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1 EINLEITUNG

1.1 Das Schéadel-Hirn-Trauma
1.1.1 Definition

Ein Schadel-Hirn-Trauma (SHT) ist eine Verletzung des Gehirns aufgrund
aul3erer Gewalteinwirkung, die mit Funktionsstorungen und Schéadigungen
weiterer benachbarter bzw. begleitender Strukturen wie Kopfschwarte, Kalotte,
Gefalle, Nerven und/oder Meningen einhergehen kann. Zuséatzlich erfolgt eine
Unterscheidung zwischen offenen und geschlossenen SHT. Bei Lasion der Dura
kommt es zur Verbindung zur Auf3enwelt zu einem sogenannten offenen SHT,
einhergehend mit erhéhtem Risiko von Infektionen und Liquorverlust (Deutsche

Gesellschaft fur Neurochirurgie, 2015).

Von der friher oft verwendeten Einteilung in Commotio, Contusio und
Compressio cerebri wird mittlerweile abgeraten. Stattdessen hat sich zur
Beurteilung des Schweregrades des SHT die Einteilung nach der Glasgow-
Coma-Scale durchgesetzt, die seit ihrer Einfuhrung (Teasdale & Jennett, 1974)
mittlerweile nahezu universell bei vigilanzgeminderten Patienten angewendet
wird. Durch Beurteilung der Augené6ffnung, motorischer Reaktion und verbaler
Kommunikation wird ein Punktewert zwischen 3 und 15 vergeben, der
malfigeblich fur die Einschatzung der Schwere der zentralen Funktionsstérung ist
(Tabelle 1). Die klinischen Befunde werden gemal folgender Tabelle (Tabelle 2)
mit Punkten versehen, wobei jeweils die bestmogliche Reaktion des Patienten

bewertet wird. Die Summe ergibt den GCS-Score.

Tabelle 1
SCHWERE DES SCHADEL-HIRN-
GCS
TRAUMAS
13-15 ‘ Leicht
9-12 ‘ Mittelschwer

3-8 ‘ Schwer



Tabelle 2

. VERBALE
PUNKTE  AUGENOFFNUNG MOTORIK
KOMMUNIKATION
6 Bewegung nach
Aufforderung
5 Konversationfahig, Gezielte Abwehr auf
orientiert Schmerzreiz
Konversationfahig, Ungezielte Abwehr auf
4 Spontan o _
desorientiert Schmerzreiz
Unzusammenhéangende Beugesynergismen auf
3 Auf Aufforderung .
Worter Schmerzreiz
] ) Strecksynergismen auf
2 Nur auf Schmerzreiz ~ Unverstandliche Laute ]
Schmerzreiz
1 Keine Augendéffnung Keine Reaktion Keine Reaktion

Trotz ihrer Verbreitung weist die GCS Mangel auf, wie zum Beispiel die
Nichtberucksichtigung von Pupillenreflexen und schlechte Anwendbarkeit bei
sedierten, intubierten und relaxierten Patienten (Segatore & Way, 1992). Durch
die definitionsgemélRe Bewertung der bestmdglichen Antwort wird bei
motorischen Asymmetrien die schlechtere Reaktion nicht beachtet, was auch bei
erfahrenen Arzten teils zu falschen Angaben fiihrt (Lazarovici, 2005; Marion &

Carlier, 1994).

Einen anderen Ansatz verfolgten Ténnies und Loew, die die Dauer bis zum
Abklingen samtlicher neurologischer Symptome zur Einteilung der schwere des
SHT heranzogen (Tabelle 3) (Tonnies, 1953). Da die Einteilung per Definition nur
retrospektiv im zeitlichen Intervall vorgenommen werden kann, ist sie in der Klinik

zur Einschatzung der Akutsituation nicht als relevant zu erachten.

Tabelle 3
Grad | Ruckbildung innerhalb von 4 Tagen
Grad Il Ruckbildung innerhalb von 3 Wochen
Grad Il Keine Ruckbildung innerhalb von 3 Wochen




1.1.2 Epidemiologie

In Deutschland wird die Inzidenz von SHTs auf ca. 332 Félle pro 100.000
Einwohner geschatzt, wobei der Grol3teil der Féalle leichte SHTs sind (90,9%),
gefolgt von schweren und mittelschweren (5,2% bzw. 3,9%). (Deutsche
Gesellschaft flr Neurochirurgie, 2015; Rickels, 2006; von Wild & Wenzlaff, 2005).
Es handelt sich in Deutschland um die Haupttodesursache bei unter 45-jahrigen
Personen und eine haufige Todesursache bei unter 15-jahrigen Kindern (Jennett,
1996; Steudel, Cortbus, & Schwerdtfeger, 2005). Eine eigene Recherche in der
Gesundheitsberichtserstattung des Statistischen Bundesamtes listet fur 2015
272.594 Falle von SHTs auf, die unter S.06 (intrakranielle Verletzungen) kodiert
wurden. Dies entspricht bei einer damaligen Bevélkerung von 82,2 Mio. ebenfalls
einer Inzidenz von 332 Fallen/100.000 Einwohner (Statistisches Bundesamt,
2017). Eine Metaanalyse 28 europaischer epidemiologischer Studien aus 16
europaischen Landern ergab eine Inzidenz von 262 Fallen/100.000 Einwohner
(Peeters et al., 2015).

Altere Patienten ziehen sich vor allem bei Stiirzen SHTs zu, wahrend junge
Personen hauptsachlich durch Verkehrsunfélle verletzt werden (Bruns & Hauser,
2003; Lawrence et al., 2016; Peeters et al., 2015). Ein erheblicher Anteil der
verletzten Personen hat eine dauerhafte Behinderung nach einem SHT. Zudem
sind deutlich mehr Manner als Frauen betroffen (Baethmann, Wirth, &
Schlesinger-Raab, 2002; Corrigan, Selassie, & Orman, 2010; Faul, Wald, Xu, &
Coronado, 2010). Global gesehen betrifft dies vor allem Entwicklungs- und
Schwellenlander, in denen die Motorisierung rasant zunimmt, wahrend
hochwirksame verpflichtende Sicherheitsmal3Bhahmen, wie z.B. Helmpflicht
fehlen (Servadei et al., 2003). Durch steigende Zahlen an Verkehrsunfallen
(inklusive SHTs) werden diese laut einem Bericht der WHO bis 2020 die
dritth&ufigste Todesursache weltweit sein (Finfer & Cohen, 2001).

Die Altersstruktur des US-amerikanischen Patientenguts zeichnet ein &hnliches
Bild: Personen unter 45 Jahren sind insbesondere durch Verkehrsunfélle haufig
betroffen. Hierbei muss erwéhnt werden, dass die absoluten Fallzahlen in dieser
Gruppe eine sinkende Tendenz aufweisen. Im Gegensatz dazu steigt bei alteren

Patienten Uber 75 Jahren die Inzidenz und Mortalitdt durch SHT nach Stirzen



(Coronado et al., 2011; Corso, Finkelstein, Miller, Fiebelkorn, & Zaloshnja, 2006;
Kraus & Nourjah, 1988; Murray & Lopez, 1997).

1.1.3 Klinisches Management des Schadel-Hirn-Traumas

Die Erhebung von (Fremd-)Anamnese, Vitalparametern und koérperlichem
Untersuchungsbefund (mit besonderem Augenmerk auf neurologische
Symptome, GCS und Erfassung von Begleitverletzungen) sollte soweit mdglich
bereits praklinisch am Unfallort erfolgen. Eine Abklarung des Unfallhergangs, wie
z.B. die Fallhbhe bei Sturzereignis oder Fahrzeuggeschwindigkeit geben
Hinweise auf mdgliche Begleitverletzungen und erleichtern die Entscheidung zur
Veranlassung weiterer Diagnostik. Neben der zwingenden Erstversorgung des
Patienten nach ABCDE-Schema besteht nach heutigem Stand eine generelle
Empfehlung zur Intubation bewusstloser Patienten bei GCS < 8. (Badjatia et al.,
2008). Bei jeglicher Art von Antikoagulation sollte ein cCT (craniale
Computertomographie) veranlasst werden, da sich ein altersunabhangig
erhohtes Blutungsrisiko zeigt. Dies gilt umso mehr fur Patienten, die sich unter
therapeutischer Antikoagulation befinden (Sauter et al., 2016). Zur
Indikationsstellung eines cCT kann zusatzlich bei leichtem SHT die Bestimmung

der Serumkonzentration von S-100B erwogen werden (Biberthaler et al., 2006).

Bei leichtem SHT muss bei Anwesenheit einer der folgenden Risikofaktoren eine
24-stiindige stationare Uberwachung veranlasst werden (Aschenbrenner,
Biberthaler, & Deutsche Gesellschaft fur Unfallchirurgie, 2012).

Alter > 60 Jahre - Antikoagulation

- Gerinnungsstérungen - Verletzung unter Alkohol- oder
Drogeneinfluss

- GCS 13-14 - Epileptischer Anfall im
Zusammenhang mit dem Trauma

- Schadelknochenbruch - Bewegungs- oder Sensibilitatsdefizite

Im Zusammenhang mit dem Trauma

- Liquorfistel - Seh- oder Horstérungen nach dem
Trauma
- Hamatympanon - Demenz



Die Therapie des Schadel-Hirn-Trauma zielt vor allem auf die Sicherstellung
einer ausreichenden zerebralen Zirkulation ab. Dazu noétig ist ein stabiler
systemischer mittlerer arterieller Blutdruck von tber 90 mmHg und die effektive
Senkung eines durch Hirnédem oder Einblutung erhéhten intrakraniellen Drucks
(ICP) (Chesnut et al., 1993). Insbesondere ICP Werte von tber 20 mmHg haben
ein deutlich schlechteres Outcome zur Folge (Anthony Marmarou et al., 1991).
Die Differenz des mittleren arteriellen Drucks (MAP) und des ICP ergibt den
cerebralen Perfusionsdruck (CPP), der nicht unter 50 mmHg fallen sollte
(Badruddin, Tagqi, Abraham, Dani, & Zaidat, 2011; Brain Trauma Foundation et
al., 2007; Deutsche Gesellschaft fiir Neurochirurgie, 2015). Angestrebt wird ein
CPP von Uber 60 mmHg, wobei hohe Werte Gber 70 mmHg in der Literatur keinen
Zusatznutzen zeigen konnten. Zur Senkung des ICP wird eine
Oberkdrperhochlagerung bei 30° empfohlen. Bei beatmeten Patienten kann in
Akutsituationen eine leichte Hyperventilation zur Ausbildung einer milden
Hypokapnie begonnen werden, die ihrerseits durch eine Vasokonstriktion zu
einer Abnahme des intrakraniellen Blutvolumens fuhrt. Die Hyperventilation wird
im Gegensatz zur friheren Meinung nicht mehr als langfristige Erstlinien-
Therapie empfohlen (Bouma, Muizelaar, Choi, Newlon, & Young, 1991; Marhong
& Fan, 2014; Marion, Firlik, & McLaughlin, 1995; Nino Stocchetti, Maas,
Chieregato, & van der Plas, 2005). Eine kurzfristige Senkung des ICP kann auch
durch hyperosmolare Infusionen und Mannitol erreicht werden, die zu einer
Volumenverschiebung nach intravasal fihren (DeNett & Feltner, 2019; Oddo et
al., 2009). Die bei intubierten Patienten obligate Analgosedierung kann auch bei
anderen Patienten zur Vermeidung von Angst- und Unruhezustanden indiziert
sein. Der Einsatz von Barbituraten zur Senkung schwer einstellbarer erhdhter
ICP-Werte muss kritisch betrachtet werden, da die haufig eintretende
systemische Hypotension zur Senkung des CPP fuhrt (Roberts & Sydenham,
2012).

Die lange durchgefihrte Glukokortikoidtherapie wird mittlerweile nicht mehr
empfohlen (Hoshide, Cheung, Marshall, Kasper, & Chen, 2016; Roberts et al.,
2004). Eine prophylaktische Antibiotikagabe bei Verletzung der Dura mit oder



ohne Liguorrhoe kann durchgefuhrt werden. Eine eindeutige Evidenz dafir
besteht jedoch nicht (Brodie, 1997; Villalobos, Arango, Kubilis, & Rathore, 1998).

Eine notfallmalBige Operation wird bei raumfordernden intrakraniellen
Verletzungen empfohlen, insbesondere bei Einblutungen (Bullock et al., 2006b)
und Impressionsfrakturen (Bullock et al.,, 2006a). Hier ist besonders die
Verlagerung von Hirnstrukturen, wie z.B. eine Mittellinienverlagerung und
drohende Herniation mafl3gebend, die sich in der Bildgebung darstellen. Die
Indikation wird in Zusammenschau mit dem klinischen Befund gestellt, wobei
eine rapide Verschlechterung des Zustandes den Verdacht auf eine Herniation
erhartet und eine schnelle Diagnostik und Therapie erfordert. Eine Operation im
Sinne einer Entlastungskraniektomie kann als MaRnahme zur Senkung des ICP
durchgefuihrt werden (Cooper et al., 2011; Deutsche Gesellschaft fir
Neurochirurgie, 2015; Hutchinson, Timofeev, & Kirkpatrick, 2007).

1.1.4 Pathophysiologie

Die durch ein Schadelhirntrauma verursachten Schaden lassen sich in Primar-
und Sekundarschéden einteilen. Wahrend der Primarschaden direkt durch die
Krafteinwirkung entsteht und irreversibel ist, entwickelt sich der
Sekundarschaden im zeitlichen Intervall von Stunden bis Tagen und ist einer
Therapie zuganglich (Mendelow & Teasdale, 1983; Werner & Engelhard, 2007).

1.1.4.1 Primér- und Sekundarschaden

Unter Primarschaden werden alle Verletzungen zusammengefasst, die direkt im
Moment der aul3eren Gewalteinwirkung entstehen. Dazu gehdren die ZerreiRung
von Hirngewebe, Quetschungen, Lasion von Knochen, GefalRen und Nerven
und/oder die Verletzung der Meningen. Oft findet sich bei linearer Krafteinwirkung
sowohl auf der Seite der Gewalteinwirkung als auch auf der gegentiberliegenden
Seite des Gehirns eine Kontusion (Coup-Contrecoup-Lasion). Die Contre-Coup-
Lasion entsteht wahrscheinlich aufgrund des Zuriickfederns des Gehirns auf die
gegenuberliegende Kalottenseite kurz nach Entstehung der Coup-Lasion
(Denny-Brown & Russell, 1941; Goggio, 1941; Strich, 1970). Es wird zudem ein

weiterer Mechanismus vermutet: ein kurzfristiger Unterdruck im Bereich des



Contre-Coups bei Verlagerung des Gehirns wahrend der initialen Krafteinwirkung
auf den Schadel (Martin, 2016). Im Falle rotatorischer Krafteinwirkung sowie
starker Akzeleration und Dezeleration kommt es durch Scherkréfte zu L&sionen
tieferer Hirnregionen, typischerweise zu diffusen axonalen Schadigungen (DAI)
vor allem des Hirnstamms, des Corpus Callosum, im Ubergangsbereich
zwischen weil3er und grauer Hirnsubstanz und parasagittaler Leitungsbahnen
(Adams, Graham, & Gennarelli, 1983; Buki & Povlishock, 2006; Gennarelli, 1983;
Ma, Zhang, Wang, & Chen, 2016; Meythaler, Peduzzi, Eleftheriou, & Novack,
2001; Stubbe & Wédlfer, 2012) .

Epi- und subdurale Hamatome entstehen nach Verletzung der arteriellen Gefal3e
der Dura bzw. Bruckenvenen und flhren durch Einblutung zu einem
intrakraniellen Volumenzuwachs, der Verdrangung von Hirnmasse und somit zu
einem ICP-Anstieg. Mit  ca. 40%  sind auch traumatische
Subarachnoidalblutungen ein  héaufiges Erscheinungsbild intrakranieller
Blutungen (Zylka-Menhorn, 1996). Epidurale und akute subdurale Hamatome
fuhren nach Minuten bis Stunden zu einer plétzlichen und raschen Eintribung
der Patienten, wahrend chronische Subduralhamatome monatelang symptomfrei
bleiben konnen (H. Chen et al., 2012; lorio-Morin et al., 2018; Karibe et al., 2014).

Der Sekundarschaden entwickelt sich erst Stunden bis Tage nach der initialen
Verletzung des Gehirns und aufert sich in einem Anstieg des ICP durch die
Entwicklung eines Hirnddems. Das Trauma fuhrt ahnlich wie in anderen Organen
zu einer Entzindungsreaktion, die mit einer Schwellung einhergeht. Dies
geschieht im Falle eines mechanischen oder hypoxischen Hirnschadens im
Bereich der Penumbra. Dieses Gebiet befindet sich in Nachbarschaft des
Primarschadens und besteht aus Zellen, die aufgrund ihrer noch erhaltenen
Uberlebensfahigkeit durch eine Therapie potenziell erhalten werden koénnen
(Astrup, Siesjo, & Symon, 1981; Gaetz, 2004; D. R. Lynch & Dawson, 1994).
Durch die anatomischen Begebenheiten, der kompletten Ummantelung des
Gehirns durch die Knochen des Neurokraniums, kann sich das Odem jedoch
nicht beliebig weit ausbreiten. Bis zu einem gewissen Grad kann der
Volumenzuwachs des Gehirns durch das Auspressen des Liquors aus den
Ventrikeln und Verringerung des intravasalen Blutvolumens kompensiert werden.

Bei Erschopfung dieses Mechanismus kommt es zum ICP-Anstieg. Hierbei ist zu

7



beachten, dass der Anstieg keineswegs linear ablauft, sondern exponentiell
verlauft (Anthony Marmarou, Shulman, & LaMorgese, 1975). Der erhohte ICP
schrankt seinerseits den CPP weiter ein und verstarkt die Hypoxie des Gewebes
(N. Stocchetti & Maas, 2014; E. A. Winkler, Minter, Yue, & Manley, 2016).
Letztendlich fuihrt dies zum irreversiblen Zellschaden durch Nekrose und auch
Apoptose (Siesjo, 2008). Es kommt zu einer Zunahme des Hirnédems und zur
Bildung eines circulus vitiosus, der ohne Intervention zur Herniation des Gehirns
fuhrt. Hierzu zahlt unter anderem die transtentorielle Herniation, die sich durch
die Einklemmung des N. oculomotorius durch eine okuldre Symptomatik &uf3ert,
und die tonsillare Herniation durch das Foramen magnum, die durch die
Einklemmung der Medulla oblongata stets letal ist (Eisenberg et al., 1990). Durch
das zeitlich verzogerte Auftreten des Hirnédems und den anfanglichen
Kompensationsmechanismen kommt der stationaren Uberwachung der
Patienten eine besondere Bedeutung zu, auch wenn Symptomfreiheit besteht
(Stubbe & Wolfer, 2012).

Das Ziel der Therapie des Schadel-Hirn-Traumas ist die Vermeidung oben
genannter Komplikationen und Folgeschaden. Dies kann nur durch die
Reduzierung des Sekundéarschadens erreicht werden, da nur dieser durch sein
zeitlich verzogertes Auftreten therapeutisch beeinflussbar ist. Der Priméarschaden
entsteht zum Zeitpunkt des Traumas und kann anschlieBend nicht mehr

beeinflusst werden.

Die Pathophysiologie des Sekundarschadens ist komplex und nicht in allen
Aspekten geklart. Es kann davon ausgegangen werden, dass es nach der
initialen Schadigung zu einer Perfusionsstérung des Hirnparenchyms mit
konsekutiver Hypoxie kommt. Es kommt zum Anschwellen der Neurone und
Gliazellen im Sinne eines zytotoxischen Hirnédems (Prins, Greco, Alexander, &
Giza, 2013; Schroder, Muizelaar, Bullock, Salvant, & Povlishock, 1995).
Zusatzlich bewirkt eine Vasodilatation und erhohte Kapillarpermeabilitdt eine

weitere intrakranielle Flussigkeitsansammlung.

1.1.4.2 Exzitotoxizitat
Der Begriff der Exzitotoxizitat beschreibt biochemische Vorgéange die wesentlich

fur die Entwicklung des Hirnédems nach SHT sind.



Die Krafteinwirkung des Schadel-Hirn-Traumas fihrt zu einer Stérung der
Integritat der Membranen der Neuronen. Es kommt durch Einstrom von Na* und
Ca?*lonen zur Depolarisation des Neurons, die konsekutiv eine Ausschiittung
von Glutamat auf bis zu 50-fache physiologische Gewebekonzentration bewirkt.
Dieses fuhrt wiederum zur Depolarisation weiterer Neurone (Andriessen, Jacobs,
& Vos, 2010; Bullock et al., 1998; Kimelberg, 1995). Zuséatzlich akkumuliert Ca?*
intrazellular, was zu einer Stérung der mitochondrialen Funktion und Nekrose
oder Apoptose fuhrt (Orrenius, Zhivotovsky, & Nicotera, 2003; Xiong, Gu,
Peterson, Muizelaar, & Lee, 1997). Besonders wichtig fir die Passage von Ca?*
nach intrazellular ist der N-methyl-D-aspartat (NMDA) Rezeptor (D. R. Lynch &
Dawson, 1994). Dies fuhrt zusammen mit der gestorten Sauerstoffversorgung
zum Versagen der Natrium-Kalium-ATPase. Es kommt zu einem zytotoxischen
Hirnédem mit Verlagerung von Flissigkeit von extrazellular nach intrazellular mit
zunachst unverandertem intrakraniellem Volumen (Jayakumar et al., 2008;
Stubbe & Wolfer, 2012).

1.1.4.3 Blut-Hirn-Schranke

Durch Tumoren, Entzindungen und SHT wird die Funktion der Blut-Hirn-
Schranke eingeschrankt. Im Falle eines SHT sind daflr insbesondere Mikrorisse
der kleinen Gefal3e verantwortlich (Rodriguez-Baeza, Reina-de la Torre, Poca,
Marti, & Garnacho, 2003). Es kommt durch eine erhdhte Kapillarpermeabilitat zu
einer Flussigkeitsverlagerung in das Interstitium. Die Hypoxie des Parenchyms
und die haufig mit dem SHT einhergehende Hyperkapnie verstarken diese
Stérung und fuhren zu einer Vasodilatation mit vermehrtem intrakraniellem
Blutfluss und einer verstarkten Stérung der Blut-Hirn-Schranke, was wiederum
den interstitiellen Volumenzuwachs weiter antreibt (Al Ahmad, Gassmann, &
Ogunshola, 2012; Chodobski, Zink, & Szmydynger-Chodobska, 2011; Golding,
Robertson, & Bryan, 1999; Prakash & Carmichael, 2015).

1.1.5 Schadel-Hirn-Trauma Modelle

Um wissenschaftlich verwertbare Ergebnisse zu erhalten, werden zur Simulation
eines  Schéadel-Hirn-Traumas  mittlerweile  mehrere, zum Teil sehr
unterschiedliche Tiermodelle genutzt. Allen ist gemein, dass sie reproduzierbare,

stets gleichartige und gleich ausgepréagte Lasionen des Gehirns verursachen. In
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diesem Abschnitt soll nur auf die am haufigsten verwendeten Modelle

eingegangen werden.

1.1.5.1 Weight Drop Modell:

Hierbei handelt es sich um ein klassisches, lang angewendetes Modell zur
Auslésung eines fokalen SHT an Ratten. Diese werden in Kurznarkose gelegt
und unter ein Gewicht platziert. Dieses ist in einer definierten Hohe angebracht
und wird durch Schienen o.&. senkrecht auf den Schadel des Versuchstiers fallen
gelassen (Feeney, Boyeson, Linn, Murray, & Dail, 1981). Klassischerweise wird
das Experiment mit Trepanation durchgefuhrt. Mittlerweile existieren jedoch auch
Protokolle, die sowohl Versuche an Mausen als auch eine Durchfiihrung ohne
vorherige Trepanation beschreiben (Flierl et al., 2009). Die Verletzung fuhrt zu
einem Hirnddem und einer langanhaltenden Stérung der Blut-Hirn-Schranke von
bis zu 30 Tagen nach Trauma (Y. Chen, Constantini, Trembovler, Weinstock, &
Shohami, 1996). Die Vorteile dieses Modells sind die unkomplizierte
Durchfiihrung vor allem bei Verzicht auf Trepanation. Nachteile ergeben sich aus
dem Risiko einer Schadelfraktur bei hohen Fallhéhen bzw. schweren Gewichten
und einem moglichen Zweitschaden nach Abprallens des Gewichts auf der
Schadeloberflache (Morales et al., 2005).

1.1.5.2 Impact Acceleration Modell:

Ahnlich wie beim Weight Drop Modell wird hier ein 450g Gewicht auf die
Versuchstiere fallen gelassen. Der Unterschied besteht in der Fixierung einer
Platte auf die freigelegte Kalotte des Tieres, so dass die Aufprallenergie
gleichmaliig tber den Schéadel verteilt wird (A. Marmarou et al., 1994). Es kommt
zu einer generalisierten Schadigung von Neuronen, GefaRen und besonders
Axone im Sinne eines DAI nach schwerem SHT, ohne dabei die Integritat der
kndchernen Strukturen zu zerstoéren. Es bildet sich zusatzlich ein Hirnédem im
Sinne einer perikapillaren Astrozytenschwellung im Kortex und Hirnstamm. Die
Mortalitdt der Versuchstiere ist ohne zusatzliche Beatmung vergleichsweise
hoch. Sie betrug bis zu 59% bei 2 Meter Fallhdhe. (Foda & Marmarou, 1994).

1.1.5.3 Controlled Cortical Impact (CCI) Modell:
Das CCI-Modell wurde zur Durchfihrung der Experimente dieser Doktorarbeit
verwendet. Die erste Anwendung erfolgte 1988 an Frettchen (Lighthall, 1988),
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mittlerweile wird das Modell auch bei Ratten (Dixon, Clifton, Lighthall, Yaghmai,
& Hayes, 1991), Mausen (Smith et al., 1995) und Schafen (Anderson, Brown,
Blumbergs, McLean, & Jones, 2003) angewandt. Die Durchfihrung wird im
Methodenteil beschrieben. Zusammengefasst wird nach Trepanation ein
druckluftbetriebener Stempel auf den Kortex geschossen, der mit prazisen
einstellbaren Parametern wie Eindringtiefe und Verweildauer bis zum
automatischen Zuriickziehen gesteuert werden kann. Ahnlich wie beim Weight
Drop Modell wird hierbei ein fokaler Schaden verursacht. Vorteile dieses Modells
sind die sehr gut vergleichbaren Ergebnisse und die Mdglichkeit mehrere
Parameter des Traumas zu beeinflussen. Die Durchfihrung ist etwas
komplizierter; es ist eine sorgfaltige Trepanation durchzufiuihren. Die grofite
Inkoharenz im Vergleich zur Realitat ist der Ausfall von Mortalitat als Outcome
Parameter, da sich der Schaden nahezu komplett auf den Kortex beschrankt und
tiefe Hirnstrukturen kaum geschadigt werden. Somit versterben die Versuchstiere
nahezu nie nach Trauma (Morales et al., 2005; Xiong, Mahmood, & Chopp,
2013). Im Tiermodell ist dies jedoch von Vorteil zumal dieses Modell eine sehr
standardisierte Kontusion hervorruft, an welcher sich sehr exakt die

therapeutischen Auswirkungen auf Kontusion und Hirnédem messen lassen.

1.1.5.4 Fluid Percussion Modell:

Dieses Modell wird bei Katzen (Sullivan et al., 1976; Zauner et al., 2002),
Hunden, Schafen (Millen, Glauser, & Fairman, 1985), Schweinen (Pfenninger,
Reith, Breitig, Grunert, & Ahnefeld, 1989), Ratten (Dixon et al., 1987; Mcintosh,
Noble, Andrews, & Faden, 1987) und Mausen (Carbonell, Maris, McCall, &
Grady, 1998) angewendet. Nach Préparation und Trepanation der Kalotte wird
mittels Pendel ein Flissigkeitsbolus in den Epiduralraum gespritzt. Dabei kann
fur das Trauma eine Stelle zentral auf dem Vertex oder lateral auf dem Os
parietale gewahlt werden (Schmidt & Grady, 1993). Die Hohe des Pendels
bestimmt hierbei die Intensitéat des Traumas und beeinflusst die hervorgerufenen
Schéadigungen. Dazu gehoren Funktionsstérungen der Blut-Hirn-Schranke,
axonale Schadigungen, Hirnédem, EEG-Veranderungen, subarachnoidale und
parenchymale Blutungen sowie funktionell neurologische Einschrankungen
(Wang, Shimura, Kobayashi, Teramoto, & Nakazawa, 1997; Yamaki et al., 1997).

Vorteile sind eine hohe Reproduzierbarkeit und eine fein einstellbare
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Traumaintensitat. Der Nachteil ist der Zwang zur Trepanation und die hohe
Mortalitdt der Versuchstiere ohne Beatmung (Levasseur, Patterson, Ghatak,
Kontos, & Choi, 1989; Morales et al., 2005; Xiong et al., 2013).

1.2 Argon und andere Edelgase
1.2.1 Chemisch-physikalische Eigenschaften

Argon als chemisches Element besitzt die Ordnungszahl 18 und gehoért zur 8.
Hauptgruppe des Periodensystems, den Edelgasen. Es ist ein farb- und
geruchloses Gas. Es macht knapp ein Prozent der Erdatmosphare aus. Wie alle
Edelgase reagiert Argon auf3erst selten in chemischen Reaktionen aufgrund der
Elektronenkonfiguration mit komplett geflllten Elektronenschalen
(Edelgaskonfiguration). Sie kommen im Gegensatz zu anderen Elementargasen
wie z.B. Sauerstoff, Wasserstoff und Stickstoff nur als einatomige Molekile vor
(Mortimer, 2014). Lediglich das sehr instabile und auf der Erde nicht natdrlich
vorkommende Argonfluorohydrid ist als einzige Argonverbindung bekannt.
(Khriachtchev, Pettersson, Runeberg, Lundell, & Rasanen, 2000). Auch
Inertgase genannt, reagieren Edelgase am ehesten durch hydrophobe
Wechselwirkungen mit anderen Molekilen. Diese Eigenschaft wird maf3geblich
durch die Grof3e des jeweiligen Atoms bestimmt (Quillin, Breyer, Griswold, &
Matthews, 2000).

Im medizinischen Bereich wird Argon seit den 1990ern im Kontext der Argon
Plasma Koagulation (engl. APC) verwendet, um kontaktlos Elektrokoagulationen
durchzufihren (Grund, Storek, & Farin, 1994).

Im nicht-medizinischen Bereich wird Argon seit langer Zeit als Schutzgas bei
Schweilarbeiten verwendet, um Reaktionen mit Umgebungsgasen wie z.B.

Sauerstoff zu vermeiden (Schichtel & Piwowarsky, 1929).

1.2.2 Biochemische Eigenschaften und Neuroprotektivitat

Xenon zeigte neuroprotektive Eigenschaften nach in vitro Schadel-Hirn-Trauma
am Mausmodell, die durch eine Inhibition der Glycin Bindungsstelle des NMDA-
Rezeptors vermittelt wird (Harris et al., 2013). Der NMDA-Rezeptor ist zusammen
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mit dem AMPA-Rezeptor als Glutamatrezeptor der wichtigste Mediator der
Exzitotoxizitdt. Durch eine Inhibierung kann die Kettenreaktion der
unkontrollierten Depolarisation und Ausschuttung von Glutamat unterbunden
werden. Dartber hinaus wird Xenon (aufgrund der sehr hohen Kosten sehr
selten) als Inhalationsanasthetikum verwendet (C. Lynch, 3rd, Baum, &
Tenbrinck, 2000; Neice & Zornow, 2016; D. A. Winkler, Thornton, Farjot, & Katz,
2016).

Auf der Suche nach einer kostenginstigen Alternative wurden bereits mehrere
Studien mit Argon durchgefuhrt, die in verschiedenen Modellen eine
neuroprotektive Wirkung zeigen konnten (Sanders, Ma, & Maze, 2010; Felix
Ulbrich & Goebel, 2015, 2016). Neben dem Kostenfaktor ist ein weiterer Vortell
von Argon, dass dieses erst ab hyperbaren Driicken anéasthetisch wirkt (Abraini,
Kriem, Balon, Rostain, & Risso, 2003; Ruzicka, Benes, Bolek, & Markvartova,
2007).

Eine Studie von Jawad et al. testete an Kulturen fetaler Mausegehirne die
neuroprotektive Wirkung von Helium, Krypton, Argon und Neon nach Entzug von
Sauerstoff und Glukose (Oxygen-Glucose-Deprivation, OGD) fur 90 min. In
dieser Zeit wurde 75% Edelgas, 20% Stickstoff und 5% CO2 bzw. in der Kontrolle
95% Stickstoff und 5% CO2 verabreicht. Danach folgte eine 24-stiindige
Behandlung mit 75% Edelgas (bzw. 75% Stickstoff in der Kontrolle), 20%
Sauerstoff und 5% CO2. Anschliel3end wurde ein MTT-Assay (Reduktion eines
Tetrazoliumsalzes) zur Beurteilung der Zellviabilitat durchgefuhrt. Es zeigte sich
bei Argon, jedoch nicht bei den anderen Edelgasen, eine signifikante Reduktion

des Schadens nach OGD (Jawad et al., 2009) im Vergleich zur Kontrolle.

In einem in vitro Modell zur Simulation eines Schlaganfalls wurde isolierten
Hippocampuspraparaten von Mausen 30 min gemall dem OGD Modell
Sauerstoff entzogen und ein glukosefreies Medium hinzugefigt. Nach 72-
stundiger Inkubation der Praparate in glukosehaltigem N&hrmedium und
Gasatmospharen mit 21 Prozent Sauerstoff und variierenden Konzentrationen
von Argon (25%, 50% und 75%) und Stickstoff wurden die Auswertung mittels
Pl-Farbung (Propidiumjodid) durchgefihrt. Es zeigte sich in allen mit Argon
behandelten Gruppen eine signifikante und dosisabh&ngige Reduktion des
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Gewebeschadens, mit einer optimalen Argonkonzentration von 75%. Zur
Simulation eines Schadel-Hirn-Traumas wurden ahnliche Praparate mit einem
Stift mit konstanter kinetischer Energie traumatisiert und auf die gleiche Weise
fur 72 h mit Argon behandelt. Auch hier fuhrte Argon in allen Gruppen zu einer
signifikanten Schadensreduktion. Im Gegensatz zum OGD-Versuch lie3 sich die

grofdte Neuroprotektivitat bei 50% Argon erreichen (Loetscher et al., 2009).

Weitere Studien lieferten in in vivo Modellen Anhaltspunkte fur eine

Neuroprotektivitat von Argon.

Um exzitotoxischen Stress zu induzieren wurde Ratten intrastriatal NMDA
injiziert. Eine einstiindige Behandlung mit 37,5% und 50% Argon nach der
Injektion fuhrte zu einer signifikanten Reduktion des Schadens. In einem weiteren
Modell wurde durch eine einstiindige Okklusion der Arteria cerebri media (middle
cerebral artery occlusion, MCAQO) an Ratten ein Schlaganfall verursacht. Nach
Reperfusion und dreistindiger Behandlung mit 50% Argon zeigte sich eine
signifikante Reduktion des kortikalen Schadens, bei gleichzeitig signifikantem
Anstieg des subkortikalen Schadens. Die Sauerstoffkonzentration war konstant
bei 25% mit Stickstoff als dritte Komponente (David et al., 2012).

Eine Studie von Ryang et al. konnte ebenfalls eine Neuroprotektion nach MCAO
an der Ratte feststellen. Die Okklusion dauerte insgesamt 2 h. Die Behandlung
wurde in der zweiten Halfte des Experiments mit 50% Argon und 50% Sauerstoff
bzw. in der Kontrolle mit 50% Stickstoff und 50% Sauerstoff durchgefihrt. 24 h
nach Reperfusion wurden die Tiere neurologisch evaluiert. AnschlieBend wurden
die Gehirne entnommen, histologisch aufbereitet und mit Tetrazoliumchlorid
gefarbt. Die Auswertung ergab eine signifikante Reduktion der Infarktvolumina
und eine Besserung des neurologischen Ergebnisses durch die Behandlung mit
Argon (Ryang et al., 2011).

Eine einstindige Behandlung von 50% Argon und 50% Sauerstoff nach
experimenteller Subarachnoidalblutung in vivo an der Ratte konnte die Zahl
vitaler hippokampaler Zellen 24 h nach Trauma signifikant steigern. Die

Behandlung wurde 1 h nach dem Trauma begonnen (Hollig et al., 2016).

Einen génzlich anderen Ansatz verfolgten Studien von Briicken et al., die in vivo

einen signifikant reduzierten Schaden an Neokortex und Hippocampus, sowie ein
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verbessertes neurologisches Ergebnis nach Herz-Kreislaufstillstand an der Ratte
nachweisen konnte. 70% Argon und 30% Sauerstoff wurden nach 7 min
Kreislaufstillstand und 3 min Reanimation fur 1 h inhalativ verabreicht (Brucken
et al., 2013; Brucken et al., 2014).

Diese vielversprechenden Ergebnisse flhrten zur Planung dieses Projektes, um
die Frage zu klaren, ob Argon auch nach Schadel-Hirn-Trauma in vivo an der
Maus eine neuroprotektive Wirkung entfalten kann.

1.3 Hypothesen

Bisher konnte in den genannten Veroffentlichungen eine neuroprotektive
Wirkung von Argon sowohl bei in vitro Ischdmie und Trauma als auch bei in vivo
Ischamie, Subarachnoidalblutung und exzitotoxischer Injektion gezeigt werden.
Trotz dieser vielversprechenden und breiten Datenlage existieren bisher wenige
Erkenntnisse bezuglich der Wirkung nach in vitro SHT und gar keine nach in vivo
SHT. Die Feststellung einer mdoglichen Neuroprotektivitdit von Argon bei
experimentellem Schadel-Hirn-Trauma-Modell bei der Maus ist die zentrale

Fragestellung der hier vorliegenden Arbeit.

Fir das Vorhaben wurden mehrere Versuchsreihen durchgefihrt, um folgende

Hypothesen zu untersuchen:

1. Argon ist nach Schadel-Hirn-Trauma an der Maus neuroprotektiv und hat
einen positiven Einfluss auf die Grof3e des Sekundéarschadens, auf das
Ausmal’ des Hirnédems, die neurologische Funktion sowie Mortalitét.

2. Die Argonkonzentration und Behandlungsdauer beeinflussen den
therapeutischen Erfolg, so dass optimale Behandlungsparameter ermittelt
werden konnen.

3. Die Sauerstoffkonzentration wahrend der Behandlung hat einen Einfluss
auf den therapeutischen Erfolg.

4. Argon hat keinen Einfluss auf den systemischen Blutdruck und kraniellen

Perfusionsdruck.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchsanordnung in vivo
2.1.1 Versuchsaufbau und -planung

Zur Untersuchung der oben genannten Hypothesen wurden 4 grol3e
Versuchsreihen etabliert. Diese unterschieden sich hinsichtlich der
Behandlungsdauer und Messmethoden. Die ausfuhrlichen Protokolle werden im
Abschnitt 2.3 dargelegt.

In allen Versuchen wurden Kontrollgruppen eingefiihrt, die nicht mit Argon
behandelt wurden. Alle Versuche und Auswertungen zur Bestimmung der
Neuroprotektivitat wurden verblindet durchgefiihrt. Die Verblindung wurde durch

eine dritte, am Projekt ansonsten nicht direkt involvierte Person durchgefihrt.

Um die Neuroprotektivitdt zu erfassen, wurden zur Bewertung der Versuche
mehrere Parameter herangezogen. Die funktionelle Testung und Entnahme der

Gehirne wurden 24 h nach dem Trauma durchgefihrt.

1. Neurologische Testung der Tiere mithilfe des Beamwalk Versuchs und
Neuroscores nach Dixon und Bederson zur Beurteilung des funktionellen
Status

2. Histologische Messung des Kontusionsvolumens nach Anfertigung von
HE-gefarbten Gefrierschnitten

3. Messung des intrakraniellen Drucks und anschlieBende getrennte
Bestimmung des Hirnwassergehaltes in beiden Hemispharen zur

Beurteilung des durch das Trauma entstandenen Hirnédems

Zusatzlich wurde in einer Versuchsreihe eine Langzeitmessung des
systemischen arteriellen Blutdrucks und zerebralen Blutflusses durchgefiihrt, um
mogliche Veranderungen dieser systemischen Parameter durch Argon
auszuschlieBen. Samtliche Messwerte wurden in dieser Versuchsreihe
vollautomatisch und kontinuierlich aufgezeichnet. Es wurde hier auf eine

Verblindung verzichtet.

16



2.1.2 Tiere

Zur Durchfuhrung der Versuche dienten Mause des Stammes C57 BI6, die von
einem kommerziellen Versuchstierztichter (Charles River Laboratories, Kif3legg,
Deutschland) mit einem Gewicht von 20-22 g bezogen wurden. Nach Ankunft
wurden die Tiere mindestens zwei bis drei Tage in der laboreigenen Tierhaltung
belassen, um zuséatzliche Stressfaktoren wéhrend der Versuche auszuschliel3en.
Die Tiere wurden in Gruppen von 6-8 Exemplaren in Mausekéafigen Typ Il
(Grundflache 820 cm?) gehalten in denen Futter und Wasser jederzeit zuganglich
waren. Die Kafige befanden sich in einem Airflow Schrank (ventilated cabinet der
Fa EHRET), der Uber mehrere Systeme zur Temperatur-, Licht- und
Feuchtigkeitsiiberwachung und -regelung (automatische Befeuchtung der Luft,
Heizung und Lichtprogramm mit Hell-Dunkel-Rhythmus von je 12 h) sowie zur
Abluftfilterung mittels Aktivkohlefilter verfugte.

Alle Versuche, die zur Studie herangezogen werden, wurden nach Durchfiihrung
eines Programms zur Etablierung und Kontrolle des Modells durchgefuhrt, mit

Genehmigung durch die Regierung von Oberbayern.

2.1.3 Narkose, Analgesie und Temperaturerhaltung

In den Versuchsreihen A-C zur neuroprotektiven Wirkung von Argon wurde eine
Narkose mit Isofluran (initial 4-5%vol, nach Einleitung 1-2%vol) durchgefuhrt. Es
wurde einem Gemisch aus 30% Sauerstoff und 70% Lachgas hinzugeflgt, das
die Maus frei inhaliert hat. Um eine adaquate Analgesie zu gewahrleisten
erhielten die Tiere zusatzlich subkutane Buprenorphin Injektionen (3 ug
Buprenovet, Bayer Vital, Leverkusen, Deutschland). Die Narkosedauer betrug

maximal 10-15 min.

Fur die Untersuchungen des systemischen Blutdrucks und zerebralen Blutflusses
wurde eine Triple-Narkose mit Medetomidin, Midazolam und Fentanyl (0,5/ 5,0/
bzw. 0,05 mg/kg KG) verwendet, die intraperitoneal injiziert wurde. Da diese
Versuche mindestens 2,5 h dauerten, wurden die Tiere intubiert und mechanisch

mit einem Beatmungsgerat (MiniVent 845, Hugo Sachs Elektronik, March-
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Hugstetten, Deutschland) mit gleichen Teilen Sauerstoff und Stickstoff beatmet.
Zur Aufrechterhaltung wurde in regelmaRigen Abstdnden das Narkosegemisch
nachinjiziert. Nach dem Trauma erhielten die Mause der Kontroll-Gruppe
weiterhin das Gasgemisch oder stattdessen ein Gemisch aus gleichen Teilen
Sauerstoff und Argon. Die Narkose wurde zusatzlich durch die Entnahme von
arteriellen Blutgasproben kontrolliert, deren Zeitpunkte aus dem Protokoll

ersichtlich sind.

Alle Tiere wurden fir die Dauer der Eingriffe auf eine automatisch temperierte
Heizmatte gelegt, die durch eine rektale Temperatursonde gesteuert wurde. Die

Temperatur wurde auf 37,0 + 0,1°C eingestellt.

DarlUber hinaus erhielten alle Mause eine Augensalbe zum Schutz der Kornea

vor Austrocknung (Bepanthen®, Bayer, Leverkusen, Deutschland).

2.1.4 Schéadel-Hirn-Trauma nach Controlled Cortical Impact Modell

Die Tiere wurden nach Einleitung der Narkose in einem stereotaktischen
Rahmen (Stoelting, Wood Dale, IL, USA) eingespannt. Nach Schnitt durch die
Kopfhaut und Abtragung der Galea wurde mithilfe eines Frasers und
Diamantbohrers (Proxxon Micromat 50/E, Proxxon GmbH, Féhren, Deutschland)
eine Fensterung auf der rechten Seite des Schadels auf dem Os parietale mit
ungefahr 5x5 mm Grol3e durchgefiihrt. Dies geschah unter Spulung und Kihlung
mit 0,9% NaCl-Loésung. Die Dura mater wurde geschont. Begrenzungen des
Fensters waren die Sutura sagittalis, Sutura lambdoidea und der Musculus
temporalis (Abbildung 1). Somit konnte sichergestellt werden, dass der
motorische Kortex betroffen sein wirde, um die spatere neurologische Evaluation
der Tiere zu erleichtern. An der rostralen Seite wurde nicht gebohrt. Das
Knochenfragment konnte somit mobilisiert und aufgeklappt werden, ohne dass
es komplett abgetrennt wurde. Dies erleichterte die Reposition nach dem Trauma
erheblich.

18



Abbildung 1
Schematische Darstellung der Platzierung der Sonden zur Messung der Perfusion und des intrakraniellen
Drucks, sowie der Position der Trepanation (eigene Zeichnung).

Messung ICP+CBF
Bohrung fiir CCI

Nach der Fensterung und Platzierung an das CCI-Gerat (MouseKatjuscha 2000,
L. Kopacz, Johannes - Gutenberg - Universitat Mainz) wurde der Schlitten fiir den
Stempel auf der Dura platziert, ohne dabei Druck auf das Gehirn auszuiiben. Der
Schlitten konnte dabei in alle drei Dimensionen frei bewegt werden. Wichtig war
die senkrechte Ausrichtung des Stempels auf der Hirnoberflache, sowie die
Fixierung der Position mittels Klemmschauben. Die Parameter des Traumas
waren fest und gesondert voneinander einstellbar, so dass die Intensitat des
Traumas stets konstant war (1 mm Eindringtiefe, 8 m/s Geschwindigkeit, 150 ms
Kontaktzeit, Durchmesser des Stempels 3mm). Die Parameter wurden nach
Vorbild bereits etablierter Studien festgelegt (Krieg, Sonanini, Plesnila, & Trabold,
2015; Trabold, Krieg, Scholler, & Plesnila, 2008) Auf Knopfdruck wurde der

Stempel druckluftbetrieben abgeschossen, drang in das Hirngewebe ein und zog
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sich nach der eingestellten Kontaktzeit automatisch wieder zurlck.
Anschliel3end wurde das aufgeklappte Knochenfragment eben reponiert und mit
Histoacrylkleber (Braun-Melsungen, Melsungen, Deutschland) fixiert. Die Haut
wurde mit zwei bis drei Einzelknopfnéhten mit nicht resorbierbarem, monofilem
Faden (Ethilon 6-0, Ethicon, Somerville, NJ, USA) verschlossen.

2.1.5 Behandlung der Tiere mit Argon

Das Argon zur Behandlung der Tiere wurde in Gasflaschen von 50 Liter in
99,999% Reinheit bezogen (Argon 5.0, SWF, Friedrichshafen, Deutschland). In
den Gruppen A-C zur Bestimmung der Neuroprotektivitdt wurden die Tiere zur
Argonbehandlung in eine beheizte Box eingebracht, in der kontinuierlich Luft
umgewalzt wurde, damit das schwere Argon sich nicht absetzt und zu Erstickung
der Mause fuhrte. In die Box wurde fir die gesamte Versuchsdauer Argon,
Sauerstoff und gegebenenfalls Stickstoff eingefuhrt. Um die gewlnschten
Konzentrationen zu erreichen, wurden diese kontinuierlich mit einem Oxymeter
und einem Argon-Messgerat (Servopro Monoexact, Servomex, Hamm,
Deutschland) kontrolliert. Die Frischluftzufuhr betrug je nach Experiment 0,1-0,2
L pro min. Die Tiere zur Kontrolle wurden parallel in andere Boxen untergebracht,
in die das dementsprechende Gasgemisch eingeleitet wurde.

Die Tiere in Versuchsgruppe D blieben wahrend der gesamten Versuchsdauer in
Narkose. Wie oben beschrieben wurde den Tieren nach dem Trauma je nach
Gruppe Argon, Stickstoff und Sauerstoff in das Beatmungsgemisch zugefugt.

2.1.6 Langzeitmessung des systemischen arteriellen Blutdrucks und

zerebralen Blutflusses

Zur invasiven Kontrolle des systemischen Blutdrucks wurde die linke Arteria
femoralis der Maus kantliert. Nach Hautschnitt an der Leiste und Oberschenkel
wurden Arteria und Vena femoralis identifiziert und nach proximal verfolgt. Nach
Praparation wurde die Arteria femoralis isoliert und distal der spateren

Punktionsstelle ligiert. Hierzu diente ein Filament eines multifilen Subcutanfadens
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(Vicryl 5-0, Ethicon, Somerville, NJ, USA) Proximal im Abstand von ca. 3 mm
wurde eine Mikrogefal3klammer (alle OP-Instrumente von Fine Science Tools
Germany, Berlin, Deutschland) angebracht. Nach Er6ffnen mittels Einschnitt tber
die Halfte der Dicke der Arterie mit einer Mikroschere wurde ein mit Heparin
(Heparin-Natrium-ratiopharm® 25000, ratiopharm, Ulm, Deutschland, verdinnt
1:25 mit isotonischer Kochsalzlésung) ausgesptilter Schlauch (Tygon 0.6mm OD
0.28mm ID, Saint-Gobain, Courbevoie, Frankreich) eingefihrt und mit
Fadenfilament und Histoacrylkleber fixiert. Zur Einfihrung wurde der Schlauch
zuvor im spitzen Winkel mit einem Rasiermesser zugeschnitten. Nachdem die
GefaRklammer entfernt wurde, konnte der Blutdruck bestimmt werden. Die Tiere
erhielten durch den Zugang wahrend der Narkose 0,2-0,4 ml/h sterile
Kochsalzlésungen durch einen Perfusor um Volumenverluste durch Blutungen
und Atmung zu kompensieren. Der Zugang diente zuséatzlich als Entnahmestelle

fur die arteriellen Blutgasproben.

Die Messung des zerebralen Blutflusses wurde mit einer Laserdopplersonde
(Periflux 5000, Perimed, Jarfalla, Schweden) durchgefuhrt. Nach Hautschnitt
wurde die Galea eréffnet und die Kalotte sauber freiprapariert. Auf der linken
Seite (kontralateral des Traumas) wurde der Musculus temporalis mit einer
Skalpellklinge scharf abprapariert. Um einen besseren Halt zu gewdahrleisten
wurde der Knochen mit der Klinge angeraut. Die Sonde wurde auf einer Stelle
platziert, die ein stabiles und starkes Dopplersignal von mindestens 200 pu
lieferte. AnschlieBend wurde die Sonde mit Sekundenkleber fixiert (s. Abbildung
1).

Beide Messwerte wurden zusammen mit der Korpertemperatur per
Computerinterface und Software (Labscribe 2, iWorx, Dover, NH, USA)

eingezogen und mit einem Zeitintervall von einer Sekunde aufgezeichnet.

2.2 Analytik
2.2.1 Neurologische Testung der Versuchstiere

Alle Versuchstiere, deren Gehirne nach 24 h entnommen wurden, wurden vorher
einer neurologischen Testung zur Beurteilung ihres neurologischen Status

unterzogen. Zwei Tests sind durchgefiihrt worden: Ein modifizierter Neuroscore
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nach Dixon und Bederson und ein Beamwalk Test. Die Punkte des Neuroscores

wurden wie folgt ermittelt (Bederson et al., 1986; Dixon et al., 1987; Thomale,

2001). Die Summe aller folgenden Kategorien ergibt den Gesamtscore, der zur

Auswertung herangezogen wurde. Je hoher dieser Wert ist, desto schlechter ist

d

1

er funktionelle Status der Tiere.

. Spontanaktivitat:

N

. Apnoe-Phasen/Krampfanfalle:

w

. Pinna- /Kornealreflex:

. Pfotenflexion:

(62}

. Kopfkontrolle:

(o2}

. Startle-Reflex:

\l

. Aufrichten aus Ruckenlage:

: Aktiv, gezielt suchend

. Aktiv, ungesteuert

: reduziert

: Nicht vorhanden

: Nicht vorhanden

: Einmalig

: Zweimalig

: haufig

Ja

: Nein

1 Ja

: Nein

: Sicher

: Schwach

: Nicht vorhanden

1 Ja

: Nein

: Kann nicht in Rickenlage gebracht werden
. Richtet sich selbststandig wieder auf
- Aufrichten nur mit Hilfe mdglich

: Kein Aufrichten méglich
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8. Balance: 0: Sicher
1: Unsicher
2: Laufen auf Stab nicht méglich

3: Sitzen auf Stab nicht mdglich

9. Stellreflex: 0: Ja
1: Nein
10. seitliche Druckresistenz: 0: Vorhanden

1: Vermindert

11. Circling: 0: Nein
1: Gegen Widerstand
2: Spontan

Hier sind zu einigen Kategorien zuséatzliche Information angefuihrt: Das Auftreten
von Apnoe- und Krampfanféllen wird Uber einen Zeitraum von 2 h beobachtet. In
allen unseren Versuchsreihen ist es jedoch zu keinem solchen Vorfall

gekommen.

Der Pinna- bzw. Kornealreflex wird durch Reizung des Meatus acusticus
externus bzw. der Kornea mit einem Wattestdbchen ausgelost und dufZert sich
durch Abwehrbewegungen. Ahnlich fiihrt ein Schmerzreiz auf eine Pfote (in
unserem Fall der linken Hinterpfote) zu einem Wegziehen dieser, dem
Pfotenreflex.

Der Startle-Reflex entsteht durch einen plétzlichen, lauten akustischen Reiz (z.B.
klatschen) und st eine passive Abwehr bzw. Zuckbewegung des Versuchstieres

aus.

Beim Halten des Versuchstieres am Schwanz Utber der Arbeitsflache wird auf
eine schitzende Extension der Vorderpfoten geachtet, dem Stell-Reflex. Die
seitliche Druckresistenz wird durch Druck auf die Schulter der Maus ausgeldst,

um die reflektorische Resistenz der Pfote der Gegenseite zu beurteilen. Das
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Circling, eine standige Kreisbewegung der Maus, kann spontan auftreten oder

durch Zug am Schwanz fazilitiert werden (Thomale, 2001).

Der Beamwalk Test wurde auf einem 40 cm langen Balken mir rauer Oberflache
durchgefihrt, der einen Durchmesser von ca. 1,5 cm hatte. Die Tiere mussten
den Balken drei Mal Uberqueren. Dabei wurden alle Fehltritte der linken
Hinterpfote gezahlt, da das Trauma im korrespondieren Bereich des motorischen

Kortex appliziert wurde

2.2.2 Histologische Auswertung der Gehirne

Nach neurologischer Testung wurden die Tiere per Genickbruch in kurzer
Narkose getotet. Die Gehirne wurden zligig entnommen und in kaltem Isopentan
(Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland) schockgefroren und bei -70°C
eingefroren. Am Kryostaten (CM 3050S, Leica Biosystems, Wetzlar,
Deutschland) wurden im Abstand von 500 pm Schnitte von 10 um Dicke in

mehrfacher Ausfiihrung angefertigt und auf Objekttrager platziert.

Die Schnitte wurden HE-geféarbt (Hamatoxylin-Eosin) und mit Xylol behandelt, um

eine langere Haltbarkeit zu erreichen.

Exemplarisch ist links ein Objekttrager dargestellt, bei dem das Gehirn 15 min
nach Trauma entfernt wurde und deswegen lediglich den Primérschaden
darstellt. Rechts zu sehen ist ein Gehirn, das 24 h nach Trauma entfernt wurde
und dementsprechend eine VergrofRerung des Kontusionsvolumens durch den
Sekundarschaden aufweist (Abbildung 2).

Abbildung 2
Histologische Praparate des rechten Neokortex 15 min nach CCI (links) und 24 h nach CCI (rechts)
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Mithilfe von Mikroskop und Kamera (Olympus BX41 und DP72, Olympus,
Hamburg, Deutschland) wurden die histologischen Bilder auf einem Computer
abgebildet. Dort konnten auf jeder Schnittebene n die Flache an der sichtbaren
Kontusion ausgemessen werden. Das gesamte Kontusionsvolumen konnte nach

der folgenden Formel berechnet werden:

VKontusion/mm?® = (al + a2 + a3 + -+ an) * 0,5 mm

2.2.3 Messung des intrakraniellen Drucks und Hirnwassergehalts

Tiere, die zur ICP Messung bestimmt waren, wurden nach neurologischer
Testung kurz in Narkose gelegt. Der Musculus temporalis wurde auf der linken
Seite stumpf abprapariert und temporal eine 2 x 2 mm groRe Offnung gebohrt
(Abbildung 1). Die Mikrodrucksonde (ICP Express, Codman Neuro, Raynham,
MA, USA) wurde in destilliertem Wasser auf null geeicht und durch die Bohrung
in den epiduralen Raum eingefihrt und mit Knochenzement verschlossen.
Nachdem sich der gemessene ICP stabilisiert hatte, jedoch nach mindestens 5
min, wurde dieser notiert und die Tiere der Bestimmung des Hirnwassergehaltes

zugefuhrt.

Zur Messung des Hirnwassergehalts wurden nummerierte Gefal3e mit Deckeln
(ecoLab-Wageglaser Duran, neoLab, Heidelberg, Deutschland) fir mindestens 6
h bei 90°C in einem Ofen (FD23, Binder, Tuttlingen, Deutschland) getrocknet.
Danach wurden die GefalRe fur mindestens 30 min zur Trocknung in einen
Exsikkator (R&G Faserverbundwerkstoffe GmbH, Waldenbuch, Deutschland)
gestellt. Danach wurde das Leergewicht mit einer Laborwaage (Kern ABT, Kern
&Sohn GmbH, Balingen-Frommern, Deutschland) bestimmt. Nach Totung der
Tiere durch Genickbruch wurden Bulbus olfactorius und Kleinhirn abgetrennt. Die
Hemispharen wurden geteilt und feucht in die Gefal3e gelegt. Nach Bestimmung
des Feuchtgewichts wurden die Praparate 24 h bei 90°C in dem HeiR3luftofen
getrocknet. Die GefalRe wurden wieder verschlossen und fiir die exakt gleiche
Zeit im Exsikkator abgekihlt wie vor der Leergewichtmessung. Mit dem nun
gemessenen Trockengewicht konnte der Wassergehalt der Hemispharen

berechnet werden:
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w halt /% = [Wassergehalt]  (Feuchtgewicht — Trockengewicht)
assergeha ~ [Gesamtgewicht] euchtgewicht — Leer gewicht
g /% T cht] (Feuch yr— D)

2.3 Protokolle der Versuchsreihen
2.3.1 A-4hBehandlung

In der ersten Versuchsreihe A wurden 90 Tiere untersucht, um die optimale
Argonkonzentration zu ermitteln. Pro Gruppe wurden 10 Tiere operiert, so dass
auch bei Ausfallen in jeder Gruppe die angestrebte Mindestzahl von 7 Tieren

auszuwerten war.

Zwei Versuchgruppen dienten als Kontrollgruppen zur Bestimmung des Primér-
(15 min) und Sekundarschadens (24 h). Diese Gruppen wurden nur mit Raumluft
behandelt. In den restlichen 3 Versuchsgruppen wurde Argon in aufsteigender
Konzentration (25%, 50% und 75% Ar) Uber jeweils 4 h Dauer appliziert; der Rest
des Gasgemisches wurde durch Sauerstoff erganzt.

Die Verteilung der Tiere ist in Abbildung 3 ersichtlich. In der 15 min-
Kontrollgruppe wurde auf eine Bestimmung von Neuroscore und

ICP/Hirnwassergehalt verzichtet, da diese nicht aussagekréftig ware.

Die Tiere wurden 30 min vor Trauma mit Argon/Sauerstoff bzw. Raumluft
behandelt. Nach dem Trauma erhielten alle Tiere wieder ihr urspriingliches
Gasgemisch. Wahrend bei der 15 min-Kontrollgruppe die Gehirne bereits nach
15 min zur Bestimmung des Primarschadens entnommen wurden, erhielten alle
anderen Tiere 4 h ihre Behandlung bevor sie in ihren Kéfig in der Tierhaltung
zuriickkehrten. Durch die Entnahme des Gehirns nach kurzer Zeit entsteht bei
der 15 min-Kontrollgruppe kein Sekundéarschaden, und es wird lediglich der
Primarschaden erfasst. Nach insgesamt 24 h nach Trauma erfolgte bei den
Ubrigen Tieren die neurologische Testung und die Entnahme der Gehirne. Die
Verblindung wurde wie auch in den Versuchsreihen B und C durch nicht
anderweitig in das Projekt involviertes Laborpersonal durchgefuhrt, das die
Méause in zufélliger Reihenfolge angereicht hat.

26



In der Versuchsreihe A verstarben keine Tiere wahrend der Versuche bis zur
Entnahme der Gehirne. Jedoch konnten aus technischen Problemen die
Histologie bzw. die Messung des Hirndrucks und des intrakraniellen Drucks bei
manchen Tieren nicht durchgefuhrt werden. Im Folgenden werden fur alle
Versuchsreihen die Anzahl der tatséchlich in die Auswertung eingeflossenen

Tiere aufgefihrt.

Abbildung 3
Gruppenverteilung der Versuchsreihe A

90 Tiere
]
| ] ] ] ]

10 Tiere 20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere
15 min Kontrolle 4 h Behandlung 4 h Behandlung 4 h Behandlung 4 h Kontrolle

Raumluft 25% Ar - 75% 02 50% Ar - 50% 02 75% Ar - 25% 02 Raumluft
L . . L 8 Histologie L 10 Histologie L 9 Histologie L 10 Histologie

10 Histologie
9ICP 10ICP 9ICP 9ICP

2.3.2 B -24 h Behandlung

In der Versuchsreihe B wurden 60 Tiere untersucht die Behandlungsdauer wurde
im Einklang mit der vorliegenden Literatur auf 24 h festgelegt (s. Diskussion
4.2.2). Aufgrund der besten Ergebnisse bei 50% Argon und 50% Sauerstoff in
Reihe A, wurde eine dementsprechende Gruppe eingefihrt, zusammen mit einer
Raumluft-Kontrolle und einer O2-Kontrollgruppe mit 50% Sauerstoff und 50%
Stickstoff (O2-Kontrolle), um mdgliche neurotoxische Auswirkungen von
Sauerstoff als Storfaktor auszuschlief3en. Alle Tiere wurden 30 min vorbehandelt.
Nach dem Trauma kamen alle Tiere 24 h zur Behandlung in ihre urspriingliche
Box zurtick. Auch hier sind pro Auswertung 8-10 Tiere herangezogen worden.

Die genaue Verteilung ist aus Abbildung 4 ersichtlich.
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Abbildung 4
Gruppenverteilung der Versuchsreihe B

60 Tiere
[ |
20 Tiere 20 Tiere 20 Tiere
24 h Kontrolle 24 h Behandlung 24 h Behandlung
Raumluft 50% N2 - 50% 02 50% Ar - 50% 02
L 9 Histologie L 9 Histologie L 10 Histologie
8 ICP 8 ICP 9ICP

2.3.3 C - 24 h Behandlung mit angepasster Sauerstoffkonzentration

In der Versuchsreihne C wurden 40 Tiere untersucht. Zur besseren
Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit der Versuchsreihe B wurde die
Behandlungsdauer auf 24 h festgelegt. Da sich eine leichte Verschlechterung des
Kontusionsvolumens bei erhdhten Sauerstoffkonzentrationen zeigte, wurde

diese auf 20% festgelegt.

Die mit Argon behandelten Tiere wurden mit einem Gemisch aus 50% Argon,
20% Sauerstoff und 30% Stickstoff behandelt. Die Kontrolle erhielt 20%
Sauerstoff und 80% Stickstoff. Die Vorbehandlung dauerte 30 min und die
Behandlung nach Trauma 24 h. Die Verteilung der Tiere ist aus Abbildung 5

ersichtlich.
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Abbildung 5
Gruppenverteilung der Versuchsreihe C

40 Tiere
|
I I
20 Tiere 20 Tiere
24 h Kontrolle 24 h Behandlung
20% O2 - 80% N2 50% Ar - 20% 02 - 30% N2
7 Histologie 9 Histologie
10ICP 8 ICP

2.3.4 D - Untersuchungen zum Blutdruck und CBF

In der Versuchsreihe D wurden 20 Tiere untersucht. Hierbei handelte es sich
erganzende Untersuchungen um auszuschlieBen, dass Argon den mittleren
arteriellen Blutdruck (MAP) und die Durchblutung des Gehirns (CBF) beeinflusst.

Nachdem die Tiere mit einer intraperitonealen Injektion in Narkose gelegt
wurden, wurden sie intubiert und beatmet (Atemzugvolumen ca. 0,35 ml,
Atemfrequenz ca. 150, angepasst an Ergebnisse der Blutgasanalysen). Nach
Einrichtung und Platzierung der arteriellen Blutdruckmessung und CBF-
Laserdopplersonde ist die erste arterielle Blutgasanalyse erfolgt. AnschlieRend
wurde 30 min eine Baseline-Messung von MAP und CBF vollzogen. Daraufhin
wurde das Trauma nach CCI-Modell appliziert, eine zweite Blutgasprobe

entnommen und die zweistiindige Behandlung begonnen.

Die 10 Tiere mit Argonbehandlung erhielten 50% Argon und 50% Sauerstoff, die
10 Tiere der Kontrolle 50% Sauerstoff und 50% Stickstoff, sowohl wahrend der
Baseline-Messung als auch wéahrend der posttraumatischen Behandlung. Die
Sauerstoffkonzentration wurde bewusst so hoch gewahlt, da die Durchflhrung
der Narkose bei Mausen Uber diesen Zeitraum bei 20% Sauerstoff erheblich
erschwert bzw. nicht durchfihrbar gewesen ware. FiUr die gesamte
Versuchsdauer wurden im Sekundenintervall vollautomatisch der MAP und CBF

erfasst. Die Blutgasanalyse wurde 1 h nach Trauma und am Ende des Versuchs
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wiederholt. Neurologische Testungen wurden anschlie3end nicht vorgenommen,

da diese nach einer langen Narkose nicht aussagekraftig gewesen waren.

2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit SPSS 22 (IBM, Ehningen, Deutschland)
durchgefuhrt. Zum Vergleich der Kontroll- und Experimentalgruppen bezlglich
Blutdrucks, ICP, Beamwalk, Kontusionsvolumen und Hirnwassergehalt wurde ein
zweiseitiger, unverbundener t-Test durchgefihrt. Zur Analyse der Neuroscores
wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Zur Auswertung der Daten der
Langzeitmessung von CBF und MAP wurde eine einfaktorielle ANOVA

durchgefuhrt.

Alle Ergebnisse werden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
Unterschiede zwischen den Stichproben wurden ab einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als signifikant betrachtet, ab p < 0.001 als
hochsignifikant.
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3 ERGEBNISSE

3.1 A-4h Behandlung

Es ist kein Tier verstorben.
3.1.1 Primarschaden nach 15 min

Bei der 15 min-Kontrollgruppe wurde bei nicht mit Argon behandelten Tieren das
Gehirn nach 15 min enthnommen und histologisch wie oben erwéahnt aufbereitet.
Da es in diesem Zeitraum nicht zur Ausbildung eines Sekundarschadens
kommen kann, wurde hier lediglich der Primarschaden erfasst. Er betrug in dieser
Gruppe 10,5 + 1,1 mm3. Im Vergleich zur 24 h-Kontrollgruppe (Gesamtschaden
19,4 + 3,2 mm3) kam es durch den Sekundarschaden zu einem hoch signifikanten
(p < 0,001) Zuwachs um 8,9 mm3. Dies entspricht 85% des Primarschadens
(Abbildung 6).

3.1.2 Kontusionsvolumen nach 24 h

24 h nach Trauma wurde das Gehirn entnommen und der Gesamtschaden
histologisch ermittelt. In der mit Raumluft behandelten 24 h-Kontrollgruppe betrug
das Kontusionsvolumen 19,4 + 3,2 mm3. Bei den 4 h mit Argon behandelten
Gruppen betrugen die Kontusionsvolumina 20,7 = 1,5 mm? (25% Argon), 20,0 +
3,6 mm?3 (50% Argon) und 19,8 £+ 3,3 mm? (75% Argon). Die p-Werte im Vergleich
zur 24 h-Kontrolle sind p = 0,29 (25% Argon), p = 0,69 (50% Argon) und p = 0,82
(75% Argon). Somit war kein signifikanter Unterschied festzustellen (Abbildung
6)

31



Abbildung 6
Kontusionsvolumina der Versuchsreihe A 15 min bzw. 24 h nach CCI

30 * p<0.001 vs. 24h-Kontrolle
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24 h-Kontrolle  25% Ar 50% Ar 75% Ar 15 min-
Kontrolle
n=10 h=8 n=10 h=9 n=10

3.1.3 Hirnwassergehalt und intrakranieller Druck nach 24 h

Bei den dafir vorgesehenen Versuchstieren wurden 24 h nach Trauma der
intrakranielle Druck und anschlieBend der Wassergehalt wie oben beschrieben
ermittelt. Die ICP-Werte betrugen 44,9 £ 6,4 mmHg (24 h-Kontrolle), 42,3 + 3,6
mmHg (25% Argon), 29,5 + 6,2 mmHg (50% Argon) und 39,2 + 8,9 mmHg (75%
Argon). Es kam zu einer hochsignifikanten Reduktion des ICP durch eine
Behandlung mit 50% Argon im Vergleich zur 24 h-Kontrolle (p < 0,001). Es war
kein Unterschied bei den Tieren festzustellen die mit 25% Argon (p = 0,31) und
75% Argon (p = 0,13) behandelt wurden (Abbildung 7).
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Abbildung 7
Hirndruckwerte der Versuchsreihe A 24 h nach CCI

50- *p<0.001 vs. 24h-Kontrolle
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24 h-Kontrolle  25% Ar 50% Ar 75% Ar
n=9 h=9 n=10 n=9

Der Wassergehalt der ipsilateralen Hemispharen betrug 24 h nach Trauma 80,7
+ 1,0% (24 h-Kontrolle), 81,3 + 0,4% (25% Argon), 81,0 + 0,5% (50% Argon) und
81,4 + 0,5% (75% Argon). Die Werte fir die kontralateralen Hemisphéaren
betrugen 79,0 £ 0,3% (24 h-Kontrolle), 78,7 + 0,2% (25% Argon), 78,9 + 0,3%
(50% Argon), and 79,1 + 0,4% (75% Argon).

Bei Vergleich der ipsi- und kontralateralen Hemisphéaren zeigt sich fur jede
einzelne Gruppe ein hochsignifikanter Unterschied (alle p < 0,001), der durch das

Trauma verursacht wurde.

Im Vergleich der ipsilateralen Hemispharen zwischen den Gruppen zeigte sich
zur 24 h-Kontrolle bei keiner der mit Argon behandelten Gruppen ein signifikanter
Unterschied (p = 0,13 bei 25% Argon, p = 0,40 bei 50% Argon und p = 0,65 bei
75% Argon). Im Vergleich der kontralateralen Hemisphéaren ergab sich ebenfalls
kein Unterschied zur Kontrolle: p = 0,81 bei 25% Argon, p = 0,95 bei 50% Argon
und p = 0,33 bei 75% Argon). (Abbildung 8)
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Abbildung 8
Hirnwassergehalt der Versuchsreihe A 24 h nach CCI
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3.1.4 Neurologischer Status nach 24 h

Mit Ausnahme der 15 min-Kontrolle wurden alle Tiere nach 24 h neurologisch
anhand des Neuroscores nach Bederson und Dixon und des Beamwalk Tests
bewertet. Im Beamwalk Test zeigten sich 5,8 £ 3,1 (24 h-Kontrolle), 5,2 + 3,8
(25% Argon), 2,8 £ 2,2 (50% Argon) und 4,2 + 3,3 (75% Argon) Fehltritte. Es kam
zu einer signifikanten Reduktion der Fehltritte in der Gruppe mit 50% Argon (p <
0,05). Die anderen Gruppen zeigten keinen Unterschied (p = 0,56 bei 25% Argon
und p = 0,14 bei 75% Argon) (Abbildung 9).
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Abbildung 9
Anzahl der Fehltritte im Beamwalk Test der Versuchsreihe A 24 h nach CCI
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Bei der Erhebung der Neuroscores waren die Werte 2,1 + 0,7 (24 h-Kontrolle),
1,47 £ 0,6 (25% Argon), 1,7 + 0,8 (50% Argon) und 1,8 + 0,6 (75% Argon).
Wahrend die 75% Argon Gruppe keinen Unterschied zeigte (p = 0,21), war eine
signifikante Besserung mit 25% und 50% Argon (p < 0,05) zu beobachten
(Abbildung 10).
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Abbildung 10
Neuroscores nach Dixon und Bederson der Versuchsreihe A 24 h nach CCI
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3.2 B -24 h Behandlung

In beiden Gruppen verstarb jeweils ein Tier. Ein Tier der Kontrollgruppe ist ca. 30
min nach Trauma verstorben, bzw. ein Tier nach 6 h in der mit Argon behandelten

Gruppe.

3.2.1 Kontusionsvolumen nach 24 h Behandlung

Die Kontusionsvolumina wurden nach 24-stiindiger Behandlung mit 50% Argon
mit 50% Sauerstoff (Argon-Gruppe), 50% Stickstoff und 50% Sauerstoff (O2-
Kontrolle) und mit Raumluft ermittelt. Sie betrugen 21,6 £ 2,4 mm?3 (Raumluft-
Kontrolle), 21,7 + 4,0 mm3 (O2-Kontrolle) und 19,7 + 3,44 mm3 (Argon-Gruppe).
Die Argon-Gruppe zeigte zur Oz2-Kontrolle (p = 0,25) und Raumluft-Kontrolle (p =
0,19) keine Unterschiede (Abbildung 11)
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Abbildung 11
Kontusionsvolumina der Versuchsreihe B 24 h nach CCI
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3.2.2 Hirnwassergehalt und intrakranieller Druck nach 24 h Behandlung

Die ICP Messungen ergaben 45,4 + 9,3 mmHg (Raumluft-Kontrolle), 47,4 + 5,7
mmHg (O2-Kontrolle) und 42,38 + 4,4 mmHg (Argon-Gruppe). Die Werte der
Argon-Gruppe unterschieden sich nicht von Raumluft- und O2-Kontrolle (p = 0,42
bzw. p = 0,06) (Abbildung 12).
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Abbildung 12
Hirndruckwerte der Versuchsreihe B 24 h nach CCI
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Die ipsilateralen Hemispharen hatten einen Wassergehalt von 81,0 = 0,7%
(Raumluft-Kontrolle), 81,1 + 0,4% (O2-Kontrolle) und 80,8 + 0,6% (Argon-
Gruppe). Die kontralateralen Hemisphéren enthielten 79,0 £+ 0,4% (Raumluft-
Kontrolle), 78,9 + 0,4% (O2-Kontrolle) und 78,8 + 0,4% Wasser (Argon-Gruppe).

Ein hoch signifikant hoherer Anteil war in allen Gruppen in der ipsilateralen

gegenuber der kontralateralen Hemisphare zu beobachten (alle p < 0,001).

Die ipsilateralen Hemispharen der Argon-Gruppe zeigten keinen Unterschied zur
Raumluft- und O2-Kontrolle (p = 0,65 bzw. p = 0,31), ebenso nicht die
kontralateralen Seiten (p = 0,31 bzw. 0,58) (Abbildung 13).

38



Abbildung 13
Hirnwassergehalt der Versuchsreihe B 24 h nach CCI
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3.2.3 Neurologischer Status nach 24 h Behandlung

Die Anzahl der Fehltritte im Beamwalk Test betrugen 4,0 £ 2,2 (Raumluft-
Kontrolle), 5,2 + 2,9 (O2-Kontrolle) und 3,0 + 4,3 (Argon-Gruppe). Die Argon-
Gruppe wies die wenigsten Fehltritte auf. Die Unterschiede der Argon-Gruppe

waren jedoch nicht signifikant (p = 0,36 zur Raumluft-Kontrolle und p = 0,08 zur
O2-Kontrolle) (Abbildung 14).
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Abbildung 14
Anzahl der Fehltritte im Beamwalk Test der Versuchsreihe B 24 h nach CCI
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Die Neuroscores betrugen 1,9 + 0,7 (Raumluft-Kontrolle), 2.5 + 0.7 (Oz-Kontrolle)
und 1,7 + 0,6 (Argon Gruppe). Die Argon-Gruppe wies den besten Neuroscore
auf und unterschied sich dabei signifikant zur O2-Kontrolle (p < 0,05), jedoch nicht
zur Raumluft-Kontrolle (p = 0,37) (Abbildung 15).
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Abbildung 15
Neuroscores nach Dixon und Bederson der Versuchsreihe B 24 h nach CCI
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Sauerstoffkonzentrationen

Kein Tier ist verstorben.
3.3.1 Kontusionsvolumen nach 24 h Behandlung

Die Gruppen erhielten bis 24 h nach Trauma entweder 50% Argon, 20%
Sauerstoff und 30% Stickstoff (Argon-Gruppe) oder 20% Sauerstoff und 80%
Stickstoff (Kontrollgruppe). Die Kontusionsvolumina waren in der Argon-Gruppe
25,6 = 3,1 mm3 niedriger im Vergleich zu 27,3 £ 1,5 mm3 in der Kontrolle. Sie

unterschieden sich jedoch nicht signifikant (p = 0,19) (Abbildung 16).
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Abbildung 16
Kontusionsvolumina der Versuchsreihe C 24 h nach CCI
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3.3.2 Hirnwassergehalt und intrakranieller Druck nach 24 h Behandlung

Die ICP Werte in der Argon Gruppe (43,7 + 8,3 mmHg) und der Kontrollgruppe
(47,6 £ 8,0 mmHg) unterschieden sich nicht (p = 0,30) (Abbildung 17).
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Abbildung 17
Hirndruckwerte der Versuchsreihe C 24 h nach CCl
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Die ipsilateralen Hemisphéaren enthielten 81,3 + 0,5% (Argon-Gruppe) bzw. 81,3
+ 0,4% Wasser (Kontrolle), die kontralateralen 79,0 £ 0,4% bzw. 79,0 + 0,3%. Die
ipsilateralen Halften zeigten in beiden Gruppen einen hoch signifikanten

Unterschied zur kontralateralen (p < 0,001).

Die ipsilateralen Halften unterschieden sich zwischen beiden Gruppen nicht (p =
0,96), ebenso nicht auf der kontralateralen Seite (p = 0,78) (Abbildung 18).
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Abbildung 18
Hirnwassergehalt der Versuchsreihe C 24 h nach CCI
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3.3.3 Neurologischer Status nach 24 h Behandlung

Die Anzahl der Fehltritte unterschieden sich nicht (p = 0,41) zwischen Argon-
Gruppe (6,2 £ 3,6) und der Kontrolle (5,3 £ 3,2). Die Neuroscores unterschieden
sich ebenfalls nicht (p = 0,40) zwischen beiden Gruppen (2,4 + 0,8 in der Argon-
Gruppe und 2,1 + 0,9 in der Kontrolle) (Abbildung 19, Abbildung 20).
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Abbildung 19
Anzahl der Fehltritte im Beamwalk Test der Versuchsreihe C 24 h nach CCI
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Abbildung 20
Neuroscores nach Dixon und Bederson der Versuchsreihe C 24 h nach CCI
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3.4 D - Untersuchungen zum Blutdruck und CBF

Zur Untersuchung des MAP und CBF im Langzeitversuch wurden die Tiere wie
oben erwahnt vorbereitet und die Daten automatisch per Computerinterface im
Sekundentakt eingezogen. Die Auswertung von CBF (und MAP in analoger
Weise) wurden wie folgt durchgefiihrt: Ein Baseline-Wert wurde mithilfe des
Mittelwerts aller Messwerte der ersten 30 min vor Trauma etabliert. Nach Trauma
wurden die Werte jedes 15-minitigen Intervalls zusammengefasst und ein
Mittelwert geschaffen. Somit wurden jeweils 8 CBF und MAP Werte in der
zweistlindigen Aufzeichnung nach Trauma geschaffen. Diese wurden dann in
Relation zur Baseline gesetzt. Wir verglichen per einfaktorieller ANOVA jeden
dieser Werte der Argon-Gruppe mit dem korrespondierenden Wert der
Kontrollgruppe. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Entwicklung
des CBF (p = 0,53) und des MAP (p = 0,47) (Abbildung 21, Abbildung 22).
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Abbildung 21
Posttraumatische Entwicklung der Hirndurchblutung der Versuchsreihe D Uber 2 h relativ zum
pratraumatisch erhobenen Ausgangswert
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Abbildung 22
Posttraumatische Entwicklung des mittleren arteriellen Blutdrucks der Versuchsreihe D tber 2 h
relativ zum pratraumatisch erhobenen Ausgangswert
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4 DISKUSSION

4.1 Methodik
4.1.1 Controlled Cortical Impact Modell

Das CCI Modell zeichnet sich durch einen recht hohen materiellen Aufwand aus,
der zusatzlich eine sorgféltige Praparation voraussetzt. Dazu gehort in erster
Linie die Schonung der Dura und eine ausreichende Kuhlung beim Bohrvorgang.
Die durch dieses Modell entstehende Schaden =zahlt als sehr gute
Reprasentation der Schaden durch SHT am Menschen (Cherian, Robertson,
Contant, & Bryan, 1994; Goodman, Cherian, Bryan, & Robertson, 1994; Xiong et
al., 2013).

Im Vergleich zu anderen Schadensmodellen zeigen sich im CCl Modell eine
Reihe von Vorteilen: Im Weight-Drop-Modell und Impact-Acceleration-Model
entsteht ein grof3flachiger Schaden, der auch Hirnstamm und Axone im Sinne
eines DAI einschliel3t. Diese tiefen Schadigungen sind beztiglich der Bewertung
des Sekundarschadens schlecht zu interpretieren, auch wenn sie aus klinischer
Sicht eine betrachtliche Rolle spielen. Im CCI Modell wird eine von der
Umgebung gut demarkierte Lasion des Kortex hervorgerufen, die sowohl ein
vasogenes als auch zytotoxisches Hirnédem hervorruft (Beaumont et al., 2000;
Hannay et al., 1999; Unterberg et al.,, 1997). Die Schadigung kann dadurch
prazise histologisch ausgemessen werden. Dies ware bei Schadensmodellen wie
zum Beispiel dem Fluid-Percussion-Injury-Modell nicht direkt mdglich (Dixon et
al., 1987). Dort entsteht zum einen eine diffuse Schadigung des Kortex durch die
Ausbreitung der Flussigkeit im Epiduralraum; zum anderen werden auch tiefer
liegende Hirnstrukturen wie der Hirnstamm geschéadigt (Albert-Weissenberger &
Sirén, 2010; Hallam et al., 2004; Shima & Marmarou, 1991). Die Entwicklung des
posttraumatischen Hirnédems ist streng auf die betroffene Seite beschrankt, so
dass die kontralaterale Seite als Kontrolle herangezogen werden kann (Elliott,
Jallo, & Tuma, 2008).

Die Behandlung durch Argon musste aus praktischen Grinden zwecks der

Narkose wahrend des Eingriffs unterbrochen werden. Diese Unterbrechung
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zwischen Vorbehandlung und der Behandlung nach CCI ist stets unter 15 min

gewesen und daher als nicht relevant zu betrachten.

Die Kontusionsgro3en des CCI unterschieden sich trotz gleicher Parameter von
Werten anderer Studien. In einer Studie von Trabold et al. wurde ein
Kontusionsvolumen von 40,5 + 5.8mm3 nach 24 h in der Kontrollgruppe
verursacht, bei einem Primarschaden von 21,6 + 3,8 mm3. Somit zeigte sich
innerhalb von 24 h ein Sekundarschaden, der 88% des Primarschadens betrug.
(Trabold et al., 2008). Eine andere Studie von Schwarzmaier et al. zeigte einen
Sekundarschaden von 10,3 +/- 0,6 mm?® nach 24 h (Schwarzmaier et al., 2013).
Diese Unterschiede sind durch unterschiedliche Ausrichtungen des Stempels zu
erklaren. Dieser wird theoretisch immer senkrecht zur Hirnoberflache
ausgerichtet. Dabei wird die Schiene auf Kontakt auf die Hirnoberflache
aufgesetzt, ohne Druck auszulben. Hierbei entstehen Schwankungen, die von
Operateur zu Operateur unterschiedlich sind. Bei Betrachtung jedes Operateurs
fur sich ist die Reproduzierbarkeit der Kontusionsvolumina sehr hoch und die

technisch bedingte Standardabweichung gering.

Die Ergebnisse der Arbeit sind als valide zu erachten, da samtliche Préaparationen
durch eine einzelne Person durchgefihrt wurden und die Standardabweichung
innerhalb der Gruppen demnach im akzeptablen Rahmen liegt. Auch der
Sekundarschaden ist mit 85% des Primarschadens vergleichbar mit anderen CCI

Experimenten.

In der histologischen Auswertung der Gehirne zeigte sich bei den gewahlten
Parametern ein grof3tenteils kortikal betonter Schaden des Frontallappens in

allen Versuchstieren.

4.1.2 ICP und Hirnwasser

Sowohl die ICP- als auch die Hirnwassergehaltsmessung haben sich nach CCI
an der Maus bewahrt. Mit diesen Werten ist eine indirekte Aussage Uber den CPP
bzw. des Hirnbdems mdglich. (X. Chen et al., 2014; Schuhmann et al., 2002;
Trabold et al., 2008; Zhao, Liang, Xu, Yan, & Zhang, 2016; Klaus Zweckberger &
Plesnila, 2009; K. Zweckberger, Stoffel, Baethmann, & Plesnila, 2003)
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Durch die prazise Ausfihrung der Hirnwasserbestimmung kdnnen sehr genaue
Ergebnisse erzielt werden. Besonders wichtig ist das Abkuhlen im Exsikkator, die
eine Absetzung von Kondenswasser verhindert sowie eine rasche Uberfiihrung
der Gehirne ins Gefal3, so dass es zu keinem Austrocknen der Oberflache
kommt. Bei Beachtung dieser Besonderheiten konnte durch die Zuverlassigkeit
dieser Methode in jeder Gruppe eine hoch signifikante Differenz der beiden
Hemispharen nachgewiesen werden, die durch die Bildung des Hirnbdems

erklart werden kann.

4.1.3 Histologische Auswertung

Die HE-Farbung lieferte zur Ausmessung des Kontusionsvolumens zuverlassige
Werte. Eine Uberprifung durch die Farbung eines Préaparats nach Nissl lieferte
identische Ergebnisse. Die HE-Farbung wurde zum Beispiel bei den in vivo
Versuchen nach MCAO zur Ermittlung des infarzierten bzw. nekrotischen Areals
verwendet (David et al., 2012; Ryang et al., 2011).

Im in vitro SHT wurde eine andere Methodik zur histologischen Analyse des
Schadens gewahlt. Es wurde eine Farbung mit Propidiumiodid (PI) durchgefihrt.
Dieses Farbemittel interkaliert mit DNA, ist jedoch an intakten Zellmembranen
nicht durchgéngig. Es reichert sich somit nur in nekrotischen Zellen an und fuhrt
in diesen zu einer Farbung (Macklis & Madison, 1990). Diese wurde mittels
Floureszenzmikroskopie erfasst und die Zahl der nekrotischen Zellen ermittelt
(Loetscher et al., 2009).

Die in dieser Dissertation durchgefuhrte HE-Farbung konnte die Grenzen des

Kontusionsareals und somit das das Kontusionsvolumen erfassen.

4.1.4 Beamwalk und Neuroscore

Durch das CCI wurde ein Trauma uber dem rechten motorischen Kortex
ausgelost, das insbesondere im Bereich der linken Hinterpfote symptomatisch
wurde. Von daher eignete sich der Beamwalk Test ausgesprochen gut um die
Schéadigung auf funktioneller Ebene zu bewerten (Carter, Morton, & Dunnett,
2001).
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Wie weiter oben beschrieben zeichnet sich das CCI durch eine kortikale
Schadigung aus, die sehr fein eingestellt werden kann. Ein Nachteil ist das
Ausbleiben von Schéaden tieferer Hirnstrukturen bei den hier festgelegten
Schadensparametern. Schwerere Bewusstseinseinschrankungen und Tod sind
die Ausnahme (Xiong et al., 2013). Der hier erhobene Neuroscore (Thomale,
2001) hat einen maximalen mdglichen Score von 21. Der maximale hier
erhobene Wert betrug lediglich 4. Dies ist grof3tenteils auf die genannte
Charakteristik des CCI zurlickzufiihren.

Zusammenfassend ist der Beamwalk zur Erfassung des neurologischen Status
der Versuchstiere in dieser Dissertation hoher zu bewerten als der hier

verwendete modifizierte Neuroscore nach Dixon und Bederson.

4.2 Ergebnisse
4.2.1 Argonkonzentration

Ziel dieser Dissertation war, auf Basis vorheriger Studien eine Neuroprotektivitat
von Argon an einem in vivo SHT-Modell an der Maus nachzuweisen. Zum
Zeitpunkt der Versuchsplanung gab es Hinweise auf in vitro Wirksamkeit von
Argon nach OGD und SHT (Loetscher et al., 2009) und in vivo nach MCAO
(Ryang et al., 2011) und intrastriataler NMDA-Injektion (David et al., 2012).

Die Planung orientierte sich zum grof3en Teil an den in vitro SHT Versuchen. Die
dort nachgewiesene dosisabhéngige Neuroprotektion von Argon veranlasste uns
zunachst, die wirksamste Konzentration von Argon in der Atemluft der
Versuchstiere zu ermitteln. Auf Basis dieser sollten die weiteren Versuche
durchgefuihrt werden. In Versuchsreihe A erfolgten Versuche mit 3
Konzentrationen von Argon, 25%, 50% und 75%, wobei das Restvolumen aus
Sauerstoff bestand. Diese Gasmischungen sind identisch zu denjenigen aus den
in vitro Versuchen. Eine Kontrollgruppe mit Raumluft und eine Kontrolle zur
Ermittlung des Primarschadens wurde zusatzlich eingefuhrt. Die

Behandlungsdauer mit dem Argon-Sauerstoff-Gemisch betrug 4 h.

Es zeigte sich in Versuchsgruppe A in allen mit Argon behandelten Gruppen

keine Anderung des Kontusionsvolumens.
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Eine signifikante Senkung des Hirndrucks zeigte sich nur bei einer Konzentration
von 50% Argon. Ein Korrelat zum Hirnwassergehalt zeigte sich jedoch nicht, war
dieser in allen Versuchsreihen und Gruppen nahezu konstant. Eine Behandlung
mit Argon hatte somit keinen messbaren Effekt auf das Ausmald des

posttraumatischen Hirnddems.

Die neurologischen Untersuchungen zeigten in Versuchsreihe A eine signifikante
Verringerung der Fehltritte bei 50% Argon sowie eine signifikante Verbesserung

des Neuroscores nach Dixon und Bederson bei 25% und 50% Argon.

Die Behandlung mit Argon ist neuroprotektiv was sich mittels Einflusses auf die
oben genannten Parameter zeigt. Dieser Effekt erschien besonders ausgepragt
bei einer Konzentration von 50% Argon, weshalb diese als optimale

Konzentration identifiziert wurde.

Die in vitro Studie mittels SHT (Loetscher et al., 2009) kam ebenfalls zur
Schlussfolgerung, dass eine Konzentration von 50% Argon als optimal zu
erachten ist. Dartber hinaus kamen die in vivo Studien an der Ratte nach MCAO
und NMDA-Injektion zum gleichen Ergebnis bezlglich der Argonkonzentration,
obwohl dort andere Pathomechanismen der Schadigung vorlagen (David et al.,
2012; Ryang et al., 2011).

Weitere Modelle konnten ebenfalls neuroprotektive Wirkungen von Argon unter
teils erheblich variierenden Konzentrationen feststellen. Eine Studie an fetalen
neuronalen Zellkulturen der Maus konnte nach 90-minitigen OGD eine
signifikante Verbesserung des Zelliberlebens durch Inkubation mit 75% Argon
feststellen. Die Argonbehandlung hatte in diesem Fall bereits wahrend des OGD
Traumas begonnen und wurde fir 24 h fortgefuhrt (Jawad et al., 2009). Eine
zweistindige Therapie nach 90-minatigen OGD mit 70% Argon, 25% Sauerstoff
und 5% Kohlendioxid zeigte ein signifikant besseres Zelliberleben von fetalen
neuronalen Zellkulturen der Ratte (H. Zhao et al., 2016). Die in unserer Studie
durchgefuhrte Behandlung mit 75% Argon zeigte nach in vivo SHT an der Maus

hat jedoch keine Protektivitat.
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4.2.2 Behandlungsdauer

Neben der Argonkonzentration ist die optimale bzw. nétige Behandlungsdauer
ebenfalls von groRem Interesse. In den in vivo Versuche an Ratten nach MCAO
hatten 1-stindige (Ryang et al.,, 2011) bzw. 3-stindige Behandlungsdauern
(David et al., 2012) mit jeweils 50% Argon und Sauerstoff bereits signifikante
Neuroprotektion durch Argon gezeigt. Da aber in den fur die Studie relevanteren
in vitro Versuchen zum SHT eine 72 stindige Behandlung erfolgte (Loetscher et
al., 2009), wurde in Versuchsreihe B eine verlangerte Behandlungsdauer von 24
h gewahlt. Eine langere Behandlungsdauer ist aus tierschutzrechtlichen und
ethischen Grunden nicht zu rechtfertigen gewesen. Neben einer Raumluft-
Kontrolle wurde eine O2-Kontrolle eingefuhrt, da wir jeglichen Effekt durch die
erhohte Sauerstoffkonzentration ausschliel3en wollten.

Die Ergebnisse der Versuchsreihe B zeigten keine signifikanten Ergebnisse
bezlglich der Kontusionsvolumina, ICP, Hirnwassergehalt und Beamwalk Test.
Die mit Argon behandelten Tiere zeigten jedoch, wenn auch nicht signifikant, das
beste Ergebnis im Beamwalk Test. Es kam durch die Argonbehandlung zu einer
signifikanten Besserung des Neuroscores im Vergleich zur O2-Kontrolle, jedoch

nicht zur Raumluft-Kontrolle.

Bezuglich der optimalen Behandlungsdauer lasst sich keine abschlieRende
Aussage treffen. Eine Neuroprotektivitat zeigte sich in dieser Studie nach bereits
4 h Behandlungsdauer. Die in vivo Versuche an Ratten nach MCAO hatten 1-
stindige (Ryang et al., 2011) bzw. 3-stiindige Behandlungsdauer (David et al.,
2012) mit jeweils 50% Argon und Sauerstoff. In den Versuchen zum in vitro SHT
wurde eine 72-stiindige Behandlung gewahlt (Loetscher et al., 2009). In der
bisherigen Literatur sind ansonsten zum Teil widersprichliche Aussagen
bezuglich der optimalen Behandlungsdauer anzutreffen. Wahrend Ulbrich et al.
zu dem Schluss kommen, dass die Neuroprotektivitat unabhéngig von der
Behandlungsdauer ist (es wurden 2 bzw. 4 h Behandlungsdauer verglichen in
Neuroblastom-Zellinien) (Felix Ulbrich et al., 2015) konnte in der oben genannten
Studie von David et al. eine Verbesserung durch eine langere Behandlungsdauer

Uber einen Zeitraum von bis zu 3 h erreicht werden.
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Vergleicht man die Versuchsreihen A und B, ist das Ergebnis der 24 stiindigen
Behandlung schlechter. In der Versuchsreihe B kam es insbesondere zu keiner
Senkung des ICP wie nach der 4 stiindigen Behandlung mit 50% Argon und 50%
Sauerstoff. Trotzdem ist nicht von einer schadlichen Wirkung einer langeren
Behandlung per se auszugehen, da die in vitro Versuche nach 72 h langer
Behandlung eine signifikante Neuroprotektion nachgewiesen haben (Loetscher
et al., 2009).

4.2.3 Behandlung bei physiologischen Sauerstoffkonzentrationen

In Versuchsreihe B fielen nicht-signifikante Verschlechterungen des ICP, BWC
und Beamwalk in der O2-Kontrolle gegenlber der Raumluft-Kontrolle auf. Zudem
zeigte sich eine signifikante Verbesserung des Neuroscores im Vergleich zur Oz-
Kontrolle, jedoch nicht zur Raumluft-Kontrolle. Es musste ausgeschlossen
werden, dass die erhohte Sauerstoffkonzentration die Versuchstiere negativ

beeinflusst.

In  Versuchsreihe C wurde zur Elimination des Storfaktors die
Sauerstoffkonzentration wahrend der Argonbehandlung von 50% auf 20%
gesenkt. Die Kontrollgruppe erhielt 20% Sauerstoff und 80% Stickstoff. Die
Behandlungsdauer betrug 24 h in beiden Gruppen.

Die Ergebnisse zeigten keine signifikanten Anderungen hinsichtlich
Kontusionsvolumen, ICP, BWC, Beamwalk und Neuroscore. Die
Neuroprotektivitat eines 50% Argon, 20% Sauerstoff und 30% Stickstoff
Gemisches scheint trotz der urspriinglichen Bedenken niedriger zu sein als die
von 50% Argon mit 50% Sauerstoff.

Nach MCAO in vivo im Rattenmodell wurde von Ryang et al. ebenfalls eine
Konzentration von 50% Argon und 50% Sauerstoff verabreicht und eine
Neuroprotektivitdit nachgewiesen (Ryang et al., 2011). Interessanterweise
konnte in einem weiteren Rattenmodell durch die Verabreichung von 50% Argon,
25% Sauerstoff und 25% Stickstoff nach MCAO in vivo keine Neuroprotektivitat
gezeigt werden (David et al., 2012). Trotzdem darf nicht die pauschale Aussage
getroffen werden, dass sich dies allein auf die niedrigere Sauerstoffkonzentration
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zuruickfuhren lasst, da in weiteren Studien Sauerstoffkonzentrationen von 21%
und 30% nach Ligatur der A. carotis communis im in vivo Rattenmodell
Neuroprotektivitat zeigte (bei 70% Argonkonzentration) (H. Zhao et al., 2016;
Zhuang et al., 2012).

4.2.4 Effekte auf Blutdruck und Hirndurchblutung

Es wurden in Versuchsreihe D die Wirkung eines Gemisches von jeweils 50%
Argon und Sauerstoff auf den Blutdruck und die Hirndurchblutung der
geschadigten Maus untersucht. Als Kontrolle wurde ein Gasgemisch aus jeweils
50% Stickstoff und Sauerstoff herangezogen. Es konnte nicht nachgewiesen
werden, dass die Verabreichung von Argon zu einer signifikanten Anderung von
CBF oder MAP fuhrt. Es ist unwahrscheinlich, dass systemische Nebenwirkung
des Argons, wie z.B. eine Senkung des CPP durch eine Hypotonie die
Neuroprotektivitdt kaschieren. Die Datenlage in der Literatur bezuglich des
Einflusses von Argon auf die Hirndurchblutung an der Maus ist sparlich.

Es wurde in einer Studie an Menschen kein Effekt der Inhalation eines
Gasgemisches von 70% Argon und 30% Sauerstoff wahrend einer Fentanyl-
Midazolam Anésthesie auf die Hirndurchblutung festgestellt (Grtine et al., 2017).

In diesem Zusammenhang muss der Effekt von Edelgasen auf die Thrombolyse
erwahnt werden. Sowohl Argon als auch Xenon scheinen dosisabhangige
inhibitorische und exzitatorische Wirkung auf die Aktivitdt von tPA (Tissue
Plasminogen Activator) zu besitzen. Von besonderer Relevanz ist dies fir
Ischamie-Perfusionsmodelle (David, Haelewyn, Risso, Colloc'h, & Abraini, 2010).
Eine niedrige Konzentration (25%) von Argon blockiert in der Studie von David et
al. die Aktivitat, wahrend eine hohe Konzentration von 75% die Aktivitat von tPA
fordert. Die hier verwendete Konzentration von 50% hatte nahezu keinen Einfluss
auf tPA (David, Haelewyn, Risso, & Abraini, 2013).

4.3 Anti-apoptotische Wirkung von Argon

Es konnte in dieser Arbeit keine Wirkung von Argon bezuglich der Grél3e des

Kontusionsvolumens gezeigt werden. Im Gegenteil zeigte sich in
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Versuchsgruppe A bei 25% und 50% Argon sogar eine kleine nicht-signifikante
VergroRerung des Kontusionsvolumens. Dass dieser Ergebnis-Parameter nicht
erfolgreich beeinflusst werden konnte, kann mehrere Grinde haben, die zum Teil
schon im Abschnitt zur histologischen Untersuchung angeschnitten wurden. Wie
bereits oben genannt ist mdglich, dass die sich Argon-vermittelte Wirkung
weniger durch die Reduktion des Kontusionsvolumens auf3ert, sondern vielmehr

durch eine hohere Zahl vitaler Zellen im Kontusionsareal selbst.

Diese Vermutung kann dadurch gestitzt werden, dass mehrere Studien eine
Hemmung apoptotischer Mechanismen durch Argon aufgezeigt haben (Spaggiari
et al., 2013). Es wird nicht angenommen, dass Argon &hnlich wie Xenon durch
die Inhibition von NMDA-Rezeptoren wirkt (Harris et al., 2013). Eine Studie von
Ulbrich et al. konnte in vivo in retinalen Ganglionzellen von Ratten eine erhdhte
Expression von Extracellular-signal Regulated Kinase 1/2 (ERK1/2) und
konsekutiv eine Reduktion von Hamoxygenase-1 (HO-1) nachweisen. Dazu
wurde Ratten nach 60-mindtiger Ischamie und Reperfusion eines Auges 1 h 75%
Argon und 25% Sauerstoff verabreicht (F. Ulbrich et al.,, 2015). Hoéllig et al.
konnten im Subarachnoidalblutungsmodell an der Ratte ebenfalls eine Reduktion
von HO-1 im Zeitrahmen bis 6 h nach der Blutung nachweisen. Im spateren
Verlauf kam es zu einer erneuten Steigerung von HO-1 (Hollig et al., 2016). HO-
1 zeigt seinerseits eine inhibitorische Wirkung gegen die Caspase-3 vermittelte
Apoptose. Dies wurde in Hepatozyten bereits nachgewiesen (Lawal, Marnewick,
& Ellis, 2015).

Weiterfihrende Studien von Ulbrich et al. konnten eine signifikant verminderte
Expression von toll-like-receptor 2 und 4 (TLR) durch eine zwei- bzw.
vierstindige Behandlung von Neuroblastomzellen mit 75% Argon zeigen. Diese
fuhrt durch eine verminderte Phosphorylierung von IRAK zu einer erhdhten
Phosphorylierung von ERK1/2. Dies vermittelt die oben genannten
antiapoptotische Wirkung Uber Caspase-3 (Hetman & Xia, 2000; Felix Ulbrich et
al., 2015).

Zusatzlich konnte nach Rotenon-induzierter Apoptose von in vitro
Neuroblastomzellen bzw. in vivo Perfusion/Reperfusionsschaden an retinalen

Ganglionzellen und anschliel3ender zweistindiger Behandlung mit 75% Argon
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Uber die Inhibition von TLR2 und TLR4 eine Hemmung der Expression von NF-
KB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells), STAT3
(Signal transducer and activator of transcription) und Interleukin-8 beobachtet
werden (F. Ulbrich et al., 2016).

Die TLR konnen vielfaltige verschiedene Liganden binden, teils auch endogene
Marker, die im Rahmen von Schadigungen freigesetzt werden wie Fibrinogen
und Hyaluron. Dadurch sind sie ebenfalls als Kandidat zur Modulation des

Sekundarschadens in den Fokus gerickt. (Krieg et al., 2017).

Trotz all dieser Ergebnisse, die fur eine antiapoptotische Wirkung und den
dadurch moéglichen Nachweis vitaler Zellen im Kontusionsgebiet sprechen, steht
im Gegensatz dazu eine Studie, in der nach 2h MCAO und Argonbehandlung an
der Ratte eine solche Analyse durchgefiihrt wurde. Die Behandlungsdauer betrug
60 min wahrend des MCAO. Zusatzlich zur HE-Farbung wurde eine
Immunhistochemiefarbung (mit anti-NeuN, anti-GFAP, und anti-ionized calcium-
binding adaptor molecule 1) angefertigt, die mit einem sekundaren Biotin-
konjugierten Antikorper und Avidin-Biotin-Komplex vitale Neuronen, Astroglia
und Microgliazellen identifizieren konnte. Ahnlich wie in dieser Studie war eine
Besserung des neurologischen Status und zuséatzlich eine Reduktion des
Infarktareals zu beobachten. Die Zahl vitaler Zellen in der Penumbra hat sich
jedoch nicht signifikant von der Kontrolle unterschieden. Zusatzlich wurde in einer
Expressionsanalyse eine signifikant erhéhte Expression sowohl pro-
inflammatorischer Mediatoren (IL-18, IL-6, INOS) und neuroprotektiver Fakoren
festgestellt (Fahlenkamp et al., 2014).

Neben der antiapoptotischen Wirkung von Argon ware eine mdgliche
Modulierung von lonenkanalaktivitat zur Hemmung der Exzitotoxizitat von
besonderem Interesse. Diesbezlglich hat Harris et al. Untersuchungen mit
Xenon und Argon nach in vitro SHT unternommen. Die Behandlungsdauer wurde
zwischen 30 min und 24 h festgelegt. Das Gasgemisch wurde jedoch Uber
atmospharischem Druck appliziert (0,5 atm Edelgas auf 1 atm mit 75% Stickstoff,
20% Sauerstoff und 5% CO2). Die histologische Auswertung wurde mit einer PI
Farbung vorgenommen. Sowohl Argon als auch Xenon zeigten eine signifikante

Reduktion des Schadens. Bei naherer elektrophysiologischer Untersuchung
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wurde zudem festgestellt, dass Xenon durch die Inhibition des NMDA-Rezeptors
Uber die Glycin-Bindungsstelle wirkt. Fir Argon konnte dies nicht nachgewiesen
werden (Harris et al., 2013). Dass die Ausschittung von Glutamat die
Exzitotoxizitat férdert und die Blockierung von NMDA-Rezeptoren neuroprotektiv
wirkt, wurde bereits 1987 durch Gill et al. in einem in vivo hippokampalen
Ischamie Modell festgestellt (Gill, Foster, & Woodruff, 1987; Rothman & Olney,
1986).

Insgesamt muss bei Betrachtung all dieser bereits durchgefuhrten Studien
beachtet werden, dass diese zum grofR3en Teil in vitro durchgefuhrt wurden. Die
Analytik, die sich oft auf die Anzahl vitaler Zellen stitzt, unterscheidet sich
grundsatzlich von den Untersuchungen unserer Studie, so dass die
Ubertragbarkeit zu den Ergebnissen in Form von Kontusionsvolumina,

neurologisches Ergebnis und Hirndruck bzw. Hirnédem eingeschréankt ist.

4.4 Wirkung von Sauerstoff

Bezuglich der Wirkung von Sauerstoff nach Schadel-Hirn- Trauma gibt es

mehrere, zum Teil widersprichliche Studien.

Eine Studie aus 2015 hat die Wirkung von normobarem Sauerstoff und Raumluft
untersucht (Talley Watts et al., 2015). Dazu wurden Ratten nach CCI bis zu 3,5
h behandelt. Im Anschluss wurden bis 14 Tage nach Trauma mehrmals der
funktionelle Status und MRT-Bilder erhoben. Es zeigten sich signifikant grof3ere
Defektareale in der Bildgebung durch die Sauerstoffgabe. Das funktionelle

Ergebnis der Ratten konnte nicht verbessert werden.

In einer der meistzitierten Studien bezuglich der Sauerstoffgabe nach SHT beim
Menschen wurde 22 Patienten mit schwerem SHT Sauerstoff in
unterschiedlichen Konzentrationen tber 6 h verabreicht (20% bzw. 100%). Die
zerebralen Sauerstoff-, CO2, pH, Laktat- und Glukosekonzentrationen wurden
verglichen. Es zeigten sich signifikant hthere Sauerstoffkonzentrationen durch
Erhbhung des Sauerstoffanteils in der Atemluft, sowie geringere
Laktatkonzentrationen (Menzel et al., 1999). Das spricht zwar fur eine
Verbesserung des aeroben Stoffwechsels. Diese Studie untersuchte jedoch nicht

den funktionellen Status der Patienten.
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Eine ahnliche Studie konnte die oben erwahnten Effekte ebenfalls bestatigen
(Tolias et al., 2004). Es wurden 52 Patienten 24 h 100% Sauerstoff verabreicht.
Zusatzlich konnte eine Senkung des ICP ohne Anderung des CPP gezeigt
werden. Auch hier fehlen Ergebnisse bezuglich des funktionellen Status der

Patienten.
Diesen Beobachtungen bei Menschen stehen folgende Ergebnisse gegentber.

Es ist davon auszugehen, dass eine stark erhdhte Sauerstoffkonzentration mit
einer erhdohten Konzentration von Sauerstoffradikalen einhergeht, die ihrerseits
schadlich sind. Die Erhéhung des intrazellularen Calciums nach Trauma durch
mechanische Krafte und Exzitotoxizitat (Andriessen et al., 2010) fuhrt zu einer
Funktionseinschrankung der Mitochondrien und einer vermehrten Bildung und
verringertem Abbau von Radikalen, insbesondere in Szenarien mit erhOhter
Sauerstoffkonzentration.

Wie wir in der Versuchsgruppe B zeigen konnten, verschlechterte sich das
Kontusionsvolumen nach Trauma tendenziell durch die Gabe von 50%
Sauerstoff ohne Argon, wenn auch nicht signifikant. Signifikant schlechter war
das funktionelle Ergebnis der Mause mit je 50% Sauerstoff und Stickstoff im
Vergleich zu den Tieren mit je 50% Sauerstoff und Argon. Trotzdem ist wie
bereits oben beschrieben eine Sauerstoffkonzentration von 50% nicht als
schadlich zu erachten, da diese in Versuchsreihe C keine negativen Effekte hatte
und in der Literatur bereits mehrmals mit positiven Ergebnissen verwendet

wurde.

4.5 Behandlungszeitraum

Die Prakonditionierung mittels 30-minttiger Behandlung vor Auslésung des CCI
schrénkt natirlich die Aussagekraft beziglich der klinischen Anwendbarkeit ein.
In realistischen Bedingungen wird die Behandlung erst im zeitlichen Intervall
nach einem Schadel-Hirn-Trauma begonnen. Um bestmdégliche Bedingungen fur
die Therapie zu gewahrleisten, wurde in dieser Studie die Prakonditionierung

trotzdem in das Protokoll aufgenommen.
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Es wurde auf weitere Versuche verzichtet, die nach der Prakonditionierung keine
weitere posttraumatische Therapie nach sich zogen. Die hier dargelegten
Ergebnisse konnten keinen durchschlagenden neuroprotektiven Effekt zeigen,
und in der bisherigen Literatur existieren bisher noch keine derartigen Studien.
Dasselbe gilt auch fiir Versuche, die die maximale Latenz zwischen Trauma und

Behandlungsbeginn bestimmen sollten.

Ein weiterer Erklarungsansatz, wieso die Neuroprotektivitat nicht eindeutig zu
beweisen war, ergibt sich aus der Zeitspanne zwischen Trauma und Auswertung.
Wahrend die in vitro Experimente von Loetscher et al. (Loetscher et al., 2009)
und Harris et al. (Harris et al.,, 2013) eine Auswertung nach 72 h vorsahen,

geschah dies hier nach 24 h.

Eine Studie von Hall et al. hat nach SHT eine progressive Degeneration von
Neuronen nach in vivo CCl an Mausen und Ratten festgestellt. Diese betraf
kortikale, hippokampale und thalamische Regionen im Zeitraum bis zu 48 h nach
Trauma. Somit ist es mdglich, dass der gewahlte Zeitrahmen fir ein SHT-Modell
unzureichend lang war, um den Sekundarschaden voll auszubilden und die

Wirkung von Argon zu entfalten.

AbschlieBend muss betont werden, dass die bisherige Literatur zur
Neuroprotektivitat von Argon nahezu vollstandig auf Grundlage ischamischer
Geschehen basiert, sprich Versuche mit OGD bzw. MCAO. Daten zu in vitro SHT
sind rar, und diese Dissertation stellt den ersten Versuch dar in vivo Daten zu
erzeugen. Weitere Studien mit anderen histologischen Auswertungsmethoden
und verlangerten Versuchszeiten sind nétig, um alle Aspekte des Schadel-Hirn-
Traumas in vivo zu erfassen und eine adaquate Therapiemdglichkeit fur den

menschlichen Gebrauch zu identifizieren.

4.6 Schlussfolgerungen

Die zuvor formulierten Hypothesen konnen in Zusammenschau wie folgt

beantwortet werden:

Argon war nach Schéadel-Hirn-Trauma an der Maus in mehreren
Versuchsgruppen neuroprotektiv . Die Behandlung hat einen positiven Einfluss

die neurologische Funktion sowie in einer Instanz auf den Hirndruck. Es hat sich
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kein positiver Effekt auf das Kontusionsvolumen oder das Hirnddem zeigen

konnen.
Die optimale Argonkonzentration scheint bei 50% zu liegen.

Eine Verlangerung der Behandlungsdauer von 4 h auf 24 h hat keinen

zusatzlichen positiven Effekt.

Argon hat in einem Beobachtungszeitraum von 2 h nach Trauma keinen Einfluss

auf den systemischen Blutdruck oder kraniellen Perfusionsdruck.

5 ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Studie wurde ein Controlled Cortical Impact (CCI) Schadel-Hirn-Trauma
an insgesamt 210 Mausen in 4 Versuchsreihen durchgefihrt. Das CCI-Modell
verursacht ein gutes steuer- und reproduzierbares Trauma, das hauptsachlich
kortikal lokalisiert ist.

Die Argonbehandlung erstreckte sich in der Versuchsgruppe A Uber einen
Zeitraum von 30 min vor bis 4 h nach Trauma. Die Argonkonzentration betrug
25% bis maximal 75%, der Rest des Inspirationsgemisches wurde durch
Sauerstoff ~ erganzt. Der primare  Ergebnis-Parameter war  das
Kontusionsvolumen 24 h nach Trauma. Zusatzlich wurden nach 24 h der
intrakranielle Druck, der Hirnwassergehalt bzw. das Hirnddem und der
neurologische Status untersucht. Der neurologische Status wurde zum einen mit
einem modifizierten Neuroscore nach Dixon und Bederson bestimmt. Zuséatzlich
wurde die Anzahl der Fehltritte der linken Hinterpfote bei Uberquerung eines

Balkens bestimmt.

Wir konnten in der Versuchsgruppe A Kkeinen protektiven Effekt einer
Argonbehandlung auf das Kontusionsvolumen und das Hirnédem 24 h nach
Schéadel-Hirn-Trauma nachweisen. Es zeigte sich bei einer Konzentration von
50% Argon eine signifikante Senkung des intrakraniellen Drucks. Zudem konnte
eine signifikante Reduzierung der Fehltritte im sogenannten Beamwalk Versuch
und eine signifikante Besserung des Neuroscores nach Dixon und Bederson
festgestellt werden. Die Verbesserung des Neuroscores konnte auch fir eine

Argonkonzentration von 25% gezeigt werden.
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In der Versuchsreihe B wurde die Behandlungsdauer auf 24 h verlangert. Die mit
Argon behandelten Tiere erhielten 50% Argon und 50% Sauerstoff. Zusatzlich
zur Raumluft-Kontrolle wurde eine O2-Kontrollgruppe eingefihrt, die 50%
Sauerstoff und 50% Stickstoff erhielt. Es zeigte sich eine signifikante
Verbesserung des Neuroscores nach Dixon und Bederson durch die Argon-
Behandlung im Vergleich zur O2-Kontrolle. Es zeigte sich eine nicht signifikante
Reduktion der Fehltritte im Beamwalk Test durch die Argonbehandlung. Es zeigte
sich keine Verédnderung des Kontusionsvolumens, des Hirnédems und des

intrakraniellen Drucks.

In der Versuchsreiche C wurde die Sauerstoffkonzentration auf 20 Prozent
gehalten, mit 50% Argon und 30% Stickstoff in der Argon-Gruppe und 80%
Sstickstoff in der Kontrollgruppe. Es zeigte sich hier kein signifikanter

Unterschied in allen oben genannten Ergebnis-Parametern.

Eine Langzeitmessung in Versuchsreihe D tber 2 h nach CCl in 20 Tieren konnte
keinen Effekt auf den systemischen Blutdruck und die Hirndurchblutung durch
Argon nachweisen. Der Argon-Gruppe wurde 50% Argon und 50% Sauerstoff
verabreicht, der Kontrollgruppe 50% Stickstoff und 50% Sauerstoff.

Die in dieser Dissertation gewonnenen Erkenntnisse geben Hinweise auf eine
neuroprotektive Wirkung von Argon nach experimentellen Schadel-Hirn-Trauma
an der Maus. Die Verbesserung von Hirndruck und Neuroscore zeigten in den
weiteren Ergebnis Parametern keine klaren Korrelate. Da es sich um die erste in
vivo Studie eines mechanischen Traumamodells mit Argonbehandlung im
Mausmodell handelt, kbnnen weitere Versuche, zum Beispiel im Rattenmodell,

weitere Hinweise auf die Neuroprotektivitat von Argon liefern.
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