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Patomor phologische Unter suchung der Hirnrinde bel Ratten nach
dem Einsatz der Kalt-Plasma K oagulation ( Soring)

Materialien und Methode

In das Experiment wurden 24 Ratten (Mannchen ; ,, Wistar) mit dem
Korpergewicht 220-250g einbezogen. Die Tiere wurden in 8 Gruppen aufgeteilt.
Tab.1 Aufteilung der Gruppen

Gruppe Einwirkung der Kalt- |Einwirkzeiten
Plasma-K oagulation
Schédeltrepanation | 3 Stufe (15Wt) Gasflow | 2sek
0 nach 20 min 2,01/min
1lund5 Intakte Ratten
2und 6 Schédeltrepanation
3und7 Schédeltrepanation | 3Stufe (15 Wt), Gasflow | 2 sek
2,01/min
4und 8 Schéadeltrapanation | 5Stufe, 25 WH, 1sek
Gasflow3,0 I/min

Vor dem Grundexperiment wurde das Hirn in 20 Minuten nach dem Einsatz der
CPC (Stufe 3, 2 Sek) morphologisch untersucht (Gruppe 0)

Die Schadeltrepanation wurde unter Narkose nach der von uns entwickelten
Methode durchgefiihrt. Der Schnitt (ca.1-1,5 cm lang) wurde in der Mittellinie
des Schéadels angelegt. Die Schadeltrapanation erfolgte mit Hilfe eines speziell
angefertigten hohlen Bohrers mit dem Durchmesser von 5 mm. Die Tiere
wurden nach dem 7 und 21 Tag durch Uberdosierung der Narkose getétet. Der
Zeitraum des Experiments entspricht den Anfangsphasen von
Regenerationsprozessen und der Zeit, in der die Regenerationsprozesse vollig
abgeschlossen werden konnten. Die Proben wurden innerhalb von 24 Stunden in
saurer Losung (nach Bouin) fixiert. Die feinen Schnitte (7mkm) wurden auf
Glaser mit Poly-L-Lysine-Folie angebracht. Zur Untersuchung der
Proliferationsaktivitét von Zellen wurden die monoklonalen Maus-Antikorper
fir PCNA bei der Verdinnung 1:50 (Klon PC10, Calbiochem,USA) und
Avidin-Peroxydase zur Ermittlung der Immunoglobulinen (Vectastain, USA)
angewendet. Zur Zeit wird die immunohistochemische L okalisation von PCNA
zur Ermittlung der Proliferationsaktivitét von Zellen angewendet (2,3).




Aulerdem ist es bekannt, dass PCNA an -Regeneration der beschadigten DNS
teillnimmt.

| mmunohi stochemische Ermittlung von Antigenen an den Schnitten wurden
gemal’ der Anforderungen (4) nach unserem Schemawie folgt durchgefihrt:
1.Die Schnitte wurden im Thermostat bel 65 C innerhalb von 10 min behandelt.
Entfernung vom Paraffin durch Xylol und Ethanol.

2.Endogene Peroxydase wurde durch 3%\Wasserstoffperoxyd blockiert

3.Die Schnitte wurden durch 0,25% Triton X-100 (Sigma) ausgewaschen.
4.Unspezifische Anbindung der Immunoglobulinen wurde durch das 1%
Blutserum des Tier-Blutspenders (2 Antikorper) innerhalb von 20 min. blockiert
5.Auf die Schnitte wurden die ersten Antikorper aufgetragen. Die Glaser wurden
in der feuchten Kammer aufbewahrt. Die Inkubation erfolgte im Kihlschrank
bei der Temperatur 4C innerhalb von 18 Stunden.

6. Nach der Inkubation wurden die Schnitte mit ersten Antikorpern
ausgewaschen, danach wurden die gefertigten Antikorper zu Immunoglobulinen
des Spenders von ersten Antikorpern aufgetragen.

7. Die Schnitte wurden ausgewaschen (3x 5 Min) und auf sie wurde Avidin-
Peroxydase oder Streptadivin-Peroxydase-Komplex aufgetragen.

8. Die Schnitte wurden ausgewaschen (3x5 min). Das Marker-Ferment
(Peroxydase) wurde in der Inkubationsl6sung mit Diaminobenzidin und
Wasserstoffperoxyd innerhalb von 10 min entwickelt (DAB-system,

| mmunotech)

9.Die Praparate wurden mit Aqua dest. ausgewaschen. Dehydratation durch
Alkohol. Klérung in Xylol. Anschlief3end wurden sie in Entellan (Merck)
eingelegt.

Ergebnisse.

M akr oskopische Unter suchung.

Bis zum Abschluss des Experiments blieben alle Tiere aktiv und reagierten
adagquat auf aulere Reizfaktoren. Die sichtbaren Schleimhaute, Gewicht und
Haut waren ohne Besonderheiten. Am Schadel bel Rattenn 2, 3, 4,6, 7, 8 ist
eine saubere Naht zu sehen. Die Trepanationsdffnung ist mit einem knoéchernen
Fragmenten geschlossen und fest mit den Schadelknochen verbunden. Die
Hirnoberflache war sauber, glatt und glanzhell. Die weiche Hirnhaut weist keine
Schédigung auf. Bei den Ratten aus der Gruppe 3 und 4 ist die geringe
Schwellung des Hirngewebe in der Perforationszone und K oagulationszone
sichtbar.

Mikroskopische Unter suchung
Gruppe 1 und 5 (Kontrolle).

Die Histoarchitektonik der Hirnrinde entsprach der Norm.(Abb. 1)
Weiche Hirnhaut ist reichlich vaskularisiert und weist keine Zeichen der
Verdickung auf. Das Neuropil der Hirnrinde ist blassblau und homogen. Die
Reaktion auf PCNA des méaldigen oder intensiven Farbungsgrades wurde nur in
einzelnen Kernen der Endotheliozyten bestimmt. Selten fanden sich schwach
angefarbte Kerne der Neurozyten und der Glia.(Abb.2)




Gruppe 0. Das Hirngewebe in 20 min nach der Koagulation

Die weiche Hirnhaut in der Koagulationszone ist zerstort; es sind kleine
hémorrhagische Bereich zu sehen. Sichtbar ist ein kegelformiger Defekt des
Hirns, der sich in die Tiefe der Hirnrinde erstreckt. Das Neuropil ist 6dematds
(Abb.3)

Gruppe. Das Hirngewebe in 7 Tagen nach der Schadeltrepanation

Die Struktur von Hirngewebe unterscheidet sich nicht von der Hirnstruktur in
der Kontrollgruppe. An einigen Stellen fanden sich aber relative Verdickung
und Hiperéamie weicher Hirnhaut, welche, unserer Meinung nach, auf
Schédeltrapanation zurtckzufihren ist (Abb.4). Reaktion auf PCNA: um die
Operationstffnung herum in der Verdickungszone der weichen Hirnhaut sind
angefarbte Kerne und vergrél3erte Anzahl der ,, PCNA-positiven Kernen® im
Neuropil der grauen Substanz zu sehen (Abb.5).

Gruppe 3. / Tage nach der Schédeltrepanation und Kalt-Plasma Koagulation (3
Sufe, 2 Sekunden).

Das histologische Bild wahrend dieser Zeit hat sich erheblich verandert
(verglichen mit der Gruppe 0 und Kontrolgruppe).

Die Schwellungszone des Neuropils verengerte sich, es bildete sich ein enger
Kanal, der sich von der weichen Hirnhaut bis zur in die graue Substanz hin
erstreckt. Am distalen Kanalende bildete sich ein ovaler Hohlraum. Essind die
Hyperplasie und Vaskularisation der weichen Hirnhaut vorhanden. Der Eingang
in den Koagulationskanal, bei einer Ratte dieser Gruppe, ist mit der weichen
Hirnhaut verschlossen (Abb.8). Die Zone mit basophilen Zellen um den Kanal
herum hat sich erheblich verengert; die Anzahl der , PCNA-positiven Zellen* hat
sich vergrofert (Abb.9). Der Intensitdtsgrad der Anfarbung von Kernen variiert
von schwach bis stark. Bei manchen Ratten fanden sich nur die einzelnen
, PCNA-positiven Kerne* der Gliazellen. Sowiein der Gruppe 2 ist die
Vergrofderung der angeférbten Kernen in der lokalen Verdickungen der weichen
Hirnhaut und in den untenliegenden Schichten der grauen Substanz zu sehen
(Abb. 7).
Gruppe 4. 7 Tage nach der Schadeltrepanation und Kalt-Plasma- Koagulation
(5 Sufe, 1 Sekunde)

In der Koagulationszone ist die Verdickung der weichen Hirnhaut (aufgrund der
Vaskularisation) und der Eingang in den langen und engen Kanal zu sehen. In
der Regel endete der Kana mit einem kleinen und rundférmigen Hohlraum. Die
Zone mit Hyperchromasie von Zellkernen und Neurozyten um den
Koagulationskanal ist etwas breiter alsin der Gruppe3(Abb.10). Kleine ,, PCNA-
positive Kerne* mit unterschiedlichen Farbintensitéten zeigten die Tendenz zur
asymmetrischen Anordnung gegen die Kanallange. Wiein der Gruppe 3ist die
vergrofderte Anzahl der , PCNA-positiven Kernen® in der oberen Zone der
Hirnrinde entsprechend der Trepanati onsoffnung vorhanden.
Gruppe 6. 21 Tage nach der Schadeltrepanation.

Die Resultate der histologischen Untersuchungen und immunohi stohemischen
Reaktion zu PCNA unterscheiden sich praktisch nicht von den Resultaten in der




Kontrolgruppe. Nur in der weichen Hirnhaut (bindegewebige Zellen) war etwas
grofdere Anzahl der ,, PCNA positiven Kernen*

Gruppe?. 21 Tage nach der Schédeltrepanation und Kalt-Plasma-Koagulation
(Sufe 3; 2 Sekunden)

In der Koagulationszone sind die Regenerationsprozesse der weichen Hirnhaut
(gekennzeichnet durch Vaskularisation und Verdickung) zu sehen. Diese
Regenerationsprozesse laufen der Lénge des bereits sehr eng gewordenen

K oagulationskanal s entlang ab. Die Breite der Zone mit basophilen Gliazellen
und Neurozyten hat sich im Vergleich mit der Gruppe 3 maximal verengert
(Abb.11). Der Bereich der Verteilung von ,, PCNA-positiven Kernen* um den
Koagulationskanal hat sich erheblich verkleinert und ist durch einen untiefen
trichterformigen Eingang in der weichen Hirnhaut begrenzt. Die Zone der
Verbreitung von ,, PCNA-positiven Kernen* um den Kanal war erheblich kleiner
asin der Gruppe 3. Aul3erhalb dieser Zone hatte man einzelne, kleine ,, PCNA-
positive Kerne* beobachtet.

Gruppe 8. 21 Tage nach der Sch&deltrepanation und Kalt-Plasma-Koagulation
(5 Stufe; 1 Sekunde)

Das histologische Bild bei den Ratten der Gruppe 8 unterscheidet sich nicht vom
histologischen Bild bel den Ratten der Gruppe 7. Der Koagulationskanal sieht
ahnlich aus; die Zone mit den basophilen Zellen war sehr eng. Bei manchen
Tieren am Ende des K oagul ationskanals war ein kleiner Hohlraum mit glatten
Wanden vorhanden. Dieser Hohlraum war mit dem eosinophilen Ihnhalt gefillt.
Abschluss

Es lasst sich feststellen, dass bel den Ratten, die einer Kalt -Plasma Koagulation
unterzogen wurden, ein bestimmter Ablauf in der Entwicklung der destruktiven
Verénderungen in der Hirnrinde nach dem Koagulationstyp beobachtet wird.
Unmittelbar nach der Kalt —Plasma Koagulation im Neuropil entsteht eine Zone
mit Odem und Basophilie der in dieser Zone befindlichen Zellen. Das Odem
nimmt nach dem 7 Tag ab und hieran entsteht ein Kanal, der sich von der
beschadigten weichen Hirnhaut bis zu in die graue Substanz hin erstreckt. Die
Hyperplasie und Vaskularisation der weichen Hirnhaut sind die Zeichen fir die
aktiven Regenerationsprozesse. VergrofRerte Anzahl der , PCNA(proliferating
cell nuclear antigen) positiven Kernen® spricht fur den Anfang der
Regenerationsprozessen in der Destruktionszone.

In 21 Tagen nach dem Einsatz der Kalt-Plasma-K oagulation (3 Stufe 15Wit;
Gasflow 2,0; 2 Sekunden) gehen die Regenerationsprozesse ihrem Abschlufl3
entgegen. DafUr sprechen die maximale V erengung des entstandenen Kanals,
Reduzierung der Anzahl von basophilen Zellen und der Anzahl von ,, PCNA
positiven Kernen®. Derselbe Ablauf in der Entwicklung von
Regenerationsprozessen wird bei der Kalt-Plasma-Koagulation in der anderen
Gruppe ( Stufe 5 ; 25Wt; Gasflow 3,0; 1 Sekunde) beobachtet (die Schwellung
des Neuropils nimmt ab, es verengern sich das Kanallumen und die Zone des
Neuropils mit basophilen Zellen).Die bindegewebigen und vaskularen
Strukturen der weichen Hirnhaut dringen in die besch&digten Regionen der




Hirnrinde und gewahrleisten deren Regeneration, was durch die erhohte Anzahl
der ,PCNA positiven Kernen“nachgewiesen werden kann. Die

Immunohi stochemischen Untersuchungsergebnisse zeigen, dass nach der
Koagulation, die keine Nekrose im umliegenden Gewebe verursacht, laufen die
Regenerationsprozesse der Gliazellen ab. Die Breite des Neuropils, das die
aktivierten Kerne der Gliazellen enthélt, korreliert nach 7 Tagen mit der
Intensitét der Regenerationsprozesse.

Die Verkleinerung des Bereiches mit ,, PCNA-positiven Kernen* um den Kanal
herum nach 21 Tagen sprechen fir einen Progress der Wiederherstellung von
Struktur der Hirnrinde. Die Wiederherstellung der Struktur ist zu diesem
Zeitpunkt noch nicht im vollen Umfang beendet. In einigen Falen am Ende des
Kanals (in der Tiefe der Hirnrinde) bildet sich ein kleiner Hohlraum.

Der Normalzustand der Funktionen bei den Ratten in der postoperativen Zeit
sprechen im allgemeinen fur positiven Ablauf der Widerherstellung von
Hirnstruktur sowie aller Hirnfunktionen.

Die pathomorphol ogischen Untersuchungen der Hirnrinde bei den Ratten nach
der Einwirkung der Kalt-Plasma Koagulation (Soring) lassen sich, wie folgt,
zusammenfassen:

1. Diedestruktiven Veranderungen in der grauen Substanz des Hirns
entwickeln sich nach dem Koagulationstyp.

2. Diese Veranderungen rufen keine entziindlichen und nekrotischen
Prozesse in den Gewebes, die um der Koagulationszone herumliegen,
hervor.

3. Der Ausmal} der Destruktion vom Hirngewebe ist von der Leistungsstufe
abhangig.

4. DieVollstandigkeit der Widerherstellung von Hirnstruktur wird in vieler
Hinsicht durch die nach der Koagulation vergangene Zeit bestimmt

Abb. 1 Das Hirn der intakten Ratten. Hdmatalaun-Eosin . x 350

Abb.2 Das Hirn der Intakten Ratten. Die immunohistochemische Reaktion zu PCNA. x 65

Abb.3 Das Hirngewebe in 20 min nach der Kalt-Plasma K oagulation. Hdmatal aun-Eosin. x
350

Abb.4 Das Hirngewebe in 7 Tagen nach der Schadeltrepanation. Hamatal aun-Eosin. x 350

Abb.5 Das Hirngewebe in 7 Tagen nach der Schadeltrepanation. |mmunohistochemische
Reaktion zu PCNA. x 65

Abb.6 Das Hirngewebe in 7 Tagen nach der Schéadeltrepanation und Kalt-Plasma-
Koagulation.



Abb.7 DasHirngewebein 7 Tagen nach der Schédeltrepanation und Kalt-Plasma-
Koagulation. Immunohistochemische Reaktion zu PCNA. x 65

Abb.8 Das Hirngewebe in 7 Tagen nach der Schadeltrepanation und Kalt-Plasma-
Koagulation. Hamatalaun-Eosin. x 65

Abb.9 Das Hirngewebe in 7 Tagen nach der Schédeltrepanation und Kalt-Plasma-
Koagulation. Immunohistochemische Reaktion zu PCNA. x 350

Abb.10 Das Hirngewebe in 7 Tagen nach der Schadeltrepanation und Kalt-Plasma-
Koagulation. Hamatal aun-Eosin. x 65

Abb.11 Das Hirngewebe in 21 Tagen nach der Schadeltrepanation und Kalt-Plasma-
Koagulation. Hamatalaun-Eosin. x 65
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