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1  Einleitung  

  

1.1 Hintergrund, Inzidenz und Pathophysiologie des Schädelhirntraumas  

 

Das Schädel-Hirn-Trauma (SHT) bleibt trotz ständiger Verbesserungen der diagnos-

tischen und therapeutischen Maßnahmen im intensivmedizinischen Bereich eine der 

häufigsten Ursachen für Tod und Behinderung bei jungen Erwachsenen (Greve et al. 

2009, Gentry et al. 1994). Allein in Deutschland kam es in einem Jahr zu 248.000 

Schädel-Hirn-Traumen aller Schweregrade, an denen 2.750 Patienten verstarben. 

Wenn man von 82 Millionen Einwohnern der Bundesrepublik Deutschland ausgeht, 

ergibt sich eine Inzidenz des SHT`s von 332 Fällen pro 100.000 Einwohner (Rickels 

et al. 2006). 

 

Abhängig von der Art und Stärke der einwirkenden Kraft kommt es bei Kopftrauma zu 

Verletzungen der Kopfschwarte, des knöchernen Schädels, der Hirnsubstanz oder zu 

Hirnblutungen. In der Regel sind es Kombinationen dieser Verletzungen. Diesbezüg-

lich waren in einem Jahr in Deutschland 91% der Fälle als leichtes, 4% als mittel-

schweres und 5% als schweres SHT einzustufen (Rickels et al. 2006). 

 

Die hohe sozioökonomische Bedeutung des schweren SHT`s wird deutlicher, wenn 

man beachtet, dass 40% der schwerverletzten Patienten an den Traumafolgen ver-

sterben und weitere 40% mit moderaten bis schweren Behinderungen leben müssen 

(Murray et al. 1999). Dazu betrugen die hochgerechneten gesamtgesellschaftlichen 

Kosten für das SHT im Jahr 2006 in Deutschland ca. 2,8 Milliarden €/Jahr (Rickels et 

al. 2006). 

 

Die schlechte klinische Prognose und die Mortalität des schweren SHT`s hängen 

nicht nur von den unmittelbar nach dem Trauma entstehenden zerebralen Hirnschä-

den ab, sondern auch von den sekundären Hirnschäden, die durch verschiedene 

Mechanismen entstehen, nicht zuletzt durch ein posttraumatisches Hirnödem (Teas-

dale et al. 1998).  

 

 

 



 2 

Daher können die posttraumatischen Schäden in zwei Arten unterteilt werden:  

 

•Der primäre irreversible Hirnschaden entsteht unmittelbar nach dem Trauma ent-

steht. Unter den primären Schäden lassen sich die sofortigen Folgen einer direkten 

Gewalteinwirkung, fokal (Kontusion, Hämatom, lokale Gewalteinwirkung) oder diffus 

(diffuse Blutung, Zug- bzw. Scherkräfte, diffuse axonale Schädigung) zusammenfas-

sen (Adams et al. 1984). Die diffuse axonale Schädigung entsteht in der weißen 

Substanz durch Dehnung und Zerreissen von Nervenaxonen. Meistens besteht eine 

Kombination aus fokalen und diffusen Verletzungen (Povlishock et al. 1995, Adams 

et al. 1977). Die Verletzung von Hirngefäßen kann eine direkte Blutung nach dem 

Trauma sowie eine spätere Blutung bewirken (Baethmann et al. 1992, Baethmann et 

al. 1988). 

 

•Der sekundäre Hirnschaden entsteht durch das Fortschreiten der funktionellen und 

strukturellen Zellschädigung, u.a. infolge eines Hirnödems, und führt zu einer weite-

ren Verschlechterung der Prognose.  

 

Beim SHT kommt es als Folge der Hirnschädigung direkt zu einer Hirnläsion, welche 

als primäre Hirnparenchymläsion bezeichnet wird und irreversibel ist. Um diese Läsi-

on treten eine Schwellung und ein Ödem auf, welche raumfordernd auf das gesunde 

Hirngewebe in der Läsionsumgebung wirken. Die Folge ist eine sekundäre Schädi-

gung mit Zerstörung weiteren gesunden Hirngewebes. Zunächst kommt es zu einer 

lokalen Beeinträchtigung der Hirndurchblutung und der Sauerstoffversorgung. Bei 

einer weiteren Zunahme des raumfordernden Hirnödems im knöchern begrenzten 

Schädel entsteht letztendlich eine globale Funktionsstörung des Zentralnervensys-

tems bis hin zur Einklemmung. Diese kann zu einer vitalen Bedrohung für den Pati-

enten führen.   

 

Eine raumfordernde traumatische intrakranielle Blutung kann ebenfalls einen Anstieg 

des intrakraniellen Drucks mit Reduktion des zerebralen Perfusionsdrucks verursa-

chen. Dies wiederum führt zu Ischämie, Zunahme des Hirnödems und letztendlich 

zur Herniation des geschwollenen Hirns in den Tentoriumschlitz oder in das Foramen 

magnum (Baethmann et al. 1988, Povlishock et al. 2000, Povlishock & Jenkins LW 

1995). 
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Außer den genannten intrakraniellen Mechanismen, die von großer Bedeutung für 

die Entstehung von sekundären Hirnschäden sind, tragen extrakranielle Faktoren, 

wie eine systemische Hypoxie und eine arterielle Hypotonie, wesentlich zur Entste-

hung von sekundären Hirnschäden bei (Chesnut et al. 1993, Piek et al. 1992). 

 

Im Rahmen neuropathologischer Untersuchungen wurden bei 88-92% der an  einem 

schweren SHT verstorbenen Patienten sekundäre Hirnschäden, wie Hypoxie- und 

Ischämiefolgen, im Hirnparenchym beobachtet (Graham et al. 1978, Graham et al. 

1989). In Anbetracht dieser Kenntnisse wird deutlich, wie die Prognose im Allgemei-

nen und die Rehabilitation der Traumapatienten insbesondere durch die Reduktion 

des sekundären Hirnschadens maßgeblich beeinflusst werden kann. 

 

Die traumatischen Primärhirnschäden sind irreversibel und damit nicht therapierbar. 

Deswegen wächst das Interesse an der klinischen und präklinischen Forschung zur 

Therapie des sich sekundär entwickelnden Hirnödems, durch die eine Schadensbe-

grenzung ermöglicht werden kann (Beathmann et al. 1980, Rosenberg et al. 2007, 

Liang et al. 2007, Kawamata et al. 2007).  

 

Die Zunahme des Läsionsvolumens im Hirngewebe entspricht der typischen Entwick-

lung des Sekundärschadens (z.B. Hirnödem) nach einer umschriebenen traumati-

schen Hirnläsion. Diese führt wiederum zu Verstärkung des raumfordernden Hirn-

ödems im Sinne eines  „Circulus vitiosus“ (Eriskat et al. 1994).  

 

Zahlreiche experimentelle Arbeiten beschäftigten sich mit der Entstehung von sekun-

dären Hirnschäden und entdeckten dabei verschiedene molekulare Mechanismen 

bzw. Mediatoren, die die Entstehung des Hirnödems unterstützen und später zur 

Verstärkung desselben führen. Wenn man einen oder mehrere dieser Mediatoren 

bzw. Mechanismen antagonisieren würde, könnte dies zu einer deutlichen Abschwä-

chung des Hirnödems führen. Die wichtigsten dieser Mechanismen oder Mediatoren 

sind Lactatazidose, Ödembildung, Calcium-Einstrom in die Nervenzellen, Freisetzung 

bestimmter Neurotransmitter wie Glutamat, Arachidonsäure, Entstehung von Stick-

stoffmonoxid, Bildung von freien Radikalen, Lipidperoxidation, Aktivierung der Kom-

plementkaskade, Freisetzung von Zytokinen, Makrophagen-Infiltration und Freiset-

zung von Bradykinin (Maas et al. 2000, Unterberg et al. 1984, Park et al. 2000).  
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Des Weiteren spielt die Entwicklung des Hirnödems eine Schlüsselrolle bei der Ent-

wicklung des Sekundärschadens. Bevor eine bestimmte Therapie des posttraumati-

schen Hirnödems diskutiert wird, ist das Verständnis der pathophysiologischen 

Grundlagen der Hirnödementwicklung unabdingbar. 

 

1.2 Hirnödem 

 

Nach pathophysiologischen und biomechanischen Kriterien kann das posttrauma-

tisch entstehende Hirnödem in das extrazelluläre und das intrazelluläre Hirnödem 

unterteilt werden (Barzó et al. 1997, Klatzo et al. 1987, Kuroiwa et al. 1994, 

Marmarou et al. 1994). 

 

1.2.1 Extrazelluläres Hirnödem 

 

Das extrazelluläre oder auch vasogene Hirnödem entsteht durch eine gesteigerte 

Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke. Die Folge ist der Austritt von Flüssigkeit aus 

den Gefäßen in den extrazellulären Bereich (Mendelow et al. 1983).  

 

1.2.2 Intrazelluläres Hirnödem  

 

Das intrazellulläre Hirnödem wird in das zytotoxische und das neurotoxische 

Hirnödem unterteilt. 

 

1.2.2.1 Zytotoxisches Hirnödem  

 

Primär spielt die Störung des Elektrolytgleichgewichtes bei der Entstehung des zyto-

toxischen Hirnödems eine zentrale Rolle. Hierbei strömt extrazelluläres Na+, Cl- und 

Wasser in die Zellen. Dies entsteht durch die Störung des Zellstoffwechsels und die 

damit verbundenen Funktionsstörung der in der glialen, neuronalen und 

endothelialen Zellmembran lokalisierten Na+/K+-ATPase. Die Störung des Elektrolyt-

gleichgewichts kann in unterschiedlicher Ausprägung und Geschwindigkeit auftreten, 

wobei es neben einer vermehrten intrazellulären Na+- und Wasserretention zu einer 

extrazellulären Akkumulation von Kalium kommt. Das Ausmaß solcher Vorgänge 
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hängt von der Schwere des Primärschadens und der Begleitumstände, wie z. B. 

Hypoxie, Schockzustand oder Hypoglykämie, ab (Takahashi et al. 1981, Katayama et 

al. 1990).  

 

1.2.2.2  Neurotoxisches Hirnödem   

Eine massive Freisetzung von Glutamat im kontusionierten Hirngewebe führt zu einer 

Zellschwellung, die als neurotoxisches Hirnödem bezeichnet wird. Eine Zusammen-

fassung der Pathophysiologie der Entwicklung des Hirnödems wird in der Abbildung 

1 dargestellt (Bhoola et al. 1987). 
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Abbildung 1:  

Pathophysiologie der Entwicklung sekundärer Hirnschaden nach einer Schädel-Hirn-Trauma oder 

einer Hirnischämie. 
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Obwohl beide Varianten (extrazellulär und intrazellulär) meist gemeinsam und in un-

terschiedlichem Ausmaß auftreten, bildet das vasogene Ödem durch die Störung der 

Blut-Hirn-Schranke nach einem SHT zumindest initial die Hauptkomponente. Nach 

einer zerebralen Ischämie dominieren dagegen das zytotoxische und das neurotoxi-

sche Hirnödem (Kimelberg et al. 1995). 

  

Um den intrakraniellen Druck konstant zu halten, soll das intrakranielle Gesamtvolu-

men nach der Monro-Kellie-Hypothese durch die Summe der drei Komponenten Ge-

hirnparenchym, zerebrales Blutvolumen und Liquor cerebrospinalis stets gleich blei-

ben. Kommt es zu einer Zunahme eines der drei Kompartimente, kann der Druck 

durch die Abnahme eines anderen Kompartiments konstant gehalten werden. Bis zu 

einem gewissen Grad können so Veränderungen des intrakraniellen Volumens aus-

geglichen werden. Sobald diese Ausgleichsreserve aufgebraucht ist, steigt der Hirn-

druck rapide an und führt zu einer Einklemmung des Hirnstamms in den 

Tentoriumschlitz oder in das Foramen magnum (Mokri et al. 2001, Neff et al. 1996, 

Stern et al. 1963). In ähnlicher Weise reagieren die intrakraniellen Kompartimente auf 

pathologische Raumforderungen im Gehirn. Diese können zunächst durch Verdrän-

gen von Liquor (je nach Alter 40–80 ml Liquor) und Blut kompensiert werden. Wenn 

die Kompensationskapazität ausgeschöpft ist, steigt in der starren Schädelkapsel der 

intrakranielle Druck (ICP) stark an (Mumenthaler et al. 2001). 

 

Die bislang etablierte intensivmedizinische Therapie zur Reduktion des posttraumati-

schen intrakraniellen Drucks beinhaltet Oberkörperhochlagerung bis 30°, moderate 

Hyperventilation, Hypothermie, Infusion hyperosmolarer Lösungen, Vasopressoren 

zur Erhöhung des cerebralen Perfusionsdrucks (CPP), Verbesserung der Sauerstoff-

versorgung des Hirngewebes, Barbiturat-Therapie sowie eine Dekompressionstrepa-

nation. Diese rein symptomatische Behandlung blieb als Standardtherapie zur Be-

handlung des erhöhten intrakraniellen Drucks infolge eines traumatischen Hirnödems 

seit Jahrzehnten weitgehend unverändert (Bullock et al. 1995a, Povlishock et al. 

1992). Daher gewinnt die Suche nach ursachenbezogenen therapeutischen Ansät-

zen des posttraumatischen Hirnödems, wie z. B. die Behandlung mit 

Kininantagonisten, eine besondere Bedeutung.    

 

http://de.wikipedia.org/wiki/Intrakranieller_Druck
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Nach einem SHT spielt die Permeabilitätsstörung der Blut-Hirn-Schranke eine bedeu-

tende Rolle bei der Entstehung und der Entwicklung des posttraumatischen 

vasogenen Hirnödems. Damit trägt dieser Prozess zum Anstieg des intrakraniellen 

Drucks bei. Die einzelnen Mechanismen, die für die Störung der Blut-Hirn-Schranke 

verantwortlich sind, sind nur ansatzweise bekannt.  

 

Zahlreiche Untersuchungen belegen die Beteiligung des Bradykinins, ein aktiver 

Metabolit des Kallikrein-Kinin-Systems, an der Regulation der Blut-Hirn-Schranke 

nach einem Hirntrauma (Maier-Hauff et al. 1984, Toda et al. 1977, Unterberg et al. 

1986). Zum Verständnis der pathophysiologischen posttraumatischen 

Mediatorenfunktion des Kallikrein-Kinin-Systems bei der Entstehung und der Ent-

wicklung des Hirnödems wird zunächst die Funktion dieses Systems unter physiolo-

gischen Bedingungen erläutert.  

 

1.3  Das Kallikrein-Kinin-System 

 

Beim Kallikrein-Kinin-System handelt sich um ein ubiquitäres System mit Beteiligung 

an der Erweiterung der Gefäße, Erhöhung der Kapillarpermeabilität sowie Förderung 

der Leukozytenmigration und Spermatozoenmotilität. Außerdem verstärken Kinine 

die Produktion von Prostaglandinen und erhöhen über eine Durchblutungssteigerung 

die Glukoseverwertung des arbeitenden Muskels. Durch limitierte Proteolyse werden 

Kinine aus dem Kininogen vermittelt durch den Einfluß von  Kallikrein freigesetzt. Die 

Wirkung dieses Systems setzt im Organismus nach Aktivierung schnell ein, sie ist 

aber nur von kurzer Dauer. Für das Kallikrein-Kinin-System stellt das Bradykinin die 

zentrale Wirksubstanz dar (Erdös et al. 1979, Carretero et al. 1980, Bönner et al. 

1985). 

 

Bereits 1909 wurde von Abelous und Bardier festgestellt, dass die i.v. Verabreichung 

einer aus dem menschlichen Urin isolierten Substanz zu einer Senkung des Blut-

drucks bei Hunden führt (Abelous et al. 1909). Nach einer genaueren Funktionsana-

lyse durch Frey und Kraut 1926 wurde diese Substanz aufgrund ihrer Wirkung auf die 

Blutgefäße als Kreislaufhormon bezeichnet (Frey 1926, Frey and Kraut 1928). Nach 

Identifizierung weiterer Peptide mit ähnlichen Eigenschaften wurde diese Gruppe von 

Wirkstoffen als Kinine klassifiziert (Schachter and Thain 1954). 

http://www.imedo.de/medizinlexikon/entry/zs22887
http://www.imedo.de/medizinlexikon/entry/zs35919
http://www.imedo.de/medizinlexikon/entry/zs36039
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1.3.1 Kininsynthese und Wirkung im zentralen Nervensystem 

 

Bradykinin und sein Derivat des-Arg-Bradykinin wurden mit ihren pharmakologischen 

Eigenschaften in unterschiedlichen Geweben von Regoli 1980 beschrieben. Die 

pathophysiologische Wirkung der Kinine wird größtenteils durch das Bradykinin (Arg-

Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) und sein Derivat des-Arg9- Bradykinin sowie das 

Kallidin vermittelt (Regoli et al. 1980).  

 

Nach einer Gewebsschädigung, z.B. durch ein Trauma, eine Ischämie oder eine  

Noxenwirkung, wird Bradykinin freigesetzt. Dieses unterstützt seinerseits diverse 

pathophysiologische Vorgänge, wie z.B. eine Erhöhung der Gefäßpermeabilität, und 

dadurch die Entstehung von Ödemen sowie Prozesse der akuten Entzündung und 

der Schmerzwahrnehmung (Bhoola et al. 1992).  

 

Das Kallikrein-Kinin-System bei Säugetieren kann sowohl auf Plasmaebene als auch 

im Gewebebereich aktiviert werden. Der Auslöser der Aktivierungskette des 

Kallikrein-Kinin-Systems im Plasma ist die Bindung des inaktiven Hageman-Faktors 

(Faktor XII) an negative Oberflächen nach Schädigung des Gefäßendothels mit da-

raus resultierender Freilegung der Basalmembran. Nach seiner Aktivierung vermittelt 

der aktive Faktor XII die Abspaltung des Plasmakallikreins von seiner Vorstufe dem 

Präkallikrein. Aus dem hochmolekularen Kininogen (HMKG) wird durch die Wirkung 

vom Präkallikrein Bradykinin freigesetzt (Bhoola et al. 1992).  

 

Auf dem zweiten Aktivierungsweg des Kallikrein-Kinin-Systems wird das 

Gewebekallikrein aus dem Gewebepräkallikrein proteolytisch abgespalten. Die Wir-

kung dieses Produkts entfaltet sich durch die Bildung des aktiven Kinins Kallidin aus 

dem niedermolekularen Kininogen oder auch LMWK genannt (Barthon et al. 1991).  

 

Kinine können auch ohne Aktivierung von Kallikrein gebildet werden. Dies geschieht 

über die Freisetzung von bestimmten Enzymen (andere Proteasen) von Mastzellen 

oder Granulozyten (Proud et al. 1985). 

 

Viele Arbeiten belegen das Vorkommen der Kinine im Zentralnervensystem. Die 

nachgewiesenen aktiven Kallikreinformen im Hirngewebe lassen auf die Existenz von 
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Präkallikreinen und Aktivierungsproteasen schließen. Nachdem die Komponenten 

des Kallikrein-Kinin-Systems, wie Gewebskallikrein und Plasmakallikrein, im zentra-

len Nervensystem unterschiedlicher Säugetiere nachgewiesen wurde, wurde die Be-

deutung der Bradykininwirkung bei diversen zerebralen Pathologien untersucht wer-

den (Cerf et al. 2000, Chao et al. 1983, Kizuki et al. 1994, Mahabeer et al. 2000, 

Scicli et al. 1984). Zusammengefasst setzt sich das Kallikrein-Kinin-System aus den 

folgenden vier  Komponenten zusammen:  

 

1. Kininogene, als inaktive Vorstufen der Kinine 

2. Kinin-freisetzende Enzyme, die Kininogenasen (z.B. Kallikrein),  

3. Kinine, insbesondere Bradykinin und Kallidin, als eigentliche Effektoren  

4. Kinin-inaktivierende Enzyme, die Kininasen (z.B. Carboxypeptidase B).  

 

Bezüglich der Wirkdauer von Bradykinin lag die Bradykinin-Halbwertzeit bei  Unter-

suchungen von Kariya et al. nach intraventrikulärer Injektion unter einer halben Minu-

te. Dieses Ergebnis betont den zeitnahen Abbau von Bradykinin nach dessen Bil-

dung (Kariya et al. 1982b). In Abbildung 2 wird die Aktivierungskette des Kallikrein-

Kinin- Systems dargestellt.  
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Aktivierungskette des Kallikrein-Kinin-Systems
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Faktor XII (Hagemann Faktor)           Faktor XII aktiv
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Abbildung 2:  

Der Auslöser der Aktivierungskette des Kallikrrein-Kinin-Systems im Plasma ist die Bindung des inakti-

ven Hageman-Faktors (Faktor XII) an negativen Oberflächen nach Schädigung des Gefäßendothels. 

Nach seiner Aktivierung vermittelt der aktive Faktor XII die Abspaltung des Plasmakallikrein von seiner 

Vorstufe, dem Präkallikrein. Aus dem hochmolekularen Kininogen (HMKG) entsteht das Kinin, aus dem 

durch die Wirkung von Aminopeptidasen Bradykinin entsteht. Das Bradykinin wird schließlich durch 

Kininasen abgebaut. 
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1.3.2 Kininrezeptoren 

 

Regoli et al. postulierten 1980, dass die physiologische Wirkung der Kinine über zwei 

unterschiedliche G-Protein-gekoppelte Plasmamembranrezeptoren vermittelt wird, 

Diese werden Bradykinin B1-Rezeptor (B1R) und den Bradykinin B2-Rezeptor (B2R) 

genannt (Regoli et al. 1980). Bei weiteren Untersuchungen von Raidoo et al. ließen 

sich die Bradykininrezeptoren im Gehirn u.a. bei Neuronen des Hirnstamms und des 

Kortex nachweisen. Darüber hinaus konnte die Genexpression von B1R und B2R im 

Thalamus und Hypothalamus sowie in Astrozyten und Oligodendrozyten nachgewie-

sen werden (Raidoo et al. 1997). Ferner liessen sich die Arteriolen im Bereich der Pia 

mater durch Bradykinin dilatieren (Unterberg et al. 1984). 

 

Pathophysiologisch spielen diese Rezeptoren für Hirnarterien eine wichtige Rolle. 

Kininrezeptoren von zerebralen Arterien wurden durch Untersuchungen identifiziert, 

welche sich mit der Wirkung von Agonisten und Antagonisten des B1R und des B2R 

auseinandersetzten (Whalley et al. 1983a, Whalley et al. 1987b). Zur funktionellen 

Differenzierung beider Rezeptorentypen wurde deren Genexpression näher unter-

sucht. Der B2R ist konstitutiv in der Lunge, im Gefäßsystem, im Gastrointestinaltrakt 

und im Gehirn exprimiert (De Sousa et al. 2002, Raidoo et al. 1997, Raidoo et al. 

1996, Hall et al. 1992).  

 

Die meisten physiologischen Effekte von Bradykinin werden durch den B2R vermit-

telt. So reguliert dieser unter normalen Umständen die Vasodilatation von intra- und 

extrazerebralen Arterien sowie die Gefäßpermeabilität (Rosenblum W. I. 1986, Wahl 

et al. 1983b). 

 

Der B1R ist unter physiologischen Bedingungen nicht oder nur in geringem Maße 

exprimiert, kann jedoch u.a. durch Ischämie, Trauma oder Entzündung induziert wer-

den (Marceau et al. 1998, Austin et al. 1997, Pizard et al. 1998, Faussner et al. 

1999). Im Rahmen einer Entzündungsreaktion induzieren bestimmte Zytokine, wie 

z.B. Interleukin-1β (IL1ß), IL2, IL8, Transforming growth factor-β 1 (TGF- β1) sowie 

Wachstumsfaktoren und Lipopolysaccharide (LPS) die Genexpression des B1R (Ni 

et al. 1998b).  
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Die Folge der Hochregulation ist eine verstärkte Kininwirkung mit daraus resultieren-

der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie IL-1 oder TNF (Tumor necrosis 

factor-α). Diese führen u.a. zu vermehrten chemotaktischen Aktivitäten der 

neutrophilen Granulozyten sowie zur Zunahme der Gefäßpermeabilität (Leeb-

Lundberg et al. 2005, Hall et al. 1992, Blaukat et al. 2003, Sarker et al. 2000, 

Medeiros et al. 2004). Diese könnte die Bedeutung des B1R im Vergleich zu der B2R 

bei der Vermittlung von kinininduzierten Effekten nach Hirnverletzungen hervorhe-

ben.  

 

Die Stimulation des B2R efolgt vornehmlich durch Bradykinin und Kallidin, wohinge-

gen die Peptide des-Arg9-Bradykinin und des-Arg9-Kallidin den B1R aktivieren. Die 

Entstehung der Kinine wird von Kininase I durch Abspaltung des C-terminalen Argi-

nins von Bradykinin und Kallidin vermittelt (Mahabeer et al. 2000, Marceau et al. 

1998, Raidoo et al. 1997, Regoli et. Al. 1980). 

 

Die frühe Freisetzung des Bradykinins und die Induktion der Genexpression des B1R 

nach einer Gewebsschädigung sowie das starke entzündungs- und schmerzinduzie-

rende Potential dieses Mediators wurden durch mehrere Arbeiten belegt. Die 

gewebsprotektiven Effekte durch Antagonisierung dieses Oligopeptids wurden bereits 

im Modell des Herz- und Niereninfarkts nachgewiesen. Der protektive Effekt war be-

gleitet von einer reduzierten ischämieinduzierten Entzündungsreaktion (Mclean et al. 

2000, Souza et al. 2004, Lagneux et al. 2002, Yin et al. 2007). Quintaò konnte darü-

ber hinaus eine bedeutende Rolle des B1R bei der Wahrnehmung von neuropathi-

schen Schmerzen belegen (Quintaò et al. 2008). 

 

Die Inhibition des B1R im Schlaganfall-Modell hatte ebenfalls einen neuroprotektiven 

Effekt. Dabei wurden nach einer transienten Okklusion der Arteria cerebri media 

(tMCAO-Modell) bei B1R-Knockout-Mäusen und B1R-Inhibitor-behandelten Wildtyp-

Mäusen ein reduziertes Schlaganfallvolumen und eine kleinere 

Hirnödemausdehnung festgestellt. Die beiden Versuchsgruppen zeigten im weiteren 

Verlauf signifikant bessere neurologische Funktionen (Austinat et al. 2009).  
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Nachdem im Schlaganfall-Modell ein eindeutiger neuroprotektiver Effekt der B1R-

Blockade mit einer signifikanten Reduktion der sekundären Hinschädigung gezeigt 

werden konnte, wurde in der vorgelegten Arbeit am Modell der Kälteläsion bei der 

Maus den Effekt einer B1R induzierten Beeinflussbarkeit des posttraumatischen 

Hirnödems und der Traumaläsion durch B1R-Inhibition untersucht. Dafür wurde das 

Modell der Kälteläsion angewendet. In diesem Modell steht der Teilaspekt der Blut-

Hirn-Schrankenstörung mit Ausprägung eines „vasogenen“ (extrazellulären) Hirn-

ödems im Vordergrund (Vorbrodt et al. 1985). Außerdem ist dadurch eine standardi-

sierte, mess- und vergleichbare Läsion zu induzieren (Sirén et al. 2006).  

 

1.4 Zielsetzung der Arbeit 

 

Das Ziel dieser Arbeit war, die Rolle der B1R und B2R in der Entwicklung des post-

traumatischen Hirnödems und des Sekundärschadens im Modell der Kälteläsion bei 

der Maus zu erforschen und die Eignung dieses Modells zur Beantwortung dieser 

Fragestellung zu untersuchen. 
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2 Material und Methoden 

 

Die Untersuchungen wurden vom 2007 bis 2009 an der Neurochirurgischen Klinik 

der Julius-Maximilians-Universität Würzburg (Direktor: Prof. Dr. med. K. Roosen, seit 

01.10.2009 Prof. Dr. R.-I. Ernestus) mit der Genehmigung der Regierung von Unter-

franken (Tierversuchsvorhaben: 53/05 & 20/07) durchgeführt.  

 

2.1 Versuchstiere 

 

Die Versuchstiere stammten aus einer Zuchtlinie der Bradykinin B1R- und B2R 

Knockout (KO) der Tierhaltungseinrichtung der Neurologischen Universitätsklinik 

Würzburg, die aus dem genetischen Hintergrund eines C57/BL6 Mäusestammes ab-

stammt. Schon in früheren Arbeiten wurden die Eigenschaften der mutanten Tiere 

untersucht. Die B1R-KO-, die B2R-KO- und B1R/B2R-KO-Mäuse zeigten in allen Un-

tersuchungen bezüglich des Wachstumsverhaltens und/oder der Kreislaufparameter, 

wie Blutdruck und Puls, keinen relevanten Unterschied zu den C57BL/6 Wildtypen 

auch WT-Mäuse genannt (Pesquero et al. 2000, Cayla et al. 2007, Xu et al. 2005). 

Diese WT-Mäuse (Charles River Laboratory, Sulzfeld, Deutschland) dienten als Kont-

rollgruppe.    

 

Zur Untersuchung der Wirkung des selektiven Kinin B1R-Antagonisten R-715 (Ac-

Lys-[D-βNal7, Ile8]desArg9-BK Biomatik corporation) in WT-Mäusen wurde das Prä-

parat eine Stunde nach der Läsion i.v. in einer Dosis 0,5 mg/kg Körpergewicht und 1 

mg/kg Körpergewicht verabreicht (Gobeil et al. 1996). 

 

Für die selektive Blockade der Kinin B2R wurde das Hoe-140 (D-Arg0-Hyp3-Thi5-D-

Tic7-Oci8-BK; 0,2 mg/kg Körpergewicht, Sigma Aldrich) ebenfalls eine Stunde nach 

der Läsion i.v. injiziert (Wirth et al. 1991). In den Kontrollgruppen erfolgte eine Injekti-

on der jeweils entsprechenden Menge Placebo (physiologisches NaCl 0,9%).  

 

Alle verwendeten Tiere waren 7-8 Wochen alt mit einem Gewicht zwischen 19-25 g. 

Für die Versuche wurden 186 männliche Tiere verwendet.   
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2.2  Versuchsablauf und Tiermodell 

 

In den folgenden Tierexperimenten wurde die Arbeitshypothese getestet, dass die 

B1R für die Entwicklung des Hirnödems und der sekundären Hirnschaden nach Käl-

teläsion von maßgeblicher Bedeutung  sind. Es wurden zeitliche und quantitative 

Darstellung der Genexpression der B1R und B2R im Hirngewebe nach Kälteläsion, 

Dokumentation der Läsionsgröße und des Ausmaßes des vasogenen Hirnödems 

nach Kälteläsion in B1R- und B2R-Knockout-Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-

Mäusen durchgeführt. 

 

Ferner erfolgte die Untersuchung des Einflusses von spezifischen pharmakologi-

schen B1R- und B2R-Antagonisten auf die Läsionsgröße, das vasogene Hirnödem 

und die Genexpression von Entzündungsmarkern im Hirngewebe nach Kälteläsion. 

 

2.2.1  Narkose 

 

Die Narkose der Versuchstiere erfolgte durch intraperitoneale Injiektion von Ketanest-

S 25 mg/ml (Wirkstoff: S-Ketaminhydrochlorid) und Rompun 2% (Wirkstoff: Xylazin) 

in einer Dosierung von 0,1 mg/g Körpergewicht Ketamin und 0,005 mg/g Körperge-

wicht  Xylazin. 

  

2.2.2 Fokale Kälteläsion  

 

Bei diesem Experiment kommt es nach Aufsetzen der Kältesonde auf den Schädel 

zu einer Hirngewebsschädigung. Hierbei wird dem Hirngewebe durch die entstehung 

von Eiskristallen Wasser entzogen, dies verursacht eine Denaturierung der Zell-

membran durch die erhöhte Salzkonzentration. Nach Entfernung der Kältesonde 

kommt es dann zu einer spontanen Erwärmung des geschädigten Gewebes, dabei 

entsteht eine Läsion von Nerven-, Glia- und Endothelzellen (Meryman et al. 1956). 

Im Randbereich dieser primären irreversiblen Hirnschädigung entwickelt sich eine 

Störung der Blut-Hirn-Schrankenfunktion.  
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Nach Fixierung des Kopfes des narkotisierten Versuchstiers in einer stereotaktischen 

Halterung (TSE Systems GmbH, Bad Homburg) wurde die Kopfhaut entlang der Me-

dianlinie inzidiert und dann stumpf zur Seite präpariert. Die Läsionsstelle wurde 1,5 

mm rechts lateral und 1,5 mm kaudal des Bregmas am rechten Os parietale markiert 

(Abbildung 3). 

                                           

                                                 
Abbildung 3:  

Mausschädel in der Aufsicht: Läsionsstelle rechts parietal, 1,5 mm lateral und 1,5 mm kaudal des 

Bregmas. 

 

 

Zunächst wurden mit Hilfe des stereotaktischen Gerätes (Abbildung 5) die Koordina-

ten der genauen Zielstelle des Mausschädels gemessen und lokalisiert. Zur Probe 

wurde die Kältesonde (Abbildung 4) ungekühlt aufgesetzt. Mit diesem Verfahren 

wurde die Position der Sonde zum Hervorrufen der Läsion in ihren Koordinaten fest-

gelegt. Nach Entfernung von der Zielstelle wurde die Sonde durch Befüllen des Hohl-

zylinders mit flüssigem Stickstoff abgekühlt. Der flüssige Stickstoff hatte eine Tempe-

ratur von -196°C. Unmittelbar anschließend wurde die Sonde für einen definierten 

Zeitraum von 90 Sekunden auf die vorher festgelegte Läsionsstelle aufgesetzt. Im 

Anschluß wurde die Sonde sofort entfernt und die Haut mit einer Naht verschlossen.  

 

Die Ausdehnung der Primärläsion ließ sich im verwendeten Modell durch zwei Para-

meter steuern, den Durchmesser der Spitze der Sonde (2,5 mm), die mit der Schä-

delkalotte in Berührung kommt, und die Kontaktdauer der Sonde mit der Schädelka-
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lotte. Es wurde durch mehrere Vorversuche die geeignete Kontaktdauer ermittelt, 

dabei wurden die Läsionen nach einer  Kontaktdauer von 60 Sekunden, 90 Sekun-

den und 120 Sekunden verglichen. Die Läsionen, die nach einer Kontaktdauer von 

90 Sekunden hervorgerufen wurden, waren für die vorliegende Fragestellung am 

besten auswertbar. Bezüglich des Sondendurchmessers wurden Sonden mit einem  

Durchmesser von 1,5 mm und 2,5 mm getestet. Die Läsionen, die mit dem 

Sondendurchmesser von 2,5 mm hervorgerufen wurden, ließen sich besser vermes-

sen und auswerten. 
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Abbildung 4:  

Kältesonde zur Applikation der Kälteläsion. Sie bestand aus einem Kupferhohlzylinder, der konisch 

auf den eigentlichen Kontaktstempel zulief. Dieser Stempel mit einem Durchmesser von 2,5 mm wur-

de nach Befüllen des Zylinders mit flüssigem Stickstoff (-196°C) auf der Schädelkalotte rechts parietal 

aufgesetzt. 
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.2.3 Die posttraumatische Phase 

 

Die Tiere wurden nach der Läsionsinduktion in Käfige verbracht, welche auf 37°C 

vorgewärmt waren. In diesen Käfigen blieben sie zwei Stunden bis zum Aufwachen. 

Danach wurden die Tiere bei Raumtemperatur mit freier Zugänglichkeit zu Nahrung 

und Wasser für die restliche posttraumatische Phase gehalten.   

 

2.2.4 Entnahme des Gehirns 

 

Zur Hirnentnahme wurden die Tiere erneut narkotisiert, die Anästhesie erfolgte mit 

3,0 Vol % Isofluran (Forene®, Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden) in 100 Vol. % 

Sauerstoff. Die tief narkotisierten Tiere wurden dann dekapitiert, die Hirne wurden zu 

weiteren Bearbeitung und Auswertung entnommen.  

 
 

Abbildung 5:  

Die in den Versuchen verwende-
te stereotaktische Halterung.  
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2.3 Bestimmung des Läsionsvolumens 

 

Zunächst wurde das Nekrosevolumen 24 Stunden nach der Läsion als maximale Lä-

sionsausdehnung dreidimensional bestimmt. Die Läsionsausdehnung wurde in Se-

rienschnitten ermittelt, die in koronarer Schnittrichtung nach standardisierter Vorge-

hensweise mit einer zwei Millimeter Schichtdicke direkt nach Hirnentnahme angefer-

tigt waren. Die Hirnscheiben wurden für 20 min bei Raumtemperatur mit 2% 2, 3, 5-

Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid (TTC) in PBS inkubiert, damit konnte die entstandene 

Nekrose von dem vitalen Hirngewebe differenziert werden. Anschließend wurden die 

Scheiben in 4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Die Läsionsgröße wurde planimet-

risch mit der Open Source Software "ImageJ" (National Institutes of Health, USA) 

vermessen. Unter Berücksichtigung der Schichtdicke der Hirnscheiben wurde da-

raufhin das Läsionsvolumen berechnet und in Kubikmillimeter angegeben (Swanson 

et al. 1990). Das Programm erlaubte eine weitere Vergrößerung der Hirnscheiben auf 

dem Monitor, dies ermöglichte eine präzise Quantifizierung der Läsionsareale. 

 

Das Prinzip der TTC-Färbung basiert auf farblosen, wasserlöslichen Tetrazolium-

salzen, die als Elektronenfänger bei Reduktions-Oxidations-Reaktionen des 

Zitratzyklus fungieren (Klein et al. 1981). Unter Reduktionsbedingungen wandeln sie 

sich in gefärbte Stoffe um, sog. Formazane, die sich aufgrund ihrer Unlöslichkeit dort 

niederschlagen, wo sie entstehen. Die Enzymaktivitäten im lebenden Gewebe lassen 

TTC einen roten Farbstoff bilden, somit erfolgt eine Rot-Färbung dieser Gebiete. In 

den infarzierten Arealen findet kein Stoffwechsel mehr statt, so dass diese Bezirke 

ungefärbt bleiben (Jestädt et al. 1959, Kleinschnitz et al. 2006, Kleinschnitz et al. 

2007). Eine HE-Färbung (Hämatoxylin-Eosin-Färbung) wurde bei weiteren Präpara-

ten durchgeführt. Diese stellt die Routine-Färbung der Wahl dar. Dabei lassen sich 

Zellkerne blau-violett und Zytoplasma rosa färben. Das nekrotische Läsionsareal er-

scheint dann hell und vom dunklen vitalen Gewebe gut unterscheidbar. 

 

 

 

 

 

http://de.wikipedia.org/wiki/Reduktion_(Chemie)
http://de.wikipedia.org/wiki/Oxidation
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2.4 Bestimmung des vasogenen Hirnödems 

Zur Evaluation der Integrität bzw. zur Bestimmung des Störungsausmaßes der Blut-

hirnschranke 24 Stunden nach der Läsion wurde den Mäusen i.v. der wasserlösliche, 

mit hoher Affinität an Albumin bindende Farbstoff 2% Evans Blau (EB, Sigma Aldrich; 

n=6/Gruppe) injiziert. EB bindet sich quantitativ an das Serumalbumin, dadurch ent-

steht ein Farbstoff-Protein-Komplex, welcher unter normalen Bedingungen der Ge-

fäßpermeabilität der Bluthirnschranke nicht von intravasal in das Hirngewebe austritt. 

Bei Störungen der Bluthirnschranke und der Gefäßpermeabilität, wie z.B. unter 

Traumabedingungen, kommt es zum Austreten dieser Farbstoff-Protein-Komplexe in 

das Hirngewebe. Das Ausmaß der Komplex-Anhäufung im Hirngewebe, d. h. die 

Farbintensität und Ausdehnung, entspricht dem Störungsausmaß der Bluthirnschran-

ke (Wolman et al. 1981).  

 
Die i.v. Injektion von 0,1 ml des Farbstoffes wurde zwei Stunden nach der Läsionsin-

duktion, d. h. eine Stunde nach der Behandlung mit B1R-, B2R-Antagonisten oder 

NaCl 0,9 %, durchgeführt. Diese wurde 30 Minuten vor der Dekapitation der Tiere 

wiederholt. Die Läsionsstelle, welche eine Störung der Blut-Hirn-Schranke aufweist, 

wird dann blau gefärbt. Je intensiver die EB-Extravasation bzw. je größer der blau 

gefärbte Teil des Gehirns, desto stärker ist die Störung der Blut-Hirn-Schranke 

(Wolman et al. 1981).  

 

Die EB-Extravasation (der blau gefärbte Hirnanteil) wurde planimetrisch mit der Open 

Source Software "ImageJ" (National Institutes of Health, USA) vermessen. Das Pro-

gramm erlaubte eine weitere Vergrößerung der Hirnscheiben auf dem Monitor, dies 

ermöglichte eine präzise Quantifizierung der EB-Extravasation. Unter Berücksichti-

gung der Schichtdicke der Hirnscheiben wurde daraufhin das Volumen des blau ge-

färbten Hirnanteils in Kubikmillimeter bestimmt (Swanson et al. 1990). 
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2.5 Expressionsanalyse von Entzündungsmediatoren und 

Bradykininrezeptoren auf mRNA-Ebene mittels Real Time Polymerase Ketten-

reaktion (RT-PCR) 

 

Nach Bindung der Kinine an den Bradykininrezeptoren kommt es zur Freisetzung von 

Mediatoren, wie Prostaglandin, Stickstoffmonoxid (NO) und Ca2+, diese vermitteln 

dann die eigentliche Wirkung der Kinine (Vanhoutte et al. 1989, Bhoola et al. 1992, 

Kintsurashvili et al. 2001). Zum besseren Verständnis der Regulation und der Rolle 

der zwei Rezeptoren des KKS wurde auch auf die RT-PCR-Analyse der beiden Re-

zeptoren zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Trauma eingegangen. Dies erfolgte 

zur weiteren Untersuchung der Reaktionen auf zellulärer Ebene, außerdem sollten 

dadurch bekannte Aspekte durch neue Daten komplettiert werden.  

 

Dafür erfolgte die Quantifizierung der mRNA-Expression der B1R, B2R sowie be-

stimmter entzündungsspezifischer Zytokine wie das IL-1β, TGF β-1, IFNγ und TNFα. 

TNFα ist ein Zytokin, welches eine Entzündung im Körper verstärkt (Hehlgans et al. 

2005, Mautes et al. 1996b, Rink et al. 1995, Ehrenfeld et al. 2006, Rahman et al. 

2006) und zu einer Erhöhung der Blut-Hirn-Schranken-Permeabilität führt (Kossmann 

et al. 1996a, McClain et al. 1991). Die Interferone sind Zytokine, die bestimmte Prote-

inbildung in den Zellen induzieren. Diese Proteine können die Zellen gegen virale 

Infektionen widerstandsfähiger machen (Isaacs et al. 1957, Ott et al. 1994, Holmin et 

al. 1995, Mautes et al. 1996a, Fabry et al. 1994). Das TGFβ1 beeinflußt das Nerven-

system über unterschiedliche Mechanismen mit  vielfältigen Wirkungen, dabei ist die 

Wirkung des TGFβ1 von der jeweiligen molekularen Umgebung abhängig (Krieglstein 

et al. 1994, Krieglstein et al. 1995a, Krieglstein et al. 1995b, Krieglstein et al. 1996, 

Krieglstein et al. 1998b). 

 

Die TaqMan Technologie von Applied Biosystems (Deutschland) wurde für diesen 

Zweck genutzt. Die spezifischen PCR-Primer und Sonden gegen die Zielgene wur-

den als TaqMan Gene Expression Arrays (Applied Biosystems) bezogen. Die RT-

PCR wurde mit dem TaqMan Universal PCR Mastermix in einem Applied Biosystems 

7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) durchgeführt. Aus dem Be-

reich der Läsion bzw. der Scheinläsion (Koordinaten: 1,5 mm posterior, 1,5 mm late-

ral der Bregma) posterior  wurde 4, 12, 24 und 48 Stunden nach der Läsionsinduktion 
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Gewebe gewonnen. Das Gewebe wurde mit Miccra (D-8 power homogenizer (ART, 

Deutschland) zerkleinert und die RNA mit Trizol isoliert (Trizol reagent, Invitrogen, 

Deutschland). Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase kann aus RNA die dazu 

komplementäre cDNA hergestellt werden. Dementsprechend wurden 250 µg der 

RNA mit TaqMan Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems) nach dem 

Herstellerprotokoll inkubiert. Die RT-PCR wurde mit gleichen Mengen von cDNA im 

GeneAmp 7700 sequence detection system (Applied Biosystems) mit dem TaqMan 

Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) durchgeführt.  

 

Alle RT-PCR-Ansätze wurden nach festgelegtem Temperaturregime mit jeweils 3 μl 

Template cDNA (aus jeweils 1,5 μg Gesamt-RNA) durchgeführt: 50 °C für 2 Minuten 

und bei 95 °C für 10 Minuten inkubiert, darauf folgten 40 Zyklen für jeweils 15 Se-

kunden bei 95 °C und 1 Minute bei 60 °C. RT-PCR-Primer und Proben wurden 

mausspezifisch für B1R (assay ID: Mm00432059_s1), B2R (assay ID: 

Mm00437788_s1), IL-1 (assay ID: Mm004344228_m1), TGF β-1 (assay ID: 

Mm00441724_m1), Endothelin-1 (ET-1) (assay ID: Mm 00438656_m1), Interferon γ 

(IFNγ) (assay ID:Mm99999071_m1), und Tumor necrosis factor (TNF) (assay ID: 

Mm00443258_m1) von TaqMan Gene Expression Arrays (Applied Biosystems) ein-

gesetzt. Als endogene Kontrolle “Housekeeping” wurde 18s rRNA (TaqMan Prede-

veloped Assay Reagents for gene expression, part number: 4319413E; Applied Bio-

systems) verwendet. Kontrollproben aus Wasser wurden zur Sicherstellung der Spe-

zifizität der RT-PCR-Untersuchung gegenüber der RNA-Probe benutzt. Jede Probe 

wurde auf ihre Integrität durch die Analyse der Amplifikationsdarstellung kontrolliert. 

Die relative Quantifizierung der Genexpression folgte mittels der ΔΔCt Methode 

(Livak and Schmittgen, 2001; Austinat et al., 2009).  

 

2.6 Histologie und Immunhistochemie 
 
 
Die fixierten Präparate wurden ausgehend vom Okzipitalpol bis zum Frontalpol in 

4µm-Schichten koronarer Schnittrichtung nach einem standardisierten Verfahren  

angefertigt. Nach der Entparaffinisierung der Hirnschnitte wurden diese für die 

Makrophagenfärbung mit einer Proteaselösung in Aqua dest. für 30 min vorbehandelt 

oder für die T-Zell- und Neutrophilenfärbung für 30 min in 1 mM EDTA gekocht. Nach 

der Vorbehandlung erfolgte das Blocken mit 10% BSA für 30 min. Die Inkubation der 

http://de.wikipedia.org/wiki/Reverse_Transkriptase
http://de.wikipedia.org/wiki/Ribonukleins%C3%A4ure
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Schnitte mit dem primären Antikörper erfolgte bei 4 °C über Nacht. Dabei wurden 

Makrophagen mit einem gegen F4/80 gerichteten Antikörper (1:100 in 1%BSA/PBS; 

Ratte; Acris), T-Zellen mit einem anti-CD3-Antikörper (1:200 in 1%BSA/PBS, Kanin-

chen; Abcam) und Neutrophile mit einem anti-Neutrophile-Antikörper (1:100 in 

1%BSA/PBS, Ratte; Serotec) detektiert. Es folgte der POD-Blockschritt für 15 min mit 

0,5% H2O2 in Methanol. Die Inkubation mit den entsprechenden sekundären Antikör-

pern (anti-Ratte bzw. anti-Kaninchen, je 1:100 in 1%BSA/PBS) fand für 45 min bei 

Raumtemperatur statt. Nach jedem Inkubationsschritt wurde dreimal für je 5 min mit 

PBS gewaschen. Die Schnitte wurden daraufhin mit dem AB-Komplex (1:100 in TBS; 

Dako) für 30 min bei Raumtemperatur behandelt und anschließend mit DAB für 10 

min entwickelt. 

 

2.7 Statistik 

 

Für die unverbundenen Stichproben wurde eine Varianzanalyse der Ergebnisse 

durchgeführt. Die Nullhypothese wurde mit einer Wahrscheinlichkeit unter 5% ver-

worfen. So lag in den Versuchen eine statistische Signifikanz vor, wenn der p-Wert ≤ 

0,05 war. Bei einer Abweichung von der Normalität bei der Verteilung der Stichproben 

wurde der Vergleich von verschiedenen unabhängigen Stichproben nach dem Krus-

kal-Wallis-Test durchgeführt (Theodorsson 1986). Anschließend erfolgte die Anwen-

dung des U-Tests nach Mann-Whitney (Prism Graph 4.0, GraphPad Software, soft-

ware package Mann-Whitney test) (Mann 1947). Für die Korrelation wurde der Test 

nach D`Agostino verwendet (D`Agostino 1986, Pearson and Stepens 1964). Die sta-

tistischen Ergebnisse wurden im Text und in den Abbildungen in Form von Mittel-

wertStandardabweichung des arithmetischen Mittels der Stichproben angegeben. 
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2.8 Versuchsgruppen 
 

Insgesamt wurden 186 Tiere operiert. Die intraoperativ oder postoperativ verstorbe-

nen Tiere und die Tiere mit einer sichtbaren Missbildung wurden in der Auswertung 

nicht berücksichtigt. 19 Tiere sind intraoperativ oder postoperativ verstorben, bei 4 

Tieren kam es zu intracerebralen Blutungen, bei einem Tier fehlte das rechte Auge. 

Insgesamt mussten 24 Tiere aus der Auswertung ausgeschlossen werden. Die Ver-

suche wurden dann in 6 Etappen durchgeführt. 

 

2.8.1 TTC-Färbung I 
 
Für den ersten Versuchsteil wurden die Tiere drei Gruppen (jeweils n=7) zugeordnet.  

Gruppe 1: Wildtyp-Mäuse 

Gruppe 2: B1R-Knock out Mäuse 

Gruppe 3: B2R-Knock out Mäuse 

 

2.8.2 TTC-Färbung II 
 
Für diesen Versuchsteil wurden die Tiere zwei Gruppen (jeweils n=7) zugeordnet: 

Gruppe 1: Wildtyp-Mäuse mit 0,9%NaCl-Behandlung eine Stunde vor der Läsion.  

Gruppe 2: Wildtyp-Mäuse mit B1R-Blockade (1mg/kg Körpergewicht R-715) eine  

                 Stunde vor der Läsion. 

 

2.8.3 TTC-Färbung III 
 
Für diesen Versuchsteil wurden die Tiere in vier Gruppen (jeweils n=7) unterteilt 

Gruppe 1: Wildtyp-Mäuse mit 0,9%NaCl-Behandlung eine Stunde nach der  

                  Läsion. 

Gruppe 2: Wildtyp-Mäuse mit B1R-Blockade (1mg/kg Körpergewicht R-715) eine 

                 Stunde nach der Läsion. 

Gruppe 3: Wildtyp-Mäuse mit B1R-Blockade (0,5mg/kg Körpergewicht R-715) eine 

               Stunde nach der Läsion. 

Gruppe 4: Wildtyp-Mäuse mit B2R-Blockade (0,2mg/kg Körpergewicht Hoe-140) eine 

               Stunde nach der Läsion. 

Gruppe 5: Wildtyp-Mäuse mit B2R-Blockade (0,4mg/kg Körpergewicht Hoe-140) eine 

                 Stunde nach der Läsion. 
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2.8.4  Evans Blau-Färbung  

 

Für diesen Versuchsteil wurden die Tiere drei Gruppen (jeweils n=6) zugeordnet: 

Gruppe 1: Wildtyp-Mäuse mit 0,9%NaCl-Behandlung eine Stunde nach der Läsion. 

Gruppe 2: Wildtyp-Mäuse mit B1R-Rezeptorenblockade (1mg/kg Körpergewicht R- 

                 715) eine Stunde nach der Läsion. 

Gruppe 3: Wildtyp-Mäuse mit B2R-Rezeptorenblockade (0,2 mg/kg Körpergewicht 

                 Hoe-140) eine Stunde nach der Läsion. 

 

Die i.v. Injektion von 0,1 ml des Farbstoffes wurde zwei Stunden nach der Läsionsin-

duktion, d. h. eine Stunde nach der Behandlung  mit B1R-, B2R-Antagonist oder 

0,9%NaCl durchgeführt. Diese wurde 30 Minuten vor der Dekapitation der Tiere wie-

derholt. 

 

2.8.5 Teil der RT-PCR-Analyse 

 

Für diesen Versuchsteil wurden die Tiere drei Gruppen (jeweils n=5) zugeordnet:  

Gruppe 1: Wildtyp-Mäuse mit 0,9%NaCl-Behandlung eine Stunde nach der 

                 Läsion. 

Gruppe 2: Wildtyp-Mäuse mit B1R-Rezeptorenblockade (1mg/kg Körpergewicht 

            R-715) 1Stunde nach der Läsion. 

Gruppe 3: Wildtyp-Mäuse mit B2R-Rezeptorenblockade (0,2mg/kg Körpergewicht 

            Hoe-140) 1Stunde nach der Läsion. 

Gruppe 4: Wildtyp-Mäuse mit einer Scheinläsion 

 

Bei den vier Gruppen wurde eine Quantifizierung der mRNA-Expression der B1R, 

B2R sowie der Zytokine IL-1β, TGF β-1, IFNγ und TNFα durchgeführt.  

 

2.8.6 Teil der Immunhistochemie 

 

Für den fünften Versuchsteil wurden die Tiere drei Gruppen (jeweils n=5) zugeordnet:  

Gruppe 1: Wildtyp-Mäuse 

Gruppe 2: B1R-Knock out Mäuse 
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Gruppe 3: B2R-Knock out Mäuse 

2.9 Ausschlusskriterien 

 

Wenn die Tiere bestimmte Versuchskriterien nicht erfüllt hatten, wurden diese von 

der Auswertung ausgeschlossen, 

 

2.9.1 Präparation 

 

Eine Verletzung der Schädelkalotte ebenso wie eine Blutung führte zum Ausschluss 

der betroffenen Tiere von der Auswertung. 

 

2.9.2 Kälteläsion 

 

Wenn die Vereisungszone auf der Schädelkalotte nicht deutlich und gleichmäßig ge-

lang, sowie bei Abweichungen vom festgelegten Protokoll bei der Induktion der Kälte-

läsion wurden die Tiere von der Auswertung ausgeschlossen. 

 

2.9.3 Krankheiten, Anomalien 

 

Die Versuchstiere sollten keine sichtbaren Anomalien oder Erkrankungen nachwei-

sen. 
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3 Ergebnisse 

  

3.1 Lokaler Befund beim Versuchstier 

 

Nach der Induktion der Kälteläsion für 90 Sekunden entstand eine kreisförmige Ver-

eisungszone, die sich von der intakten Schädelkalotte gut unterscheiden ließ. Das 

rundliche Läsionsareal entsprach dem zylinderförmigen Stempel der Kältesonde.  

Hinweise für eine Infektion des Operationsbereiches wurden zum Zeitpunkt der Hirn-

entnahme bei keinem Versuchstier festgestellt. 

 

3.2 Posttraumatische relative Genexpression der B1R und B2R zu unter-
schiedlichen Zeiten 

 
Wir haben die mRNA-Genexpression der B1R und B2R zu unterschiedlichen Zeit-

punkten (4 Stunden, 12 Stunden und 24 Stunden) nach dem Trauma untersucht. Die 

gemessenen Werte wurden mit den Werten der mRNA-Genexpression der beiden 

Rezeptoren bei den scheinlädierten Tieren zu den entsprechenden Zeiten verglichen. 

Die mRNA-Genexpression beider Rezeptoren (B1R und B2R) wies bei den scheinlä-

dierten Tieren ein niedriges Niveau auf, hierbei lag die B1R-mRNA bei 2±0,5 (n=5) 

und die B2R-mRNA bei 2±0,25 (n=5). Während bei lädierten Tieren 4 Stunden nach 

Trauma die B1R-mRNA bei 12±10 (n=5) und die B2R-mRNA bei 7±4 (n=5) dokumen-

tiert wurden, änderte sich die Relation beider mRNA-Genexpressionen 12 Stunden 

nach Trauma zu Gunsten der B2R-RNA, die B1R-mRNA lag bei 3±2 (n=5) und die 

B2R-mRNA bei 7±2 (n=5). Bei einer erneuten Messung 24 Stunden nach Trauma 

setzte sich die Dominanz der B2R-mRNA mit 7±2 (n=5) im Vergleich zur B1R-mRNA 

von 4±3 (n=5) fort. Die Werte der B1R- und B2R-Genexpression sind in der Abbil-

dung 6 dargestellt. 
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Abbildung 6:  

 
Hochregulation der B1R und B2R nach Trauma mit einer Dominanz der B1R-Genexpression in 
den ersten 4 Stunden, während die B2R die späteren Phasen dominierten, * p ≤ 0.05.  
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3.3 Läsionsvolumen in den B1R- und B2R-KO-Tieren  

   

Im ersten Versuchsteil wurde bei B1R- und B2R-Knockout-Mäusen sowie Wildtyp-

Mäusen nach dem oben geschilderten Verfahren eine Läsion induziert. 24 Stunden 

nach der Läsion wurden die Tiere dekapitiert, die Hirne entnommen und nach dem 

beschriebenen Standardverfahren geschnitten. In der HE-Färbung wiesen die Läsio-

nen im Cortex-Bereich ein größeres Ausmaß in der Tiefe und in der Breite bei den 

Wildtyp-Mäusen im Vergleich zu den B1R-Knockout-Mäusen auf (Abbildung 7). Zur 

genaueren Evaluation wurde die TTC-Färbung eingesetzt. Mittels TTC-Färbung ließ 

sich das vitale Gewebe rot anfärben, das Läsionsgewebe blieb hingegen ungefärbt. 

Das Läsionsvolumen wurde daraufhin planimetrisch vermessen. Die Läsionen waren 

in den Hirnen der B1R-KO-Mäuse im Vergleich zu den Läsionen der Wildtyp-Mäuse 

signifikant kleiner (2,5±2,6 mm3 (n=7) vs. 11,5±3,9 mm3 (n=7); p=0.0008). Das Läsi-

onsvolumen in den B2R-KO Mäusen 24 Stunden nach der Läsion war mit dem der 

Wildtyp-Mäuse vergleichbar (Abbildung 8).  

 

 

 

 
 
Abbildung 7:  

 
In der Hämatoxylin-Eosin-Färbung zeigten sich die Läsionen im Cortex-Bereich bei den Wildtyp-Mäusen 
deutlich breiter und tiefer als bei den B1R-Knockout-Mäusen. 
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Abbildung 8:  

 
B1R-KO-Mäuse entwickelten signifikant kleinere Läsionen im Vergleich zu den Wildtyp-Mäusen. Das 
Läsionsausmaß in den B2R-KO Mäusen 24 Stunden nach der Läsion war mit dem der Wildtyp-Mäuse 
vergleichbar. ** p ≤ 0,005, n=7/Gruppe. 
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3.4 Läsionsvolumen nach Vor- und Nachbehandlung mit Bradykinin-

Rezeptor-Antagonisten  

 

3.4.1 Behandlung mit B1R-Antagonisten (R-715) 

 

Zur Überprüfung des neuroprotektiven Effektes bei Hemmung der Bradykininwirkung 

auf die B1R wurde die Wirkung des B1R-Antagonisten R-715 auf das 

Nekrosevolumen 24 Stunden nach der Läsion untersucht. Hierfür wurde bei 7 

Wildtyp-Mäusen der B1R-Antagonist (R-715) in der Dosierung von 1 mg/kg Körper-

gewicht eine Stunde vor der Läsionsinduktion intravenös verabreicht. Diese Dosie-

rung wirkte schon im Schlaganfall-Modell neuroprotektiv (Austinat et al. 2009). Weite-

re sieben Wildtyp-Mäuse bekamen stattdessen eine 0,9% NaCl-Injektion. In diesem 

Experiment zeigten sich die Läsionsvoumina der B1R-blockierten Wildtyp-Mäuse mit 

denen der B1R-KO-Mäuse vergleichbar. 

 

Nachdem die Experimente eine grundsätzliche therapeutische Wirksamkeit der Vor-

behandlung mit dem B1R-Antagonisten (R-715) auf das Läsionsvolumen nach Trau-

ma gezeigt haben (proof of principle), sollten weitere Versuche dessen Wirksamkeit 

unter klinisch relevanten Bedingungen nach einem Trauma prüfen. Hierfür wurden 

die Rezeptorantagonisten 60 Minuten nach Läsionsinduktion verabreicht. Des Weite-

ren sollten zur Beurteilung der Korrelation zwischen Wirkung und Dosierung der 

B1R-Blockade eine Stunde nach der Läsionsinduktion zwei verschiedene Dosierun-

gen des Inhibitors intravenös verabreicht werden (Gobeil et al. 1996). Während die 

Dosis von 0,5 mg/kg Körpergewicht keine signifikante Änderung des Läsionsvolu-

mens im Vergleich zu der Placebo-Behandlung bewrikte (9,6±5,2 mm³ versus 11,7± 

4,8 mm³, p= 0,065), zeigte sich die Dosis 1 mg/kg Körpergewicht eindeutig 

neuroprotektiv. Die mit B1R-Antagonisten (R-715) behandelten Tiere entwickelten 

signifikant kleinere Hirnläsionen im Vergleich zu den Tieren, die mit Placebo behan-

delt wurden (2,6±1,4 mm3, n=7 vs. 11,7±4,8 mm3, n=7; p=0,0034) (Abbildung 9). 
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3.4.2 Behandlung mit B2R-Antagonisten (Hoe-140) 

 

Die selektive B2R-Blockade zeigte in unserem Versuch keine signifikante Beeinflus-

sung des Ausmaßes der Kälteläsion im Maus-Modell mit einer Dosis von 0,2 mg/Kg 

und 0,4 mg/Kg Körpergewicht (Wirth et al. 1991). Die Läsionsvolumina bei diesen 

Tieren waren zwar kleiner im Vergleich zu den Tieren der Placebo-Gruppe, aber der 

Unterschied der Läsionsvolumena war statistisch nicht signifikant 8,4±2,77 mm³ 

(n=7) vs. 11,7±4,8 mm3 (n=7), p=0,0667. 

 

Die kälteinduzierte Hirnläsion war nach einer einmaligen intravenösen Gabe des 

B1R-Antagonisten (R-715) mit der Dosis 1 mg/kg Körpergewicht signifikant kleiner 

als bei den Tieren der Kontrollgruppen. Demgegenüber konnte nach der einmaligen 

intravenösen Gabe von Hoe-140 in der wirksamen Dosierung von 0,2 mg/Kg Körper-

gewicht kein signifikanter Unterschied des Läsionsvolumens im Vergleich zu den Tie-

ren der Kontrollgruppe festgestellt werden (Abbildung 9). 
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                      Vor Läsionsinduktion      Nach Läsionsinduktion 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 9:   

B1R-Blockade vermindert den Hirnschaden nach Trauma. Die Vorbehandlung eine                             
Stunde vor der Läsion sowie die Nachbehandlung eine Stunde nach der Läsion mit                             
dem B1R-Antagonisten R-715 (1 mg/kg Körpergewicht) reduzierten signifikant das                             
Nekrosevolumen im Vergleich zu der Placebo-Behandlung. Nach der Gabe vom B2R-Antagonisten Hoe-
140 (0,2 oder 0,4 mg/kg Körpergewicht)  war das Läsionsvolumen kleiner als in der Kontrollgruppe, aber 
ohne statistische Signifikanz. ** p ≤ 0,05, n=7/Gruppe. 
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3.5 Bestimmung des vasogenen Hirnödems nach dem Trauma 

 

Weitere Versuche sollten die Wirkmechanismen des B1R-Antagonisten R-715 auf die 

Entwicklung des vasogenen Hirnödems untersuchen. Da das vasogene Hirnödem 

auf eine Störung der Blut-Hirn-Schranke zurückzuführen ist (Mendelow & Teasdale 

1983), wurde den Mäusen zur Bestimmung des Störungsausmaßes nach der Läsion 

i. v. der wasserlösliche, mit hoher Affinität an Albumin bindende Farbstoff EB 

(n=6/Gruppe) injiziert.  

 

18 Tiere wurden operiert. Bei jeweils sechs Tieren wurden eine Stunde nach der Lä-

sionsinduktion B1R-Antagonist R-715 1 mg/kg Körpergewicht, B2R-Antagonist Hoe-

140 0,2 mg/kg Körpergewicht oder 0,2 ml NaCl 0,9% i. v. verabreicht. Eine Stunde 

später wurden 0,1 ml einer 2% EB-Lösung intravenös injiziert. Die EB-Injektion wurde 

30 Minuten vor der Dekapitation der Tiere wiederholt. Das Ausmaß der Störung der 

Blut-Hirn-Schranke bzw. das Ausmaß des vasogenen Hirnödems entsprach dann 

dem Ausmaß der EB-Extravasation oder des planimetrisch gemessenen Volumens 

des blaugefärbten Hirnanteils im lädierten Hirn (Wolman et al. 1981). 

  

Die Ergebnisse zeigten eine eindeutige Tendenz. Bei Wildtyp-Mäusen, die eine Be-

handlung mit R-715 eine Stunde nach der Läsion erfahren haben, konnte im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe eine signifikant geringere EB-Extravasation festgestellt 

werden (5,8±4,5 mm³ versus 12,5 ±1 mm³, n = 6/Gruppe, p < 0,05). Gleichzeitig führ-

te die Nachbehandlung mit Hoe-140 oder mit NaCl 0,9 % zu einer vergleichbaren 

EB-Extravasation (Abbildung 10). 
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Abbildung 10:  

Das Ausmaß der Blut-Hirn-Schrankenstörung mittels EB-Extravasation 24 Stunden nach der Läsions-
induktion nach der Gabe des B1R-Antagonisten R-715 (1 mg/kg Körpergewicht) signifikant geringer 
im Vergleich zu den Placebo-behandelten Tieren. Der B2R-Antagonist Hoe140 (0,2 mg/kg Körperge-
wicht) zeigte keine signifikante Wirkung auf die EB-Extravasation. *: p ≤ 0,05, n=6/Gruppe.  

 

 

 

 

Kontrollgruppe 

EB
-E

xt
ra

va
sa

ti
o

n
  (

m
m

³)
 

 (
m

m
³)

 

R-715  

1mg/kg 
Hoe 140 

0,2 mg/kg 



 37 

3.6 Genexpressionsanalysen mittels quantitativer RT-PCR 

 

Nach Feststellung der Wirkung des B1R-Atagonisten auf die Entwicklung des Läsi-

onsvolumens und des Hirnödems nach der Kälteläsion wurde sein Effekt auf die 

Genexpression bestimmter vasogener und proinflammatorischer Zytokine wie 

Endothelin-1 (ET-1), Interleukin-1β (IL-1β), Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), Interferon 

γ (IFNγ) und Transfoming Growth Faktor-β1 (TGF-β1) ermitteltt. 

 

3.6.1 Genexpression des Endothelin 1 (ET-1)  

 

ET-1 spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung und Entwicklung  des Hirnödems 

(Iglarz et al. 2007, Kirkby et al. 2008). Deshalb wurde in unseren Versuchen parallel 

zu den anderen Untersuchungen die Genexpression von ET-1 mittels der RT-PCR-

Analyse untersucht. Dabei zeigte die ET-1-Genexpression nach einer Placebo-

Injektion in der Kontrollgruppe sowie nach einer Behandlung mit dem B2R-

Antagonisten Hoe-140 posttraumatisch eine vergleichbare Hochregulation (3,1±0,42 

vs. 3±1,6, n=5/Gruppe). Nach der B1R-Blockade blieb die erwartete posttraumati-

sche Hochregulation nach Trauma aus. So entsprach die relative Genexpression von 

ET-1 im Bereich der Hirnläsion nach einer Behandlung mit R-715 in etwa dem Gen-

expressionsniveau im Cortex der scheinlädierten Tiere (1±0,14 vs. 1,1±0,13, 

n=5/Gruppe). Nach der B1R-Blockade kam es zu einer eindeutigen Unterdrückung 

der posttraumatischen Hochregulation der Genexpression von ET-1 in Relation zu 

der Placebo-Behandlung (1±0,14 vs. 3,1±0,42, n=5/Gruppe; p<0,05). Eine Zusam-

menfassung der Werte ist in Abbildung 11 dargestellt. 
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Abbildung 11:  
 
B1R-Blockade unterdrückt die Hochregulation der mRNA-Expression von ET-1 nach Trauma  

R-715: B1R-Antagonist, Hoe140: B2R-Antagonist. 

* p ≤ 0,05 im Vergleich zu der B2R-Blockade  

## p ≤ 0,05 im Vergleich zu der Placebo-behandelten Läsionsgruppe (Placebo).  

** p ≤ 0,05 Im Vergleich der Hochregulation der mRNA-Expression von ET-1 bei Placebobehandlung   

    nach Trauma im Vergleich zu den scheinlädierten Tieren (Kontrollgruppe). 
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3.6.2 Interleukin-1β (IL-1β)  

 

Das IL-1 ist ein entzündungsförndernder Signalmediator, der von Makrophagen, 

Endothelzellen, Fibroblasten und einigen anderen Zellen gebildet wird. Durch seine 

Wirkung können die Endothelzellen verdrängt werden, und die Leukozyten können 

durch die Basallamina ungehindert hindurchtreten (Ramzi et al. 1999, Banks et al. 

1995, Fabry et al. 1994, Giulian et al. 1985).  

 
In unseren Versuchen zeigte sich bei den lädierten Mäusen nach einer Placebo-

Behandlung mit NaCl 0,9% eine Hochregulation der mRNA-Expression von IL-1β im 

Läsionsbereich. Nach einer B1R-Blockade blieb diese Hochregulation aus. Die Gen-

expressionswerte lagen bei den lädierten Mäusen nach einer B1R-Blockade bei 

1,3±0,6 (n=5) gegenüber 44,3±24 (n=5) nach einer Placebo-Behandlung mit NaCl 

0,9% (p≤ 0,05). Nach einer B2R-Blockade zeigte sich, wie nach NaCl 0,9% Placebo-

Behandlung, eine Hochregulation der Genexpression von IL-1β. Hier lag die mRNA-

Expression von IL-1β bei 44,8±38,8 (n=5), während die scheinlädierten Tiere eine 

mRNA-Expression desselben von 1,1±0,3 (n=5) aufwiesen.  

 

Zusammengefasst wurde die posttraumatische Hochregulation der mRNA-

Expression von IL-1β nach einer Kinin–B1R-Blockade unterdrückt. Das Expressions-

niveau von IL-1β bei den lädierten Tieren entsprach nach einer B1R-Blockade dem 

Niveau der Genepression bei den scheinlädierten Tieren. Im Gegensatz dazu blieb 

die mRNA-Expression von IL-1β nach einer B2R-Blockade oder Placebo-Behandlung 

mit NaCl 0,9% unbeeinflusst (Abbildung 12). 
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Abbildung 12:  

 
B1R-Blockade unterdrückt die Hochregulation der mRNA-Expression von IL1β nach Trauma 

R-715: B1R-Antagonist, Hoe140: B2R-Antagonist. 

* p ≤ 0,05 im Vergleich Hochregulation bei der Kontrollgruppe zu den scheinlädierten Tieren (Kont-

rollgruppe)  

# p ≤ 0,05 im Vergleich zu der Placebo-behandelten Läsionsgruppe (Placebo).  

 

 
 
3.6.3 Tumornekrosefaktor-α (TNFα) 
 

In unseren Versuchen ist die posttraumatische Genexpression des TNFα nach einer 

B1R-Blockade im Vergleich zu den scheinlädierten Tieren nur minimal angestiegen. 

Die TNF-α wurde damit ähnlich beeinflusst wie bei ET-1 und IL-1β. Die mRNA-

Expression von TNFα in den scheinlädierten Tieren lag bei 1,5±0,5 (n=5), in den lä-

dierten WT-Tieren mit anschließender B1R-Blockade bei 2,7±1,7 (n=5). Im Vergleich 

dazu lag diese bei den lädierten WT-Tieren mit Placebo-Behandlung bei 31,1±10,6 

(n=5) und bei den lädierten WT-Tieren mit anschließender B2R-Blockade bei 40,4±22 

(n=5) (Abbildung 13).   
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Es lässt sich postulieren, dass nach der B1R-Blockade die Hochregulation der TNFα-

Genexpression nur in geringem Ausmaß nachweisbar war. Dies lässt eine Inhibition 

der  TNFα-Genexpression durch die B1R-Blockade vermuten. 

  

          

 

 

 

Abbildung 13:  

 

B1R-Blockade unterdrückt die Hochregulation von mRNA-Expression des TNFα nach Trauma 

R-715: B1R-Antagonist, Hoe140: B2R-Antagonist.  

* p ≤ 0.05 Hochregulation im Vergleich zu den scheinlädierten Tieren (Kontrollgruppe)  

# p ≤ 0.05 Inhibition der Hochregulation im Vergleich zu der Placebo-behandelten Läsionsgruppe 
(Placebo).  
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3.6.4 Interferon γ (IFNγ) 
  

In den weiteren Experimenten lag die mRNA-Genexpression des IFNγ der scheinlä-

dierten Tieren bei 1,5±0,8 (n=5), der lädierten WT-Mäusen nach Placebobehandlung 

bei 2,4±1,4 (n=5), nach B2R-Blockade bei 4,3±4 (n=5) und nach B1R-Blockade bei 

2,2±1,1 (n=5). Insgesamt blieb das Verhalten der mRNA-Genexpression des IFNγ 

nach der B1R-Blockade unbeeinflusst (Abbildung 14). 

 

           

           

   

 

 

 

 
Abbildung 14:  
 
Die mRNA-Genexpression des IFNγ blieb nach dem Trauma unbeeinflusst und zeigte keine spezifi-
sche Abhängigkeit von der Blockade der Bradykininrezeptoren. n=5/Gruppe.  
 
Kontrollgruppe: Scheinoperierte Gruppe, Placebo: Placebo-behandelte Läsionsgruppe 
R-715: B1R-Antagonist, Hoe140: B2R-Antagonist.  
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3.6.5 Transforming Growth Faktor-β1 (TGFβ1) 
 
Die mRNA-Genexpression von TGFβ1 blieb unter der B1R-Blockade unbeeinflußt. 

Sie lag bei den Mäusen mit einer Scheinläsion bei 0,8±0,2 (n=5), bei den  lädierten 

Wildtyp-Mäusen nach  Placebobehandlung bei 0,9±0,2 (n=5), bei den lädierten 

Wildtyp-Mäusen nach B2R-Blockade bei 1,4±0,8 (n=5) und bei den lädierten Wildtyp-

Mäusen nach B1R-Blockade bei 0,8±0,2 (n=5) (Abbildung 15). Insgesamt konnte 

kein signifikanter Einfluß der B1R-Blockade auf die mRNA-Genexpression des 

TGFβ1 nachgewiesen werden.  

 

 

  

      

  

 

 

 

Abbildung 15:  

Die mRNA-Genexpression des TGFβ1 zeigte keine signifikante Änderung nach der Blockade von 
B1R oder B2R, n=5 pro Gruppe. Scheinoperierte Gruppe (Kontrollgurppe), Placebo-behandelte Läsi-
onsgruppe (Placebo), R-715 B1R-Antagonist, Hoe140 B2R-Antagonist.  
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3.7  Immunhistochemie 
 
Bei der immunhistochemischen Färbung hilft die Antigen-Spezifität von Antikörpern, 

bestimmte Antigene im histologischen Schnitt sichtbar zu machen. Bei dieser Unter-

suchungsmethode kommt es zur Identifizierung von bestimmten Antigenen im histo-

logischen Schnitt, die spezifisch nur in bestimmten Zelltypen oder nur in bestimmten 

Geweben auftreten, damit werden die entsprechenden Zelltypten identifiziert. 

 

In den vorliegenden Experimenten wurden beträchtlich mehr neutrophile 

Granulozyten, Makrophagen und T-Zellen in den Läsionsbereichen von B2R-KO-

Mäusen und Wildtyp-Mäusen im Vergleich zu den Läsionsbereichen von B1R-KO-

Mäusen dokumentiert. Die Erhebung der genauen Anzahl der Entzündungszellen 

war durch die Akkumulation derselben nicht möglich (Abbildung 16).  
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Abbildung 16:  

Immunhistochemische Darstel-

lung der infiltrierenden Makro-

phagen und der aktivierten 

Mikroglia im Läsionsbereich von 

WT, B1R-KO und B2R-KO Mäu-

sen. Bei B1R-KO-Mäusen wer-

den signifikant weniger Makro-

phagen und aktivierte Mikroglia 

im Läsionsbereich im Vergleich 

zu den Läsionsbereichen der 

WT-Tiere und der B2R-KO Tiere 

beobachtet. Die Erhebung der 

genauen Anzahl der Entzün-

dungszellen war durch die Ak-

kumulation der Zellen nicht mög-

lich. 
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4 Diskussion 
 
4.1 Kallikrein-Kinin-System 
 
Durch die bekannten pathophysiologischen Eigenschaften der Kinine, z. B. ihr stark 

entzündungs- und schmerzinduzierendes Potential und ihre Beeinflussung der Blut-

Hirn-Schranke, können diese körpereigenen bioaktiven Stoffe als wichtige Mediato-

ren des sekundären Hirnschadens agieren (Bhoola et al. 1992, Hall et al. 1992, Dray 

et al. 1993). In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt des Antagonismus der 

Bradykininwirkung durch die Rezeptorenblockade nach der fokalen Kälteläsion un-

tersucht. Unterschiedliche Wirkungskomponenten und Zusammenhänge zum 

neuroprotektiven Effekt wurden analysiert.  

 

4.2 Fokale Kälteläsion  als Tiermodell des SHT 
 
Die Durchführbarkeit dieser Experimente im Rahmen dieses Versuchsmodells der 

fokalen Kälteläsion ist einfach, standardisiert und gut reproduzierbar. Das Modell si-

chert einen hohen Grad an konsistenter Datenerhebung. Die Läsionsursache könnte 

dieses Tiermodell als Kritik auf sich ziehen, denn hierbei fehlt die mechanische Ge-

walteinwirkung auf das Gehirn, diese ist durch „zytotoxische“ (intrazelluläre) 

Ödemgenese charakterisiert (Unterberg et al. 1997). Insgesamt besteht nur eine be-

dingte direkte Übertragbarkeit auf die klinische Situation des Schädel-Hirn-Traumas. 

Die Auswirkung der Bradykininrezeptorantagonisten auf die Entwicklung des Hirn-

ödems und die entstehende sekundäre Hirnschädigung konnten trotzdem anhand 

dieses Modells evaluiert werden. 

 
4.3 Rolle der B1R bei der Entstehung des vasogenen Hirnödems 
 

Mehrere Studien haben die pathophysiologische Rolle von Bradykinin-B1R bei einer 

zerebralen Schädigung nach einer Ischämie oder im Rahmen anderer 

pathophysiologischer Prozesse wie Entzündungsereignissen oder kardiovaskulärer 

Erkrankungen untersucht (Austinat et al. 2009, McLean et al. 2000, Souza et al. 

2004, Lagneux et al. 2002, Yin et al. 2007). Unter pathophysiologischen Bedingun-

gen wie z. B. Schlaganfall, Entzündungsgeschehen oder anderen 

Ischämieereignissen wurde eine entscheidende Rolle der B1R u. a. bei der Entste-

hung und Entwicklung des postischämischen Ödems beschrieben. Bei einem Schä-

del-Hirn-Trauma begünstigt diese Wirkung die Entstehung von sekundären Hirn-
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schädigungen. Die Blockade der B1R würde demnach zur signifikanten Verminde-

rung des Hirnödems und damit zur Reduktion der sekundären Hirnschaden führen, 

wobei eine B2R-Blockade keine signifikante Änderung der pathophysiologischen 

Prozesse bewirken würde (Austinat et al. 2009). Unsere Versuche konnten den Effekt 

einer B1R-Blockade zur Verminderung des Hirnödems und zur Reduktion der sekun-

dären Hirnschädigung auch nach der fokalen Kälteläsion bestätigen. Die biochemi-

schen bzw. molekularen Mechanismen, die die Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke 

kontrollieren und damit an der Entstehung des vasogenen Hirnödems beteiligt sind, 

sind nur wengi bekannt. Frühere Studien haben jedoch einen fördernden Einfluss des 

ET-1 bei der Ödementwicklung im Allgemeinen und bei der Entwicklung des Hirn-

ödems im Besonderen  nachgewiesen (Kirkby et al. 2008, Bardutzky et al. 2007, 

Iglarz et al. 2007, Ayata et al. 2002). Lo fand im Ischämie-Modell der Maus, dass die 

vermehrte ET-1-Expression eindeutig mit vermehrter Hirnödementwicklung und mit 

größeren Infarktarealen einherging (Lo et al. 2005). Im Einklang mit diesem Ergebnis 

kam es nach einer pharmakologischen Blockade der Endothelin-1-Rezeptoren zu 

einer signifikanten Verringerung der Hirnödementwicklung, der Ischämiefolgen und 

der Störung der Blut-Hirn-Schranke in der Ratte (Matsuo et al. 2001, Dawson et al. 

1999, Moldes et al. 2008, Kossmann et al. 1996a, McClain et al. 1991). Die vorlie-

genden Ergebnisse konnten eine verminderte Hirnödementwicklung bei den lädierten 

Tieren nach einer B1R-Blockade passend zum Ausbleiben der Hochregulation der 

ET-1 mRNA nachweisen (Abbildung 11). Demgegenüber zeigten das vasogene 

Hirnödem und die mRNA-Expression des ET-1 in der RT-PCR-Analyse nach einer 

B2R-Blockade und nach Placebo-Behandlung mit 0,9%NaCl einen signifikanten An-

stieg im Vergleich zu scheinoperierten Mäusen. Die erwartete posttraumatische 

Hochregulation der mRNA-Genexpression vasogener Zytokine IL-1β und TNFα blieb 

ebenfalls nach der B1R-Blockade aus (Abbildung 12 und 13).  

 

Das Ausbleiben der Hochregulation der mRNA-Genexpression vasogener Zytokine 

nach B1R-Blockade könnte einen weiteren Mechanismus auf molekularer Ebene zur 

Beeinflussung der Hirnödementwicklung darstellen.  
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4.4 Therapeutische Wirksamkeit der selektiven B1R-Blockade beim 
vasogenen Hirnödem 

 
In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass durch eine selektive 

B1R-Blockade eine wirksame Reduktion des posttraumatischen vasogenen Hirn-

ödems erreicht wird. Mit Hilfe der fokalen Kälteläsion war es möglich, die Wirkung der 

selektiven B1R-Blockade unter standardisierten Versuchsbedingungen auf das 

vasogene Hirnödem zu untersuchen. Die gewebeprotektive Rolle der B1R-Blockade 

wurde bereits in unterschiedlichen Fragestellungen wie beim Schlaganfall (Austinat 

et al. 2009), Herzinfarkt (Lagneux et al. 2002, Yin et al. 2007), intestinaler Ischämie 

(McLean et al.  2000, Souza et al. 2004) und im Rahmen entzündlicher Reaktionen 

(Ahluwalia et al. 2004) nachgewiesen. Hierbei konnte durch eine B1R-Blockade eine 

eindeutige Gewebeprotektion erreicht werden. Quintaό beschrieb sogar eine 

schmerzinduzierende Wirkung der B1R bei der Wahrnehmung von neuropathischen 

Schmerzen (Quintaò et al. 2008).  

 

Durch die kompetitive B1R-Blockade mit dem selektiven B1R-Antagonisten R-715 

eine Stunde nach der Traumainduktion konnte die Entwicklung des vasogenen Hirn-

ödems eindeutig abgeschwächt werden. Damit konnten die Sekundärschäden und 

letzten Endes das Läsionsvolumen nach einer fokalen Kälteläsion des Maushirns  

signifikant reduziert werden. Als Erfolgskriterien wurden eine Reduktion der 

Ödementwicklung und eine Verringerung des Läsionsvolumens betrachtet. Eine sig-

nifikante Reduktion des Läsionsvolumens fand sich nach einer B1R-Blockade auf 

etwa ein Viertel im Vergleich zu der Placebo-Behandlung. Bezüglich der Entwicklung 

des Hirnödems wurde die EB-Extravasation bzw. die EB-Ausbreitung im Hirngewebe 

quantifiziert und ausgewertet. Des Weiteren zeigte sich nach der B1R-Blockade eine 

signifikante Verringerung der Hirnödementwicklung (EB-Extravasation bzw. EB-

Ausbreitung) nach der Kälteläsion um ca. 50% im Vergleich zu den lädierten Tieren, 

die eine Placebo-Behandlung mit 0,9% NaCl  oder eine B2R-Blockade erfuhren.  

 

Eine Reduktion der Sekundärschäden und damit der gesamten Hirnschädigung 

durch die Verringerung des Hirnödems in diesem Ausmaß wäre für Patienten mit 

schwerem Schädelhirntrauma eine mögliche Option für eine Reduktion der funktio-

nellen neurologischen Defizite. Unsere Versuche konnten die pathophysiologische 

Rolle der B1R im Rahmen des Schädelhirntraumas im Modell der fokalen Kälteläsion 
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belegen. Hierbei konnten das Hirnödem und der Hirnschaden alleine durch die ein-

malige i.v. Gabe von B1R-Antagonisten R-715 1 mg/kg KG eine Stunde nach dem 

Trauma signifikant reduziert werden. Bereits unter dieser einmaligen Verabreichung 

wurde ein relevanter neuroprotektiver Effekt erreicht.  

 
 4.5 Rolle der B1R bei der Entstehung der lokalen Entzündungsreaktion 
 
Die verstärkte Präsenz von entzündungsspezifischen Zytokinen bei Patienten mit 

Schädel-Hirn-Trauma im Plasma und im Liquor scheint eine ursächliche Rolle für die 

Entstehung sekundärer Hirnschädigung zu haben (Kossmann et al. 1995, Kossmann 

et al. 1996a, Kossmann et al. 1997, Morganti-Kossmann et al. 1997). Die Hochregu-

lation der B1R unter inflammatorischen Reaktionen war von einer Stimulation der 

Produktion von IL-1β begleitet (Pan et al. 1996). Auch die vorliegenden Ergebnisse 

der immunhistochemischen Untersuchung (Abbildung 16) unterstreichen die Theo-

rie, dass Bradykinin über die B1R in Vermittlung der Entzündungsreaktionen nach 

Neurotrauma eine wesentliche Bedeutung aufweist. In diesem Zusammenhang wur-

den deutlich weniger Entzündungszellen in den Läsionsbereichen von B1R-KO Mäu-

sen im Vergleich zu den Läsionsbereichen der Wildtyp- oder B2R-KO Mäusen nach-

gewiesen. Ähnliche immunhistochemische Ergebnisse wurden bei den Untersuchun-

gen der inflammatorischen Reaktionen nach einer Hirnischämie im Schlaganfall-

Modell festgestellt (Austinat et al. 2009).  

 

Im Rahmen einer anderen Untersuchung wurde bei inflammatorischen Reaktionen 

das Ausbleiben der Hochregulation der mRNA-Genexpression von B1R nach einer 

Inkubation mit Glukokortikoiden z. B. Dexamethason, aber auch durch die Inkubation 

mit Proteinsyntheseinhibitoren (z. B. Cyclohexamid) beobachtet (Ni et al. 1998). Fer-

ner wurde eine physiologische Interaktion zwischen IL-1, IL-6 und TNFα mit dem 

neuroendokrinen System nachgewiesen. Diese Zytokine induzieren die Freisetzung 

des „corticotropin-releasing factor” (CRF) im Hypothalamus, der wiederum die Syn-

these von Adrenocorticotropin in der Hypophyse stimuliert (Goodman et al. 1990, 

Mazue et al.  1992, Gourin et al. 1997, Berkenbosch et al. 1987, Karalis et al. 1991, 

Naitoh et al. 1988). Sowohl der quantitative Nachweis in den vorliegenden Ergebnis-

sen als auch die Komplexität des beteiligten Zytokinnetzwerks legt die Vermutung 

nahe, dass das Ausbleiben der Hochregulation von proinflammatorischen Zytokinen 

nach der B1R-Blockade mit der Abschwächung der posttraumatischen Entzündungs-
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reaktion im Zusammenhang steht. Auch über diese Wirkungsebene könnte die B1R-

Blockade zur Neuroprotektion beitragen. 

 

4.6 B1R-Blockade versus B2R-Blockade 
 
Einzelne Arbeitsgruppen wie Görlach und Hellal im Trauma-Modell und Zausinger im 

Ischämie-Modell (Görlach et al. 2001, Hellal et al. 2003, Zausinger et al. 2002) haben 

eine neuroprotektive Wirkung über eine B2R-Blockade beschrieben. Hier sind die 

unterschiedlichen Modelle, Präparate und Versuchsbedingungen zu berücksichtigen. 

Görlach und Zausinger (Görlach et al. 2001, Zausinger et al. 2002)  haben die Gabe 

der B2R-Antagonisten schon vor der Läsionsinduktion bzw. vor der Ischämie begon-

nen. Zu dieser Zeit ist unter physiologischen Bedingungen die Expression der B1R - 

wenn überhaupt - nur in einem sehr geringen Ausmaß nachweisbar, dafür wurde eine 

dominierende Expression der B2R beschrieben (Raslan et al. 2010). Im Gegensatz 

dazu wurde eine beträchtliche Expressionsinduktion der B1R direkt nach einer Ge-

websverletzung beobachtet (Schanstra et al. 1998). In der vorliegenden Arbeit wur-

den in der frühen Phase vier Stunden nach Trauma eine Induktion und Dominanz der 

B1R, aber zu späteren Zeitintervallen eine Dominanz der B2R beobachtet (Abbil-

dung 6). Dies könnte die unterschiedlichen Ergebnisse nach kontinuierlicher Gabe 

der B2R-Antagonisten über die ersten 24 Stunden erklären. Insgesamt hat die B1R-

Blockade in den vorliegenden Ergebnissen einen signifikant größeren 

neuroprotektiven Effekt als die B2R-Blockade bei den Untersuchungen anderer Ar-

beitsgruppen (Görlach et al. 2001, Hellal et al. 2003, Zausinger et al. 2002). Bei den 

verschiedenen Versuchsbedingungen kann keine Aussage getroffen werden, ob hier 

ein Widerspruch zu den Ergebnissen der genannten Arbeitsgruppen vorliegt. 

 

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die bisher unklaren Zusammenhänge 

zwischen der kontinuierlichen Verabreichungsmethode der B2R-Blockade und dem 

neuroprotektiven Effekt der B2R-Blockade zu klären. Eine interessante Untersuchung 

wäre der Vergleich des neuroprotektiven Effektes bei einer kontinuierlichen Verabrei-

chung mit der neuroprotektiven Wirkung nach einer einmaligen Dosisgabe des B2R-

Antagonisten nach Trauma. Ein anderer Gesichtspunkt wäre die Untersuchung des 

Effektes einer kombinierten Therapie mit B1R-Blockade eine Stunde postoperativ mit 

anschließender kontinuierlicher B2R-Blockade über die nächsten 24 Stunden ent-
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sprechend der Kininrezeptorendominanzphase nach der mRNA-Genexpression (Ab-

bildung 6).  

  
Zusammenfassend bestätigen unsere Versuche die zentrale Mediatorenrolle des 

Kinin-systems in der Entwicklung der posttraumatischen Sekundärschädigung des 

Gehirns. Die selektive B1R-Blockade stellt einen potentiellen kausalen Therapiean-

satz des posttraumatischen vasogenen Hirnödems dar. Ferner sind weitere Untersu-

chungen notwendig, um die langfristige Beeinflussung der posttraumatischen neuro-

logischen Funktionen zu evaluieren. 

 
 



 52 

4.7 Zusammenfassung 
 
Das Ziel der Traumaforschung ist das Minimieren der posttraumatischen sekundären 

Hirnbeeinträchtigung. Mit einem spezifischen therapeutischen Konzept soll das trau-

matische Hirnödem und damit die entstehenden sekundären Hirnschäden minimiert 

werden. Damit bleiben die Traumafolgen zum größten Teil von der Ausdehnung der 

Primären Hirnschäden abhängig und dadurch verbessert sich die Gesamtprognose 

von Traumapatienten.  

 

Aus diesem Grund steht die Therapie des traumatischen Hirnödems, des intrakraniel-

le Druckes und die Antagonisierung neurotoxischer Mediatoren im Mittelpunkt des 

Interesses bei der Therapie des Schädel-Hirn-Traumas. Vor diesem Hintergrund 

wurde in der vorliegenden Arbeit in einem experimentellen Schädel-Hirn-Trauma-

Modell der fokalen Kälteläsion bei der Maus die Effektivität der B1R-Blockade unter-

sucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchung  dokumentierten auf der Suche nach ei-

ner grundlegenden spezifischen Therapie des vasogenen traumatischen Hirnödems 

die B1R-Blockade als einen potentiellen Ansatz zu Reduktion der sekundären Hirn-

schäden. Zum Einen konnte durch die selektive Blockade von B1R mit dem Präparat 

R-715 nach einer fokalen Kälteläsion im Mausmodell die Hirnschädigung um etwa 75 

% gegenüber den Tieren der Kontrollgruppen reduziert werden. Zum Anderen lässt 

sich nach der B1R-Blockade u. a. eine signifikante Abschwächung des vasogenen 

Hirnödems um etwa 50 % im Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppen feststellen. 

Die Reduktion der sekundären Hirnschädigung durch die B1R-Blockade 24 Stunden 

nach der Läsionsinduktion macht die selektive B1R-Blockade als kausaler Therapie-

ansatz  eine interessante Behandlungsoption des posttraumatischen vasogenen 

Hirnödems.  

 

Nach jeder wissenschaftlichen Untersuchung entstehen neue interessante Fragen 

bezüglich der errungenen Ergebnisse. Wie werden die langfristigen Sekundärschä-

den nach der B1R-Blockade aussehen? Inwiefern können die vorliegenden Ergeb-

nisse der B1R-Blockade nach einer fokalen Kälteläsion auf die Hirnschädigung nach 

mechanischen Traumaläsionen übertragen werden? Wie würden das menschliche 

Nervengewebe im Allgemeinen und das menschliche Gehirn im Besonderen nach 

Trauma auf diese B1R-Blockade reagieren? 
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Weitere Untersuchungen sind auf jeden Fall erforderlich, um die noch offenen Dis-

kussionspunkte zu behandeln und befriedigende Antworten zu finden. Erst dann 

können die gewonnen Erkentnisse in den klinischen Einsatz im geeigneten Rahmen 

umgesetzt werden.   

 
 
4.8 Schlussfolgerung 
 

Die vorliegende Arbeit stellt mit der posttraumatischen selektiven B1R-Blockade ei-

nen potentiellen kausalen Therapieansatz des posttraumatischen vasogenen Hirn-

ödems nach Schädel-Hirn-Trauma fest.  
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5. Abbildungsverzeichnis: 

 

Abb. 1: Die Pathophysiologie der Entwicklung sekundärer Hirnschaden nach 

            Schädel-Hirn-Trauma oder nach einer Hirnischämie. 

Abb. 2: Aktivierungskette des Kallikreinkininsystems. 

Abb. 3: Mausschädel in der Aufsicht: Läsionsstelle. 

Abb. 4: Kältesonde zur Applikation der Kälteläsion. 

Abb. 5: Die in unseren Versuchen verwendete stereotaktische Halterung.  

Abb. 6: Relative Genexpression der Bradykininrezeptoren (B1R und B2R) zu    

  unterschiedlichen Zeitpunkten nach Trauma. 

Abb. 7: Läsionsvolumenvergleich in B1R-KO-Mäusen, B2R-KO-Mäusen und Wildtyp- 

           Mäusen. 

Abb. 8: In der Hämatoxylin-Eosin-Färbung. 

Abb. 9: Läsionsvolumenvergleich in Wildtyp-Mäusen bei B1R-Blockade vor der    

Läsionsinduktion, B1R-Blockade eine Stunde nach der Läsionsinduktion        

B2R-Blockade eine Stunde nach der Läsionsinduktion, 0,9 % NaCl-Injektion 

eine Stunde nach der Läsionsinduktion. 

Abb. 10: Evans Blau-Extravasation nach dem Trauma.  

Abb. 11: Relative Genexpression des Endothelin-1 (ET-1) nach Trauma.  

Abb. 12: Relative Genexpression des Interleukin-1β (IL-1β) nach Trauma. 

Abb. 13: Die relative Genexpression des Tumornekrosefaktor-α (TNFα) nach 

     fokaler kortikaler Kälteläsion im Läsionsbereich. 

Abb. 14: Relative Genexpression des Interferon γ (IFNγ) nach Trauma. 

Abb. 15: Relative Genexpression des Transforming Growth Faktor-β 1 (TGFβ1)  

              nach Trauma. 

Abb. 16: Immunhistochemische Darstellung des Läsionsbereiches bei B1R-KO,  

               B2R-KO und WT-Mäusen 1Stunde nach Läsionsinduktion. 
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