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1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Die molekularen Vorgdnge und die Pathophysiologe #lirnddems nach Schéadel-
Hirntraumen sind immer noch weitgehend ungeklara de Hyaluronsaure bzw.

Hyaluronan ein wasserbindendes Biopolymer ist,wtasallen menschlichen Organen
im Gehirn mit in seiner hochsten Konzentration g, stellt sich die Frage, ob eine
vermehrte Produktion von Hyaluronsaure mit dem é&tlem assoziiert ist. In

Anlehnung an Arbeiten zur Untersuchung von Veramadgen in der Hyaluronan-

Produktion nach einem Schlaganfall soll nun gekléerden, ob die histologische
Darstellung des Vorkommens und der Menge des Hyadurs im menschlichen Gehirn
zur Diagnosestellung und mdaglichen Therapie einesddems beitragen kann.

Nach Entdeckung von wassertransportierenden Tranbna@proteinen, den

Aquaporinen, und neueren Erkenntnissen, dass aecén dAnwesenheit fir die

Entstehung eines Hirnddems verantwortlich sein kawerden deren zwei wichtigsten
Vertreter im menschlichen Gehirn, das Aquaporin rfd LAquaporin 4, in unsere
Untersuchungen mit einbezogen.

Wir nehmen demnach an, dass es eine Korrelatioachen dem Vorkommen und der
Verteilung von Hyaluronan und / oder den Aquapasitnetern 1 und 4 und dem
Auspragungsgrad eines Hirnédems gibt. Bei Bestitjgunserer Hypothese wirden

sich neue therapeutische Moéglichkeiten zur Behargliines Hirnbdems ergeben.



2. Einleitung

Hyaluronsaure, oder nach neuerer Bezeichnung Hydur (HA), ist ein grof3es
lineares Glycosaminoglycan, welches hauptsachlich der Extrazellularmatrix
vorkommt und fir die Bildung dieser von grof3er Bedag ist [26]. Dort wird es von
Fibroblasten aus Vorstufen synthetisiert und seedridl]. Neben Fibroblasten sind
aber auch andere Zellen, z. B. ChondroblasteneirLdge Hyaluronan zu bilden [44].
Die Stoffgruppe der Glycosaminoglycane besitzt wksentlichstes Merkmal einen
polyanionischen Charakter. Diese langen, mit vielegativladungen versehenen
Polysaccharidketten sind sperrig und beanspruchéerdviel Platz. Zur Wahrung der
Elektroneutralitdt beherbergen sie in den intrad umtermolekularen Licken viele
Kationen. Diese ziehen wiederum aus osmotischemdgrii viel Wasser an. Folglich
besteht eine wichtige Aufgabe dieser Stoffklassddan Bindung von Wasser, das auf
diese Weise gespeichert wird und zugleich als #ohtprimierbarer Stoff
mechanischen Zwecken dient [28]. Ein Hyaluronankigdldindet also dank seines
hydrophilen Charakters viel Wasser, beanspruchth seéssriger Lésung ein riesiges
Volumen und bildet ein viskdses Gel [26,28].

Hyaluronan ist das einzige Glycosaminoglycan, daitnsulfatiert ist und keinen
Proteinanteil enthalt bzw. nicht kovalent an einot€in gebunden ist [26,28].
Hyaluronan bildet zusammen mit Proteoglycanen, dagahen und Elastin ein
dreidimensionales Netzwerk. Dabei lagern sich anséhr langen Hyaluronanmolekile
mithilfe spezifischer Proteine Proteoglycane aredeistark verzweigte und geladene
Struktur tritt mit Kollagen- bzw. Elastinfibrilleilm Wechselwirkung. Das Verhaltnis der
einzelnen Komponenten zueinander bestimmt die nmestizen Eigenschaften des
Gewebes. So zeichnen sich z. B. straffes Bindegeweld Sehnen durch einen sehr
hohen Gehalt an parallel verlaufenden Kollagenfaseis, was eine hohe Zugfestigkeit
ergibt. Im lockeren Bindegewebe oder Knorpel dagdgelet sich ein vergleichsweise
hoher Gehalt an Proteoglycanen und Hyaluronan [26Her Extrazellularmatrix des
Gehirns fehlt ein Netzwerk von Kollagenfibrillen gaund die Hydrophilie von an
Hyaluronan bindenden Proteoglycanen (und damitViblumen) ist hier durch eine

veranderte Struktur herabgesetzt [62]. Das Glycasagtycan Hyaluronan wird von



den meisten Zellen synthetisiert und diese Syntliesiet an der Zellmembran statt.
Hyaluronan wird dann in die Extrazellularmatrixrtséoziert [43,20].
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Abb. 1, Strukturformel des Hyaluronan-MolekiBuelle: www.biocoat.com]

Die Hyaluronan-Biosynthese beginnt bei abwechsemderansfer der Vorlaufer-
Nukleotid-Zucker UDP-GIcA und UDP-GIcNac an ihremduzierten Ende auf der
Innenseite der Plasmamembran im Cytoplasma, voausalie wachsende Hyaluronan-
Kette direkt in die Extrazellularmatrix exportiewird [20,41-43]. Ein fertiges
Hyaluronanmolekil besteht aus sich wiederholendesaddharideinheiten aus N-
Acetyl-D-glucosamin, das 3(1-4)-glycosidisch mit@icuronsaure verknupft ist (siehe
Abb. 1). Die in etwa 250-50.000 langen Disacchanideiten sind untereinander 3(1-3)-
glycosidisch verbunden, womit Hyaluronan ein ductimttliches Molekulargewicht
von 1-3 x 16 (D) besitzt [26,46]. Die Produktionsenzyme der kyananmolekiile sind
die Hyaluronansynthasen (HAS). Das Hyaluronan-Nive@d aufrechterhalten durch
die Regulation der enzymatischen Aktivitat der Hyahansynthasen-lsozyme HAS1,
HAS2 und HAS3 und abgebaut bzw. vermindert durchltipnidasen (HYAL) [56].

FUr den Export von Hyaluronan aus eukaryoten Zedlien nicht, wie urspringlich
angenommen, die Hyaluronansynthasen selbst verdhbtlp sondern multidrug
resistence Transporter (MDR-Transporter). Sie sindder grofdten
Transmembrantransporterfamilie  angehorig, namlichen d ATP  bindenden
Kassettentransportern (ABC-Transporter) [45]. Daglbronan wird durch Energie
abhangige Transportproteine aus dem Zytoplasmas aktiden Extrazellularraum
sezerniert. In menschlichen Fibroblasten handeKi&s dabei im Besonderen um das
multidrug resistence associated protein Nummer 5RFS), welches fur den
Hyaluronanexport verantwortlich ist [45].

Die wachsende Hyaluronankette bewirkt einen negatiRtckkopplungseffekt auf die
Hyaluronansynthese, hemmt sie also. Auch Insuligebnnd Kortikoide flihren zu
einer Verminderung der Biosynthese [27,37,46]. Diesderum hat eine verminderte

Zellproliferation zur Folge. Krankheiten wie z. Beine Odembildung nach



Verletzungen, Entziindungen und Metastasenbildumgl diingegen durch eine
Uberproduktion von Hyaluronan charakterisiert [J,4Buch unter ischamischen
Bedingungen im Herzmuskel, beim Myokardinfarktjgitelie Hyaluronan-Biosynthese
an [59].

Entzindliche Lasionen auf3erhalb des zentralen Neygtems zeigen erhdhten Umsatz
von Hyaluronan [57]. Wahrend einer Entziindungsieakh der Peripherie sezernieren
aktivierte Fibroblasten oder andere Zellen Hyalidase, welche den Hyaluronan-
Gehalt reduziert [50,60]. Reaktive Sauerstoffaréen Entzindungsort férdern diese
Reduzierung weiterhin [1,35].

Wie Dbereits erwahnt, ist Hyaluronan eines der Haegtandteile der
Extrazellularmatrix, besonders im lockeren Bindegleg und bildet dort einen Teil der
Kittsubstanz [23,46]. Des Weiteren kommt Hyaluromarder Synovialflissigkeit, im
Glaskdrper des Auges, in der Nabelschnur, in demideund im Knochen vor [26,46].
Das dort als nicht komprimierbares, viskoses Gédiegende Hyaluronan dient z. B. als
Wasserspeicher. In der Synovialflissigkeit wirktas ,Schmiermittel” fir Gelenke
und im Glaskoérper, der Nabelschnur, der Dermis amderen Geweben hilft es bei der
Aufrechterhaltung des Turgors, sowie der Widerstéitdgkeit gegen Druck [28]. Es
wurden aber noch viele andere Funktionen von Hgalam bezuglich der Zellregulation
festgestellt, so dient es z. B. der Freihaltung Verkehrswegen fir die Zellmotilitat, es
hilft bei der Zellinvasion und -proliferation dur¢hteraktion mit Hyaluronanrezeptoren
an Zelloberflachen (z. B. bei embryonalen Zellew auch Tumorzellen), férdert die
Zellgestaltung mit und ist bei metabolischen Readdn anwesend [28,44]. Viele dieser
Prozesse sind grundlegend fir menschliche Krandheivie z. B. Krebsmetastasen,
Infektionsabwehr und Arthritis [45].

Die Wirkungsweise von Hyaluronan ist dabei groRéaalyig. Formen von Hyaluronan
mit von der Norm abweichendem Molekulargewicht maberschiedene Funktionen.
Kleinere Formen von Hyaluronan unterstitzen so Akévierung von T-Zellen in
frihen entzindlichen L&asionen, wéahrend grol3ere,hrhotekulare Formen von
Hyaluronan die Remyelinisierung von Nervbahnenhronisch entziindetem Gewebe
verhindern  koénnen [5]. Die  Wirkungsweise wird durchspezifische
Oberflachenrezeptoren der Zellen Ubertragen, welaghéWNesentlichen Rezeptoren fur
Hyaluronan vermittelte Motilitatt (RHAMM) und CD44ingl [53-55]. Mdgliche



Ergebnisse sind dann die Modulation der Endothefagiktion und Angiogenese [53-
55,61], sowie Einleitung einer Entziindungsreakti@nMakrophagen-Aktivierung nach
Verletzung [39].

Therapeutisch macht man sich derzeit HyaluronanBz.als Ophtalmikum bei

chirurgischen Eingriffen am Auge zunutze, oder \&rdet es bei Arthrose
(intraartikular), zur Korrektur von DeformationerrdHaut (Faltenglattung) und zur

Wundbehandlung (Angiogenese) [46].

Auch im zentralen Nervensystem (ZNS) findet man Ibyman. So ist in der
Extrazellularmatrix des menschlichen Gehirns reéthlHyaluronan zusammen mit
Hyaluronan bindenden Proteinen vorhanden [13,54]wkrde in den verschiedensten
Regionen des Gehirns, wie z. B. der grauen undemeflibstanz des GroR3hirns aber
auch des Kleinhirns, dem Corpus callosum, dem Liquw auch in den Hirnh&uten,
gefunden [5,24,45]. Das Gewebe des Gehirns ist iddiffus mit Hyaluronan
durchzogen, dabei findet es sich mehr in der wetdsrin der grauen Substanz. Am
hdchsten ist seine Konzentration in den aul3ererebegnden Schichten des Cortex. Im
Plexus choroideus und in den Leptomeningen hingesgfesein Gehalt niedrig [24].
Seine Aufgaben und Wirkungsweisen sind dabei eberedfiltig wie in den tbrigen
Geweben. So dient es als Cofaktor zur Neuronemdiff@erung, Neuronenextension
und -motilitat sowie zur Ubertragung synaptischign8le [29,36]. Des Weiteren wird
die Entwicklung von erwachsenen Neuronen und Okgddozyten beeinflusst, sowie
die Astrozytenmotilitéat, Neuritenwanderung und dasnale Wachstum [29].

Im ZNS sind Astrozyten die hauptsachliche Quelle yaluronan [32]. Rund um
entziindliche und entmyelinisierte Lasionen, die w&ischiedenen Krankheiten wie
z. B. Multipler Sklerose auftreten, sind typischeise Progenitorzellen der
Oligodenrozyten (OPC) anwesend, welche sich nomwalse in Myelin bildende
Oligodendrozyten weiterentwickeln. Dieser Vorgandeilli aber aus und die
beschadigten Axone werden nicht remyelinisiert [5$. wurde herausgefunden, dass
sich Hyaluronan an entmyelinisierte Lasionen beielgen mit Multipler Sklerose und
bei Mausen mit experimentell autoimmuner Encephg#itis anlagert. Es handelt sich
dabei um eine Hyaluronanform mit hohem Molekulangéiv(high molecular weight,

HMW), die von Astrozyten synthetisiert wird undtsian chronisch entmyelinisierten



Lasionen anlagert [5]. Diese Form von Hyaluronamimé die Remyelinisierung nach
Lysolecithin-induzierter Entmyelinisierung der weif3Substanz. OPCs sammeln sich
an und entwickeln sich nicht in entmyelinisierteéaslonen, wo HMW Hyaluronan
prasent ist, in Myelin bildende Zellen weiter [5,6] dieser Studie hemmte die Zugabe
von HMW Hyaluronan zu OPC Kulturen reversibel dmdenitorzellenumwandlung,
wahrend  reduziertes  Hyaluronan in  Astrozyten-OPC kulloren  die
Oligodendrozytenbildung sogar forderte. Die HMW-+Rovon Hyaluronan kann daher
zum Fehlschlagen der Remyelinisierung durch Vesdrnmadg der Umwandlung von
OPCs, die zu den entmyelinisierten Lasionen hemyggn wurden, substantiell
beitragen [5].

Auch das Hyaluronan bindende Transmembranglycopr@®44 ist ein beitragender
Faktor zum Scheitern der Remyelinisierung [5]. Oblvces selbst fur die
Hyaluronansynthese nicht bendtigt wird, so reguksr doch die zellulare Antwort auf
Hyaluronan [40] und die Ansammiung von auf Hyal@aon basierter
Extrazellularmatrix [22]. Im ZNS wird CD44 in niadem Niveau von Astrozyten und
Mikroglia synthetisiert [34]. In entmyelinisiertdrisionen bei Patienten mit Multipler
Sklerose synthetisieren die Gliazellen kontinuatrlvermehrt CD44. Diese durch die
Gliazellen verursachte Mehrproduktion des Hyalurona bindenden
Transmembranproteins erhoht die Mdglichkeit, zuewinFortschreiten der Krankheit
beizutragen [15,16]. Hyaluronan akkumuliert alsoder weil3en Substanz zusammen
mit der erhdhten CD44-Expression nach Nervernstramgtzung/-schaden und die
vermehrte Ausschittung von CD44 fihrt zu einer Bplimisierung [58]. Chronisch
erhohte Expression von CD44 konnte schlieBlich aig Hyaluronan basierende
Extrazellularmatrix in entmyelinisierten Lasionerer&ndern, was wiederum zum
Fehlschlagen einer Remyelinisierung beitrige [5§. WRurde herausgefunden, dass
Antikorper gegen CD44 die weitere Entwicklung vorperimentell autoimmuner
Encephalomyelitis verhindern kénnen [8].

Ebenso konnte bei einem anderen Krankheitsbild, 8ehaganfall, eine Veranderung
in der Hyaluronankonzentration festgestellt werdemwurde herausgefunden, dass die
Produktion im Gehirn von Hyaluronan und kleingevigen Disacchariden von
Hyaluronan (o-HA, oligosaccharides of hyaluronanpbgestorbenem Gewebe und im

Serum von Patienten an bis zu 14 Tagen nach eirgrtaganfall angestiegen war.



Auch die Hyaluronidaseaktivitdt in den Serumprobear angestiegen, was den
nachfolgenden Anstieg von o-HA erklart. Au3erdemrite eine verstarkte Ablagerung
in Blutzellen und sowohl intrazellular als auch den Zellkernen der dem Infarkt
benachbarten Neuronen festgestellt werden, sowiee eNMermehrung der
Hyaluronansynthase- und Hyaluronidaseaktivitat mmv Schlaganfall entziindeten
Zellen und auch in den benachbarten GehirnregioRazeptoren fir Hyaluronan
vermittelte Motilitat (RHAMM) wurden intrazellulannd in den Nuclei von Neuronen
beobachtet, auf3erdem in der Tunica media von gealRdélutgefaRen und in
Endothelzellen von KleingefaRen in vom Schlaganfaliroffenem Gewebe, wahrend
die Expression von anderen Rezeptoren fur Hyaluror@D44 und das Tumor
Nekrosefaktor stimulierte Gen 6 (TSG-6) haupts&bhin infiltrierten, mononuklearen
Zellen von entzindlichen Regionen erhéht waren. Byaluronananalyse ist also ein
wichtiger Befund im akuten Stadium von Schlagastdliden. Angestiegene o-HA-
Produktion, bald nach dem Schlaganfall, deutet amwhe Verstarkung der
Entzindungsreaktion hin und ist somit schadlichhiwgegen die Aktivierung von
Hyaluronan und/oder o-HA-induzierten zellularen riaifransduktionen in Neuronen
und Kleingefalen durch Stimulation von Angiogenasé den Erneuerungsprozess
wirken konnen und auf das Uberleben empfindlichenfdnen [3].

Im Liquor cerebrospinalis (cerebrospinal fluid, §Sfind die Konzentration und das
Vorkommen von Hyaluronan bei verschiedenen Krarikhei abhdngig von der
Lokalisation und vom Alter des Patienten, mitunteghr unterschiedlich: das
Hyaluronan-Niveau im lumbalen Liquor zeigt z. Bnem Anstieg mit dem Alter.
Gesunde Kinder verglichen mit gesunden Erwachsdradren deutlich differierende
Werte von 50ug/L zu 166 pg/L. Der Gehalt steigt schrittweise Hmitraum der
Pubertat und weitergehend mit dem Alter. Auch it Gehalt von Erwachsenen im
ventrikularen Liquor deutlich niedriger als im lualén Liquor [24].

Sehr hohe Werte wurden bei Patienten mit Krankhewtge Meningitis und auch
Tumormetastasen gefunden (8000 bzw. 4000 ug/L). Wegeren wurden deutlich
erhdhte Werte vor allem bei Spinalstenose, Kopétedngen und Hirninfarkt gefunden,
aber auch bei entzindlichen Heilungsstérungen, beélgdrocephalus und bei
Encephalitis. Bei Multipler Sklerose und sonstigeurologischen Krankheiten ist ein

signifikanter Anstieg im Liquor cerebrospinalis micoekannt [24]. Die Hyaluronan-



Konzentration im CSF ist jedoch generell um vielgdher als die im Plasma oder
Serum [14]. Die Gehirne von Foten und jungen MeeascWweisen hohere Mengen an
Hyaluronan auf als die von Erwachsenen. Im Liquesebrospinalis hingegen zeigt sich
eine gegenlaufige Entwicklung, der Gehalt steigt it dem Alter [24].
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass daltGen Hyaluronan und anderen
Bestandteilen der Extrazellularmatrix des menshkic Gehirns (und auch anderer
Gewebe) mit dem Reifungsprozess des jeweiligen Besvabnimmt. Ein erhéhter und
angestiegener Wert sowie eine Veranderung in desaZmensetzung der
Extrazellularmatrix deutet auf pathologische Preeeshin [48]. Daher kdnnen
Hyaluronan und die begleitenden Hyaluronan binderRi®teoglycane einen wichtigen
Faktor zur Friherkennung von Krankheiten, besondesdas Zentralnervensystem

betreffenden, darstellen.

Ein Odem ist eine Schwellung aufgrund pathologisdhermehrung der interstitiellen
Flissigkeit. Ihm liegt ein Missverhéltnis zwischelem aus den Blutkapillaren
austretenden Flussigkeitsvolumen (relativ zu grofd) dessen Abfluss (relativ zu klein)
zugrunde. Ursachlich dafur kénnen z. B. ein erhdoleuck in den Blutkapillaren,
verminderte Proteinkonzentration im Plasma, erhdtdothelpermeabilitdt oder ein
gestdrter Lymphabfluss sein [28].

Eine Hirnschwellung, entstanden durch die unnorveimehrte Einlagerung von
Fllssigkeit in das Gehirn, wird als Hirnddem bebp&t [46]. Bei einem Hirnddem ist
das Gehirn in der Regel im Ganzen vergroRert urld fien Schadelinnenraum
vollkommen aus. Dadurch werden die Windungen alagi) die Furchen verstreichen,
auch konnen die fur den Blutabfluss verantwortlicig&nus komprimiert werden. Die
Folge von Letzterem ist eine Ischamie, die bis Ainmtod fihren kann. Gleichzeitig
werden infolge des erhohten Innendrucks im SchédelKleinhirntonsillen in das
Foramen magnum eingepresst. Die Flussigkeitsveumghin der grauen Substanz
spielt sich dabei im intrazellularen Raum ab unuliffiiein erster Linie die Fortsatze der
Astrocyten, wahrend in der weilen Substanz auche eiextrazellulare
Flussigkeitsansammlung vorkommt. Bei langer bestéde Odem konnen nicht nur
die Gliafasern, sondern auch Markscheiden anscawalhd zerfallen, man spricht dann

von einer Odemnekrose [17,46].



Das Hirnédem entsteht durch Stérungen des Wasser-Hlektrolythaushaltes oder
infolge einer Schéadigung der Blut-Hirn-Schranke rodkger Blut-Liquor-Schranke
[46,52]. Urséachlich dafir sind pathologische Preeesm ZNS, wie z. B. diverse
Entzindungen (Meningitis, Ventrikulitis, AbszessicEphalitis), Tumore, Ischamien
(z. B. nach Schlaganfall), intracerebrale/subaraitfate Blutungen und Intoxikationen
sowie traumatische Verletzungen (Schadel-Hirntraajmaund Stérungen nach
Operationen [30,46,47].

Bei Veranderungen des Wasser- und Elektrolythateshalnd vor allem ein Salzdefizit
sowie Wasseruberschuss entscheidend. Bei ersteitimdie Osmolalitat und das
Flussigkeitsvolumen wandert von extrazellular nadhazellular. Mogliche Ursachen
hierfir sind u. a. starkes Erbrechen, Durchfall,hvtzen, Aldosteronmangel,
Hypokalidmie, Lasionen des zentralen Nervensystedser eine salzverlierende
Nephritis. Bei einem Wasserluberschuss hingegen gtstezundchst das
Extrazellularvolumen an, es sinkt die Osmolalitédl infolge dessen findet wieder eine
Flissigkeitsverschiebung von  extrazellular nach ragdllular  statt.  Ein
Wasseruberschuss kann z. B. beim Trinken von Wadsar UbermaRiger ADH-
Ausschittung, bei intensiver Magenspilung oder Ibkision von Glucoselésungen
entstehen [52].

Man unterscheidet diverse Formen des HirnbdemsisSalas vasogene Hirnddem
hauptsachlich extrazellular lokalisiert und entstehfolge einer Stérung der
Kapillarpermeabilitat und Hamodynamik. Man findet 2. B. nach einem Schadel-
Hirntrauma, oder als perifokales Hirnddem bei Himobren, Hirnabszess, Encephalitis
und intrazerebraler Massenblutung. Bei letzteremwawet das Odem jedoch im
spateren Verlauf mehr und mehr, wenn sich das &esgee Blut eindickt [17,46]. Das
zytotoxische Hirnddem macht sich intrazellular betar und entsteht infolge einer
Stérung der N&aK'™-ATPase durch Zellverletzungen bei Ischamie, Uramie
Wasserintoxikation und Hypoxie, aber auch nach &ehBirntrauma. Das interstitielle
Hirnédem schlie3lich entsteht durch vermehrten tEns von Liquor cerebrospinalis,
z. B. beim Hydrozephalus [30,46]. Mittlerweile wercherausgefunden, dass diese
Hauptformen des Hirnédems gleichzeitig auftretennign, besonders bei traumatischen
Hirnverletzungen sind das vasogene und das zysutb&i Hirnodem kombiniert, was

eine effektive Behandlung erschwert [30]. Fur dientatrophia cerebri, die narbige
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Verkleinerung einer gesamten Grol3hirnhemispharefetrkrankung im fetalen oder
frihkindlichen Alter), wird ein halbseitiges Hirnéih als urséachlich angesehen, dessen
schadigende Wirkung durch Kreislaufstérungen béhKmdlichen Krampfanfallen
noch verstarkt wird [17].

Klinisch kann das Hirnddem verschiedenste Symptdmeevorrufen, welche die
Entwicklung des Odems anzeigen, wie z. B. Kopfsaam&belkeit und Erbrechen
sowie Bewusstseinsstérungen. Als frihestes klinigehwertbares Zeichen wurde
zunehmende Schlafrigkeit beobachtet [4]. Die Hiuolisteigerung infolge der
Volumenzunahme des Gehirns kann bis zum Tode fuH#ea7,30,52]. Das
festgeschriebene Volumen der intrakranialen Kawiitiert dabei, dass die Expansion
von irgendeinem Teil des Hirns, des Liquor cerepirtais oder des GefalRsystems auf
die Kosten eines anderen ausgeglichen wird. Denddirck bleibt dadurch solange
relativ normal, bis die Anpassungsmechanismen dasinderten Liquor- und vendsen
Blutvolumens erschopft sind. Ab diesem Punkt steigr intrakraniale Druck
Uberproportional an [31]. Ist dies der Fall, dannerden der cerebrale
Durchblutungsdruck und Blutfluss, bedingt durch aigoregulatorische Vasodilatation,
reduziert. Wenn der cerebrale Blutdruck die kritssadGrenze von ca. 50-60 mm Hg
unterschreitet, 6ffnen sich die Arteriolen maxiraat die Autoregulation versagt. Jetzt
wird der cerebrale Blutfluss ganz geschlossen uedGkwebsischamie fordert die
Verschlimmerung des Odems. SchlieRlich reduziestwieiter anwachsende Odem den
globalen Blutfluss des Gehirns auf ein Mal3, welafiesStoffwechselfunktionen nicht
weiter gewahrleistet. Der Hirntod ist die Folge.[4]

Vor allem das zellulare Hirnédem wirft noch eineiliRevon Fragen bezglich der
Behandlung auf. Es ist eine lebensbedrohende K&atin des Hirninfarktes bzw. des
Schlaganfalls. Seine molekulare Kaskade beginnt duit cerebralen Ischamie und
beinhaltet den Verlust der lonenpumpen in der Zethibran sowie das Anschwellen
der Zellen [30]. Als erstes steigt dabei der 48piegel im Gewebe und der
Wassergehalt, gefolgt von erhohter Aktivitat def/Ma-ATPase auf der Gegenseite des
Endothels. Dies geschieht noch bevor irgendeirkttraller Schaden eintritt. Es wird
dann durch die wieder eintretende Durchblutungtéets Der anschlie3ende Prozess
resultiert aus dem verspateten Zusammenbruch derHBIn-Schanke, der mit dem

Infarkt des Parenchyms und des Gefal3systems vezhusd Die treibende osmotische
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Kraft fiir die jetzige Entstehung des Odems ist idamer noch erhdhte Gewebs-Na
sowie die extravasalen Serumproteasen, die zu ewiggren Zerstorung der Blut-Hirn-
Schranke und einer Gewebsaufweichung fihren [4$ PRdlge wird wiederum der
Blutfluss im Gehirn vermindert. Kommt es zu einaymipletten Unterbindung des
cerebralen Blutflusses, so folgt ein schnelles Hadbicher elektrophysiologischer und
metabolischer Funktionen des Gehirns. Das zytotbeisund vasogene Odem haben
ihre gréRte Ausdehnung dabei zwischen 24 und 78detu nach dem ischamischen
Ereignis [30], die klinische Manifestation der igohischen Hirnschwellung zeigt sich
generell jedoch erst 2 bis 5 Tage nach dem InfdikiKombinationsbehandlungen des
zellularen Odems bei Ischamie mit vasogenem Oderenmbislang nicht erfolgreich
[30]. Andere Autoren sehen generell das vasogenarOals Hauptursache zu einer
Hirnschwellung nach einem Schlaganfall bzw. eirmohéimie an. Das zytotoxische
Odem spiele dabei nur eine lokale und untergeoedRetle [4].

Auch ist die Entwicklung eines Odems bei intraceatsy Blutung nicht genau bekannt
[30]. Es wurde lediglich gezeigt, dass intracerkhraintraventrikulare und
subarachnoidale Blutungen héaufig radiologische d&fakt zur Vorhersage von
schlechter neurologischer Genesung sowie vom Tod. dDas cerebrale Odem ist
jedoch keine zwingende Folge z. B. der subaraclatendBlutung, es tritt viel mehr als
prognostische Variable auf. Jedoch ist es ein grélisikofaktor fur den Tod oder
schwere Behinderungen nach einer subarachnoidalgang. Generelle Anzeichen fur
ein globales cerebrales Odem waren wiederum der uBstgeinsverlust bzw.
Bewusstseinsstorungen, grof3e Aneurismen und Ratienit hOherem Alter [11]. Bei
intracerebralen Blutungen wurde experimentell gezelass Blutbestandteile, wie z. B.
Thrombin, Entziindungen und vasogene Odeme hereorkifnnen [25].

Beim Schadel-Hirntrauma wird nach neuesten Forggpéin mittlerweile das
zytotoxische Odem als Hauptfolge angesehen. Es tebéhts durch ein
Elektrolytungleichgewicht und einen Verschluss vonenkanélen, wodurch die Zellen

anschwellen [30].
Als generelle Therapiemdglichkeiten werden derdet Osmotherapie (Infusion von

osmotisch wirksamen Diuretika, z.B. Mannitol) angew, die kiinstliche Beatmung mit

Hyperventilation und die Gabe von Barbituraten Masopressoren. Glukokortikoide
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werden nur bei perifokalem vasogenem Hirnbdem vedw&ie erwiesen sich, bezogen
auf das zytotoxische und auch das interstitiell@er@dsowie bei Schadel-Hirntrauma,
als nicht sehr effektiv [30,47]. Eine weitere Ahative, wenngleich sehr invasiv, ist die
Ventrikulostomie (Drainage des Liquor cerebrospg)aund derzeit noch vielfach

diskutiert wird die Hypothermie [30,19]. Hypervdation sollte nur sehr vorsichtig und
klinisch Uberwacht angewandt werden. Sie dientglezh fir kurze Zeiten (4 bis 6

Stunden) zur Uberbriickung, bis definiertere Thamapergriffen werden. Dennoch
bewirkt die Hyperventilation Uber einen sinkenderO,®Partialdruck ein dazu

proportionales Absinken des cerebralen Blutflusses Blutvolumens, was wiederum
in einer schnellen Reduktion des intrakranialen dRes resultiert. Bei langerer
Anwendung aber verschlechtert sie die Prognos@dtienten mit Schadel-Hirntrauma
und fuhrt zur cerebralen Ischamie [47]. Zur Osmi@pee braucht man mdglichst ideale
osmotische Wirkstoffe, damit sie das bestehenderQueht noch verschlimmern oder
den intrakranialen Druck erh6hen. Solche Stoffédesokinen glinstigen osmotischen
Gradienten produzieren, reaktionsarm und nichtstxisein, von einer intakten Blut-
Hirn-Schranke zurlickgehalten werden und minimalstesgische Nebenwirkungen
haben. Diesen Anforderungen wird Mannitol gut gketemoch besser sollen aber
hypertone Salze (z.B. Natriumchlorid) sein. Dastélitler Wahl stellt dennoch derzeit
Mannitol dar, da noch nicht ausreichend viele mblngte Studien dber die

Anwendung und Wirkung hypertoner Salze vorlieger.[4

Doch trotz aggressiver und sofortiger Behandlund Mannitol, Vasopressoren,

Hyperventilation und Barbituraten kann der Anstegs intrakraniellen Druckes so
schnell sein, dass Hernien des Gehirns und/oderatemnerhalb von 36 Stunden nach
Verletzung eintreten kdnnen [30]. Die derzeitig&l&mung dafir ist die exponentielle
Beziehung zwischen dem intrakraniellen Druck undh dgehalt der Gehirnflissigkeit.

Wenn sich ein Odem entwickelt, wird eine Schwelleeieht, bei der sich der

intrakranielle Druck exponentiell bei nur geringfien Anderungen des Hirnddems
erhoht [4,31].

Als letzte Moglichkeit besteht die operative Tregaon bzw. die dekrompressive

Kraniektomie oder Hemikraniektomie, wenn alle henkdlichen MalRnahmen

fehlgeschlagen sind oder wenn bei Patienten mitBz. vielfachen schweren
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traumatischen Hirnverletzungen herkdbmmliche Behamgdmethoden von Anfang an
nicht effektiv waren [4,19,46]. Die Hemikraniektamgilt als sehr zuverlassig, um den
Blutfluss im Gehirn in den isch&mischen Arealenvarbessern und den erhéhten
intrakranialen Druck zu verhindern [4]. Jedoch fidge Sterblichkeitsrate nach einer
Hemikraniektomie noch bei tUber 20 %, die vollstgediGenesung je nach Studie
zwischen 30 und 50% [9,12,19]. Abh&ngig sind diablen natirlich auch von Art

und Auspragungsgrad des Odems sowie vom Alter de®@rien. So stehen die
Chancen alterer Patienten wesentlich schlechtati@lgon jingeren, und bei Fallen mit
mehreren und grol3eren betroffenen arteriellen Gabiest die Sterblichkeitsrate

ebenfalls hoéher [4]. Auch tragen viele Patientesiddnde Behinderungen bis hin zu
geistiger Behinderung mit der Unfahigkeit, sichbselzu versorgen, davon [9,12]. Der
ideale Zeitpunkt flir einen operativen Eingriff kb@moch nicht festgesetzt werden,
neuere Meinungen weisen aber darauf hin, dass relikeniektomien innerhalb der

ersten 24 Stunden die besseren Prognosen aufwé]sen

Ganz neue Hoffnung, bezogen auf die Therapie, vdedzeit auf die weitere

Erforschung von Wasserkanalen, den AquaporinengggelGemessen an ihrer
Permeabilitat fir diverse Moleklle wurden sie ve@QOLin drei funktionelle Gruppen

eingeteilt. Hervorgestochen ist bislang das Aquapds welches im ZNS entdeckt
wurde und dort von Astroglia angrenzend an Blutgef&ezerniert wird. Es wurde in
mehreren Studien als Hauptfaktor bei ischamie-iredten Hirnddemen beobachtet und
kann bei Abwesenheit eine solche Entstehung veenmdVvan hofft die Aquaporine

pharmakologisch kontrolliert zur Kontrolle der Hetsung und zum Abbau von

Odemen bei Trauma und Ischamie einsetzen zu komeneit werden sie aber noch

nicht zur Therapie am Menschen verwendet [30].
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3. Material und Methoden

3.1 Histologisches Untersuchungsgut

Aus dem Institut fur Rechtsmedizin des Universikiitdkums Hamburg-Eppendorf
wurden insgesamt 16 Gewebeproben aus drei unteddichien Arealen des
menschlichen Gehirns entnommen (Cortex cerebris Bad Cerebellum).

Diese Proben sollten mikroskopisch auf Vorkommea \arteilung von Hyaluronsaure
untersucht werden, wobei die Immunreaktivitat degedarbten Schnitte in der visuellen
Auswertung abzuschatzen war. Es wurde ein Bewestuafstab angesetzt, der von
negativer (-) bis zu dreifacher positiver Wertueghte (+++). Es wurde die Verteilung
der Hyaluronsaure in der weif3en Substanz sowie dgiwplasma von Neuronen und
Gliazellen bewertet. Zum Zeitpunkt der Sektion waurder Grad des Hirnddems
dokumentiert und in drei Stadien (leicht, mittethwer) eingeteilt. Die Ergebnisse
dieser Einteilung waren bei der Auswertung der dfiigfie nicht bekannt. Au3erdem
wurden die Gewebe auf Anwesenheit der Aquaporineintl 4 untersucht. Die
Anwesenheit der Aquaporine 1 wurde weiter differerizin Vorkommen im Cortex
cerebri, in der weiRen Substanz und im Cortex desHKirns, dort sowohl im Stratum
granulosum als auch im Stratum moleculare. Die Asembeit der Aquaporine 4 wurde
in der weil3en Substanz und im Cortex von Grol3himd &leinhirn Uberprift, im
letzteren auch separat in der Purkinjezellschicht.

Die einzelnen Ergebnisse werden im Folgenden mite Hion Balkendiagrammen
dargestellt. Die Hirnddemgrade haben wir dabeiiaéaeht, lediglich die zwei Grade 1,
leichtes bis kein Hirnddem, und 3, schweres Hirmddaerden dargestellt. Ebenso
wurden in den histologischen Praparaten ledigliehGrade ,+ und ,+++“ gemessen.
Der Anfarbungsgrad wird aus den Symbolen von .}, + +/++, ++, ++/+++ und +++*
umgesetzt in die Zahlenskala 0, 0,5, 1, 1,5, 2, uh8 3. Der mittlere Farbegrad
errechnet sich schlie3lich aus der Anzahl der vork@nden Grade (z. B. zwei mal der
Grad 1, drei mal der Grad 2,5 und drei mal der G3ad 18,5), dividiert durch die
Anzahl der Préparate des jeweiligen Hirnabschnitbes den unterschiedlichen
Hirnschwellungsgraden (meist jeweils 8 Stick). Sarde sich in diesem Fall ein
mittlerer Farbegrad von 2,3 ergeben. Der mittleéegbEgrad wurde immer auf eine

Nachkommastelle gerundet.
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Um die gesamte Bandbreite der ermittelten Anfarlsgrade aus der histologischen
Untersuchung mit zu erfassen und ein aussageleggsgergebnis zu erzielen, wurden
jeweils zusatzlich zu den jeweiligen, den Mitteltveargebenden Messreihen die

Standardabweichungen in die Grafiken eingepflegt.

3.2 Die Anfertigung von Paraffinschnitten

Die entnommenen Gewebeproben wurden zunachst én Eormaldehydlésung fixiert
und anschlielend gespdult. Daraufhin erfolgte dieb&itung in Paraffin. Zu diesem
Zweck wurden die Proben in einer aufsteigenden Wdk®ihe entwassert und dann mit
Paraplast plus/2 durchdrungen. Zur Vorbereitung zum Schneideurden die
Paraffinblocke fur 2-3 Stunden auf 4° Celsius vé&ig@t, um anschlieBend mit einem
Schlittenmikrotom in funfum dicke Schnitte geschnitten zu werden, welche darin
einen silanbeschichteten Objekttrager (Histo BonMarienfeld, Deutschland)
aufgebracht wurden. Diese kamen zum Trocknen ulaehtNin einen 37° C warmen
Brutschrank. Die anschliel3ende Entparaffinierurfglgte am nachsten Tag mit Hilfe

einer absteigenden Alkoholreihe (Ethanol). Die Stthrvurden so rehydriert.

3.3 Histochemie mit einem Hyaluronsaure bindendemretein (HABP)

Die entparaffinierten und rehydrierten Schnitte demr zunachst in der Mikrowelle
vorbehandelt. Sie wurden in 10 mM Citratpuffer (p}) funf Mal fir je zwei Minuten
gekocht (400 W) und nach etwa 20 Minuten Abkuhleschalieliend in Aqua dest.
gespult. Dann erfolgte die Inkubation in konzemteeAmeisensaure fir 15 Minuten in
einer Kuvette. Danach wurde wieder grindlich in Aglest. gespult. Nun wurden die
Objekttrager fur zwei Mal funf Minuten mit TBS-Paffgesplilt.

Die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen kgl mit TBS (pH 7,6) mit 1 %
BSA, fir 30 Minuten RT. Ohne zu spilen wurden digépRrate jetzt mit dem
biotinyliertem Hyaluronsaure bindenden Protein (HAB ug/ml) in TBS + 1 % BSA
fur eine Stunde RT inkubiert. Die anschlielende 8@ zur Entfernung des
ungebundenen HABPs erfolgte fur drei Mal funf Mientin TBS. Es folgte die

Inkubation mit dem ABC AP Komplex fur 30 Minuten RWach erneutem Spulen fur

16



drei Mal funf Minuten folgte die Entwicklung der APnzymreaktion mit Neufuchsin

fur 30 Minuten im Dunkeln. Die Objekttrager wurdesann mit flieRendem

Leitungswasser fur drei bis funf Minuten gewéasserd anschlieRend mit Aqua dest.
gespult.

Die Gegenfarbung erfolgte mit Hamalaun fir zehn uBelen, dann wurde mit

flieRendem Leitungswasser fur funf Minuten gebl&dch einmal wurden die Schnitte
mit Aqua dest. nachgespult und dann mit Crystal Mo(Biomeda, Foster City,

Kalifornien, USA) eingedeckelt.

3.3.1 HABP-Histochemie nach Verdauung durch Hyaluroidase aus bovinem
Testes

Abweichend zu dem oben beschriebenen Verfahreneavai Teil der Praparate zur
Spezifitat vor dem Spulen und Blockieren mit TBStem PB Puffer nach Sérensen
gespdult. Darauf erfolgte die erste Inkubation myakironidase aus bovinem Testes flr
vier Stunden bei 37° Celsius in feuchter Kammer nideckglaschen mit
Paraffinfif3chen, bei einer Konzentration von 980nlU(PB Puffer). Anschliel3end
folgte die zweite Inkubation tber Nacht bei 37°sied in gleicher Konzentration. Nach
dem Spulen mit TBS fur drei Mal funf Minuten am h&ten Tag wurde wie oben
beschrieben mit dem Blockieren und den weitereresbchritten fortgefahren.

3.3.2 HABP-Histochemie nach Verdauung durch Hyaluroidase aus Streptomyces
Zur Erzielung einer noch héheren Spezifitat deryEmeaktion wurde ein weiterer Tell
der Praparate vor dem Spulen und Blockieren miS EBnéachst in 0,020 M Na-Acetat
Puffer gespdlt, um dann mit Streptomyces Hyalurased fir vier Stunden bei 37°
Celsius in feuchter Kammer mit Deckglaschen mitaRefil3chen inkubiert zu
werden, bei einer Konzentration von 10 U bzw. IBR8J/ml in Na-Acetat Puffer. Die
zweite Inkubation erfolgte bei gleicher Konzenwatund tber Nacht bei 37 ° Celsius.
Am zweiten Tag wurde mit TBS fir drei Mal finf Mitain gespdilt und anschlieRend

wie gewohnt mit dem Blockieren fortgefahren.
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3.4 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Zur histologischen Beurteilung wurde von jeder Geeveihe jeweils ein Schnitt HE
gefarbt.

Die HE-Farbung wurde in einem Farbeautomaten naolene Standardprotokoll

durchgefuhrt. Die Schnitte wurden hierfir in Xylehtparaffiniert und Uber eine
absteigende Alkoholreihe rehydriert. AnschlieRenarde in destilliertem Wasser flr
zwei Minuten inkubiert, danach fur eine Minute idrHatoxylin, dann wieder fir zwei

Minuten in Aqua dest., in Leitungswasser fir funiniten, in Eosin fur drei Minuten

und abschliel3end erneut in Aqua dest. fir 30 Sedundun wurden die Schnitte Gber
eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert, drei Mt je funf Minuten in Xylol

belassen und mit Eukitt (Kindler, Freiburg, Deutaadkl) eingedeckelt.

3.5 Farbung der Aquaporine

Die entparaffinierten und rehydrierten Schnitte damr im ,Chemmate antibody
diluent* Dako Cytomations, S2022, fur 30 Minuterkubiert und anschliel3end tber
Nacht bei 40° C mit den primaren polyklonalen Adtiern Anti-Aquaporin 1 von
Chemicon oder Alpha Diagnostic im ,Chemmate” venatligl:400 / 1:1200). Die
primaren Antikorper wurden bei Nutzung des DakooBwtion EnVision + DualLink
Systems, Peroxidase (DAB+), Code K4011 und K40@rmbvorgehen entsprechend
der Gebrauchsanweisung des Herstellers nachgewiesen

Die Gegenfarbung der Schnitte erfolgte mit Mayegsndtoxylin oder Toluidin blau,
dehydriert wurden sie in einer abgestuften Alkobible, gefolgt von Xylen.
Anschlie3end wurden sie mit DPX mounting media edegkelt.

Die Kontrollschnitte, bei denen jeder der drei AKdtper weggelassen wurde,

erschienen jeweils immer blank.
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4. Ergebnisse

Die Ergebnisse aus der histologischen Untersucldangeinzelnen Praparate sind in

Tabelle 1 zusammengefasst.

Fallnummer

Fasern der
weilzen
Substan:

Neurone und
Gliazellen des
Cortex

Hirn6dem-
grad

AQP-1
In weil3er
Substan:

AQP-1

Im Cortex

GL

ML

AQP-4
In weil3er
Substan:

AQP-4
Im Cortex
PC

NP 1/05A

+ /[ ++

++ [ +++

NP 1/05B

4L

+/++

NP 1/05C

+++

()

+++

)

NP 13/05 A

++

NP 13/05B

)

NP 13/05C

+

*)

- ++

NP 17/05A

*)

NP 17 /05 B

NP 17/05C

++

)

NP 61 /06 A

++ [+++

NP 61/06 B

+++

&)

NP 61 /06 C

++/ +++

++

++

++

++

i G0

NP 108 /05 A

NP 108 /05 B

NP 108 /05 C

+++

+/++

NP 11/06 A

+/++

NP 11/06 B

++/ +++

NP 11/06 C

+++

+/++

NP 101 /05 A

NP 101 /05 B

4L

NP 101/05C

partial ++

+++

+/++

+/++

NP 63 /05 A

NP 63/05B

NP 63/05C

+++

++

+/++

+ +/++

NP 22/05A

+

NP 22 /05 B

NP 22/05C

+++

++

*)

NP 14 /05 A

NP 14/05B

NP 14 /05 C

++

*)

NP 76 /05 A

NP 76 / 05 B

NP 76/05C

+++

++

+

)

NP 168 /05 A

NP 168 /05 B

NP 168 /05 C

+++

++

+

++

(*)

NP 18/05 A

NP 18 /05 B

NP 18/05C

)

+/++

- +/++

NP 78/06 A

+/++

NP 78 /06 B

++ [+++

NP 78 /06 C

++/ +++

+++

++/+++

+++

+++

NP 58 /06 A

++ [ +++

++ [+++

NP 58 /06 B

++

+++

NP 58/06 C

+++

++

+++

+++

+++

+++

+++

++

1G]

NP 97 /05 A

NP 97/05B

NP 97 /05 C

++ [ +++

+++

*)

n.d.

*)

*)

- +

Tabelle 1 Auswertung der histologischen Prapargierkommen von Hyaluronan und den Aquaporinend 4isowie

Angabe des jeweiligen Hirnddemgrades
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Im Folgenden werden das Auftreten und der Ausprgsgrad der einzelnen
KenngroRen (Hyaluronan und AQP 1 bzw. AQP 4 beiejggem Hirnédem)

miteinander verglichen und versucht, mogliche Klatrenen herzustellen.

4.1 Korrelation zwischen der Schwere des Hirnddemsnd dem Vorkommen von
Hyaluronan
4.1.1 Korrelation zwischen der Schwere des Hirntand dem Vorkommen von

Hyaluronan in der weil3en Substanz des GroRR3hirnsBdécke und des Kleinhirns

Abb. 2 Vorkommen von Hyaluronan in der wei3en $afsin Abhéngigkeit vom Schweregrad des Hirnédems

3 3

2,5 1 25

i
1 1
0 T 0

1 3 1 3

2

Mittlerer Farbegrad
Mittlerer Farbegrad

&

Hirnédemgrad Hirnédemgrad

a) GroRRhirn b) Briicke
s Betrachtet man die Ergebnisse in den
2P T Abbildungen 2 a bis c, so zeigen sich
S 2
£, geringere Werte an Hyaluronan in
1
.‘g

Gro3hirn und Bricke bei ausgepragtem

o
3

Hirnbdem (Grad 3) im Vergleich zum

o

Hirnbdemgrad 1. Im Kleinhirn verhalt es

Hirnédemgrad

sich genau gegenteilig.

c) Kleinhirmn
Jedoch sind die Abweichungen mit durchschnittlickénbegraden von 1,2 zu 0,7 im
Grof3hirn, 1,3 zu 0,8 in der Bricke und 1,0 zu m3Kileinhirn gering. Die besonders
im Kleinhirn relativ hohen Standardabweichungergee| dass ein nicht unerhebliches
Spektrum an Messwerten vorlag. Lediglich alle gesersn Werte des leichten
Hirnddems in der weil3en Substanz des GrolR3hirns ldigphit beieinander.

20



Abb. 3 Mittlere
Hyaluronananféarbung
in der Briicke bei
Hirnédemgrad 3

4.1.2 Korrelation zwischen der Schwere des Hirntgdlemd dem Vorkommen von

Hyaluronan im Zytoplasma der Neurone und Gliazetlea Grof3hirns, der Briicke und

des Kleinhirns

Abb. 4 Vorkommen von Hyaluronan im Zytoplasma inhé&ngigkeit vom Schweregrad des Hirnédems
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Hirnédemgrad

c) Kleinhirn

b) Brucke

Bei der Anfarbung des Zytoplasmas zeigen
sich groRere Unterschiede in dem
Vorkommen von Hyaluronan zwischen den
Hirnbdemgraden 1 und 3 im Grol3hirn (1,7
zu 0,8) und wieder gegenteilig auch im
Kleinhim (0,4 zu 1,0), wie die

Abbildungen 4 a) und c) zeigen, wahrend

die Werte in der Briicke nahezu identisch sind @0,®,5, siehe Abbildung 4 b)). Auch

hier sind wieder relativ hohe Abweichungen von déittelwerten zu verzeichnen.

Etwas geringer fallt diese erneut beim leichten rogiad im GroRhirn, und diesmal

auch in der Briicke aus.
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Abbildung 5 =zeigt beispielhaft ein Préaparat mit Hyananfarbung und die
dazugehorige Negativkontrolle.

Abb. 5 Geringer bis mittlerer Anfarbegrad von Hyahan im Grof3hirn bei Hirnddemgrad 1

-

a) Histochemische Anfarbung von Hyaluronan b) afieggontrolle

4.2 Korrelation zwischen der Schwere des Hirnddemsnd der

Aquaporinexpression

4.2.1 Korrelation zwischen der Schwere des Hirnésland der Aquaporin 1-
Expression in der weil3en Substanz von Grol3- uniciliia

Keine erkennbare Korrelation besteht zwischen d#gw8re des Hirnddems und der
Aquaporin 1-Expression in der weil3en Substanz.\Mexte der mittleren Farbegrade
unterscheiden sich sowohl im Grof3hirn (1,9 zu &J8)auch im Kleinhirn (1,7 zu 1,4)
nur geringfigig, wie aus den Abbildungen 6 a) ungd dssichtlich wird. Die

Standardabweichungen zeigen, dass die gemessenanj@dech variieren.

Abb. 6 AQP 1-Expression in der weil3en Substarindngigkeit vom Schweregrad des Hirnédems
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4.2.2 Korrelation zwischen der Schwere des Hirnédlemmd der Aquaporin 1-

Expression im granuléren Cortex und in der Lamir@euularis des Cortex cerebri

Abb. 7 AQP 1-Expression im Cortex cerebri in Abfigikeit vom Schweregrad des Hirnddems
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Im granularen Neocortex findet sich nahezu keinaxprin 1 (0,2 zu 0,0, Abb. 7 a)),
unabhangig von der Schwere des Hirnédems. Auclst@irdardabweichung ist mit 0,5
gering. In der Lamina molecularis hingegen wird Apgarin 1 sichtbar, mit mittleren
Farbegraden von 0,8 beim Hirnédemgrad 1 und 1t béirnédemgrad 3 jedoch nur
geringfugig, ebenso lasst sich aufgrund der genrgéerenz der beiden Werte bei den
Odemgraden 1 und 3 keine Korrelation feststelléehés Abbildung 7 b)). Wie die

Standardabweichung zeigt, ist die Variation der ggsanen Werte relativ hoch.

4.2.3 Korrelation zwischen der Schwere des Hirnédemmd der Aquaporin 1-
Expression im Stratum granulosum und im Stratuneoutdre des Cortex cerebelli

Die Abbildungen 8 a) und b) zeigen, dass bei temnéd#nleicht vermehrtem
Vorkommen von Hyaluronan beim Hirnédemgrad 3 imgkeich zum Hirnédemgrad 1
die Unterschiede mit lediglich 0,1 Punkten sowahlStratum granulosum als auch im
Stratum moleculare des Kleinhirns gering sind ($tanulosum: 1,2 zu 1,3; Str.
moleculare: 0,3 zu 0,4). Die Bandbreite der genmess&Verte, wie der Fehlerindikator

zeigt, ist im Stratum granulosum hoéher als im 8tratnoleculare.
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Abb. 8 AQP 1-Expression im Cortex cerebelli in Abbigkeit vom Schweregrad des Hirnddems
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4.2.4 Korrelation zwischen der Schwere des Hirnédleumd der Aquaporin 4-
Expression in der weil3en Substanz von Grol3- uniclikie

Abb. 9 AQP 4-Expression in der weil3en Substarindngigkeit vom Schweregrad des Hirnédems
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Das Aquaporin 4 tritt unabhangig vom Grad des Hiemis nur dreimal in unserer
Testreihe (s. Tab. 1) in der weil3en Substanz deskitns auf, der mittlere Farbegrad
ist dabei fur die beiden gemessenen Hirnddemgréelehg(Werte 0,3 zu 0,3, siehe
Abbildung 9 b)), die Standardabweichung geringfudigher fir den leichten
Hirnddemgrad. In der weil3en Substanz des GroRRhshsAquaporin 4 gar nicht

nachweisbar.

4.2.5 Korrelation zwischen der Schwere des Hirnédleumd der Aquaporin 4-
Expression in der grauen Substanz von Grol3- unohKile (Abbildungen 10 a) und b))
Ahnlich verhalt es sich mit dem Vorkommen von Aqoiap 4 im Cortex, wo es wieder
nur im Kleinhirn zweimal zu finden ist. Die mittkam Farbegrade sind bei den beiden

Hirnddemgraden identisch (0,1 zu 0,1), ebenso tHiedardabweichungen.
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Abb. 10 AQP 4-Expression in der grauen Substadbimingigkeit vom Schweregrad des Hirnédems
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4.2.6 Korrelation zwischen der Schwere des Hirnédleumd der Aquaporin 4-
Expression in den Purkinje-Zellen (nur Kleinhirn)

Abb. 11 AQP 4-Expression in den Purkinje-ZellerA\lshangigkeit

vom Schweregrad des Hirnddems

e Zwischen der Schwere des Hirnédems
’g ’27 und der Aquaporin 4-Expression in den
élj [ [ Purkinje-Zellen des Kleinhirns gibt es
%—3 05 | mit nahezu identischen Werten von 1,1

’ ] ; zu 1,0 keine erkennbare Korrelation.
Himedemgrad Auch die Standardabweichungen sind

mit Werten von 0,7 fur das leichte zu 0,8 fur dabvser ausgepragte Hirnédem
praktisch identisch.
Die folgenden Abbildungen zeigen exemplarisch atagke Hyaluronananfarbung im

Grof3hirn und im Kleinhirn bei ausgepragtem Hirn6d&rad 3).
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Abb. 12 Hyaluronananfarbung im Grof3hirn

b) 40-fache VergroRerung
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b) 40-fache VergroRerung
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5. Diskussion

Mit der Untersuchung vom Vorkommen und der Vertggwon Hyaluronséaure bzw.
Hyaluronan im normalen Hirn und beim Hirnddem efteof wir uns, einen Marker zur
Diagnostik des Hirnddems zu finden, wie es berdits anderen das zentrale
Nervensystem betreffenden Krankheiten der FaJi8k Hyaluronan als Marker fur das
Hirnddem wurde deshalb gewahlt, weil es das wass#ghdste Biopolymer des
menschlichen Kdrpers ist [26,28]. Auch in anderew€ben aul3erhalb des ZNS wurde
bereits ein erhéhter Umsatz von Hyaluronan flr@ieier von Entziindungsreaktionen
nachgewiesen [57]. So gqilt Hyaluronan als wichtigBestandteil der frihen
Wundheilung [10], da es an die Zelloberflache dex Wunde bzw. Entziindung
infiltrierenden Leukozyten bindet und ihnen so Migration in die korrekte Richtung
erlaubt [2]. Ebenso ist es fur die Rekrutierung Weikrophagen an den Entziindungsort
fur die Dauer der Wundheilung verantwortlich [21].

Dass Hyaluronan im menschlichen Gehirn in unteestifithen Arealen diffus verteilt
zu finden ist, ist hinlanglich bekannt [5,13,45,92je hoheren Konzentrationen sind im
normalen Gehirn vor allem in den &ufR3eren Schicldes Cortex beobachtet worden,
wenngleich die weil3e Substanz von Hyaluronan stadkechzogen scheint als die
graue Substanz [24].

Unsere Ergebnisse zeigen erhohte Werte an Hyalnronaer wei3en Substanz des
GrofR3hirns und der Briicke beim Hirnddemgrad 1, wadhrdiese Werte bei dem stark
ausgepragten Hirnddemgrad 3 leicht vermindert sBefjenteilig verhéalt es sich jedoch
bei unseren Werten aus der weil3en Substanz dethikles, hier steigt das Vorkommen
von Hyaluronan mit ausgepragterem Hirndbdemgrads [8e mit Untersuchungen aus
dem ZNS in Ubereinstimmung zu bringen, in denen Beiziindungsprozessen
(Entmyelinisierung), Krankheiten wie z. B. dem Sgdanfall oder Proliferationen von
Zellen (Tumorwachstum) ein erhohter Hyaluronan-®ehradem entziindeten bzw.
abgestorbenen Hirngewebe (nach Schlaganfall) odech ain dem um das
Tumorwachstum umgebenden Gewebe nachgewiesen wardete [3,5].

Unsere Ergebnisse aus den Anfarbungen des Zytoptader Neurone und Gliazellen
der drei verschiedenen Hirnareale zeigen &hnlictred@&nz wie die Ergebnisse aus der
weillen Substanz. Wahrend im Zytoplasma des Graf3h@ime Reduktion des
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Hyaluronan-Gehaltes vom schwachen zum stark ausgepr Hirnédemgrad zu
beobachten war, verhalt es sich erneut gegent&liglen Werten aus dem Zytoplasma
des Kleinhirns. Die nahezu identischen Werte aus Belicke lassen keine
aussagekraftige Interpretation zu.

Die Ursache fur das gegenteilige Vorkommen von tiyalan im Grol3- bzw. Kleinhirn
bei den unterschiedlichen Hirnédemgraden ist rdetkannt. Moglicherweise hangt dies
mit einer verzogerten Freisetzung oder Produktioon vHyaluronan in den
verschiedenen Hirnarealen als Reaktion auf dentBdtmgsprozess zusammen. Um
dies jedoch beurteilen zu kénnen, mussten detédliStudien zur Produktions- bzw.
Freisetzungsgeschwindigkeit von hyaluronan-prodenigen Zellen bzw. deren
Vorkommen in den einzelnen Hirnregionen angelegee. Fraglich bliebe dann aber
noch, weshalb die Menge an Hyaluronan in den Aredés Grol3hirns mit steigendem
Hirnédemgrad wieder abnimmt. Mdglich wére jedochhagin Zusammenhang mit dem
zeitlich verzdgerten Auftreten des Hirnddems in derschiedenen Hirnarealen, da das
festgeschriebene Volumen der intrakranialen Kavitéhachst diktiert, dass die
Expansion von irgendeinem Teil des Hirns auf Kostieres anderen ausgeglichen wird
[31]. So ware eine unterschiedliche Hyaluronanesgiom in verschiedenen Teilen des
Hirns zu den verschiedenen Stadien des Hirndderagrdenkbar.

Die ziemlich hohen Werte der Standardabweichungttivieren die oben angestellten
Uberlegungen wieder etwas, wobei die Aussagekraferer Untersuchungen durch die
nur geringe Anzahl der zur Verfligung stehenden évrobumanen Gehirns von
vornherein limitiert war. Das arithmetische Mitteld die Standardabweichung wirden
sich bei grol3eren Messreihen moglicherweise annaher

Die in der Zellmembran gelegenen Wasserkanéle, Ati@aporine, kommen in
verschiedenen Molekiilklassen vor, die in Gruppem Ydis 10 eingeteilt wurden [28].
Von besonderem Interesse waren fur uns die Aquapoli und 4, da sie in den
Strukturen des zentralen Nervensystems vermehithaobtet wurden. So findet man
das Aquaporin 1 verstarkt im fur die Liquorprodokti verantwortlichen Plexus
choroideus [28], wahrend dem Aquaporin 4 besond®s ischamie-induzierten
Odemen Bedeutung beigemessen wird, da bei desseveskhheit eine solche

Entstehung verhindert werden kann [30].
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Wenn auch viele der Funktionen der Aquaporine nmocht hinreichend erforscht sind,
so besteht doch Hoffnung darauf, dass diese in fukeinmal therapeutisch zur
Kontrolle und Entstehung von Odemen nach Traumatd lschamien eingesetzt
werden konnen [18,30]. Diverse Forschungsarbeitschiftigten sich in den letzten
Jahren mit diesen Transmembranproteinen, und swfter auch wir uns Ergebnisse
im Zusammenhang mit dem Hirnddem in verschiedenemakealen finden zu kdnnen.
Unsere Werte vom Aquaporin 1 aus der weil3en Subgteigen jedoch lediglich, dass
sowohl im Grof3hirn als auch im Kleinhirn AQP 1 variden ist. Die absolute Menge an
angefarbten AQP 1-Kanalen ist dabei eher geringimbatark ausgepragten
Hirnddemgrad 3 ist AQP 1 im Grof3- und im Kleinhgwgar etwas weniger vorhanden.
Auch unsere Untersuchungen der Schichten des Cartem Grof3hirn (Lamina
granularis und Lamina molecularis) geben eher Agedgaft dariber, wo sich das
Aquaporin 1 befindet (hdhere Werte in der Lamindanwlaris). Bei den Werten aus
dem Stratum granulosum und Stratum moleculare detexCcerebelli verhalt es sich
zwar gegenteilig (hohere Werte im Stratum granutgsu dennoch sind die
Unterschiede zwischen den zwei gemessenen Hirndaeley wieder sehr gering. Die
zumeist hohen Standardabweichungen wirden sich aieth moglicherweise den
Mittelwerten mit einer umfassenderen Messreiheeiolgén.

Insgesamt besteht jedoch, mit Ausnahme der Wedaaomn granuléaren Cortex cerebri,
die leichte Tendenz zum Anstieg von AQP 1 bei st Hirnddem. Dies deckt sich
mit der allgemeinen Beobachtung, dass ein Anstieg Abuaporine 1 und 4 einen
drastischen Anstieg der Wasserdurchlassigkeit nlgeFhat [33], was die Entstehung
eines Hirndbdems begunstigen konnte. Unsere gengesingen Messwerte vom
Vorkommen des bislang wenig untersuchten Aquapatingnnen mit der Tatsache
zusammenhangen, dass das AQP 1 bislang im mersahlidirn hauptsachlich in der
Né&he des Plexus choroideus gefunden wurde und straitfur die Liquorproduktion
verantwortlich ist [28] und nicht an der Entwickfuales Hirndbdems beteiligt zu sein
scheint.

Das Aquaporin 4 war in unseren Schnitten in defdeeiund der grauen Substanz des
Grof3hirns nicht vorhanden. In der weil3en und deugn Substanz des Kleinhirns kam
es nur in sehr geringen Mengen vor, seine Expressiar nicht vom Grad des

Hirnédems abhéangig, denn die Intensitat der Immakir@tat war jeweils fur die
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Hirnddemgrade 1 und 3 identisch. Dies war Uberesghda der Anwesenheit des AQP
4 mit ziemlicher Sicherheit sowohl die Verantwoutir das Vorhandensein bzw. den
Anstieg eines Hirnédems nach Traumata im verlet@enwebe, als auch das einen
Hirntumor umgebende Odem zugerechnet wurde [1833883

Ebenso Uberraschend sind auch die Ergebnisse au3ulkinje-Zellen des Kleinhirns.
Hier war zwar das Vorkommen von AQP 4 festzustel@lerdings vollig unabhangig
vom Hirnddemgrad, die beiden Werte waren nahezutistzh.

Aquaporin 4 wird in den Fortsatzen von Astrozytan der Nahe von kleinen
BlutgefalRen gebildet, jedoch wird es nicht in Nemo synthetisiert [38]. Im normalen
Hirngewebe wurde es bereits rund um MikrogefalRarhdokalisiert [18]. Auch wurde
nachgewiesen, dass das Vorkommen von AQP 4 nasmateschen Hirnverletzungen,
in Hirntumoren umgebendem Gewebe sowie im Zentrunesevom Hirngewebe
abstammenden Tumors angestiegen war [18]. Des fei®nd Hirntumoren meist
von Hirnddemen umgeben [49]. Daher glaubten wirhamcder weil3en und grauen
Substanz von Grof3hirn und Kleinhirn AQP 4 und degSighangigkeit vom Hirnddem
nachweisen zu kénnen, da in den Randschichten aichlich Neuroglia und damit
Astrozytenfortsatze zu finden sind. Diese Vermuthagsich jedoch nicht bestatigt. Die
langen, sich durch mehrere Schichten des Cortegbe#r ziehenden Fortsatze der
Purkinjezellen scheinen mehr Kontakt zu Astrozyeistitzen zu haben, dennoch
bestand auch hier keine Korrelation zwischen dePAKEXxpression und dem Grad des
Hirnédems. Moglicherweise waren unsere Bedingungeantwortlich fiir die geringen
Messwerte an Aquaporin 4. So wurde bereits ein tsachlicher Anstieg von AQP 4
nach 15 Stunden und nach 8 Tagen nach einer Hietx@ng gemessen [18]. In Bezug
auf diesen (zeitlichen) Parameter sind unsere Bedigen nicht standardisiert. Ebenso
wurde vermutet, dass die AQP 4 Ausschittung in a#m Astrozyten in vivo von
anderen  Zellfaktoren herunterreguliert wird [49]. ol&ge Uber diese
Regulationsmechanismen nichts Genaueres bekannkasth nicht gesagt werden,
inwieweit sie eine Rolle bei der Anfertigung unse8chnitte und Auswertung der
Immunreaktivitat gespielt haben kénnen. Auch wurdkannt, dass die Bedingungen in
Zellkulturen ein Verlust sowohl an Aquaporin 4 alsch an Aquaporin 1 bewirken
konnen, was mit der fehlenden konstanten Stimulatider Zellen durch

Osmolaritatsdnderungen zusammenhangen mag [33].
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Abschlie3end lasst sich sagen, dass es reichlicima#men gab, die unsere Hypothese
stutzten, dass die Expression von Hyaluronan und Vertretern der Aquaporin-
Familie mit dem Auftreten eines Hirnédems korreligind. Entsprechend verbunden
war damit die Hoffnung auf Erschliel3ung neuer thewdischer Wege zur Behandlung
eines Hirnbdems mittels gezielten Einsatzes von lHgaan oder auch von
Aquaporinen. Nach unseren Ergebnissen sind jedastiold das Auftreten von
Hyaluronan als auch das von den Aquaporinen 1 umditiHt verantwortlich flr den
Auspragungsgrad eines Hirnédems. Somit wéaren auebesl Moleklil bzw. diese
Membranproteine fir eine Therapie des Hirnddems htnigyeeignet. Die
Auseinandersetzung mit dem internationalen wissefchen Umfeld zeigt aber
auch, wie viele Unsicherheiten bezlglich der Unielsing solcher Substanzen im
menschlichen Gehirn noch bestehen. So erlangt mBndie Ergebnisse, wie auch bei
unseren Untersuchungen, zumeist aufgrund einer &taeng der Immunreaktivitat.
Ein absolut objektives Auswertungsverfahren wardreich. Auch die zumeist
begrenzte Anzahl an zur Verfligung stehendem humaBewebe limitiert die
Aussagekraft einer solchen Studie. Die Standardigbweg in unseren Ergebnissen
vermag anzudeuten, dass sich mit einer groRerersriblae auch andere Ergebnisse
ableiten liel3en. Letztlich bedarf es daher nochexei ahnlich angelegter Studien, um
eine abschlieRende Aussage treffen zu konnen.
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6. Zusammenfassung

Das Hirnbdem infolge eines Schadel-Hirntraumadtstal heutigen klinischen Alltag
immer noch eine ernst zu nehmende Komplikation dda sowohl seine
Pathophysiologie noch weitgehend unbekannt ist,aalsh seine Diagnostik haufig
Schwierigkeiten bereitet. Das wasserbindende Bigpet Hyaluronan ist im
menschlichen Kdrper ubiquitar vorhanden, spezmalimenschlichen Gehirn jedoch in
sehr hoher Konzentration. Aufgrund seiner enormeapakitdt bezuglich der
Wasserbindung stellte sich uns die Frage, inwiewkds Vorkommen und die
Verteilung von Hyaluronan im menschlichen Gehirrt dem Auspragungsgrad eines
Hirnddems assoziiert ist. Andere Studien belegeits den Zusammenhang zwischen
dem Vorkommen von Hyaluronan und dem Auftreten @latfischer Zustande, wie z.
B. dem Schlaganfall oder der Meningitis. Auch zwdinterarten der
wassertransportierenden Transmembranproteine, giiagorine 1 und 4, untersuchten
wir auf eine Korrelation mit dem Auftreten einesriidems hin, da sie bereits als
Faktoren fUr die Entstehung eines ischamie-indtezmieHirnddems beobachtet wurden.
Wir nahmen 16 Gewebeproben aus drei unterschiegligkrealen des menschlichen
Gehirns, dem Grof3hirn, der Bricke und dem Kleinhumd fertigten davon jeweils
Paraffinschnitte an. In immunhistochemischen Vedahbrachten wir das Hyaluronan
und die Aquaporine 1 und 4 zur Darstellung. Ausgestewurde jeweils der
Anfarbungsgrad in den verschiedenen Abschnitten@sirns. Dem setzten wir das
Ausmald des Hirnddems gegenuber, welches bereitsr hei der Gewebsentnahme
bestimmt worden war. Unsere Ergebnisse zeigtercjeteine Korrelationen zwischen
dem Vorkommen von Hyaluronan bzw. der Aquaporinentl 4 und dem Grad des
Hirnddems. Die ermittelten Werte unterschieden sighgeringfiigig, in einigen Fallen
konnten wir sogar mehr Hyaluronan oder Aquaporinei ldem geringeren
Hirnédemgrad feststellen. Nach unseren Ergebnigstesomit das Vorkommen von
Hyaluronan und von den Aquaporinen fur den Auspmgggrad eines Hirnddems nicht
verantwortlich. Unter Einbeziehung der eigenen &ejuote sowie der internationalen
Literatur zeigen sich jedoch noch viele Unsichddrebezuglich der Untersuchung der
beiden Molekile im menschlichen Gehirn auf. Wierobereits deshalb erwahnt, sind

weitere Untersuchungen notwendig, um ein endg@tiResultat zu erstellen.
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