptotische Bax-Protein. Die Effektor-
Caspase (Caspase-3) wurde ebenfalls mittels Antikbrper markiert und einer Auswertung
unterzogen. Anti-GFAP farbte aktivierte Astrozyten reaktiv an.

Anti-AQP4 markierte posttraumatisch exprimiertes Aquaporin-4 und machte es so der
mikroskopischen Auswertung zuganglich. Die Rollen der untersuchten Zielstrukturen in der

Pathophysiologie des SHT wurden in der Einleitung naher erlautert.
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3.6.4.4 Vorgang immunhistochemische Farbung

Arbeitsschritt Material Dauer [Minuten]
Antigendemaskierung Cllratpuiffer- 20
Gebrauchslésung
Spilen Tris-Spullésung
Blockierung der endogenen 198 ml Methanol + 2 ml 15
Peroxidase H20-
Spulen Tris-Spullésung 2x5
Blockierung endogener Normalserum,
Biotin- und Avidin/Biotin Blocking KIT, 30
Avidinbindungsstellen Tris-Gebrauchslésung
Auftragen des . L
Primérantiksrpers Siehe Tabelle 12 Inkubation Uber Nacht (4° C)
Spulen Tris-Spulllésung 2x5
Auftragen des Vectastain Elite ABC HRP 50
Sekundarantikdrpers KIT (Peroxidase Rabbit IgG)
Spulen Tris-Spullésung 2x5
Auftragen der ABC-Reagenz Vectastain Elite ABC HRP 20
KIT (Peroxidase Rabbit IgG)
Spulen Tris-Spullésung 2x5
Komplexmarkierung Vector VIP Peroxidase 20
(Peroxidase) (HRP) Substrate KIT
Spulen Aqua dest. 1
Kernfarbung Hamatoxilin 1
Blauen Leitungswasser 10
Spulen Aqua dest. 1

Tabelle 14: Immunhistochemische Farbung

Nach diesen Schritten wurden die Praparate in bekannter Weise entwassert und mit einem

Deckglas versehen.
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3.7 Mikroskopie der Praparate

Die Schnitte wurden Gber Nacht getrocknet und am Folgetag in den VergréRerungen 4x, 10x
und 20x mikroskopiert. Hierfir kam ein Lichtmikroskop (BX-43, Olympus Life Science) zur
Anwendung. Uber eine eingebaute Kamera (XC-30, Olympus Life Science) konnten
Aufnahmen gemacht und mit einer Software (CellSens Dimension 1.9, Olympus Life Science)
gespeichert werden. In 20-facher Vergréferung wurden die fur die Auswertung interessanten
Areale CA1 und CA1 ipsi- und kontralateral zur Traumastelle aufgesucht und mittels Software
(Adobe Photoshop Elements 2020) jeweils ein Rechteck der definierten Gréfle 100 x 50 uym
eingefligt. Die Orientierung innerhalb des Praparates gelang erneut durch den Anatomieatlas
,1he Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates® sowie die Website ,Allen Mouse Brain Atlas”
[567,116].

3.8 Mikroskopische Auswertung

3.8.1 Qualitative Auswertung

Von jedem Tier wurden aus der Schnittserie auf mittlerer Hippocampus-Héhe (siehe Abb.6)
zwei Schnitte in den histologischen Standardfarbungen HE und Nissl sowie flnf weitere
Schnitte in immunhistochemischer Technik mit oben aufgelisteten Antikdrpern angefarbt.

Die Praparate wurden in unterschiedlichen VergroRerungen qualitativ beurteilt und die

Ergebnisse zwischen den verschiedenen Gruppen verglichen.

3.8.2 Quantitative Auswertung

Die durch das Rechteck markierten Areale innerhalb der Regionen CA1 und CA3 ipsi- und
kontralateral wurden softwareassistiert (Image J, Java) ausgezahlt.

Augenmerk dabei lag auf der Anzahl erhaltener neuronaler Perikarya (Nissl), der reaktiven
Astrozytenreaktion (GFAP) sowie der Expression von Aquaporin-4 und der Proteine Bcl-2, Bax

und Caspase-3.

Die Quantifizierung der immunhistochemischen Farbung von AQP4 erfolgte durch einen
Score. Da dieser ein im Nervengewebe ubiquitar vorkommender, hauptsachlich jedoch in
Astrozytenfortsatzen um Kapillare vorkommender Wasserkanal ist, ist eine Quantifizierung
durch Auszahlen schwierig. Deshalb entwickelten wir einen Score, der den Grad der
Anfarbung widerzuspiegeln versucht- um das Aquaporin-4-Vorkommen letztendlich einer

statistischen Auswertung zuganglich zu machen (Tab. 15 und Abb.7).
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Vorkommen / Anfarbung Punktzahl

Vereinzelt 1
Leicht vermehrt 2
Vermehrt 3
Stark vermehrt 4

Tabelle 15: AQP4-Score (Nach Szczygielski et al.)

Abbildung 7: Beispiel-Bilder fiir den AQP4-Score in CA1 und CA3. Grad 1 (vereinzeltes
Vorkommen; A+E), Grad 2 (leicht vermehrtes Vorkommen; B+F), Grad 3 (vermehrtes
Vorkommen; C+G) und Grad 4 (stark vermehrtes Vorkommen; D+H)
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Die gesammelten Daten wurden mit dem Programm Graphpad Prism (Version 5.00, GraphPad

Software) statistisch ausgewertet. Das Signifikanzniveau wurde bei p = 0,05 festgelegt.

Ein positives Votum der Ethikkommission (Tierversuchsantrag 01/2017) lag bereits vor Beginn
der Versuchsreihe vor.

Der Verfasser dieser Arbeit qualifizierte sich im Vorfeld durch entsprechende Kurse zum
Umgang mit Versuchstieren wund erhielt von der Tierschutzbeauftragten eine

Ausnahmegenehmigung zum selbststandigen Durchflhren der operativen Malinahmen.
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4. Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse unserer Experimente prasentiert. Zunachst wird dabei
auf das funktionelle Outcome eingegangen, anschlieRend auf das histomorphologische
Schadigungsmuster.

Im Weiteren werden die histologischen Marker betrachtet. Dabei wird zunachst jeweils die
Sham-Gruppe NN mit der Trauma-Gruppe TN verglichen, um den Einfluss des Traumas
selbst darzustellen. AnschlieRend werden die beiden Kraniektomie-Gruppen nach Trauma
mit der Gruppe TN zum einen, und zum anderen untereinander verglichen.

Zuletzt werden die nicht-traumatisierten, aber kraniektomierten Gruppen NCS und NCL

untereinander sowie mit der Sham-Gruppe NN verglichen.

4.1 Ergebnisse der funktionellen Untersuchung

Die Erhebung der beiden Impairment-Scores (NSS und BBS) sowie der Beam Balance Time
lassen Ruckschlisse auf die neurologische Funktion 24 Stunden nach Operation des
jeweiligen Versuchstieres zu.

Fir den ersten Teil der Fragestellung wurden die Auswirkung des Traumas selbst und fiir Teil
zwei der mdgliche Einfluss einer kleinen beziehungsweise grolen Kraniektomie nach Trauma

analysiert.

In allen funktionellen Tests erzielte die Trauma-Gruppe im Vergleich zur Sham-Gruppe
schlechtere Ergebnisse. Sowohl im NSS (NN: 0,5000+0,5000 vs. TN: 6,800+0,9695;
p=0,0179; *), als auch in der BBT (NN: 117,3£36,93 vs. TN: 19,80+7,677; p=0,02; *)
unterschieden sich diese signifikant.
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Abbildung 8: Vergleich der funktionellen Untersuchungsergebnisse zwischen Sham-

und Trauma-Gruppe

Im isolierten Vergleich der Trauma-Gruppen erzielte die Gruppe, welche eine grole
Kraniektomie erhielt (TCL), in allen funktionellen Tests das beste Ergebnis. Im NNS und BBS
schnitt die Gruppe TCS als zweitbestes ab, am schlechtesten war die Trauma-Gruppe. In der
BBT hingegen erzielte die Trauma-Gruppe TN nach der Gruppe TCL das zweitbeste Ergebnis,
die Gruppe TCS schnitt am schlechtesten ab.

Die Tiere, die nach initialem Trauma grol3 kraniektomiert wurden, schnitten im Vergleich zur
reinen Trauma-Gruppe im BBS (TCL: 2,500+0,51 vs. TN: 4,733+0,12; p=0,01; *) signifikant
besser ab. Jedoch erzielte in keinem Test die die klein-kraniektomierte Gruppe TCS signifikant
bessere Ergebnisse als die Gruppe TN.

Im direkten Vergleich zwischen TCL und TCS konnte im BBS (TCL: 2,500+0,51 vs. TCS:
4,47610,37; p=0,017; *) und in der BBT (TCL: 54,67+20,12 vs. TCS: 121£3,57; p=0,0452; *) ein
signifikanter Unterschied ausgemacht werden. Im NNS unterschieden sich diese beiden
Gruppen nicht signifikant (TCL: 3,333+1,05 vs. TCS: 6,000%1,15; p=0,13).
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Abbildung 9: Vergleich der funktionellen Untersuchungsergebnisse zwischen den

Trauma-Gruppen

Im nachsten Schritt wurde der Einfluss der Kraniektomie ohne vorangegangenes Trauma
untersucht. Hier zeigte die Sham-Gruppe in allen Untersuchungen die besten Ergebnisse,
gefolgt von der Gruppe NCS. Die Tiere, die eine gro3e Kraniektomie erhielten, schnitten am
schlechtesten ab. Ein signifikanter Unterschied lie® sich im Neurological Severity Score
zwischen den Gruppen NN und NCS sowie zwischen NN und NCL feststellen

(NN: 0,5000+0,5000 vs. NCS: 3,333+0,56; p=0,023; * und NCL: 4,000+1,29;

p=0,025; *).
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Abbildung 10: Vergleich der funktionellen Untersuchungsergebnisse zwischen Sham-

und Interventions-Gruppen ohne Trauma
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4.2 Ergebnisse der histologischen Untersuchung

4.2.1 Qualitative Beurteilung der nach HE und Nissl gefarbten Praparate

Die nach HE und Nissl gefarbten Schnitte wurden einer morphologischen Untersuchung
unterzogen. Im Folgenden wurden gewundene Merkmale zwischen den einzelnen Gruppen
verglichen. Praparate der Sham-Gruppe NN wurden in einer Ubersichtsaufnahme fotografiert.
Hierbei zeigte sich im kortikalen Bereich eine hohe Zellkerndichte, was flr physiologisch
intaktes Gewebe spricht. Auch die Hippocampus-Areale CA1 und CA3 beider Hemispharen
prasentierten sich intakt und mit hoher Zellkerndichte.

Sowohl die Praparate traumatisierter Tiere (TN, TCS, TCL), als auch die Praparate von nicht-
traumatisierten, kraniektomierten Tieren (NCS, NCL) lie3en sich- insbesondere in der der
Krafteinwirkung ausgesetzten, linken Hirnhemisphare- charakteristische morphologische
Veranderungen nachweisen: Es zeigte sich die ZerreiBung der kortikalen Kontur, eine
Abnahme der neuronalen Zelldichte sowie eine deutliche perineurale Vakuolisierung (Abb. 12
C+D). Auch hippocampal konnten eine verminderte Zelldichte, die Schrumpfung neuronaler
Perikarya sowie eine 6demattse Gewebeauflockerung beobachtet werden (Abb. 14). Dies
sind histomorphologische Zeichen eines neuronalen Zelluntergangs und demonstrieren die
Auswirkungen des Schadel-Hirn-Traumas auf mikroskopischer Ebene.

Die genannten posttraumatischen Veranderungen fanden sich nicht ausschlief3lich im Bereich
der primaren Krafteinwirkung: auch in tiefer liegenden Hirnstrukturen sowie in der nicht direkt
vom Trauma betroffenen, rechten Hemisphare zeigte sich ein diffuses Schadigungsmuster mit

Abnahme von Zellkerndichte, Vakuolisierung, Kernpyknose und perikaryaler Schrumpfung.
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Abbildung 11: Préaparate der Gruppe NN: Ubersicht (A: HE; B: Nissl) und
Kortex (C: HE; D: Nissl) jeweils ipsilateral.

Abbildung 12: Priparate der Gruppe TN: Ubersicht (A: HE; B: Nissl) und kortikale

Traumazone (C: HE; D: Nissl) jeweils ipsilateral.
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4.2.2 Ergebnisse der Farbung nach Nissl

In der statistischen Auswertung der Anzahl nach Nissl angefarbter neuronaler Zellkérper
innerhalb der hippocampalen Regionen CA1 und CA3 liel3 sich zwischen den verschiedenen
Gruppen kein statistisch signifikanter Unterschied ausmachen, weder im isolierten Vergleich
der Gruppen via t-Test bei unabhangigen Stichproben, noch im One-Way-ANOVA mit
Bonferroni-Korrektur (p>0,05).
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Abbildung 13: Vergleich der mittleren Anzahl nach Nissl angefarbter Zellen zwischen

den Gruppen
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Abbildung 14: Nissl-Farbungen CA1 (A-D) und CA3 (E-H) der Gruppen
NN (A+E), TN (B+F), TCS (C+G) und TCL (D+H) mit deutlichem hippocampalen
Schadigungsmuster in den Gruppen TN, TCS und TCL



4.2.3 Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse des Odem-Markers Aquaporin-4

Der Anfarbungsgrad des Antigens Aquaporin-4 (AQP-4), welches als Odem-Marker dient,
differierte zwischen den Gruppen. Die héchste Anfarbung fand sich in der Traumagruppe TN,
gefolgt von der Gruppe TCS. Die geringste Anfarbbarkeit wiesen die Praparate der Sham-

Gruppe NN auf.

In der isolierten Betrachtung der Gruppen NN und TN liel3 sich ein statistisch signifikanter
Unterschied ausmachen (NN: 1,250£0,18 vs. TN: 2,450+0,24; p=0,036; *).
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Abbildung 15: Vergleich des mittleren Aquaporin-4-Anfarbungsgrads zwischen Sham-

und Trauma-Gruppe

Die Gruppe TCL wies verglichen mit der Trauma-Gruppe TN ebenso eine signifikant niedrigere
Anfarbbarkeit auf (TN: 2,450+0,24 vs. TCL: 1,500%0,17; p=0,027; *), die Gruppe TCS hingegen
nicht (p=0,57). Auch der Vergleich der Gruppen TCS und TCL lieferte keine signifikanten
Unterschiede (p=0,08).
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Abbildung 16: Vergleich des mittleren Aquaporin-4-Anfarbungsgrads zwischen den

Trauma-Gruppen
Die Interventions-Gruppen ohne Trauma unterschieden sich zur Sham-Gruppe nicht
signifikant. Den groRten Grad der Anfarbung erreichte hier die Gruppe, die eine groRe

Kraniektomie erhielt (NCL: 1,708+0,17).
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Abbildung 17: Vergleich des mittleren Aquaporin-4-Anfarbungsgrads zwischen Sham-

und Interventions-Gruppen ohne Trauma
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Abbildung 18: Aquaporin-4-Farbungen CA1 (A-D) und CA3 (E-H) der Gruppen
NN (A+E), TN (B+F), TCS (C+G) und TCL (D+H) mit deutlich erhéhter Expression in TN
und deutlicher Expressions-Reduktion in TCL
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4.2 .4 Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse des Inflammationsmarkers GFAP

Die Expression des sauren Gliafaserproteins zum Nachweis einer glialen Aktivierung
differierte zwischen den Gruppen. Die grof3te Expression fand sich in der Trauma-Gruppe TN,

am niedrigsten war sie in Gruppe NCL.

Im isolierten Vergleich zur Kontroll-Gruppe NN wies die Traumagruppe TN eine signifikant
hdhere Expression von GFAP auf (NN: 32,50+8,471 vs. TN: 148,0+42,19; p=0,0485; *).
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Abbildung 19: Vergleich der mittleren Anzahl GFAP-positiver Zellen zwischen Sham-

und Trauma-Gruppe

Im nachsten Schritt wurde die Auswirkung der posttraumatisch durchgefiihrten Kraniektomien
auf die Expression von GFAP untersucht. Hier zeigte sich, verglichen zur reinen Trauma-
Gruppe TN, dass sowohl die kleine (TCS: 62,571+9,51; p=0,0425; *), als auch die grol3e
Kraniektomie (TCL: 42,00+6,319; p=0,0229; *) zu einer signifikanten Reduktion der Expression
fuhrte.

Im direkten Vergleich zwischen TCS und TCL lie® sich kein signifikanter Unterschied finden
(p=0,1107).
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Abbildung 20: Vergleich der mittleren Anzahl GFAP-positiver Zellen zwischen den

Trauma-Gruppen

Die Interventions-Gruppen ohne vorangegangenes Trauma unterschieden sich in der
hippocampalen Expression von GFAP. Die héchste Expression wurde in NCS (45,50+3,117)
festgestellt, die niedrigste in NCL (25,3316,931). Der direkte Vergleich dieser beiden Gruppen
offenbarte einen statistisch signifikanten Unterschied (p=0,0242), die Gruppe NN unterschied
sich zu diesen Gruppen nicht signifikant (NN vs. NCS: p=0,1319; NN vs. NCL: p=0,5312).
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Abbildung 21: Vergleich der mittleren Anzahl GFAP-positiver Zellen zwischen Sham-

und Interventions-Gruppen ohne Trauma
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Abbildung 22: GFAP-Farbungen CA1 (A-D) und CA3 (E-H) der Gruppen
NN (A+E), TN (B+F), TCS (C+G) und TCL (D+H) mit deutlich erh6hter Expression in TN
und deutlicher Expressions-Reduktion in TCS und TCL
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4.2.5 Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse der Apoptose-Marker

Die Apoptose-Marker Bax, Bcl-2 und Caspase-3 waren in den verschiedenen Gruppen
unterschiedlich stark exprimiert. Im Vergleich zur Sham-Gruppe NN waren all diese Marker in
der Trauma-Gruppe TN vermehrt nachweisbar. Wahrend die Bax- und Bcl-2-Expression sich
zwischen diesen Gruppen nicht signifikant unterschied (Bax NN: 47,00£15,60 vs. TN:
85,60+9,553; p=0,0628; Bcl-2 NN: 86,25+22,97 vs. TN: 101,0+£23,21; p=0,67), so stellte sich
in der Caspase-3-Expression ein signifikanter Unterschied dar (NN: 45,50+£10,81 vs.

TN: 156,4+38,73; p=0,0429; *).
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Abbildung 23: Vergleich der mittleren Anzahl der Apoptose-Marker zwischen Sham- und

Trauma-Gruppe

Die posttraumatisch kraniektomierten Tiere zeigten gegenlber der reinen Trauma-Gruppe TN
eine Reduktion der Apoptose-Marker. Die Gruppe, die eine groRe Kraniektomie erhielt, wies
im direkten Vergleich zur Gruppe TN eine signifikant niedrigere Expression von Bax (TN:
85,60+9,553 vs. TCL: 38,50+12,28; p=0,0168; *) und Caspase-3 (TN: 156,4%+ vs. TCL:
70,50+13,11; p=0,0494; *) auf. Die Unterschiede in Bezug auf die Bcl-2-Expression waren im
Vergleich dieser Gruppen nicht signifikant (p=0,1453).

Auch die posttraumatisch klein kraniektomierte Gruppe TCS wies verglichen mit der Gruppe
TN eine Reduktion der untersuchten Apoptose-Marker auf. Die Unterschiede waren jedoch
nicht signifikant (Bax: p=0,3308; Bcl-2: p=0,3722; Caspase-3: p=0,2349).
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Auch der direkte Vergleich zwischen TCS und TCL lieferte keine signifikanten Ergebnisse
(Bax: p=0,2607; Bcl-2: p=0,4430; Caspase-3: p=0,0986).
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Abbildung 24: Vergleich der mittleren Anzahl der Apoptose-Marker zwischen den

Trauma-Gruppen

Die ohne vorangegangenes Trauma kraniektomierten Gruppen zeigten Unterschiede in der
Expression der Marker Bax, Bcl-2 und Caspase-3. Die h6chste Expression wurde dabei jeweils
in der Gruppe NCL nachgewiesen. Weder der jeweilige Vergleich zur Sham-Gruppe NN, noch
der Vergleich zwischen der grof3- (NCL) und klein- (NCS) kraniektomierten Gruppen lieferte

signifikante Unterschiede.
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Abbildung 25: Vergleich der mittleren Anzahl der Apoptose-Marker zwischen Sham- und

Interventions-Gruppen ohne Trauma
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Abbildung 26: Caspase-3-Farbungen CA1 (A-D) und CA3 (E-H) der Gruppen
NN (A+E), TN (B+F), TCS (C+G) und TCL (D+H) mit deutlich erhdohter Expression in TN

und deutlicher Expressions-Reduktion in TCL
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4.3 Mortalitat

Die Mortalitat unterschied sich innerhalb der verschiedenen Versuchsgruppen. Unmittelbar
nach dem Trauma beziehungsweise wahrend der Kraniektomie und im unmittelbaren
posttraumatischen Untersuchungszeitraum unter Narkose verstarben insgesamt 57,5% der
Versuchstiere. Uberlebte das jeweilige Tier bis zur Narkose-Ausleitung, so lebte es in jedem
Fall auch bis zur neurologischen Untersuchung. Die postoperative Sterblichkeit lag

entsprechend bei 0%.

Die Hochste Sterblichkeitsrate wies die Gruppe TCL (76%) auf, an zweiter Stelle lag die
Trauma-Gruppe TN (70,59%). Die Mortalitéat in der klein-kraniektomierten Trauma-Gruppe
TCS lag bei 41,67%. Am geringsten war die Mortalitat mit jeweils 33,33% in den Gruppen NN
und NCS.

4.4 Perioperative Temperaturmessung

Die perioperativ gemessene mittlere Kérperkerntemperartur lag bei 37,21+£0,03 °C, die im M.
temporalis gemessene kranielle Temperatur bei durchschnittlich 36,25+0,12 °C. Sie
unterschied sich zwischen den Gruppen nicht (p>0,05). Ein Einfluss fokaler

Temperaturwirkung auf das Hirn kann somit als unwahrscheinlich erachtet werden.

4.5 Perioperative intrakranielle Druckmessung

Die Ergebnisse der perioperativen Hirndruck-Messung sind nicht Gegenstand dieser Arbeit

und werden im Rahmen eines weiteren Projekts prasentiert.
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4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Posttraumatisch offenbarte sich in allen funktionellen Testungen ein reduziertes Ergebnis. Die
posttraumatische Durchfihrung einer Entlastungskraniektomie resultierte zwar in einer
funktionellen Verbesserung, allerdings erzielte nur die grof3-kraniektomierte Gruppe signifikant
bessere Ergebnisse im BBS. Im direkten Vergleich schnitt die gro3-kraniektomierte Gruppe in
den Testungen BBS und BBT signifikant besser ab als die klein-kraniektomierte
Vergleichsgruppe.

Nach Durchflihrung einer Kraniektomie ohne vorangegangenes Trauma schnitten sowohl die
klein- als auch die groR3-kraniektomierten Tiere im Vergleich zur Sham-Gruppe NN signifikant

schlechter ab.

Die Folgen des Traumas waren in histologischen Ubersichtspraparaten sowohl ipsi- als auch
kontralateral erkennbar. Hinsichtlich der Anzahl hippocampaler Perikarya lie3 zwischen den
Versuchsgruppen kein signifikanter Unterschied auszumachen.

Die Expression des Odem-Markers Aquaporin-4 erwies sich in der Trauma-Gruppe TN
gegenitber der Sham-Vergleichsgruppe als signifikant gesteigert. Die Tiere, die
posttraumatisch einer grofden dekompressiven Kraniektomie unterzogen wurden, wiesen eine
signifikant reduzierte Expression dieses Markers auf, klein-kraniektomierte Tiere hingegen
nicht.

Die GFAP-Expression war posttraumatisch signifikant erhéht. Die Durchflihrung sowohl der
kleinen, als auch der groRen Entlastungskraniektomie fihrte zu signifikanter Reduktion der
Expression.

Die Expression der Apoptose-Marker Bax, Bcl-2 und Caspase-3 zeigte sich im Vergleich
zwischen Sham- und Trauma-Tieren gesteigert, die Caspase-3-Expression sogar auf
Signifikanz-Niveau. Die posttraumatisch einer groflen Kraniektomie unterzogenen Tiere
wiesen eine signifikante Reduktion der pro-apoptotischen Marker Bax und Caspase-3 auf, die
klein-kraniektomierten Tiere nicht.

Die Durchfiihrung der Trepanation ohne vorangegangenes Trauma beeinflusste lediglich die
GFAP-Expression im Vergleich zwischen NCS und NCL, wobei die Expression in NCL
signifikant geringer war als in der Vergleichsgruppe NCS. Die restlichen untersuchten Marker

blieben von der Durchflihrung des Eingriffes selbst unbeeinflusst.

Die hochste Mortalitatsrate fand sich in der Gruppe TCL, gefolgt von der reinen Trauma-

Gruppe TN. Die niedrigste Sterblichkeitsrate wurde in den Gruppen NN und NCS beobachtet.
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5. Diskussion

In diesem Teil der Arbeit evaluieren wir zunachst die verwendete Versuchsmethodik, ehe wir
dann das histomorphologische Schadigungsmuster, die Ergebnisse der funktionellen
Testungen sowie der immunhistochemischen Farbungen in den Kontext vorangegangener
Arbeiten und anderer aktueller Literatur einordnen. Zuletzt wird die dekompressive
Kraniektomie sowie der Einfluss verschiedener Dekompressionsgréfien diskutiert, um dann

letztendlich die Kernaussage der Arbeit formulieren zu kénnen.

5.1 Verwendete Methodik

Das von uns gewahlte Narkoseverfahren via Zufuhr von Isofluran-angereichertem Sauerstoff
zahlt zu den gebrauchlichsten Andsthesieverfahren in der tierexperimentellen Forschung. Der
Hauptvorteil liegt hierbei in der guten Steuerbarkeit. Bewirkt wird diese durch eine niedrige
Blut-, bei gleichzeitig hoher Lipidiéslichkeit des Medikaments. Ein schnelles zerebrales
Anfluten bei gleichzeitig rascher Abatmung sind die Konsequenzen. Somit ist ein kurze
pharmakologische Wirkdauer gegeben, welche die schnelle, individuelle Anpassung an die
jeweiligen Bedurfnisse des Tieres ermdoglicht [43]. Durch Atemfrequenzkontrollen wurde die
bendtigte Narkosemenge intraoperativ regelmafRig neu re-evaluiert und entsprechend
angepasst.

Durch eine angestrebte mittlere Sedierungstiefe sollte ein etwaiger negativer Effekt auf das
neuronale Uberleben sowie ein atemdepressiver Effekt vermieden werden [47].

Trotz all dieser Malinahmen verstarb ein nicht unerheblicher Anteil der Versuchstiere im Laufe
der Narkose, selbst ohne vorangegangenes Trauma beziehungsweise ohne Kraniektomie.
Dies wirft die Frage auf, ob die lange Narkoseflihrung bei gleichzeitiger Bauchlage eventuell
zum Kollaps der Atemwege der Versuchstiere flihrt. Die entsprechende Hypothese ware
denkbar, da ein Versterben der Versuchstiere haufig erst im Verlauf nach Trauma
beziehungsweise Kraniektomie, doch noch wahrend der Narkose beobachtet werden konnte.

Weitere Versuche an intubierten Mausen kdnnten sich dieser Fragestellung widmen.

Zur Vermeidung eines systemischen Fehlers wurden die Versuchstiere in die verschiedenen
Versuchsgruppen randomisiert. Die im intraoperativen Verlauf erhobenen Kopftemperaturen
schlossen einen fokalen Temperatureinfluss aus. Der operative Versuchsabschnitt selbst
erfolgte standardisiert, die postoperative Erhebung von NNS, BBS und BBT sowie die
histologische Aufbereitung erfolgten standardisiert und verblindet [42,104].
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Es existieren verschiedene Modelle zur Erzeugung eines Schadel-Hirn-Traumas im
Kleintiermodell. Verglichen mit dem in dieser Arbeit genutzten weight drop impact-Modell nach
Chen et al. weisen diese jedoch spezifische Besonderheiten auf [18].

Wahrend bei der von uns angewandten Methode der Schadel primar geschlossen bleibt, ist in
Modellen wie dem fluid percussion- sowie dem controlled cortical impact-Modell eine vorherige
Eréffnung des Schadels vonnéten [35,71,123,124].

Das von uns verwendete Modell sowie das controlled cortical impact-Modell rufen ein eher
diffuses Schadigungsmuster hervor, im fluid percussion-Modell zeigt sich das
Verletzungsmuster mehr gemischt fokal-diffus.

Aulerdem lasst sich eine primare Hirnschadigung im Modell durch die Anwendung von
Erfrierung oder dem Beibringen einer Stichwunde am freiliegenden Hirn generieren. Da sich
hierbei ein eher fokales Schadigungsmuster ergibt, eignen sich diese Modelle eher fir
spezifischere Fragestellungen, wahrend das von uns verwendete Modell am ehesten das
Verletzungsmuster Schadel-Hirn-traumatisierter Patienten simuliert.

Weiterhin entschieden wir uns flr das weight drop impact-Modell, da auch die Entstehung der
Verletzung mdglichst realitédtsnah ist. Der geschlossene Schadel puffert hierbei einen Teil der
einwirkenden Kraft ab und begrenzt die Ausbreitungsmoglichkeiten des anschwellenden
Gehirns bis zum Zeitpunkt der Operation. Da wir den Operationszeitpunkt auf eine Stunde
nach Trauma festlegten, wurde so der Ablauf der Rettungskaskade bis zur Ankunft des
Patienten im OP realitdtsnah simuliert. Das Hirn hatte in dieser Zeit keine Gelegenheit Uber
seine eigentliche anatomische Begrenzung anzuschwellen, was in Modellen mit
pratraumatischer Schadeléffnung der Fall gewesen ware. Ebenso konnten so mdglichst
realititsnahe pathophysiologische Prozesse in der Gruppe TN realisiert werden. Ware eine
pratraumatische Schadel6ffnrung vonndten gewesen, so hatte das Hirn eine
Ausdehnungsmaoglichkeit gehabt. Durch die komplett geschlossene Schadeldecke wurde ein
solch méglicherweise ergebnisverfalschender Faktor ausgeschlossen.

Ein weiterer Vorteil des weight drop impact-Modells liegt in der einfachen Durchfihrbarkeit.
Die Betatigung eines Hebels l6ste den Fall des Gewichtes aus, wodurch das Trauma innerhalb
weniger Sekunden generiert werden konnte. Da eine solch plétzliche Krafteinwirkung der
Entstehung eines SHT auch beim Menschen zugrunde liegt, ist ein weiterer vergleichbarer
Aspekt in unserem Tiermodell gegeben [103].

Die Fallhéhe und das verwendete Gewicht im gewahlten Traumamodell haben Einfluss auf die
Schwere des SHT und somit auch auf die Art des histologischen Schadigungsmusters.
Wahrend das Schadigungsmuster bei geringer Fallhdhe und somit eher leichter Intensitat des
SHT eher diffus verteilt war, ging eine grofer gewahlte Fallhéhe mit einem starken SHT und

einer eher fokalen Schadigung einher [42].
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Das flir unsere Fragestellung relevante, eher fokale Schadigungsmuster wurde durch die Wahl
eines Gewichts von 75 g sowie einer Fallhbhe von 30 cm gewahrleistet. Diese Variablen
wurden auch in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe angewandt [99,103,105].

Das vorwiegend fokale Schadigungsmuster bei primar ungeotffnetem Schadel und die
gleichzeitig auch diffuse Hirnschadigung eigneten sich hierbei besonders fiir unsere
Fragestellung. Einerseits kann hiermit der fokale Effekt der verschiedenen Kraniektomie-
GrofRen beleuchtet werden, zum anderen konnte man beobachten, wie sich diese
Therapieoptionen auf das diffuse Schadigungsmuster auch in trauma-fernen Regionen
auswirken.

Der erzeugte diffuse Hirnschaden ist dabei auch der Einflussfaktor, der beim verunfallten

Menschen die Therapie des SHT verkompliziert.

Die Vergleichbarkeit der durch unser Modell hervorgerufenen Schadigungsmuster mit denen
menschlicher Schadel-Hirn-Verletzter konnte auch durch posttraumatisch durchgefihrte MRT-
Aufnahmen verifiziert werden. Hierbei konnten- &hnlich wie beim Menschen- posttraumatische
Kontusionen sowohl in der unmittelbaren Trauma-Region, als auch in Trauma-fernen, tieferen
Hirnregionen nachgewiesen werden. Auch frihe posttraumatische Hamorrhagien und
Odemformationen wurden mittels MRT dargestellt und einer Auswertung zugénglich gemacht
[102,103].

5.2 Histomorphologisches Schadigungsmuster

Das durch das verwendete Traumamodell entstehende histomorphologische
Schadigungsmuster wird von Chen et al. als Uberwiegend fokal, den zerebralen Kortex
betreffend, beschrieben. Zusatzlich Iasst sich auch eine diffuse Hirnschadigung beschreiben,
die selbst in traumafernen Hirnregionen zu finden ist [18]. Auch andere Arbeitsgruppen
beschrieben diese Art der diffusen Hirnschadigung, auch in den in dieser Arbeit betrachteten
Hippocampus-Arealen ipsi- und kontralateral des eigentlichen Traumas [2,18,106].

Die Auswertung unserer histologischen Praparate zeigte, genau wie schon andere Vorarbeiten
unserer Arbeitsgruppe, ebendieses charakteristische Schadigungsmuster, was fir
reproduzierbare Ergebnisse sowohl unserer Gruppe als auch des Traumamodells im
gesamten spricht [99,104,105].

Ein signifikanter kortikaler Neuronenverlust, wie Chen et al. ihn beschrieben, konnte jedoch
weder in der vorliegenden Arbeit, noch in den Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe reproduziert
werden. Die Ergebnisse unserer Projekte innerhalb der Arbeitsgruppe lassen sich somit jedoch

nochmals besser miteinander vergleichen.
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Als ursachlich fur den Neuronenverlust nach SHT konnte die direkte, mechanische Wirkung
des Traumas (fokal), sowie Nekrose- und Apoptose-Vorgange als dessen Folge (diffus, in
traumafernen Arealen) als ursachlich nachgewiesen werden [18,42,86,94]. Als Apoptose-
Marker lie3en sich eine erhdhte TUNEL-Expression sowie die gesteigerte Expression der pro-
apoptotischen Proteine Bax und Bid herausarbeiten. Ebenso konnte das im Apoptose-Prozess
zentrale Protein Caspase-3 angefarbt und dessen erhdhte Expression in apoptotischen Zellen
nachgewiesen werden [15,22,55,84,86].

Als anti-apoptotischer Marker lie3 sich das Protein Bcl-2 identifizieren. In Arealen mit erhéhten
Apoptose-Raten wurde es vermindert exprimiert, wahrend es in Regionen mit héheren Raten

an Uberlebenden Neuronen vermehrt nachgewiesen werden konnte. [25,58,83,85].

Anlehnend an diese Ergebnisse konnten auch wir eine posttraumatische Erhéhung dieser
Apoptose-Marker feststellen. Eine statistisch signifikant erhdhte Expression wiesen wir beim
Marker Caspase-3 nach und nehmen an, dass er durch seine zentrale Rolle im Apoptose-
Prozess der sensitivste Marker zu einem solch frihen Erhebungszeitpunkt nach Trauma ist.
Die Expression der Marker Bax und Bcl-2 kénnte erst zu einem spateren Zeitpunkt als dem
Untersuchungszeitraum von 24 Stunden nach Trauma auf ein signifikantes Level ansteigen.
Wennersten et al. beschrieben, dass eine statistisch signifikante Hochregulation von Bax
sechs Tage nach Trauma und von Bcl-2 sogar erst 10 Tage nach Trauma stattfindet [117].
Andere Apoptose-Prozesse, welche weitestgehend auch in der finalen Caspase-Kette
minden, koénnten die signifikante Erhdhung von Caspase-3 (bei gleichzeitig noch nicht
signifikanter Bax-Erhéhung beziehungsweise Bcl-2-Senkung) erklaren
[15,17,22,55,84,86,98,122].

Vorangegangene Arbeiten sowohl unserer Arbeitsgruppe als auch anderer Gruppen, die sich
dem weight drop impact-Modell bedienten, konnten eine posttraumatische Hochregulation
aktivierter Astrozyten als Immunantwort nach SHT nachweisen [3,86,90]. Auch wir konnten in
diesem Projekt die posttraumatische Akkumulation aktivierter Astrozyten nachweisen- auch
hier in einem gemischt fokal-diffusem Muster. Einerseits fand sich eine Akkumulation in den
direkt vom Trauma betroffenen Hirnregionen, andererseits auch in tieferen und auch
kontralateralen Hirnregionen. Dies bestatigt wieder das Vorliegen des gewollten, gemischt
fokal-diffusen Schadigungsmusters nach Anwenden der weight drop impact-Methode in der
vorliegenden Arbeit [18,42].

Posttraumatische Odem-Formationen lassen sich durch Anfarbung des ubiquitér auf

Astrozytenfortsatzen vorkommenden Wasserkanals Aquaporin-4  nachweisen. In

verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass dieser posttraumatisch Uberexprimiert
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wird und mit der Entstehung von Odem-Formationen in Verbindung gebracht werden kann
[48,63,75].

Auch in der vorliegenden Arbeit konnte posttraumatisch eine signifikante Uberexpression von
Aquaporin-4 beobachtet werden. Dies spricht fiir das zusatzliche Vorhandensein einer
Hirnédem-Formation, ahnlich wie sie beim Menschen posttraumatisch zu finden ist und

verifiziert den realitatsnahen, humanen Bezug unseres Trauma-Modells.

5.3 Scores zur Erhebung des funktionellen Outcomes

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Tests zur Erhebung des Neurological Severity
Scores, welcher das funktionelle Outcome der Versuchstiere beschreibt, sind Teilaufgaben
des von Chen et al. etablierten NSS nach weight drop impact [18]. Der eigentliche NNS besteht
aus 25 Teilaufgaben. Der hier verwendete, angepasste Score setzt sich aus lediglich 10
einfach durchfihrbaren Teilaufgaben zusammen. Hierdurch sollte eine einfachere
Durchfihrbarkeit und ein weniger untersucherabhangiges Ergebnis gewahrleistet werden. Der
von uns adaptierte Score kam bereits in mehreren Vorarbeiten sowohl unserer, als auch von
anderen Arbeitsgruppen zur Anwendung [42,99,101,104,111].

Die zu erwartende und auch in Vorarbeiten beschriebene posttraumatische Verschlechterung
im NSS zeigt sich auch in unseren Ergebnissen signifikant [42,111].

Es zeigte sich zudem auch eine Verbesserung des Outcomes nach posttraumatisch
durchgefiihrter Kraniektomie. Hierbei fihrte die grol3 angelegte DC zu einem besseren
Outcome als die Kleine, jedoch nicht auf Signifikanz-Niveau.

Die alleinige Durchfuhrung einer Kraniektomie (sowohl klein als auch groR) fuhrte zu einer
signifikanten Verschlechterung verglichen mit der Sham-Gruppe NN. Hierfir I&sst sich das
iatrogene, durch die Operation zugefugte Trauma, verantwortlich machen. Mit einem Bohrer
wird dabei die Schadeldecke des Tieres abgefrast, was in unserem Modell leider nicht vollig
frei von Schaden durchfihrbar ist. Auch andere Arbeitsgruppen beschrieben solche
Ergebnisse nach Durchfuhrung einer DC alleine [24,118] .

So kann geschlussfolgert werden, dass eine funktionelle Verschlechterung anhand des NSS
nachweisbar wird, sobald eine Kraniektomie durchgefiihrt wird. Wird Sie allerdings
posttraumatisch durchgefiihrt, so Gberwiegen die positiven Aspekte (der Dekompression) den
negativen Aspekten (dem iatrogenen Trauma). Wird die groRe Kraniektomie durchgefiihrt, so

wird nach Trauma das beste Outcome erzielt.

Der von unserer Arbeitsgruppe verwendete Beam Balance Score beurteilt, wie sich das

Versuchstier fur 60 Sekunden auf einer runden Stange halt. Je schlechter der Balance-Akt
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war, desto mehr Strafpunkte erhielt das Tier. Hier war eine Verschlechterung des funktionellen
Outcomes nach Trauma nachweisbar, jedoch nicht auf einem signifikanten Level.

Auch anhand dieses Scores konnten wir zeigen, dass sich das Outcome nach posttraumatisch
durchgefihrter Kraniektomie verbessern liel3. Dieses Ergebnis geht mit den Resultaten der
Experimente von Zweckberger et al. einher, wobei ebenfalls ein positiver Einfluss
dekompressiver Kraniektomien nach Trauma beobachtet wurde [123,124].

Besonders interessant war hierbei, dass die gro3e Kraniektomie das Outcome gegenliber der
nicht chirurgisch therapierten Gruppe signifikant verbesserte, die kleine Kraniektomie jedoch
nicht. Selbst der direkte Vergleich zwischen der klein- und grofl3-kraniektomierten Gruppe
zeigte, dass die groRe Kraniektomie signifikant bessere Ergebnisse im BBS erzielte. Die
Durchfihrung der Kraniektomie alleine zeigte keinen signifikanten Einfluss. Die
dekompressive Kraniektomie beeinflusst somit die motorischen Fahigkeiten und den Balance-
Akt (gemessen am BBS) nach Trauma. Eine mégliche Beeinflussung dieser Fahigkeiten durch
das chirurgische Trauma alleine lief3 sich nicht nachweisen.

Auch in dieser Untersuchung zeigt sich die groRere Kraniektomie der kleineren Uberlegen. Als
Grund ist eine suffizientere Dekompression des anschwellenden Hirngewebes denkbar. Da
das chirurgische Trauma in diesem Score wohl keine entscheidende Rolle spielt, Giberwiegen

die Vorteile der grélkeren Kraniektomie starker.

Die dritte Untersuchung diente der Erhebung der Beam Balance Time. Diese gab Auskunft
darlber, wie lange das Versuchstier auf der Stange balancieren konnte. Maximal konnten
dabei 180 Sekunden erreicht werden.

Auch hier zeigte sich die Vermutung bestatigt, dass die Trauma-Tiere ohne chirurgische
Therapie verglichen mit den nicht-traumatisierten Tieren signifikant schlechter abschnitten.
Wurde eine Kraniektomie nach Trauma durchgeflhrt, so verbesserte sich das Ergebnis. Dies
spricht erneut fir die Vorteile der chirurgischen Therapie und bestatigt somit die Ergebnisse
von Zweckberger et al. [123,124].

Bemerkenswert an diesen Ergebnissen ist erneut, dass die Durchfiihrung der grofzen DC
—verglichen mit der Durchfiihrung der kleinen DC- zu einem signifikant besseren Ergebnis
fuhrt. Eine denkbare Ursache ware hier wieder die suffizientere Dekompression und ihr
Einfluss auf die Motorik des traumatisierten Versuchstiers.

Der Eingriff onne vorangegangenes Trauma fuhrte zwar auch gemessen an diesem Score zu
einer leichten Verschlechterung des funktionellen Outcomes, jedoch nicht auf Signifikanz-
Niveau.

Die positiven Aspekte der chirurgischen Therapie Uberwiegen nach Trauma also wieder den

Negativ-Aspekten der Operation selbst.
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Die verwendeten Scores validierten unser Trauma-Modell und demonstrierten ahnliche
Ergebnisse wie vorangegangene Studien [42,100,111,123]. Nach Trauma zeigte sich das
Outcome der Versuchstiere in allen Scores reduziert, im NSS und in der BBT sogar signifikant.
Eine Entlastungskraniektomie verbesserte diese Situation nach Trauma, was ebenfalls den
Ergebnissen vorangegangener Studien entspricht [123,124].

Die gréfer kraniektomien Tiere erzielte in allen Testungen jedoch das posttraumatisch beste
Ergebnis, was sowohl unserer Arbeitshypothese als auch den Ergebnissen der Studien von

Qiu et al. und Jiang et al. entspricht [51,82].

5.4 Dekompressive Kraniektomie und der Einfluss ihrer GroRe

Der therapeutische Nutzen von Entlastungskraniektomien wird in der Literatur heil3 diskutiert.
Wahrend experimentelle Arbeiten zunachst einen negativen Einfluss dieser Therapieoption
nach SHT nachwiesen [28,44], so konnten aktuellere Versuche vermehrt positive Effekte der
DC auf funktionelles Outcome und posttraumatische Odemformation demonstrieren
[80,110,123,124].

Auch verschiedene klinische Studien konnten einen positiven Einfluss von
Entlastungskraniektomien nach SHT zeigen [108,112]. Diskutiert wird dabei die Reduktion
intrakraniellen Drucks mit der dadurch folgenden besseren Durchblutung des

Hirnparenchyms.

Die multizentrische und randomisierte DECRA-Studie von 2011 offenbarte jedoch ein anderes
Bild: Weder das Uberleben, noch das neurologische Outcome zeigten sich nach Durchfiihrung
einer Kraniektomie verbessert.

Im Gegenteil: Das neurologische Langzeit-Outcome war verglichen mit der nicht-

kraniektomierten Gruppe sogar signifikant schlechter [27].

Die im Jahre 2016 veroffentlichte, ebenfalls multizentrisch und randomisiert durchgefuhrte
RESCUEicp-Studie zeigte positive der Entlastungskraniektomie. Bei refraktar erhdhten ICP-
Werten fuhrte die Durchfuhrung einer Kraniektomie im Vergleich zur konservativ behandelten
Gruppe zu einer um 22 Prozent reduzierten Mortalitat.

Verglich man das neurologische Outcome nach 6 und 12 Monaten, so kamen schlechte
Outcomes sowie Verbleiben in einem Vegetativ-Status in der Gruppe der kraniektomierten
Patienten haufiger vor als in der Vergleichsgruppe ohne Kraniektomie (8,5% vs. 2,1% bzw.
6,2% vs. 1,7% im Vegetativ-Status).

In den Outcome-Kategorien ,leichte Behinderung“ beziehungsweise ,gute Erholung“ fanden

sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen [49].
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In anderen klinischen Studien (DESTINY, DESTINY II), die sich mit Entlastungskraniektomien
nach malignem Mediainfarkt beschéaftigten, hatten die Kraniektomie-Gruppen sowohl
signifikant bessere Uberlebenswahrscheinlichkeiten als auch bessere funktionelle Outcomes
[63,54].

Trotz dieser widersprichlichen Studienlage ist die dekompressive Kraniektomie nach wie vor
die effektivste Methode zur Senkung refraktar erhdhten intrakraniellen Drucks. Da dieser den
potenziell tddlichen Verlauf eines Schadel-Hirn-Traumas bedingt, gilt es die Risiken der
Operation gegen die Wahrscheinlichkeit eines letalen Verlaufs wahrend konservativer
Therapie abzuwagen.

Aktuell empfiehlt die Brain Trauma Foundation daher die Kraniektomie, wenn der ICP Gber 15
Minuten innerhalb einer Stunde auf Gber 20 mmHg ansteigt [16,46].

Ebenso wird seit 2020 eine Kraniektomie-Grofie von nicht weniger als 12x15 cm
beziehungsweise 15 cm im Durchmesser empfohlen, um eine geringere Mortalitat und ein
besseres neurologisches Outcome zu erreichen [46]. Diese Empfehlung stitzt sich auf zwei
kleinere, in China durchgefihrte Studien aus den Jahren 2005 und 2009 [51,82]. Bei beiden
dieser Studien konnte gezeigt werden, dass eine groflere Kraniektomie die Mortalitat
signifikant senkt. Qiu et al. wiesen aufl’erdem nach, dass das Outcome der grof3-
kraniektomierten Gruppe signifikant besser war als bei den Patienten, die kleiner
kraniektomiert wurden. Dieser positive Aspekt ging jedoch mit einer signifikant hoheren

Komplikationsrate einher [82].

Um die widerspruchlichen Ergebnisse hinsichtlich der Entlastungskraniektomie selbst und die
selbst von der Brain Trauma Foundation kritisierten Studien beziglich Trepanations-Grofle
weiter zu untersuchen, entschlossen wir uns zu unserem Projekt [46].

Hierbei untersuchten wir unter kontrollierten Bedingungen (mittels eines sich bereits in
Vorversuchen bewadhrten Modells) den Einfluss von Entlastungskraniektomien einerseits und
den Einfluss derer GroRRen andererseits auf funktionelles Outcome und histologische

Merkmale nach Schadel-Hirn-Trauma.

Der Zeitpunkt, zu welchem die Patienten in den groRRen klinischen Studien (DECRA,
RESCUEicp) kraniektomiert wurden, lieR sich auf unser Modell nicht ganz Ubertragen.
Wahrend bei diesen Studien jeweils die Therapieoption der DC- wie von der Brain Trauma
Foundation empfohlen- jeweils erst nach Ausschopfen konservativer Therapiemalnahmen
und weiterhin erhohten ICP-Werten ergriffen wurde, flihrten wir unsere Kraniektomie bereits
zu einem frihen Zeitpunkt nach Trauma (eine Stunde) durch.

Im Mittel vergingen in der RESCUEicp-Studie 2,2, in der DECRA-Studie sogar 35 Stunden bis
OP [27,50].
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Die positiven Aspekte einer Kraniektomie, die bereits experimentell gezeigt werden konnten,
bezogen sich zumeist auf den sofortigen oder zumindest aber einen frihen
Operationszeitpunkt.

Zweckberger et al. zeigten in ihren Experimenten, dass bessere funktionelle Outcomes
erreicht werden konnten, wenn eine Kraniektomie in den ersten drei Stunden nach Trauma
durchgefiihrt wurde [123,124].

Dies konnte unsere Ergebnisse bezogen auf funktionelles Outcome erklaren, die im Kontrast
zu den Ergebnissen der grof’en klinischen Studien stehen, mit den Resultaten von

Zweckberger et al. jedoch harmonieren.

Der von uns gewahlte Zeit zwischen Trauma-Applikation sollte die Zeit simulieren, in welcher
der verungluckte Mensch geborgen, erstversorgt und transportiert wird, ehe er dann operiert
werden kann. Auch in der DECRA-Studie wurde hierfur eine Mindestzeit von einer Stunde
angegeben [27].

Diese Zeit ist unserer Meinung nach ideal: Zum einen wird die Zeitdauer der Rettungskette
wird simuliert, zum anderen laufen die pathophysiologischen Prozesse im Hirngewebe zu
diesem Zeitpunkt bereits ab. Das Hirn befindet sich zum Operationszeitpunkt in einer
vulnerablen Phase und kann durch Interventionen im pathophysiologischen Prozess
beeinflusst werden. AuRerdem erhofften wir uns zu diesem Zeitpunkt Gber unsere Drucksonde
einen Anstieg des ICP detektieren zu kénnen [68,92,124].

Unsere Ergebnisse des friihen neurologischen Outcomes validierten unser verwendetes
Modell: Im Vergleich zur Sham-Gruppe schnitten die traumatisierten Tiere (im NSS und in der
BBT sogar signifikant) schlechter ab. Dies war zu erwarten und war notwendig, um einen
eventuell positiven Effekt posttraumatisch durchgefiihrter Kraniektomien Uberhaupt sehen zu
kdénnen.

Entsprechend der Ergebnisse von Zweckberger et al. konnten auch wir einen positiven Effekt
hinsichtlich funktionellem Outcome erkennen, wenn posttraumatisch eine Kraniektomie
durchgefiihrt wurde [123,124].

Interessanterweise unterschied sich das Outcome je nach durchgefuhrter Kraniektomie-Grole
stark: In allen Testungen schnitten die Tiere, die gréRer kraniektomiert wurden besser ab als
die klein-kraniektomierten Vergleichs-Tiere.

Diese Ergebnisse entsprechen den Resultaten der zwei grofden klinischen Studien von Qiu et
al. und Jiang et al. [51,82]. Auch sie konnten den Uberlegenen Effekt gréfier angelegter
Kraniektomien gegenuber einer eher kleineren Trepanation zeigen. Unsere, sowie die

Ergebnisse diese beiden Studien sprechen flr die Empfehlungen der Brain Trauma
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Foundation von 2020, die sich fiir eine groRe (nicht unter 12x15 cm beziehungweise 15 cm im
Durchmesser messende) Kraniektomie aussprechen [46].

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Durchfiihrung einer Kraniektomie allein mit einem
schlechteren neurologischen Outcome einhergeht. Dieser Effekt wurde bereits in mehreren
Vorpublikationen beschrieben [24,102,118].

Es zeigte sich hierbei, dass die groflere Kraniektomie selbst zu einer starkeren funktionellen
Beeintrachtigung flihrte, sowohl verglichen mit der Sham-, als auch mit der Kklein-
kraniektomierten Gruppe. In der Auswertung der Ergebnisse des NSS zeigen sich diese
Unterschiede sogar als signifikant.

Es kann also von einem gewissen chirurgischen Trauma ausgegangen werden, welches sich
proportional zur Trepanations-GroRRe verhalt: Je grolier die Kraniektomie angelegt wird, desto
groler ist das iatrogene Trauma und desto schlechter ist das funktionelle Outcome.

Diese Sichtweise spricht fur die Ergebnisse der Studien, in welchen der schadigende Effekt
von Kraniektomien diskutiert wird [27,50,102].

Allerdings zeigen unsere Ergebnisse, dass die positiven Folgen einer nach Trauma
durchgeflihrten operativen Therapie den negativen Aspekten des chirurgischen Eingriffes
selbst Uberwiegt. Wird die Kraniektomie dann noch grof3 genug durchgefihrt, so erhalt man

das beste funktionelle Ergebnis- trotz gréfRerem ,chirurgischen Trauma®“.

Die pathologischen Mechanismen, die nach SHT zum Untergang nicht bereits primar beim
Unfallhergang zerstorten Hirngewebes flhren, sind noch nicht abschlielend geklart. Dennoch
gibt es Wege, posttraumatisch von Apoptose und Odem bedrohte Hirnareale zu detektieren

und den Einfluss von Therapiestrategien zu evaluieren.

Auch wir konnten solche histomorphologischen Veranderungen beobachten und teilweise
signifikante Veranderungen feststellen, wenn nach Trauma eine Kraniektomie durchgefuhrt
wurde. Die Trepanations-Grofien wirkten sich auch hier in unterschiedlichem Malde aus, wofir

wir folgende Erklarungsansatze haben:

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es posttraumatisch zu einer
vermehrten Expression von Aquaporin-4 kommt. Dieser Kanal wird mit dem Entstehen von
zerebralen Odem-Formationen assoziiert. Bereits in Vorarbeiten (auch unserer Arbeitsgruppe)
konnte gezeigt werden, dass es posttraumatisch sowohl histo- als auch bildmorphologisch zu
einer Zunahme des Hirndédems kommt und dass sich die Aquaporin-4-Expression dazu analog
verhalt [48,63,75,102,105].

Das auf ein SHT folgende Hirnéddem Ilasst sich als gemischt vasogen und zytotoxisch

beschreiben [8,113]. Wahrend das extrazellulare, vasogene Hirnédem durch eine Stérung der
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Blut-Hirn-Schranke bedingt wird, flhrt eine posttraumatisch gestorte zellulare
Glukoseverwertung mit folgender Stérung der Na-K-ATPase und dadurch bedingter
intrazelluldarer Na*-Akkumulation zu einem Wassereinstrom nach intrazellular: dem
zytotoxischen Odem [11,72,97,113].

Diese beiden Odemformen bedingen sich gegenseitig, allerdings kann sich das vasogene
Hirnédem auch unabhangig von einer BHS-Stérung bereits zu einem friihen Zeitpunkt nach
SHT ausbilden.

Verschiedene Studien zeigten, dass Aquaporin-4 hinsichtlich zytotoxischem Hirnédem ein
beglnstigender Effekt zugesprochen werden kann beziehungsweise, dass Aquaporin-4-
defiziente Tiere einen Vorteil gegenuber Wildtyp-Tieren hatten [114,120,121].

Analog zu verschiedenen anderen Studien konnten auch wir zeigen, dass die Durchfiihrung
einer DC mit einer niedrigeren AQP-4 Expression beziehungsweise einer geringeren
Odemformation einhergeht [110,123,124].

Auch hier konnte gezeigt werden, dass lediglich die groliere Kraniektomie dazu in der Lage
war die Aquaporin-4-Expression um ein signifikantes Niveau zu senken. Die kleine
Kraniektomie fuhrte ebenfalls zu einer AQP-4-Reduktion, jedoch weitaus weniger effektiv.
Diese Ergebnisse erklaren wir uns durch die potentere Wirkung der gréReren Kraniektomie
auf intrakraniellen Druck. Durch die groRere Trepanationsflache wird dem posttraumatisch
anschwellenden Hirngewebe mehr Platz gegeben, sich Gber das eigentliche Schadelniveau
auszubreiten. Daraus musste, nach der Monroe-Kellie-Doktrin, ein gunstigeres Druck-
Volumen-Verhaltnis resultieren. Eine verbesserte zerebrale Perfusion ist die Folge, wodurch
Ischamie und Nekrose reduziert werden kdonnen. Zudem wurde in Vorarbeiten gezeigt, dass
das das Hirn an den Trepanationsrandern hernieren kann. Dies flhrt wiederum zu
Minderperfusion und Nekrose. Wird die Kraniektomie also gro3 genug durchgefluhrt, so wird
die ,Einschnurung” potentiell erhaltbaren Hirngewebes reduziert.

Eine reduzierte Odembildung sowie ein besseres Outcome sind die zu erwartende

Konsequenz [1,60,119]. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden.

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass es posttraumatisch zu
inflammatorischen Prozessen im Gehirn kommt [93,118]. Zum einen wird dies durch das
Trauma selbst und die damit oft verbundene Eréffnung von Schadel und Dura mater bedingt,
zum anderen durch die sich sekundar entwickelnden pathophysiologischen Prozesse von
Apoptose, Nekrose und Odembildung. Auch wir konnten eine posttraumatische Astrozyten-
Aktivierung anhand einer gesteigerten GFAP-Expression auf Signifikanz-Niveau nachweisen.
Die anschlielende Durchfihrung einer Kraniektomie fuhrte zu einer nachweislichen Reduktion

der Expression von GFAP. Sowohl die kleine, als auch die gro3e Kraniektomie zeigten dabei
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signifikante Ergebnisse, wobei die Wirkung der grofier angelegten Kraniektomie nochmals
starker war.

Dieses Ergebnis erklaren wir uns durch die mit der Kraniektomie erreichten Dekompression,
welche zur suffizienteren Blutversorgung des Hirnes filhrt und Apoptose-Prozesse sowie
Odem-Formation reduziert. Gegeniiber nicht-kraniektomierten Tieren zeigt sich dieser Vorteil
dominierend. Interessant ware die Frage, ob es im weiteren postoperativen Verlauf zu
Anderungen dieser Verhéltnisse kommt: Man kénnte mutmaRen, dass durch die Entfernung
eines Knochendeckels eine grélkere Eindringpforte fir Pathogene kommt, welche den
Entzindungsprozess befeuern kdnnten oder die Risiken von Meningitis, Enzephalitis oder
eines Abszesses mit sich bringen. Folglich kédnnte man auch annehmen, dass groRere
Trepanationen mit einer grélkeren Eindringpforte fir Erreger und einem vermehrten
Entziindungsgeschehen assoziiert sind. Langzeit-Untersuchungen waren hier vonnoéten, um

diesen Hypothesen nachzugehen.

Der Vorgang der Apoptose ist dullerst komplex und befindet sich normalerweise unter
Kontrolle von pro- und anti-apoptotisch wirksamen Proteinen. Diese bewirken ein
physiologisch ein Gleichgewicht zwischen Neuroregeneration und programmiertem Zelltod.
Durch pathologische Einflisse (hervorgerufen unter anderem durch SHT, Schlaganfall etc.)
kommt es zur Verschiebung dieses Gleichgewichts zugunsten der proapoptotisch wirksamen
Proteine. Anhand der von uns untersuchten Bcl-2-Proteinfamilie kommt es posttraumatisch
zur Verschiebung zugunsten des proapoptotisch wirksamen Proteins Bax, wahrend Bcl-2 im
Verhaltnis niedriger wird [56,69,84,86,117].

Wir konnten 24 Stunden nach Trauma eine vermehrte Expression der pro-apoptotischen
Marker Bax und Caspase-3, als auch des anti-apoptotischen Markers Bcl-2 nachweisen. Die
Erhéhung von Caspase-3 zeigte sich auf Signifikanz-Niveau.

Diese Ergebnisse findet man auch in der Literatur. Wahrend eine pro-apoptotische Tendenz
posttraumatisch logisch erscheint, wird auch die Erhéhung des Proteins Bcl-2 beschrieben.
Man konnte hier einen friih-neuroprotektiven Mechanismus diskutieren, der sich eventuell als
pharmakologisches Target eignen kénnte [21,23,84,86].

Die Hochregulation von Bax wurde von Wennersten et al. als verzdgert beschrieben, mit einer
maximalen Expression an Tag sechs nach Trauma. Sie gingen davon aus, dass andere
Apoptose-Wege in der Frihphase nach Trauma eine wichtigere Rolle spielen [117].

Dem gegentber stehen die Ergebnisse einer Studie, in welcher die Dynamik der Bax-
Expression nach zerebraler Ischamie untersucht wurde. Dort wurde eine erhéhte Expression
auch schon in frihen Phasen der Ischamie festgestellt. In Hippocampus-Regionen, welche
sich besonders empfindlich gegentber transient globaler Ischamie zeigen, war dieser Marker

bereits nach 0,5 bis 3 Stunden nach Ischamie deutlich erhoht [58].
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Da auch wir eine Hochregulation von Bax nach 24 Stunden feststellen konnten (wenn auch
nicht signifikant), gehen wir von einem zusatzlich ischamischen Aspekt mit folgender Apoptose
in unserem Modell aus. Erhdhter intrakranieller Druck mit konsekutiv verminderter zerebraler
Perfusion kdnnte hierbei die Ursache sein.

Dies wirde einerseits die posttraumatisch friih erhdhte Bax-Expression im Hippocampus
erklaren und andererseits die signifikante Reduktion dieses Markers nach Durchfiihrung der
grofien Kraniektomie: Die suffizientere Dekompression des anschwellenden Gehirns resultiert
in einer Reduktion des intrakraniellen Drucks und somit einer besseren Hirnperfusion. Dadurch
wird die Induktion von Apoptose reduziert.

Angenommen, die kleine DC war nicht in der Lage den intrakraniellen Druck suffizient zu
senken, ware das die Erklarung flir die hdhere Expression von Bax im Vergleich zur grof3

kraniektomierten Gruppe.

Wir nehmen an, dass es sich bei Caspase-3 um den sensitivsten der von uns untersuchten
Marker handelt, da dieser im Prozess der Apoptose in der Endstrecke fungiert, in welcher
verschiedene vorangeschaltete (auch hier nicht ndher untersuchte) Prozesse minden.
Insbesondere in der von uns untersuchten Frihphase (24 Stunden nach Trauma) ist es
moglich, dass sich eine Veranderung der vorgeschalteten Marker noch nicht signifikant zeigt,
wahrend der Marker der gemeinsamen Endstrecke (Caspase-3) sich jedoch schon deutlich
erhdht prasentiert [21,22,61,64,98].

Es zeigt sich also wieder, dass auch andere Apoptose-Prozesse eine wichtige Rolle in der
Frihphase nach SHT eine Rolle spielen.

Wir konnten in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass sich Caspase-3-Expression
posttraumatisch durch eine groRR angelegte dekompressive Kraniektomie signifikant
reduzieren lieR®. Eine kleine Kraniektomie (wie die Ergebnisse der Bax-Untersuchung), fuhrte
zwar zur Reduktion dieses Markers, jedoch nicht auf Signifikanz-Niveau.

Der Eingriff selbst (ohne vorangegangenes Trauma) fiihrte zwar zu einem Anstieg der
Expression, jedoch auch nicht signifikant.

Ein chirurgisches Trauma lasst sich also auch anhand der histologischen Begutachtung
feststellen, jedoch scheinen die positiven Aspekte der Dekompression dem iatrogen

zugeflhrten Schaden zu Uberwiegen.

All diese positiven Aspekte der groReren Kraniektomie gehen jedoch auch mit einem negativen
einher: Einer deutlich erhdhten Mortalitatsrate. Wahrend die kleine Kraniektomie die Mortalitat-
verglichen mit der nicht operierten Trauma-Gruppe- senken konnte, erhthte die grofe

Kraniektomie diese sogar.
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Wir erklaren uns die hohe Mortalitdtsrate einerseits durch den Versuchsaufbau. Die Tiere
liegen wahrend der OP und anschlieRenden ICP-Messung fiur drei Stunden auf dem Bauch.
Durch die nicht-invasive Beatmung und das Fehlen einer invasiven Uberwachung konnten
beginnende, lebensgefahrdende Situationen nicht friih genug detektiert und behandelt
werden. In einer Folgestudie kénnte man das Uberleben mit Atemwegssicherung und
invasiven Uberwachungsmethoden mit dem der Versuchstiere der vorliegenden Arbeit
vergleichen. Da die Tiere, wenn sie den operativen Versuchsabschnitt Uberlebt haben, auch
den Rest des Versuches uberlebten, nehmen wir die Narkose-Fuhrung als Hauptproblem an.
Die erhdhte Mortalitat in Verbindung mit der groRen Kraniektomie erklaren wir uns wie folgt:
Die grofRe Kraniektomie geht mit einem erkennbaren chirurgischen Trauma einher, was sich
in der Durchfihrung dieser OP ohne vorangegangenes Trauma erkennen lie. Dieses fiel
grolder aus, als das der kleinen Kraniektomie.

Folge nun diese groRere ,Belastung” eine Stunde nach Trauma, so stellte dies eine zu grolie
Belastung fur die Tiere dar, wodurch sie wahrend der OP &fter verstarben. Man kann hier von
einer Art ,second hit* durch die Kraniektomie ausgehen, und das in einer sehr vulnerablen
Phase des Hirngewebes [24,92,118]. Zentrale Regulationsmechanismen kdnnten hierdurch
versagt haben, weshalb die Versuchstiere atemdepressiv wurden.

Weitere Studien sind erforderlich, um die genauen Mechanismen hinter dieser erhdhten

»primaren Sterblichkeit® zu reduzieren, um so den Versuchsaufbau zu optimieren.

Es Iasst sich jedoch sagen, dass bei Uberleben der Operation, das funktionelle Outcome
signifikant besser und der histologisch erkennbare Schaden deutlich kleiner war, wenn eine

suffizientere Dekompression mittels grofierer Kraniektomie durchgefiihrt wurde.

Wir kdnnen einerseits zwischen den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und den Studien von
Zweckberger et al. gewisse Prallelen beziiglich eines positiven Effekts von posttraumatisch
durchgefiihrten Kraniektomien auf funktionelles Outcome ziehen [123,124]. Andererseits
entsprechen unsere Ergebnisse den Resultaten von Jiang et al.

und Qiu et al.- und somit auch den Empfehlungen der Brain Trauma Foundation [46,51,82].
Mit der groRer angelegten Kraniektomie lasst sich der Therapieerfolg, gemessen an

funktionellem Outcome und Histologie, nach Schadel-Hirn-Trauma im Mausmodell optimieren.
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5.6 Schlussfolgerung

Bezogen auf unsere Fragestellung lassen sich somit folgende Aussagen treffen:

Das Herbeifuhren eines Schadel-Hirn-Traumas Uber die weight drop impact-Methode fihrt zu

einem nachweislich reduzierten frih-funktionellen Outcome.

Die Durchfuihrung einer Kraniektomie verbesserte das Outcome der Versuchstiere.
Allerdings fuhrte nur die Durchfuhrung der groReren, 5x8 mm messenden Kraniektomie zu
einer signifikanten Verbesserung gegenuber der nicht operierten Trauma-Gruppe. Der direkte
Vergleich zwischen den Kraniektomie-Gruppen offenbarte ebenfalls ein signifikant besseres
Outcome, wenn die grélere Trepanation durchgefihrt wurde.

Wurde die Operation ohne ein vorheriges Trauma durchgefiihrt, so resultierte auch dies in

einem schlechteren neurologischen Outcome.

Posttraumatisch lieRen sich die in der Literatur beschriebenen strukturellen Hirnschadigungen
auch in unserem Modell nachweisen.

Die Durchflihrung einer Kraniektomie reduzierte den Apoptose-Prozess, die Inflammation
sowie die posttraumatische Odemformation. Auch hier zeigte sich die groRere Kraniektomie
bei allen untersuchten Markern der kleineren Kraniektomie Uberlegen.

Eine signifikant erhohte strukturelle Hirnschadigung lieR sich nach Durchflhrung der

Operation selbst nicht finden.

Nachteilig an der posttraumatisch grofRer durchgefihrten Kraniektomie: Es lief3 sich zur nicht
operierten Trauma-Gruppe eine gesteigerte Mortalitdt nachweisen. Die kleiner durchgeflhrte

Kraniektomie reduzierte die Sterblichkeit nach Trauma hingegen.

Die Kraniektomie nach Schadel-Hirn-Trauma im Mausmodell liel? sich somit als eine Methode
darstellen, die sowohl Outcome, als auch histologische Merkmale glinstig beeinflusst. Eine
grolRere angelegte Kraniektomie zeigte sich der kleineren Kraniektomie gegentber hierbei

nochmals Uberlegener, allerdings zum Preis eines erhdhten Mortalitatsrisikos.

Weitere Studien sind in Zukunft vonndten, um den hier gezeigten positiven Einfluss gréRerer
Kraniektomien auf das funktionelle Outcome auch beim Menschen zu untermauern. Der
Aspekt der dabei erhohten Mortalitatsrate muss beleuchtet und Moglichkeiten zu deren

Reduktion erforscht werden.
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9. Ausblick

Wahrend des hier beschriebenen Projekts wurden 24 Stunden postoperativ sowohl kranielle
CT- als auch MRT-Aufnahmen der Versuchstiere angefertigt. Hier lassen sich Odemformation,

Perfusion sowie traumabedingte Frakturen und Blutungen evaluieren.

Weiterhin wurden posttraumatisch und Uber den Ablauf der Kraniektomie hinweg intrakranielle
Druckwerte gemessen, welche mit der Kraniektomiegrofie, neurologischem Outcome und

Schadigungsmuster ins Verhaltnis gesetzt werden kénnen.

Auch liegen zahlreiche weitere Paraffinschnitte vor, anhand welcher man weitere
immunhistochemische Untersuchungen anstellen kdnnte. Hierbei kdnnen einerseits
extrahippocampale Strukturen betrachtet werden, zum anderen ware die Untersuchung
verschiedener Inflammationsmarker (wie beispielsweise CD68) im Verhaltnis zur

Dekompressionsgréfie von Interesse.

Weitere Projekte mit analogem Versuchsaufbau sind bereits in Planung. Hierbei liegen die
Auswirkungen verschiedener Medikamente auf die posttraumatische Erholung und

Odembildung im Interessensfokus.
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