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1 Einleitung

1.1 Schadelhirntrauma
1.1.1 Definition:

,,Ein Schiadelhirntrauma ist Folge einer Gewalteinwirkung, die zu einer
Funktionsstérung und/oder Verletzung des Gehirns gefuhrt hat und mit einer Prellung
oder Verletzung der Kopfschwarte, des kndchernen Schadels, der Geféalle und/oder der
Dura verbunden sein kann. Eine Verletzung des Kopfes ohne Hirnfunktionsstérung oder
Verletzung des Gehirns bezeichnet man als Schiadelprellung.* (R. Firsching & K.
Engelhard, 2015)

1.1.2 Epidemiologie:

Ein Schadelhirntrauma entsteht durch grof3e, aullere Krafteinwirkung gegen den Kopf
und fihrt zu Verletzungen des Schéadels und des Gehirns. Haufigste Ausloser des
Schédelhirntraumas sind Verkehrs- oder Sportunfalle. Bei jungen Erwachsenen unter 45
Jahren stellt das Schadelhirntrauma eine der haufigsten Todesursachen dar und ist
vielmals ein Grund fir korperliche und geistige Behinderungen unter jungen Menschen.
Als Folgen von Schédelhirntraumen werden hdufig Verédnderungen in der Personlichkeit
der Betroffenen, neurologische Defizite, sowie persistierende kognitive
Beeintrachtigungen beobachtet (Ekmark-Lewén et al., 2016). Es konnte gezeigt werden,
dass durch ein Schadelhirntrauma insbesondere die Gedachtnisfunktion gestort wird
(Muradashvili et al., 2017), sowie das Lernen und die Aufmerksamkeit beeintréchtigt
sind (Walker & Tesco, 2013). Die Patienten erfahren infolgedessen eine groRRe
Einschrankung in ihrer Lebensqualitit. Uber ein Drittel der Patienten mit einem milden
SHT (GCS 13-15) klagen auch nach 12 Monaten tiber noch weiterhin bestehende
Beeintrachtigungen durch die Folgen des Schadelhirntraumas (Schwenkreis et al.,
2021).

Eine im Jahr 2001 durchgefihrte Studie zur Epidemiologie in Deutschland konnte
zeigen, dass die Inzidenz von Schéadelhirntraumata bei 332 pro 100000 Einwohnern pro
Jahr liegt. Dabei sind beide Geschlechter betroffen. 58% der erfassten Falle waren

mannlich; 42% weiblich und 30% Kinder im Alter unter 16 Jahren. Nach der klinischen



Einteilung des GCS, hatten 90% der Patienten ein leichtes, 4% ein moderates und 5%
ein schweres Schéadelhirntrauma. Die Letalitat betrug 1% (Rickels et al., 2010). Eine
neuere Studie konnte zwei Haufigkeitsgipfel fur ein Schédelhirntrauma belegen. In der
Gruppe der 20-50-jahrigen Patienten sind Manner haufiger betroffen als Frauen. Die
haufigsten Ursachen sind ein erlittenes Trauma durch &uRere Krafteinwirkung, Auto-
und Fahrradunfalle. Bei Patienten, die alter als 75 Jahre sind, sind Stlrze der haufigste
Grund fir das SHT. In dieser Gruppe sind beide Geschlechter gleich haufig betroffen
(Schwenkreis et al., 2021).

Damit ist das Schadelhirntrauma auch ein groRes 6konomisches Problem fiir das

Gesundheitssystem mit weitreichenden Folgen fir die Gesellschaft.
1.1.3 Klinischer Verlauf

In der Klinik werden Schéadelhirntraumen in geschlossene und offene
Schadelverletzungen unterteilt. Bei der offenen Form sind sowohl die Kopfhaut, der
Schédelknochen als auch die Dura mater verletzt, sodass eine Verbindung des
intrakraniellen Raums mit der AuBenwelt besteht. Bei geschlossenen

Schéadelhirntraumen bleibt die Dura unverletzt.

Klinisch kann sich ein Schadelhirntrauma in Abhéngigkeit vom Schweregrad durch
Kopfschmerzen, Ubelkeit und Schwindel auRern. Wenn das Nervensystem geschadigt
wurde, kann der Patient Symptome wie Amnesie, Wachheitsstérungen bis hin zum
Koma, L&hmungen und Krampfanfalle aufweisen (R. Firsching & K. Engelhard, 2015).

Die Einteilung des Schweregrads des Schadelhirntraumas, sowie die Erfassung der
damit verbundenen Hirnfunktionsstérungen erfolgt mithilfe des Glasgow Coma Scales.
Er umfasst die Prifung von drei verschiedenen Kriterien. Es wird geschaut, ob der
Patient in der Lage ist, die Augen zu 6ffnen. Zudem wird die beste verbale, sowie die
beste motorische Reaktion des Patienten begutachtet. An jede dieser Kategorien werden
Punkte verteilt, die am Ende addiert werden und so eine Einschédtzung tiber die Schwere
des Traumas geben kdnnen (Teasdale & Jennett, 1974). Erreicht ein Patient eine
Punktzahl von 15-13 Punkten, spricht man von einem milden, bei 12-9 Punkten von
einem mittelschweren und bei 8-3 Punkten von einem schweren Schadelhirntrauma

(Schimmel et al., 2017). Zur weiteren Beurteilung des Schadelhirntraumas kénnen



erganzend bildgebende Verfahren, z.B. computertomographische Untersuchungen

genutzt werden.
1.1.4 Outcome

Studien zeigen, dass die Mortalitatsrate bei schwerem Schédelhirntraumabei 30,6%, bei
mittlerem bei 13% liegt, 70% dieser Patienten versterben bereits in den ersten 14 Tagen
(McCrea et al., 2021). Jedoch behalten viele Patienten, wenn sie die akute Phase
Uberstanden haben, noch Spatfolgen des Traumas zurlick. Diese kénnen sowohl
motorische als auch kognitive Defizite, Gedachtnisprobleme und Veranderungen in der
Personlichkeit des Patienten umfassen. Auch beschreiben die Patienten psychische
Probleme, so leiden 30 % an einer Depression (Jorge et al., 2004). Auch
Angststérungen konnen in der Folge auftreten. Viele der Patienten bendétigen dauerhafte
Unterstiitzung bei der Bewaltigung ihres Alltags, nur 20% der Patienten mit
verlangerter Erholungsphase gelingt die Wiederaufnahme ihrer Arbeit oder der
Schulbesuch (Whyte et al., 2013). Ein Jahr nach schwerem SHT schaffen es 50% der
Patienten 8h selbstéandig zuhause zurechtzukommen (McCrea et al., 2021). Des
Weiteren ist das Risiko fiir neurodegenerative Erkrankungen, z.B. Demenz und
Parkinson stark erhéht (Ozen et al., 2020).

1.1.5 Pathophysiologie

Die Verletzungen, die beim Schadelhirntrauma entstehen, lassen sich in zwei Phasen

unterteilen.

Die direkte Gewalteinwirkung des SHT fuhrt zu einer Kompression und Schadigung des
Hirngewebes. Insbesondere Neurone, Axone, Gliazellen und BlutgeféRe sind davon
betroffen (Schimmel et al., 2017) (Muradashvili et al., 2017). Durch Nekrose der
betroffenen Zellen kdnnen diese auch irreversibel zerstért und somit nicht mehr durch
eine Therapie beeinflusst werden (Werner & Engelhard, 2007). Dies wird als die
Primérlésion bezeichnet und beschreibt die Hirnschadigung als direkte Folge durch das

Trauma selbst.

In der Phase nach dem direkten Trauma kommt es zu einem zweiten Stadium der
Zellschadigung (die Sekundarlasion), welche erst mit VVerzogerung auftritt (Werner &

Engelhard, 2007). Der nun entstehende Schaden entwickelt sich nach Minuten bis tber



Monate hinweg (Xiong et al., 2013) und kann tber Jahre andauern. Auch sind die
Schadigungen der Sekundarldsion nicht auf das urspriingliche Traumagebiet begrenzt,

sondern kdnnen sich tber das ganze Gehirn ausbreiten (Schimmel et al., 2017).

Die bei der Primarl&sion entstandenen Schaden bewirken eine biochemische Kaskade,
wodurch es nun zur Sekundarldsion kommt. Diese ist somit bedingt durch die
pathologischen Prozesse in dem Gewebe selbst. Die wichtigsten Mechanismen der
Sekundarlasion sind Exzitotoxizitat, Oxidativer Stress, mitochondriale Dysfunktion,

sowie Neuroinflammation (Schimmel et al., 2017).

Es kommt zu einem Zusammenbruch der Bluthirnschranke, welche durch die
Interaktion von Endothelzellen und Astrozyten gekennzeichnet ist. Das wiederum fuhrt
durch einen unkontrollierten Ubertritt von Plasmaproteinen zu einem Hirnédem. Auch
gelangen periphere Immunzellen in das Hirngewebe, wodurch die Permeabilitat noch

mehr zunimmt.

Die geschédigten Zellen setzen vermehrt Glutamat in den Extrazellularraum frei. Dieses
aktiviert unterschiedliche Transporter, welche zu einem erhohten Calcium- und
Natriumeinstrom in die Zellen fuhren. Die Folgen fur die betroffenen Zellen sind
Nekrosen und Apoptosen (Schimmel et al., 2017). Das wird auch als Exzitotoxizitat

bezeichnet.

Oxidativer Stress verursacht durch vermehrte freie Radikale, z.B. reaktive
Sauerstoffspezies (ROS), stort die normale Zellfunktion und fiihrt zu Schaden der DNA

der Zellen, was wiederum den Zelltod zur Folge hat (Schimmel et al., 2017).

Des Weiteren werden pro- und antiinflammatorische Mediatoren, wie zum Beispiel
Chemokine und Zytokine verstarkt freigesetzt (Clausen et al., 2009). Diese rekrutieren
periphere Immunzellen z.B. periphere neutrophile Granulozyten, Lymphozyten und
Makrophagen und aktivieren sich im ZNS befindliche Immunzellen: Mikrogliazellen
(Simon et al., 2017), welche vermehrt freie Radikale und proinflammatorische
Zytokine, z.B. IL-1-beta freisetzen und so die Neuroinflammation zuséatzlich verstérken.
Die Neuroinflammation, deren anfanglicher Zweck die Reparatur geschadigter Zellen

und der Schutz des Gewebe vor eindringenden Pathogenen war, gehért zu den



wichtigsten Verursachern von neuronalem Zelltod wahrend der Sekundarlasion und

kann bis zu 17 Jahre nach dem Trauma andauern (Schimmel et al., 2017).

Auch Astrozyten spielen bei der Sekundérlésion eine wichtige Rolle. Ihre normalen
Aufgaben umfassen die Regulierung der Bluthirnschranke, sowie der Homdostase von
lonen und anderen Transmittern. Sie reagieren sehr frih nach dem Trauma und setzen
gebildetes ATP, sowie auch weitere Zyto- und Chemokine frei. Aktivierte Astrozyten
werden auch ,,reactive gliosis® genannt. Die Léision selbst, aber auch die ischdmische
Umgebung, die Exzitotoxizitat und auch der Oxidative Stress beeinflussen die
Ausdehnung und die Qualitat der reaktiven Gliose (Pekny & Nilsson, 2005).

Das freigesetzte ATP lockt z.B. Mikrogliazellen und Neutrophile an und wirkt so durch
die Rekrutierung von angeborenen Immunzellen auch indirekt neuroprotektiv. Auch
formen sie Astrozytennarben, welche geschadigtes von noch gesundem Gewebe trennen
und so einen Schutz fur das noch gesunde bilden und die weitere Ausbreitung der
Inflammation einddmmen (Burda et al., 2016). Auch die Synthese von neuro- und
glioprotektiven Wachstumsfaktoren z.B. BDNF (brain derived neurotrophic factor) und

NGF (nerve growth factor) unterstiitzt die Regernationsprozesse (Burda et al., 2016).

Infolge der vermehrten Freisetzung von Botenstoffen kommt es zu einer vermehrten
Einwanderung von peripheren Leukozyten, was auch die Entwicklung eines Hirnddems
fordert. Diese intrakranielle Druckerhéhung schrénkt die Durchblutung des Hirns
immer weiter ein, sodass die Folgen Hypoxie und Ischamie des betroffenen Gewebes
sind. Einblutungen konnen die Druckerhdhung zusétzlich vergroRern. Aufgrund von
fehlenden Ausweichmdglichkeiten des Gehirns durch die kndcherne Begrenzung kann

es zu einer weiteren Drucksteigerung kommen.

Auch ist die zelluldre Calciumhomdostase u.a. durch die gestérte mitochondriale
Funktion nicht normal. Es kommt zu vermehrter Apoptose und diffuser axonaler
Verletzung (DAI) (Xiong et al., 2013).

Eine weitere Komplikation der erhthten vaskularen Permeabilitat ist ein vereinfachter
Ubertritt von Proteinen, wie z.B. Fibrinogen aus den GefaRen in das umgebende

Gewebe. Diese Vorgange kénnen zur Plaqueentstehung beitragen und erhéhen das



langfristige Risiko fir die Entstehung von neurodegenerativen Erkrankungen, z.B.

vaskularer Demenz und Morbus Alzheimer (Muradashvili et al., 2017).

Strukturelle Verédnderungen lassen sich auch nach Jahren noch nachweisen. So zeigen
die MRT- Aufnahmen von 10/14 Patienten eine progrediente Atrophie des Gewebes im
Bereich der Hippocampusregion bis zu 2,5 Jahre nach moderatem bis schweren Trauma
(Ng et al., 2008). Andere Studien zeigen eine Verminderung des gesamten VVolumens
im ersten Jahr nach schwerem SHT um im Durchschnitt 4% im Vergleich zu gesunden
Gehirnen (Sidaros et al., 2009). Andere Studien konnten keine langzeitigen

Veranderungen aufzeigen.

Prozesse, die im Verlauf zu chronisch neurodegenerativen Erkrankungen fihren,
werden durch ein TBI verstarkt, sodass sich neben M. Alzheimer, M. Parkinson auch
weitere Erkrankungen wie amyotrophische Lateralskerose entwickeln kénnen (Walker
& Tesco, 2013).

Zudem bewirkt ein Schadelhirntrauma eine Rarefizierung der GefaRe, wodurch es zu
einer eingeschrénkten Durchblutung im betroffenen Areal kommt. Es konnte gezeigt
werden, dass dies die Ursache einer Verkirzung und Reduktion von GeféRverbindungen
ist, wodurch es zu einer Abnahme der Durchblutung kommen kann. Obwohl sich die
Blutversorgung tber Tage bis Wochen regenerieren kann, bleibt hdufig eine verénderte

zerebrale GefaRversorgung langfristig bestehen (Obenaus et al., 2017).

Diese zur Sekundarlasion fiihrenden Prozesse sind das Ziel von mdglichen
therapeutischen Anséatzen, da diese im Gegensatz zur Primérlasion noch durch

therapeutische MaRnahmen beeinflusst werden kénnen.

Es konnte beobachtet werden, dass die initiale Schwere des erlittenen

Schéadelhirntraumas mit den beobachteten Beeintréchtigungen korreliert. So zeigen im
Tiermodell M&use mit schwerem Trauma eine verstarkte Hyperaktivitat im Vergleich zu
Maéusen, die ein milderes Trauma erlitten haben. Auch waren die kognitive Flexibilitat,

sowie das raumliche Denken starker eingeschrankt. (Lopez-Caperuchipi et al., 2021)

Da der primare Zellschaden therapeutisch kaum beeinflusst werden kann, ist das Ziel
von Interventionen den sekundaren Schaden so gering wie moglich zu halten, um den

Zellen die Regeneration zu ermdglichen. Der Schwerpunkt der Therapie liegt dabei auf



der Vermeidung eines erhohten intrakraniellen Drucks. Dazu stehen verschiedenste
Malinahmen zur Verfligung. So wird versucht, durch eine Oberkdrperhochlagerung von
30°, Hyperventilation, der Gabe von Mannitol und hypertoner Kochsalzlésung den
Druck zu senken. Eine weitere therapeutische Maéglichkeit ist die Analgosedierung.
Durch Propofol und Pentobarbital wird versucht, die cerebralen Stoffwechselprozesse
zu verringern, um somit eine Reduktion des Sauerstoffbedarfs des Hirngewebes zu
bewirken. Eine Hypotension und Hypoxie sollten vermieden werden (Abdelmalik et
al., 2019). Als operative Mallnahme zur Druckentlastung z.B. bei einem epiduralem
Hématom ist die Kraniotomie eine Option (Vella et al., 2017). Bis heute existiert keine
sichere und neuroprotektive Behandlung des Schadelhirntraumas. Neue
Forschungsansétze beschaftigen sich unter anderem mit der Moglichkeit, Stammzellen
als Therapie zu nutzen (Xiong et al., 2018) oder eine Verbesserung des Outcomes durch

Blockade der posttraumatischen Entziindungsreaktion zu erzielen.

1.2 Interleukin 1 Beta

Interleukine beeinflussen andere Zellen in ihrer Funktion. So kdnnen sie einen
stimulierenden Einfluss auf andere Zellen haben oder hemmend auf diese wirken. So
fihrt Interleukin 1 beta zu Fieber und verstarkt die Produktion von Interleukin 6 und
Prostaglandinen, welche mafgeblich an dem weiteren entziindlichen Geschehen
beteiligt sind. Auch beeinflusst es die Apoptoserate und die Aufrechterhaltung der Blut-
Hirnschranke (Flygt et al., 2018). Ein Anstieg des Interleukin 1 beta l&sst sich bereits in
der frihen Phase nach dem Schédelhirntrauma beobachten (Ekmark-Leweén et al.,
2016).

Interleukine sind stark proinflammatorische Zytokine, die die Schmerzschwelle senken

und den Gewebeschaden eingrenzen (Dinarello et al., 2012).

Insbesondere bei der Sekundarlésion spielt Interleukin beta eine entscheidende Rolle
(Clausen et al., 2009). Der Anstieg von Interleukin 1 beta korreliert mit der Schwere des

erlittenen Traumas (Ozen et al., 2020).

Interleukin 1 beta wird hauptsachlich von Makrophagen und Astrozyten hergestellt und
ausgeschuttet. Beim Menschen findet sich iberwiegend Interleukin 1 beta, wahrend in
der Maus das Interleukin 1 alpha Gberwiegt (Chemie, 2021). Jedoch ist Interleukin 1

beta in gesunden Zellen kaum nachweisbar (Dinarello et al., 2012).



Es gibt verschiede Mdglichkeiten, die Wirkung von Interleukin 1 beta zu blockieren.
Interleukin 1 alpha und beta binden an den Typ 1 IL-1-Rezeptor ihrer Zielzellen und
aktivieren so Kaskaden, die zu einer gesteigerten Synthese und Expression von
proinflammatorischen Zytokinen fiihren. Interleukin-1-Rezeptor Antagonisten, z.B.
Anakinra binden ebenfalls an diesen Rezeptor und blockieren ihn somit fir IL-1-beta.
Eine andere Mdglichkeit ist der Einsatz von Interleukin-1- AK. So ist z.B.
Canakinumab ein monoklonaler AK, der spezifisch Interleukin-1-beta bindet und es so
neutralisiert. Auch kénnen Caspase-1-Inhibitoren, wie z.B. VRT-018858, eingesetzt
werden. Diese verhindern die Spaltung von pro-Interleukin-1-beta durch Caspase-1 zu
aktivem Interleukin-1-beta (Brough et al., 2015) (Lambertsen et al., 2019).

In der Literatur sind ein positiver Effekt auf den funktionellen Outcome und eine
Reduzierung des neurologischen Defizits durch die Blockade von Interleukin 1,
insbesondere durch den Einsatz eines Rezeptorantagonisten, nach ischdmischen
Schlaganfallenim Tierversuch bereits beschrieben (Maysami et al., 2016) (Lambertsen
et al., 2019).

Durch den Einsatz von Interleukin 1 Hemmern bei chronisch entziindlichen
Erkrankungen kann eine starke Reduktion der Krankheitsaktivitat und eine verbesserte
Organfunktion erzielt werden. So werden sie bereits in der Therapie von rheumatoider
Arthritis und Typ Il Diabetes verwendet (Dinarello et al., 2012).

Aktuelle Studien belegen, dass der Einsatz von Interleukin 1 beta Antikdrpern in
verschiedenen Modellen des Schadelhirntraumas (SHT) zu einer Reduktion der Anzahl
der aktivierten Mikrogliazellen im ipsilateralen Cortex und in der Hippocampusregion
fuhrt (Ozen et al., 2020). Durch die Therapie konnte ein vergleichbares Ergebnis wie in
der Kontrollgruppe der schein-operierten Mause erzielt werden (Flygt et al., 2018). Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass auf diese Weise die Einwanderung von
Neutrophilen ins Hirngewebe vermindert wird (Clausen et al., 2009). Weiterhin fand
sich ein verminderter Verlust von Hirnzellen (Clausen et al., 2009). Auch die durch ein
Schédelhirntrauma entstandenen kognitiven Defizite konnten durch die Neutralisation
von Interleukin 1 beta reduziert werden. Im Besonderen lasst sich eine Verbesserung
der Gedéachtnisfunktion, sowie eine Reduktion von nicht normalem, stereotypischem

Verhalten erkennen (Ekmark-Lewen et al., 2016). Jedoch zeigte sich kaum eine



Veranderung der motorischen Funktion. In einer weiteren Studie dieser Arbeitsgruppe
konnte durch die Neutralisation von Interleukin 1 beta der posttraumatische
Gewebsuntergang vermindert, sowie eine Verbesserung der Lernfahigkeit erzielt
werden (Clausen et al., 2011).)

1.3 Induktion eines experimentellen Schadelhirntraumas

Schédelhirntrauma kénnen durch verschiedene Methoden erzeugt werden. Das Weight
Drop Modell, das in dieser Arbeit verwendet wird, nutzt die Gravitationskraft eines
fallenden Gewichts. So kdnnen sowohl fokale, als auch diffuse Hirnverletzungen
erzeugt werden. Die Schwere des SHTs I&sst sich Gber das Gewicht und dessen
Fallhohe steuern (Albert-Weissenberger & Sirén, 2010). Die Modelle nach Shohami,
Feeney und Shapira verursachen in der Regel eher fokale Trauma, jedoch kénnen auch
gemischte erzeugt werden. Typische Verletzungen nach fokalem Trauma sind eine
kortikale Kontusion, hdmorrhagische L&sionen, sowie Storungen der Bluthirnschranke.
Zudem kommt es in Abhangigkeit der Schwere des Traumas zu einer Infiltration des
Gewebes durch Immunzellen und zur Aktivierung von Gliazellen (Ma et al., 2019).
Auch kognitive Langzeitdefizite konnen imitiert werden. Bei dem Modell nach
Marmarou entsteht ein diffuses Trauma. Es dient der Simulation von Verletzungen,
welche durch Stirze und Autounfalle auftreten kdnnen, da es zu einer Beschleunigung
des gesamten Kopfes kommt. Histologisch nachweisbar kdnnen Blutungen,

Zellverluste, DAI und eine Astrogliosis sein (Ma et al., 2019).

Alternativ kénnen Schédelhirntraumen auch durch das CCI (Controlled Cortical Impact
Injury) Modell oder das FPI (Fluid Percussion Injury) Modell erzeugt werden; beides
nach Kraniotomie. Beim CCI entsteht die Verletzung durch einen Bolzeneinschlag. Es
bewirkt eine fokale, meist auf die ipsilaterale Hemisphare beschrénkte Verletzung,
weshalb dieses Modell gut zur Imitation von Boxverletzungen, Kontusionen und
ballistischen Verletzungen geeignet ist. Haufig wird eine Verletzung der Blutgefalie
bewirkt, was eine Stérung der Bluthirnschranke nach sich zieht. Als Folge entwickelt
sich hdufig ein Hirnédem. Weitere Verletzungen, die durch das CCI verursacht werden,
umfassen ein akutes Hamatom, kortikalen Gewebsverlust und Schéden der Hirnzellen
(Ma et al., 2019). Des Weiteren werden eine kortikale Kontusion, sowie eine
Neurodegeneration im Schadensgebiet induziert. Vorteile dieser Methode sind die gute



Kontrollierbarkeitvon Geschwindigkeit, Dauer und Tiefe des Aufpralls. Zudem besteht
kein Risiko einer Rebound Verletzung, welche z.B. nach dem Weight Drop Modell
auftreten kann (Ma et al., 2019).

Beim FPI wird das SHT durch einen Flissigkeitsimpuls erzeugt, es entsteht ein
gemischter Verletzungstyp. Je nach der Position, medial oder lateral, kommt es zu
unterschiedlichem, regionalem Zellverlust. Dies flihrt u.a. zu kognitiven Dysfunktionen.
Deshalb istes eine anerkannte Methode zur Erforschung von posttraumatischer Demenz
und Epilepsie (Albert-Weissenberger & Sirén, 2010). Die Schwere des Traumas kann
Uber die Dauer des Flussigkeitsimpulses reguliert werden. Typische Folgen sind
Kontusionen, subdurale Hamatome, Blutungen sowie durch Dehnung des Gewebes
entstandene Schéden in der grauen Substanz. Beim FPI folgt auf die Primérl&sion auch
eine entzundliche Sekundarlasion, bei der sich der ursprunglich fokale Schaden diffus
ausbreiten kann. Es sollen ein menschliches TBI ohne Schéadelbruch, sowie
Erschitterungen, wie sie bei Sportverletzungen entstehen, imitiert werden (Ma et al.,
2019)

1.4 Hypothese

Basierend auf der Annahme, dass die friihe neuroinflammatorische Antwort des
Organismus auf ein erlittenes Trauma mafRgeblich das Outcome des Patienten
beeinflusst, wird die Hypothese | aufgestellt, dass durch die Blockade dieses
entzindlichen Geschehens die Prognose fir den Betroffenen verbessert werden kann.
Interleukin 1 beta ist ein wichtiger Bestandteil fir die Aufrechterhaltung und Funktion
des Inflammasoms. Es konnte gezeigt werden, dass Interleukin 1 beta zudem einen
schadlichen Einfluss auf das Schadelhirntrauma (SHT) austiibt. Deshalb ist es das Ziel
dieser Studie, zu zeigen, dass es durch die Neutralisation von Interleukin 1 beta zu einer
verbesserten Langzeitfunktion und histologischem Outcome, zu einer reduzierten
Mortalitat sowie zu einem geringeren Gewichtsverlust in experimentellen
Schédelhirntraumamodellen kommt. Des Weiteren soll untersucht werden, inwieweit
sich dieser Effekt durch eine Behandlung nach einem Zeitfenster von vier Stunden nach
Schédelhirntrauma - statt nach 30 Minuten (Hypothese I1)- nachweisen lasst. Dies ist fur

eine mogliche klinische Umsetzung von Relevanz.
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Durch den NSS werden sowohl die Schwere des Traumas, die Auswirkungen auf die
Motorik und das Verhalten, als auch die klinische Entwicklung der Versuchstiere tber
den Untersuchungszeitraum hinweg untersucht. Der Openfield Test erfasst
Veranderungen im Verhalten der Mduse, und der Object recognition Test analysiert die

kognitive Funktion.

Durch immunhistochemische Farbungen konnen der strukturelle Schaden und
entzlindliche Verénderungen auf zellul&rer Ebene betrachtet werden.
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2 Material
2.1 Materialliste

2.1.1 Verwendete Gerate und VVerbrauchsmaterialien

Gerat

Hersteller

Isofluran-Verdampfer

Dragerwerk AG, Deutschland

Weight- Drop Apparatur

Werkstatt Neurologische
Universitatsklinik Wirzburg

Waage

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Apparatur zur NSS- Testung

Werkstatt Physiologisches Institut der
Julius Maximiliansuniversitat Wirzburg

Openfield/ NOR Arena

Werkstatt Physiologisches Institut der
Julius Maximiliansuniversitat Wirzburg

Videokamera: SD-5 WV- CP500

Panasonic, Kadoma, Japan

Insulinspritzen (zur AK- Behandlung)

U100 0,5 ml, 29G, 12,7mm

BD Becton- Dickinson GmbH,
Heidelberg

Dampfgarer Multigormet Braun
Schittelgerat Heidolph Polymax 1040
Entwasserung STP 120 Thermo Scientific
Paraffinblock-Herstellung Medite

Wasserbecken Leica Modell HI1210
Mikrotom Leica SM 2000R
Kihlschrank Liebherr Premium Nofrost
X-Cite 120 PC Fluorescence EXFO

Illumination System

ApoTome Zeiss

Axiovert 200M Zeiss

Tabelle 1: Verwendete Geréate

Software

ZEN 2.6 Blue edition

Microsoft Word

Microsoft Excel

Microsoft Powerpoint

Spss

EthoVision XT 10.1 Software

Noldus, Wageningen, the Netherlands

Tabelle 2: Verwendete Software

Materialien Hersteller/ Bestellnummer
Timer TFA Dostmann Kat.-Nr.: 382010
Pap-Pen Science Services N71312-N

Einbettkassetten

Resolab 421714

Filterblock Einwegkassetten

TISSUE- TEK Il SA-4699

SuperFrost Objekttrager

R. Langenbrinck GmbH Art. Nr. 03-0060

Deckgléser

Supeorior Marienfeld DIN 1SO8255
Ref. 01012222 LOT: 46652006
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Stoppuhr HC-7

Schiitt Nr.: 10-0050

Filter Tips

BiosphereR 16515

Labor und Hygienetticher

zetBox

Einmalhandschuhe

Qube Medical Products Sdn. Bhd.
Lot.Nr. 10408

Pipette tip 10ul

Sarstedt Lot: 1050621 Ref: 70.3010

Pipette tip 1000ul

Sarstedt AG LOT: 2052521

Safe-Lock Tube 0,5ml

Eppendorf AG 0030121.023

SafeSeal Tube 1,5ml

Sarstedt Ref: 72706

SafeSeal Micro Tube 2ml

Sarstedt Ref: 72.695.500 Lot: 1083821

Chirurgisches Nahtmaterial Ethilon-3.0

Tabelle 3: Verwendete Materialien

2.1.2 Verwendete Substanzen

Neutralisierende Antikorper

| Anti-1L-1beta (10 mg/kg) | Novartis
Tabelle 4: Neutralisierender Antikdrper
Primére Antikorper
Anti-Korper | Firma Verdlnnung Art Darstellung
Anti-GFAP | Santa Cruz 1:100 in Anti-Mouse | Astrozyten
sc-33673 2E1 | Verdunnungspuffer | monoklonal
Tabelle 5: Primérantikrper
Sekundére Antikorper
Anti-Korper Firma Verdinnung Art
Alexa 488 Invitrogen 1:1000 in TBS- | Goat-anti-
A32723 T Mouse IgG

Tabelle 6: Sekundérantikdrper

Chemikalien Hersteller/ Bestellnummer
Glycerol 104093.100

Trisultrapure AppliChem A1086,1000
Natriumchlorid ROTH 0601.1

Xylol

AnalaRNORMAPUR 28975.325

Citronensaure

Sigma Aldrich 33114-500G

Ethanol 70% vergallt Roth T913.3
Ethanol 100% vergéllt Roth K928.4
Eosin G-LOsung 1% wassrig Roth 3137.2
Essigsaure Chemsolute 2234.1000
Hamalaunldsung nach Mayer Roth T865.3

Synthetisches Schnelleindeckmittel

Medite Pertex LOT 10401702; Ref.:
414011-00

Agua dest.

Ampuwa Fresenius Kabi 1080181
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Immersol 518 F Immersion oil for Zeiss No:150519
Fluorescence

Puffer und Lésungen Hersteller

10% Goat-Serum Ready to use lifetechnologies Best-Nr.
500627

Verdunnungspuffer DCS ALI Best-Nr. 20R500

Eindeckmittel und DAPI Abcam ab Best-Nr. 104139

Tabelle 7: Verwendete Chemikalien

2.2 Versuchstiere

Alle Versuchstiere zu Beginn des Experiments bestanden ausschlief3lich aus zwolf
Wochen alten, mannlichen M&use vom Stamm C57BL/6J (Envigo, Niederlande oder
Charles-River, Sulzfeld, Deutschland).

Genehmigung des Tierversuchs

Die Genehmigung fiir die durchgefihrten Versuche liegt unter dem Aktenzeichen AZ
55.2-2532-2-758 vor.

3 Methoden
3.1.1 Studienaufbau

Die Studie, auf der diese Promotionsarbeit aufbaut, ist als eine randomisierte,
multizentrische und doppelblinde Studie angelegt (EU-ERANET- NEURON
,CnsAflame*, Literatur referenz: ERA-NET NEURON European Research Projects on
Neuroinflammation, Impact Report: Joint Transnational Call 2014. Eds. Salome Legoff,
Kiri Couchmann, Sheyla Mejia-Gervacio, ANR Research National Agency, Paris,
France). Insgesamt beteiligten sich sechs unterschiedliche Institute in verschiedenen
Landern. In Lund, Bordeaux und Minchen wurde das Schédelhirntrauma durch
Controlled Cortical Impact Modell induziert, welches einen fokalen Schaden
verursacht, wahrend in Jerusalem, Riga und Wirzburg das Weight Drop Modell genutzt

wurde.

Die Experimente lassen sich thematisch in zwei Abschnitte gliedern. Zuerst erfahrt ein
Teil der M&use ein operatives Schadelhirntrauma (SHT), wahrend der andere Teil der
Mause lediglich einer Scheinoperation zur Kontrolle (;, Sham ) unterliegt. Im Anschluss

erfolgen verschiedenste Experimente, um die Folgen fur die motorische Kontrolle sowie
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die kognitiven Funktionen erfassen zu kénnen. Nach Beendigung der Versuche werden
die Gehirne der Versuchstiere entnommen, sodass im zweiten Teil die
inflammatorischen und immunhistologischen Veranderungen auf zellul&rer Ebene im

ZNS untersucht werden kdnnen.
3.1.2 Versuchsgruppen

Insgesamt wurden 90 Versuchstiere wahrend der Experimente untersucht. Der Versuch
wurde in 3 Teilversuche unterteilt, sodass bei jedem 30 Tiere getestet wurden. Alle
Mause wurden randomisiert und verblindet sechs Untersuchungsgruppen zugewiesen.

Diese wurden wie folgt aufgeteilt:

1) A: SHT, 1. Behandlung nach 4h, Kontrollantikorper

2) B: Sham, 1. Behandlung nach 1h, Kontrollantikorper

3) C: SHT, 1. Behandlung nachlh, Anti-IL-1beta- AK

4) D: Sham, 1. Behandlung nachlh, Anti-IL-1beta- AK

5) E: SHT, 1. Behandlung nach 4h, Anti-IL-1beta- AK

6) F: SHT, 1. Behandlung nach 1h, Kontrollantikorper

Die Verblindung wurde bis zum Ende aller Analysen beibehalten.

Unterschieden wurden zwei Obergruppen: Die erste Gruppe umfasste die Méause, die ein
operatives SHT erhalten haben, die zweite bestand aus Sham-Versuchstieren, welche
lediglich einer Scheinoperation unterzogen wurden und somit kein Schadelhirntrauma
erlitten haben. Beide Gruppen wurden wiederum in zwei weitere Untergruppen
untereilt, der einen wurde der wirksame Antikorper (Anti-IL-1beta, 10 mg/kg, Novartis)
intraperitoneal (0,1 ml/10 g Korpergewicht) injiziert, der anderen ein Antikérper mit
keiner spezifischen biologischen Funktion (Isotyp-gepasster Kontrollantikorper,
10mg/kg, Novartis). Diese Injektion erfolgte bei den Sham-Versuchstieren eine Stunde,
in der anderen Gruppe eine, sowie vier Stunden nach dem Setzen des
Schadelhirntraumas. Nach einer Woche wurde den M&usen eine zweite Dosis des

entsprechenden Antikorpers gespritzt. Es wurde darauf geachtet, dass die Kihlkette der
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AK bis zum Auftauen kurz vor Verabreichung nicht unterbrochen wurde. Des Weiteren

wurden die erhaltenen Antikorper nicht verdunnt oder verandert.
3.1.3 Zeitliche Abfolge

Wahrend des Versuchszeitraums wurden die Mause genau beobachtet und zu
verschiedenen Zeitpunkten untersucht und Experimenten unterzogen. So wurden die
Sterblichkeit und das Gewicht der Tiere an Tag eins, drei und sieben kontrolliert,
danach erfolgten die Messungen wochentlich. Der Neurological Severity Score wurde
zum ersten Mal eine Stunde nach dem gesetzten Schédelhirntrauma bestimmt, im
Anschluss daran wurde der NSS an Tag eins, drei, sieben, vierzehn, einundzwanzig und
achtundzwanzig erhoben. Der Versuch des Open fields wurde an Tag vierzehn und
achtundzwanzig vorgenommen. Im Anschluss an diesen fand der Object recognition

Test statt.

Open Field Versuch Open Field Versuch
NSS N§S NSS NSS NSS I\TS NSS
Stunde 1 Tl Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 15 Tag 21 Tag28 Tag29 Tag {l>
Gewicht Gewicht Gewicht Gewicht Gewicht Gewicht Gewicht
P| Totung
Injektion des Injektion des Object Recognition Test Qbiect Recognition Test
Antikbrpers* Antikérpers™ Object Recognition Test Object Recognition Test

Abbildung 1: Zeitlicher Ablauf der Versuche (*Kontroll-/ Interleukin- 1 beta-AK Injektion nach 1h/4h)

3.1.4 Haltungsbedingungen

Uber die gesamte Zeitspanne des Beobachtungszeitraums wurden die Mause in ihren
Kafigen in konstanten Gruppen gehalten, welche aus jeweils funf Tieren bestanden, die
sich auch im Verlauf nicht &nderten. Die Mduse hatten stdndig Zugang zu Futter und
frischem Wasser. Die Kafige wurden regelmaRig von ausgebildetem Personal gereinigt,
sowie die Streu erneuert. Die Haltungs- und Versuchsrdume wurden automatisch
konstant bei einer Luftfeuchtigkeit von 45-65% und einer Temperatur von 21°C
gehalten. Zudem wurde ein regelméRiger Tag-Nacht- Rhythmus durch kinstliche
Beleuchtung garantiert. Die Experimente fanden wéhrend der hellen Phasen statt. Durch

stete Begutachtungen der Mdause wurde ihr Wohlbefinden regelmaRig kontrolliert.
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3.2 Induktion eines experimentellen Schadelhirntraumas
3.2.1 Weight Drop Modell

Zur Induktion des Schéadelhirntraumas wurde das Weight Drop Modell verwendet. Bei
dieser Methode wird eine geschlossene Kopfverletzung verursacht, welche zum Ziel
hat, das natirliche Trauma mdglichst realitatsnah zu imitieren. Da es ein geschlossenes
SHT ist, findet keine Kraniotomie statt, und die Schadeldecke bleibt intakt (Xiong et al.,
2013). Es kann auch eine diffuse axonale Verletzung entstehen, welche eine typische
Begleitverletzung eines SHTs ist. Eine andere mogliche Verletzung, die durch das
Weight Drop Modell imitiert werden kann, ist die Contre Cou Verletzung. Fur dieses
Projekt wurde das von Albert-WeiRRenberger et al. modifizierte Modell nach Shohami
verwendet (Albert-Weillenberger et al., 2012). Die SHT dieser Studie waren

ausschliellich als mild zu charakterisieren.

a8

&= /

Abbildung 2: Schematische Zeichnung des Weight-Drop Apparates; aus Albert-Weissenberger et al., 2012, eine
Druckerlaubnis liegt nach Bestimmungen von Creative Commons Attribution CC-BY 2.0,
(http://creativecommons.org/licenses/by/2.0) vor

3.2.2 Narkose

Dreif3ig Minuten vor der Operation bekam jede Maus zur Analgesie Tramadol in einer
Dosierung von 0,6mg/Tier subkutan verabreicht. Im Anschluss wurde die Narkose mit
2.5% Isofluran/Sauerstoff eingeleitet und per Maske Uber die gesamte Operationsdauer
aufrechterhalten. Vor der Operation bekamen die M&use individuelle Ohrmarkierungen,
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sodass sie anschliefend ohne Probleme ihrer Nummer zugeordnet und somit
identifiziert werden konnten, auch wenn sie sich in ihrer Gruppe unter anderen Mausen

befanden.
3.2.3 Operation

Zuerst wurde die Maus zur korrekten Positionierung in die Weight Drop Apparatur
gelegt. Ein 75g schweres Gewicht in Form eines Kegels wurde ber dem linken Os
parietale platziert, genau 2mm lateral und 2mm posterior des Bregma. Es hatte an seiner
Spitze eine Beschichtung mit Teflon, um so das Risiko einer Schéadelfraktur zu
reduzieren (Albert-Weissenberger & Sirén, 2010). Wenn die richtige Position gefunden
war, wurde der Kopf des Versuchstieres so fixiert, dass er nicht mehr verrutschen
konnte. Nun wurde die Kopfhaut durch einen longitudinalen Schnitt in der Mittellinie
eréffnet und so der Schadelknochen freigelegt. Aus einer Hohe von 7cm fiel der Kegel
auf die gewiinschte Stelle auf den Schadel der Maus und verursachte auf diese Weise
das SHT. Die Schwere des Traumas konnte durch das Gewicht des Kegels, sowie die
Fallhohe reguliert werden (Albert-Weissenberger & Sirén, 2010). Im Anschluss wurden
knocherne Verletzungen ausgeschlossen, die Wunde wurde standardméfig versorgt und
mit chirurgischem Nahtmaterial (Ethilon-3.0) zugenéht. Nach erfolgter Operation sind
bei der Maus auf Komplikationen, insbesondere respiratorische Insuffizienz und Tod zu
achten (Albert-Weil3enberger et al., 2012). Ausschlusskriterien der Studie waren

intraoperative Mortalitat, Schadelbruch, sowie ein Gewichtsverlust von mehr als 20%.
3.2.4 Drop-Outs

Die Maus der Nummer 49 musste aufgrund von Verletzungen auf dem Riicken von der

Testung ausgeschlossen werden.
3.2.5 Sham

Die Scheinoperation der Sham Versuchstiere erfolgte ebenfalls unter Narkose mit 2,5%
Isofluran/ Sauerstoff. Bei den Sham Mausen wurde nach einer Hautinzision der

Schédelknochen freigelegt und danach die Schnittwunde mit einer Naht geschlossen.
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3.2.6 Postoperative Beobachtungsphase

Direkt nach dem gesetzten SHT/ Sham-Operation wurden die Mause in einen Kafig mit
gewarmtem Boden gesetzt, sodass sie in Ruhe aus der Narkose erwachen konnten. In
den ersten 3 Tagen nach der Operation wurde allen Tieren Tramadol peroral im
Trinkwasser (Lmg/ml) verabreicht. Die Méuse verblieben in der gleichen Gruppierung
wie vor dem Eingriff, sodass Sham und SHT-Mause sich einen Kafig mit Zugang zu

Wasser und Futter teilten.
3.2.7 Totung und Préparation

Nach einem Beobachtungszeitraum von 31 Tagen erfolgte die Tétung der Mause mit
anschlielender Hirnentnahme. Zu Beginn wurde die Maus narkotisiert und
anschlielend durch CO,-Gas getotet. In einem néchsten Schritt wurde eine 0,01M
phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) mit Heparin (10 000 U/1) transkardial in die Maus
geleitet, bis diese aus dem rechten Herzvorhof austrat und sich die Leber gelblich
verféarbte. Danach wurde die Perfusion mit 4%igem Paraformaldehyd (PFA) in 0,01M
PBS fir 10 min aufrechterhalten. Im Folgenden konnte das Gehirn entnommen werden,
und die Basis und Oberflache des Hirns wurden fotografiert. Dann wurde das Hirn Gber
Nacht in 4% PFA in 0,01M PBS bei 4°C postfixiert. Nachfolgend wurde das Hirn mit
PBS gewaschen und in 10% Saccharose in PBS bei 4°C entwassert. Nach ein bis zweli
Tagen sollte das Gehirn auf den Boden des Réhrchens abgesunken sein. Dieser VVorgang
wurde mit 20%iger und 30%iger Saccharoselésung wiederholt. AbschlieRend wurden

die Gehirne an die ,,CnsAflame* Koordinationsstelle in Miinchen verschickt.
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3.3 Verhaltensbhiologische Untersuchungen

Die die Versuche durchfiihrenden Personen waren beztiglich der Behandlung und des

Verletzungsstatus der Mause verblindet.
3.3.1 Neurological Severity Score

Schadelhirntraumata sind unter anderem auch die Ursache von neurologischen
Verhaltensauffalligkeiten. Um diese zu charakterisieren, eignet sich insbesondere der
Neurological Severity Score. Speziell fur ein Schadelhirntrauma, welches durch das
Weight Drop Modell verursacht wird, eignet er sich besonders, um die initiale Schwere,
sowie die Erholung der Maus von diesem zu beschreiben (Albert-WeilRenberger et al.,
2012). Eine hohe Punktzahl kann als Hinweis auf ein schwereres Trauma gewertet
werden. Der NSS umfasst verschiedene klinische Parameter, so auch Ubungen, um die

motorische Funktion, sowie das normale Verhalten der Maus zu erfassen.

1) Exit Circle: Die Maus wird in einem Rondell platziert, welches nur einen
Ausgang hat. Nun wird die Zeit gemessen, die sie braucht, um es aus diesem
hinauszuschaffen. Gesunde Méuse benétigen normalerweise weniger als 2 min,
bis sie den Ausgang gefunden haben. Benétigt sie aber langer oder findet den
Ausgang gar nicht, wird ihr ein Punkt gegeben.

2) Seeking behavior: In diesem Versuch wird die Maus in die Mitte einer Plattform
gesetzt. Jetzt wird beobachtet, wie sie sich verhélt. Physiologischerweise wiirde
die Maus ihre Umgebung untersuchen, tut sie dies jedoch nicht, bekommt sie
einen Punkt zugewiesen.

3) Monoparesis/Hemiparesis: VVon einer Monoparese spricht man, wenn die Maus
eine Pfote nicht mehr bewegen kann. Eine Hemiparese beschreibt, wenn zwei
Extremitaten nicht mehr benutzt werden kdnnen. Wird die Maus am Schwanz
hochgehoben und wahrenddessen eine Pfote mit einer Stange berihrt, greift eine
gesunde Maus zu und halt diesen Gegenstand fest. Tut sie dies jedoch nicht,
bekommt sie einen Punkt.

4) Straight walk: Die Fahigkeit der Maus, geradeaus zu gehen, wird getestet. Auf
einer geraden Oberflache wird ihr Gangbild begutachtet. Zeigt sie
Auffalligkeiten, zum Beispiel, wenn sie gar nicht 1auft oder eine Pfote hinter

sich herzieht, bekommt sie einen Punkt.
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5)

6)

7)

8)

3.3.2

Startle Reflex: Erschrickt eine gesunde Maus aufgrund eines lauten Gerauschs,
zuckt sie zusammen. Zeigt sie jedoch keine Reaktion, bekommt sie aufgrund
dieser Verhaltensauffalligkeit einen Punkt.

Beam balancing: Zu diesem Versuch wird ein Balken mit einem Durchmesser
von 7x7mm bendtigt. Auf diesem wird die Maus platziert und soll nun fir
mindestens zehn Sekunden versuchen, zu balancieren. Schafft sie es jedoch nicht
und fallt vorher herunter, wird ihr ein Punkt gegeben.

Beam walk: Um die Koordination und Balance der Maus zu tberprufen, wird ein
Set aus 3 verschiedenen Balken genutzt. Die Maus wird zuerst auf den breitesten
Balken gesetzt, welcher eine Lange von 30 cm und eine Breite von drei cm
aufweist. Nun soll sie diesen tberqueren. Gelingt es ihr, wird der Balken gegen
einen neuen von nur 2 cm Breite ausgewechselt und die Maus wieder dazu
animiert, iber diesen zu laufen. Der letzte Balken ist nur noch 1 cm breit.
Schafft die Maus es nicht, tber den ersten Balken zu laufen, bekommt sie drei
Punkte, beim zweiten Balken zwei Punkte und wenn sie den dritten Balken nicht
bewaltigen kann, wird ihr ein Punkt zugeteilt. Schafft sie jedoch alle Balken
ohne Probleme, bekommt sie null Punkte.

Round stick balancing: Dieser Test tberprift die Balance und Griffstarke der
Maus, da beide Eigenschaften nétig sind, um sich an einen Balken klammern zu
kdnnen. Die Maus soll sich an einer runden Stange mit einem Durchmesser von
3 mm festhalten. Dabei wird darauf geachtet, dass die Maus mindestens zwei
ihrer Pfoten benutzt. Schafft sie es nicht, bekommt sie einen Punkt.

Open Field Experiment

Dieses Experiment diente der Untersuchung der generellen Aktivitat, des
Bewegungsmusters sowie des Verhaltens der Maus in einer fir sie als bedrohlich
empfundenen Situation (Crawley, 1999). Dazu wurde die Maus fiir 10 Minuten in eine
ansonsten leere Box aus weiRem Kunststoff (43cm x 43cm x 43cm) gesetzt, und ihre
Bewegungen wurden durch eine Kamera (SD-5 WV-CP500, Panasonic, Kadoma,
Japan) in der VVogelperspektive aufgezeichnet. Die Aufnahme begann in dem Moment,
als die Maus in die Arena gesetzt wurde. Bevor das nachste Tier den Versuch begann,
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wurde die gesamte Box gereinigt, umso mdgliche Irritationen auszuschlieRen. Auch
wurde die Box ausgeleuchtet, um Lichtunterschiede zu vermeiden. Im Anschluss wurde
das Verhalten der Maus mithilfe eines Computerprogramms (EthoVisionXT 10.1.
Software (Noldus, Wageningen, the Netherlands) ausgewertet, wobei die
Gesamtlaufstrecke, die Geschwindigkeit, sowie die Aufenthaltsorte des Tieres erfasst
wurden. So konnte analysiert werden, ob sich die Maus eher zentral oder peripher in der

Box aufhielt.
3.3.3 Object Recognition Test

Durch dieses Experiment wurde das Erinnerungsvermdgen des Versuchstieres
untersucht (Bevins & Besheer, 2006). Basierend auf dem gewohnlichen Verhalten der
Maus, wurde von gesunden Tieren erwartet, sich ausfiihrlicher mit einem neuen, noch
unbekannten Objekt zu beschéftigen, statt mit einem bereits bekannten. Des Weiteren
sollte sie in der Lage sein das bereits bekannte Objekt auch als schon bekannt zu
identifizieren und somitden Austausch von einem der Objekte zu bemerken. Abbildung
3 zeigt die Dimensionen der Testbox und die Stellung der Testobjekte sowie die
Reihenfolge der Testung. Der Versuch fand an zwei aufeinander folgenden Tagen statt.
Am ersten Tag bekam die Maus fir eine Stunde die Mdglichkeit, die Box zu erkunden
und sich mit ihrer Umgebung vertraut zu machen. Am folgenden Tag befanden sich
zwei identische Objekte in der Box. Die Maus bekam nun funf Minuten Zeit, die
Gegenstande zu untersuchen, bis sie wieder zuriick in den Ké&fig gesetzt wurde. Nach
einer Pause von vier Stunden wurde die Maus erneut in die Box gebracht, allerdings
wurde nun eines der Objekte durch ein neues ersetzt. Die Experimente wurden per
Kamera aufgezeichnet und spéater auf zwei verschiedene Weisen ausgewertet. Zum
einen wurde die Zeit gemessen, die die Maus an jedem Objekt verbrachte, zum anderen
wurde gezahlt, wie oft die Maus jedes Objekt untersuchte, um spater einen moglichen
Unterschied zwischen bekannten und neuen Objekten feststellen zu kénnen. Des
Weiteren wurden die Exploration Ratio (ER) mit der Formel: Explorationszeit Neues
Objekt / (Explorationszeit Neues Objekt + Explorationszeit altes Objekt) berechnet.
Aullerdem wurde der Praferenzindex (P1) mit folgender Formel bestimmt:
(Explorationszeit Neues Objekt-Explorationszeit Altes Objekt)/(Explorationszeit Neues
Objekt+ Explorationszeit Altes Objekt) (Fleischmann et al., 2020).
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Abbildung 3: A: Schematischer Aufbau des ORT; B: Ablauf ORT; C: Beispielaufnahmen des ORT

3.4 Immunhistologische Farbung

3.4.1 Immunhistochemie

Durch das Verfahren der Immunhistochemie kdnnen Proteine mittels Markierung durch
Antikorper sichtbar gemacht werden. Das Prinzip der Farbung basiert auf einer Antigen-
Antikorper-Reaktion, welche die Affinitat von einem Antikorper zu bestimmten
Gewebsstrukturen ausnutzt. Diese Gewebsstrukturen werden auch als Epitope
bezeichnet. Das Ziel dieser Methode ist eine spezifische Bindung zwischen Antikorper
und Epitop. Wichtig ist, dass der Antikorper nicht mit anderen ahnlichen Epitopen
reagiert. Dieser Antikdrper, welcher das nachzuweisende Protein bindet, wird
Primérantikorper genannt. Bei der indirekten Methode wird ein zweiter mit
fluoreszierendem Farbstoff markierter Antikoérper verwendet, welcher wiederum den

Primarantikorper bindet. Dieser Antikorper wird als Sekundarantikorper bezeichnet.
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3.4.2 GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein)

Das saure Gliafaserprotein, auch GFAP genannt, ist ein im Zytoplasma von Astrozyten
vorkommendes Protein. Es ist Bestandteil von Intermediarfilamenten und dient somit
sowohl der Stabilitat, als auch der Beweglichkeit der Astrozyten (Sofroniew & Vinters,
2010). In der Phase nach einem Schéadelhirntrauma kann es zu einer Aktivierung von
Astrozyten und Mikroglia kommen, welche auch noch Jahre nach dem Trauma im Hirn
nachzuweisen sind (Clausen et al., 2009). Durch diese Aktivierung wird GFAP in den
Astrozyten vermehrt exprimiert und kann deshalb im ZNS-Préparat zu ihrem Nachweis
dienen (Pekny & Nilsson, 2005).

3.4.3 Entwassern der Gehirne

Zuerst wurden die Gehirne mithilfe einer Rasierklinge in zwei Teile geschnitten. Diese
zwei Teile wurden in einer mit der Nummer der entsprechenden Maus beschrifteten
Kassette in destilliertem Wasser aufbewahrt. Zu Beginn der Entwésserung wurden die
Kassetten in den ersten Behalter des Entwasserungsgeréts gegeben. Die Behalter
wurden nun geschlossen und das Programm 03 ausgewahlt und gestartet. Danach wurde
eine Reihe verschiedener Behalter durchlaufen. Gestartet wurde mit 50% Ethanol, es
folgten 70%, 80%, 96% und 100% Ethanol. An diese Reihe schlossen sich Behalter mit
100% Ethanol und Chloroform im Verhaltnis 1:1 an, dann ausschlief3lich Chloroform

und zuletzt Paraffin.
3.4.4 Erstellen der Paraffinblocke

Im ersten Schritt wurde die Platte auf 60°C erwéarmt. Wahrenddessen wurden die
Férmchen mit Glycerol ausgepinselt, um spéter das Herauslosen zu vereinfachen.
Anschliefend wurden sie auf die nun warme Platte gestellt. Die Kassetten mit den
entwasserten Gehirnen wurden in einen Behélter mit warmem Paraffin gegeben. Jetzt
wurden die Deckel der Kassetten entfernt und die Gehirne mit der breiten Seite nach
unten in das Férmchen gelegt. Dann wurden die Férmchen mit Paraffin geflllt und der
Boden der Kassette auf dem Férmchen platziert. Zum Erhdrten wurden sie auf eine
Kuhlplatte gestellt und noch ein mit der Nummer der entsprechenden Maus beschrifteter

Zettel auf die Kassette gegeben. Nach einer halben Stunde, nachdem das Paraffin
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ausgehortet war, wurden die Rander des Férmchens sauber geschnitten und die Kassette

vorsichtig aus dem Férmchen gelst.
3.4.5 Paraffinblocke schneiden

Um die Paraffinbldcke schneiden zu kdnnen, mussten sie im Kihlschrank bei -20°C
vorgekihlt werden. Wahrenddessen wurde das Wasserbecken mit destilliertem Wasser
aufgefillt und auf 44°C erwarmt. Kaltes destilliertes Wasser wurde in die Schalen
gegossen. Nach Abkuhlung der Blocke wurden sie in die Schneidemaschine
eingespannt und angeschnitten, sodass eine gerade Schnittflache entstand. Danach
konnten die Schnitte mit einer Dicke von 2 um geschnitten und mit einem Pinsel
ausgerollt werden. Der nichste Schritt war die Uberfiihrung der Schnitte in das kalte
Wasser, sodass die matte Seite nach oben zeigte. Entstandene Falten konnten mit einem
Pinsel vorsichtig herausgestrichen werden. Mithilfe eines Objekttrégers folgte die
Uberfiihrung der Schnitte ins warme Wasser, sodass sie sich ausdehnen konnten. Die
Schnitte wurden auf einen Superfrost Plus Objekttrager aufgezogen und bei
Raumtemperatur Uber Nacht vertikal getrocknet.

3.4.6 H.E. Farbung

Durch die H.E. Farbung wurden die strukturelle Beschaffenheit des Mausehirns und
gegebenenfalls vorhandene Lasionen dargestellt.

Der erste Schritt war die Endparaffinierung der Hirnschnitte. Dazu wurden sie fir
zweimal 10 Minuten in Xylol gestellt. Im Anschluss durchliefen die Praparate die
absteigende Ethanolreihe. Es wurde vergéllter Alkohol benutzt. Zuerst wurde 100%iger
Ethanol verwendet, dann 96%, 70% und als letztes 50%iger. Die Schnitte wurden zuerst
fir 30 Sekunden, danach fur 5 Minuten in den jeweiligen Alkohol gestellt und in
50%igen Alkohol dreimal kurz geschwenkt. Im Anschluss wurden die Praparate fiir
eine Minute in destilliertem Wasser zwischengelagert. Danach wurden die Zellkerne
geférbt. Dazu wurden die Schnitte fur 5 Minuten in Hdmalaun gelagert. AnschlieRend
mussten die Praparate fur zehn Minuten unter flieRendem Leitungswasser gewassert
werden. Um im néchsten Schritt das Zytoplasma der Zellen zu férben, wurde Eosin
verwendet. Dazu wurden die Objekttrager fur 3 Minuten in Eosin gelegt. Nachfolgend
wurden die Schnitte durch die aufsteigende Alkoholreihe gefuhrt. Fur zweimal 10

25



Sekunden kamen die Schnitte zuerst in 70%igen, danach in 96%igen und abschlieRend
in 100%igen Ethanol. Danach mussten sie noch zweimal 5 Minuten in Xylol deponiert
werden. Zuletzt wurden die Objekttrager mit DPX Mountant eingedeckt. Uber Nacht

wurden die Schnitte zum Trocknen bei Raumtemperatur unter dem Abzug aufbewahrt.
3.4.7 Immunhistochemische Fluoreszenz-Farbung

Die immunhistochemische Fluoreszenzfarbung begann mit der Endparaffinierung der
Gehirnschnitte, damit diese im Verlauf gefarbt werden konnten. Dazu wurden die
Objekttrager zu Beginn fur zweimal 10 Minuten in Xylol gegeben. Im Anschluss wurde
die Endparaffinierung durch die Ethanolreihe fortgefihrt. Es wurde vergalltes Ethanol
in den Konzentrierungen 100%, 96% und 70% verwendet. In diese Losungen wurden
die Schnitte erst 30 Sekunden und danach weitere 5 min gestellt und zum Schluss in
50%igem Ethanol dreimal kurz geschwenkt. Danach wurden die Préparate in
bidestilliertem Wasser zwischengelagert, wahrend 10mM Citratpuffer mit 0,05% Tween
im Dampfgarer erwarmt wurden. Sobald dieser 100°C erreicht hatte, wurden die
Objekttrager hineingestellt und fur 20 Minuten gekocht. Anschlief3end sollten die
Préaparate fur 20 Minuten im Citratpuffer abkihlen, bevor sie in bidestilliertes Wasser
gestellt wurden. Im né&chsten Schritt wurde die Flache um die Schnitte herum
abgetrocknet, sodass sie nun mit einem Pap-Pen umrandet werden konnten. Bevor die
Blocking Solution auf die Schnitte gegeben werden konnte, mussten diese in TBS-T fir
zweimal 5 Minuten auf dem Schiittler gewaschen werden. Dann wurden pro Schnitt
100ul 5% Blocking Solution vorsichtig so neben die Schnitte pipettiert, dass diese
bedeckt waren und in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur geblockt werden
konnten. Nach 20 Minuten wurde die Blocking Solution abgekippt und 100l der
Primarantikérper pro Schnitt auf die Objekttriager gegeben. Uber Nacht wurden sie nun
in einer feuchten Kammer bei 4°C gelagert, wobei darauf geachtet werden musste, dass

die Schnitte nicht mehr austrocknen konnten.

Am folgenden Tag wurde der Primérantikorper abgekippt, dann die Schnitte flr
zweimal 5 Minutenin TBS-T auf dem Schttler gewaschen. Wéhrenddessen musste der
Arbeitsraum abgedunkelt sein. Im Anschluss wurden jeweils 100 pl des in
Verdinnungspuffer geldsten Sekundérantikorpers auf die Schnitte gegeben und fir eine

Stunde bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer belassen. Danach wurden die
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Objekttrager fur dreimal 5 Minuten in TBS-T auf dem Schuttler gewaschen. Zum
Schluss erfolgte das Eindecken der Préparate. Dazu wurde Mounting Medium mit DAPI
(4°,6- Diamidin-2-phenyllindol) verwendet. Die Praparate wurden in geschlossener
Mappe uber Nacht im Kihlschrank aufbewahrt und konnten am folgenden Tag unter

dem Mikroskop angeschaut und fotografiert werden.

Fur die immunhistochemischen Férbungen wurde eine représentative Auswahl aus der
gesamten Versuchsgruppe gewahlt. Insgesamt wurden die Hirnschnitte von 26 Méusen
analysiert und ausgewertet. Man entschied sich fur die Mause mit den Nummern 10, 11,
12,13, 15, 16, 18, 25, 30, 36, 37, 41, 42, 44, 46, 51, 53, 65, 70, 71, 75, 76, 83, 86, 89
und 90.

Fir jedes der untersuchten Tiere wurden je vier Objekttrager mit je zwei Préparaten
sowie eine Negativkontrolle gefarbt. Die Negativkontrollen wurden nur mit dem
Sekundarantikdrper behandelt, sodass Rickschlisse auf dessen Spezifitdt gezogen
werden konnten. Bei jedem Farbedurchgang wurde zudem auch eine Positivkontrolle,
bestehend aus menschlichem Normalhirn, angefertigt.

3.4.8 Fotografieren der Praparate

Fur die Analyse der Hirnschnitte wurde die CA3- Region des Hippocampus untersucht.
Dazu wurden die Praparate mithilfe eines Apotoms fotografiert, sodass im Anschluss
die gefarbten Zellen gez&hlt werden konnten. VVon jeder CA3- Region wurden drei
Aufnahmen in jeweils zwei Kanélen gemacht, sodass die DAPI und die GFAP- Farbung

analysiert werden konnten.
3.4.9 Zahlen der Zellen

Alle im entsprechenden Bereich gesehenen mit GFAP geférbten Zellen wurden
hé&ndisch ausgezahlt. Dabei wurden nur die Zellen mit erkennbarem Zellkern

berticksichtigt.
3.4.10 Verblindung

Die Versuchsdurchfiihrenden waren (iber den gesamten Untersuchungszeitpunkt
verblindet. Die Verblindung wurde erst am Ende der Analysen aufgel6st. Auch die

injizierten Antikdrper wurden verblindet verabreicht.
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3.5 Statistische Datenauswertung

Fur die statistische Analyse und Darstellung der Ergebnisse wurde die Software
Microsoft Excel, sowie SPSS benutzt. Das Signifikanzniveau wurde fur alle
Berechnungen einheitlich festgelegt, sodass p-Werte < 0,05 als signifikant angesehen
wurden. Die grafische Darstellung erfolgte als Boxplot, als Linien- oder als
Balkendiagramm. Dargestellt wurden die jeweiligen Mittelwerte mit dem
Standardfehler des Mittelwerts. Die Priifung auf Normalverteilung erfolgte durch den
Shapiro- Wilk- Test. Um das Signifikanzniveau zu bestimmen, wurden bei der
Korpergewichtskontrolle und dem Neurological Severity Score der Kruskal- Wallis-
Test angewendet; beim Object Recognition Test, sowie beim Open Field Test zum
Vergleich von zwei Gruppen mit unabhdngigen Proben der Mann- Whitney- U- Test.

Zur Beurteilung der Effektstarke wurde die Einteilung nach Cohen herangezogen.
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4 Ergebnisse
Die vorgestellten Ergebnisse beziehen sich auf die Untersuchung der Unterschiede
zwischen SHT-Mausen, welche ein Schadelhirntrauma erlitten haben, und Sham-

Méusen, welche einer Scheinoperation unterzogen wurden.

Die Gruppen:

1) A: SHT, 1. Behandlung nach 4h, Kontrollantikorper
2) B: Sham, 1. Behandlung nach 1h, Kontrollantikdrper
3) C: SHT, 1. Behandlung nachlh, Anti-IL-1beta
4) D: Sham, 1. Behandlung nachlh, Anti-IL-1beta
5) E: SHT,1. Behandlung nach 4h, Anti-IL-1beta
6) F: SHT, 1. Behandlung nach 1h, Kontrollantikorper
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4.1 Anderung des Korpergewichts

Die Entwicklung des durchschnittlichen Korpergewichts in den einzelnen Gruppen stellt
sich wie folgt dar:

Durchschnittliches Gewicht

Stunde 1 Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
Zeit (Post OP)

=@==ruppe A ==0==Gruppe B Gruppe C
Gruppe D ==@= Gruppe E ==@==Gruppe F

Abbildung 4: Verlauf des durchschnittlichen Gewichts aller Gruppen lber den Versuchszeitraum.
Gruppe A: TBI, Behandlung nach 4h, Kontrollantikdrper, Gruppe B: Sham, Behandlung nach 1h,
Kontrollantikdrper. Gruppe C: TBI, Behandlung nachlh, Anti-lL-1beta, Gruppe D: Sham, Behandlung
nachlh, Anti-IL-1beta, Gruppe E: TBI, Behandlung nach 4h, Anti-IL-1beta und Gruppe F: TBI, Behandlung
nach 1h, Kontrollantikdrper.

Daten zeigen den Mittelwert + Standardfehler; n=15 in jeder Gruppe.

Alle Mduse verloren am Tag nach der Operation bzw. Scheinoperation vorlaufig an
Gewicht. Uber den gesamten Beobachtungszeitraum zeigten sie jedoch eine
Gewichtszunahme. Insgesamt zeigten sich Gber den Beobachtungszeitraum hinweg
keine signifikanten Unterschiede in der Entwicklung des Kérpergewichts zwischen den
verschiedenen Gruppen.
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4.2 Neurological Severity Score (NSS)

Zur Messung der Schwere des gesetzten SHTs, wurde eine Stunde nach Trauma der
NSS erhoben. Ein Score von 2,5 bis 3,5 Punkten entspricht einem leichten SHT und war
in allen Gruppen &hnlich (Abb. 5). Im Verlauf erholten sich Tiere in allen Gruppen
innerhalb des ersten post-operativen Tags. Ab dem 3. Tag zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Trauma-Tieren und den Sham-operierten

Tieren.

NSS

Durchschnittliche Punktzahl

Stunde 1 Tag 1 Tag 3 Tag7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
Zeit post OP

=@==Gruppe A ==0==Gruppe B Gruppe C

Gruppe D =@=Gruppe E ==@=Gruppe F

Abbildung 5: Neurological Severity Score (NSS) aller Gruppen tber den Versuchszeitraum.

Gruppe A: TBI, Behandlung nach 4h, Kontrollantikérper, Gruppe B: Sham, Behandlung nach 1h, Kontrollantikorper.
Gruppe C: TBI, Behandlung nachlh, Anti-IL-1beta, Gruppe D: Sham, Behandlung nachlh, Anti-IL-1beta, Gruppe
E: TBI, Behandlung nach 4h, Anti-IL-1beta und Gruppe F: TBI, Behandlung nach 1h, Kontrollantikérper.

Daten zeigen den Mittelwert+ Standardfehler; n=15 in jeder Gruppe
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4.2.1 Verlauf des NSS nach Behandlung mit dem Kontrollantikérper

Der erreichte NSS der SHT- Tiere, die in mit dem Kontrollantikorper behandelten
Gruppen waren, war eine Stunde nach Trauma signifikant hoher als bei den Sham-
operierten Tieren (Abb. 6). Die Gruppe, der der Kontrollantikérper nach einer Stunde
injiziert wurde, erholte sich bereits am ersten post-operativen Tag, sodass es keinen
signifikanten Unterschied im Vergleich zur Sham Gruppe an den anderen
Messzeitpunktengab (Tag 1: p=0,059; Tag 3: p=0.11; Tag 7: 0,89; Tag 14: p=0,27; Tag
21: p=0,47; Tag 28: p=0,67). Der NSS in der Gruppe, die erst nach 4h nach dem
Trauma mit dem Kontrollantikérper behandelt wurde, war sowohl eine Stunde nach
Trauma als auch am 1. und 3. Tag nach der Operation im Vergleich zu den Sham Tieren
signifikant erhoht (1 Stunde: p=0,03, Tag 1: p<0,001; Tag 3: p=0.016). Der Kruskal-
Wallis- Test zeigte an den anderen Tagen keine statistische Signifikanz (Tag 7: 0,29;
Tag 14: p=0,18; Tag 21: p=0,38; Tag 28: p=0,97).

NSS

Durchschnittliche Punktzahl
N

Stunde 1 Tagl Tag 3 Tag7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
Zeit post OP

=@= K ontrollI-AK, SHT, 4h Kontroll-AK, Sham, 1h === Kontroll- AK, SHT, 1h

Abbildung 6: Neurological Severity Score (NSS) der mit Placebo behandelten Gruppe uber den
Versuchszeitraum Daten zeigen den Mittelwert + Standardfehler, n=15 in jeder Gruppe;
*Signifikanz 1. Tag: p< 0,001; *Signifikanz 3. Tag: p< 0,016
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4.2.2 Verlauf des NSS nach Behandlung mit Anti- IL- 1 beta AntikOrper

Die intraperitoneale Injektion des Anti- IL-1-beta Antikdrpers (10mg/kg) oder
Kontrollantikorpers (10mg/kg) erfolgte kurz nach der Operation und am 7.
postoperativen Tag. Die erste Dosis erhielten die Tiere entweder eine oder vier Stunden
nach Trauma. Mduse, die mit dem Anti- IL-1-beta- AK behandelt wurden, zeigten im

Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppe keine Unterschiede im NSS.

NSS
35
25
15

T ,
05 ¢ 1 1 i

0

Durchschnittliche Punktzahl
N

Stunde 1 Tag 1l Tag 3 Tag7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
Zeit post OP

=@ Anti- IL- 1- beta-AK, SHT, 1h KontrollI-AK, SHT, 1h

Abbildung 7: Verlauf des NSS in den Tieren, die 1h nach SHT mit Kontrollantikdrper oder Anti-IL-1 beta
Antikdrper behandelt wurden. Daten zeigen den Mittelwert + Standardfehler, n=15 in jeder Gruppe

In den Gruppen, die in der ersten Stunde nach dem Trauma behandelt wurden,
erreichten beide Gruppen vor der Behandlung eine fast gleiche Punktzahl im NSS
(SHT, Anti-IL-1beta AK 3,07 Punkte + 0,56 Punkte, Kontroll-AK 3,07 Punkte + 0,61
Punkte; Mittelwert + Standardfehler) (Abb. 7). Die Behandlung mit Anti-IL-1 beta
Antikorper zeigte keinen Einfluss auf die im Verlauf erzielten Ergebnisse im NSS.
Auch im Kruskal Wallis Test lies sich fiir keinen dieser Unterschiede eine statistische
Signifikanz nachweisen (Tag 1: p=0,66; Tag 3: p=0.96; Tag 7: p=0,3; Tag 14: p=0,32;
Tag 21: p=0,56; Tag 28: p=0,61). Die Gruppen, die die erste AK- Dosis 4 Stunden nach
Trauma erhielten, zeigten keinen Unterschied im NSS zwischen den Behandlungen
(Abb. 8). Des Weiteren war auch bei den Sham-operierten Tieren nach der Behandlung
kein Unterschied im NSS zwischen den mit dem Anti-IL-1beta Antikdrper und den mit
dem Kontroll-Antikorper behandelten Tieren nachweisbar (Abb. 10).
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NSS

35

25

15

05

Durchschnittliche Punktzahl

Stunde 1 Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
Zeit post OP

==@== K ontrolI-AK, SHT, 4h ==0== Anti-IL- 1- beta AK, SHT, 4h

Abbildung 8: Verlauf von NSSin den Tieren, die 4h nach SHT mit, Kontrollantikdrper oder Anti-
IL-1beta Antikorper behandelt wurden. Daten bezeichnen Mittelwert+ Standardfehler, n=15 in
jeder Gruppe.

NSS

35

25

15

05

Durchschnittliche Punktzahl
N

Stunde 1 Tag 1l Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
Zeit post OP

== Anti-|L-1- beta AK, SHT, 1h =0==Anti-IL-1 beta AK, SHT, 4h

Abbildung 9: Verlauf von NSS in den Tieren, die 1h oder 4h nach SHT mit, Anti-IL-1beta
Antikdrper behandelt wurden. Daten bezeichnen Mittelwert+ Standardfehler, n=15 in jeder Gruppe
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NSS

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

Durchschnittliche Punktzahl

Stunde 1 Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
Zeit post OP

e=@== Kontroll-AK, Sham, 1h === Anti-Interleukin-1-beta-AK, Sham, 1h

Abbildung 10: Verlauf von NSS in den Sham Tieren, die 1h nach Operation mit, Kontroll-
Antikdrper oder mit Anti-IL-1beta Antikdrper behandelt wurden. Daten bezeichnen Mittelwert+
Standardfehler, n=15 in jeder Gruppe
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4.3 Open Field Versuch

Fir den Open Field Versuch wurden die Mausegruppen beziiglich ihrer insgesamt
gelaufenen Strecke, der Geschwindigkeit und der Aufenthaltshdufigkeit im Zentrum der

Box, sowie der dort verbrachten Zeit analysiert.

4.3.1 TBI vs. Sham

Wie aus anderen Studien hervorgeht, kann ein Schadelhirntrauma zu einer gesteigerten
Aktivitat der Mause fuhren (Budinich et al., 2013) (Vogel et al., 2020) (Lopez-
Caperuchipi et al., 2021). Auch in dieser Studie konnte festgestellt werden, dass 2
Wochen nach Operation Tiere mit SHT eine signifikant gréf3ere Strecke laufen als Tiere
der Sham-Gruppe (Mittelwert + SEM: SHT: 4783cm £ 380cm, n=15; Sham: 4420,7cm
+ 309cm, n=15; p< 0,05, Abb. 1A). Die Berechnung der Effektstarke nach Cohen ergab
d=0,24, somit handelt es sich um einen mittelstarken Effekt.

Auch waren Mause der SHT-Gruppe signifikant schneller als Mé&use der Sham-Gruppe
(Mittelwert £ SEM: SHT: 8s £ 0,6s n=15; Sham: 7,4s + 0,52s, n=15 p<0,05;
Effektstarke nach Cohens: d=0,24, Abb. 1B). Diese signifikanten Differenzen zwischen
den beiden Gruppen lassen sich 4 Wochen nach Operation bereits nicht mehr

nachweisen.
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Abbildung 11: Open Field Test (OF), Vergleich der zuriickgelegten Distanz (A), der Geschwindigkeit (B),

Aufenthaltsh&ufigkeit im Zentrum (C) Aufenthaltsdauer im Zentrum (D) der TBI/Sham-Mé&use, n=15 in jeder
Gruppe, Daten zeigen mdgliche AusreiRer, Minimum, Maximum, Median und den Iga, * signifikantes Ergebnis
p< 0,05 im Vergleich zur Sham-Gruppe
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4.3.2 Verhalten im Open Field Test nach Behandlung mit dem Anti-

Interleukin-1-beta-Antikorper

Zwei Wochen nach Trauma zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der

Aktivitat im Open Field Test zwischen den mit Anti-IL-1beta-Antikdrpern behandelten

und den mit dem Kontroll-AK behandelten Gruppen.

Vier Wochen nach erlittenem Trauma waren Mé&use, die den Anti-IL-1beta Antikorper

injiziert bekamen, in den zweiten 5 min im Open Field Test sowohl aktiver (Mittelwert
+ SEM Anti-IL-1-beta-AK: 2131cm £ 200 cm, n=15, Kontroll-AK: 1394cm + 153cm,
n=15, p<0.05, Effektstirke Cohens‘ d= 0,95, Abb.12A) als auch schneller (Mittelwert £
SEM Anti-IL-1-beta-AK: 7,1cm/s £ 0,67 cm/s, n=15, Kontroll-AK: 4,9 cm/ s +
0,51cm/s, n=15; p<0.05, Effektstirke Cohens d= 0,95, Abb. 12B) als M&use, die mit
Kontroll-Antikorper behandelt wurden. Jedoch verweilten die mit anti-IL-1beta-AK

behandelten Tiere 4 Wochen nach Trauma insgesamt und insbesondere in den zweiten 5

min des Experiments signifikant seltener im Zentrum der Untersuchungsbox als Tiere,

die den Kontroll- AK gespritzt bekamen.

2. Woche post OP

erste 5 min
TBI, 4h, Kontroll-AK |Sham, 1h, Kontroll-AK|TBI, 1h, Anti-IL-1-beta-AK|Sham, 1h, Anti-IL-1beta-AK | TBI, 4h, Anti-IL-1-beta-AKTBI, 1h, Kontroll-AK
Distanz (cm) 2517,8 + 252 2503 * 203,59 2685,5 + 217,78 2466,3 £182,5 2999 * 165,69 2630 + 246
Geschwindigkeit (c/s) [8,4 0,84 8,3+0,68 9+0,73 8,2+0,22 9,99 + 0,55 8,8+0,82
Frequenz 16,5 + 2,36 16,1 +2,25 138+1,9 12,9+1,86 17,7 42,95 148+1,72
Dauer (s) 35+7,7 23,9 +4,69 22,2+ 3,15 24,2 £5,53 20,9 +4,07 24,2 + 3,68
2. Woche post OP
zweite 5 min
TBI, 4h, Kontroll-AK |Sham, 1h, Kontroll-AK|TBI, 1h, Anti-IL-1-beta-AK|Sham, 1h, Anti-IL-1beta-AK |TBI, 4h, Anti-1L-1-beta-AKTBI, 1h, Kontroll-AK
Distanz (cm) 2223,8 + 258,33 1917,5 +125 2334,5 +197,93 2269 + 199,93 2595,36 + 199,77 2152,9 + 152,29
Geschwindigkeit (cm/s) 7,4 +0,86 6,4 +0,42 7,8 £0,66 7,6 £0,67 8,65 + 0,67 7,2+051
Frequenz 21,3+3,18 199+2,34 156+1,49 151+1,98 17,93+2,32 18,7 +1,59
Dauer (s) 56,4 + 9,45 51,3+9,16 31,7+44 27,2+534 31,81 + 4,86 31,7 +4,22
4. Woche post OP
erste 5 min
TBI, 4h, Kontroll-AK |Sham, 1h, Kontroll-AK|TBI, 1h, Anti-1L-1-beta-AK|/Sham, 1h, Anti-IL-1beta-AK |TBI, 4h, Anti-1L-1-beta-AKTBI, 1h, Kontroll-AK
Distanz (cm) 1724,6 + 209,1 1598,7 + 151,82 2036,8 + 258,5 1765,7 + 167,8 2180 + 215,15 1920,9 + 366,23
Geschwindigkeit (cm/s) 5,8 +0,7 5,3 + 0,506 6,8 +0,86 5,9 +0,56 7,271+0,72 64+122
Frequenz 10,3 #1,45 88+142 10+1,73 8,7+135 12,47+2,1 12,9+2,03
Dauer (s) 27,2 +4,96 22,1+4.38 20,8+4,74 16,9+3,73 22,99 + 5,08 27,6 +4,53
4. Woche post OP
zweite 5 min
TBI, 4h, Kontroll-AK |Sham, 1h, Kontroll-AK|TBI, 1h, Anti-IL-1-beta-AK|Sham, 1h, Anti-IL-1beta-AK |TBI, 4h, Anti-IL-1-beta-AKTBI, 1h, Kontroll-AK
Distanz (cm) 1494 + 153 1537,2 + 258,14 1730,2 + 209,73 1814,8 + 237,14 2131 + 199 1635,5 £251,05
Geschwindigkeit (cm/s) 14,65 + 0,5 51+0,86 58+07 6+0,79 7,10+ 0,67 55+0,84
Frequenz 139+23 12,3+1,58 10,8 +1,98 * 13,9 +1,47 12,27 +1,68 13,3+2,19
Dauer (s) 42,5+8,14 39,8 +9,89 23,5+6,47 31,9+5,71 27,61 +5,01 32£3,51

Tabelle 8: OF-Test, Vergleich der ersten 5 min mit den zweiten 5 min; 2 und 4 Wochen post OP, Daten zeigen
Mittelwert + Standardfehler; * signifikant p< 0,05 im Vergleich zur Kontrolle
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Abbildung 12: Open Field Test (OF), Vergleich der zuriickgelegten Distanz (A), der Geschwindigkeit (B),
Aufenthaltshaufigkeit im Zentrum (C) Aufenthaltsdauer im Zentrum (D) der mit Kontroll-AK/ Anti-1L-1-beta-1-
AK behandelten Mause, n=15 in jeder Gruppe, Daten zeigen mdgliche Ausreier, Minimum, Maximum, Median
und den Iga, * signifikant p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle
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Abbildung 13: Open Field Test (OF), Vergleich der zuriickgelegten Distanz (A), der Geschwindigkeit (B),
Aufenthaltshaufigkeit im Zentrum (C) Aufenthaltsdauer im Zentrum (D) der mit Kontroll-AK/ Anti-IL-1-beta-1-
AK behandelten Mause, n=15 in jeder Gruppe, Daten zeigen mdgliche Ausreiler, Minimum, Maximum, Median

und den Iqa,

* signifikant p< 0,05 im Vergleich zur Kontrolle
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Es gab keine Unterschiede in der Aktivitat und Schnelligkeit der Sham-operierten
Maéuse nach Behandlung mit Anti-IL-1beta Antikérper (Abb. 14A, 14B).
Interessanterweise hielten sich die mit Anti-IL-1beta AK behandelten Mé&use in den
ersten 5 min des Versuchs signifikant kirzer in der Mitte der Untersuchungsbox auf als
Méuse der Kontroll- Gruppe (Abb. 14D). Die Beobachtung, dass sich die Mé&use
verstarkt in den peripheren und somit weniger exponierten Bereichen der Box
aufhielten, entspricht eher ihrem natirlichen Verhalten und ist somit ein positiv zu

wertendes Ergebnis der Entzindungshemmung.
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Abbildung 14: Open Field Test (OF), Vergleich der zurlickgelegten Distanz (A), der Geschwindigkeit (B),
Aufenthaltshdufigkeit im Zentrum (C) Aufenthaltsdauer im Zentrum (D) der mit Kontroll-AK/ Anti-IL-1-beta-
1-AK behandelten Méduse, n= 15 in jeder Gruppe, Daten zeigen mdgliche Ausreifer, Minimum, Maximum,
Median und den lga, * signifikant p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle
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4.4 Object Recognition Test

Der Object Recognition Test (ORT) wurde unter zwei Aspekten ausgewertet: Zunéchst
wurden die verschiedenen Gruppen beziiglich der an den Gegenstédnden verbrachten
Untersuchungszeit verglichen, dann wurde die Anzahl der Kontaktaufnahmen der

Méuse zu den Gegenstanden analysiert.
4.4.1 SHT vs. Sham

Ein erlittenes SHT beeintrachtigt das Gedéchtnis der betroffenen Méause. Dies zeigte
sich auch hier im ORT. Die Sham- Mduse befassten sich 2 Wochen nach dem Trauma
signifikant langer mit dem neuen Objekt als die SHT- M&use. Der d-Wert nach Cohens
betréagt: -0,52. Dies deutet darauf hin, dass Sham-Tiere das neue Objekt auch als neu
erkannten und es, gemél ihrem natdirlichen Verhalten, intensiver untersuchten
(Lueptow, 2017). 4 Wochen nach Operation gab es bereits keinen signifikanten

Unterschied zwischen den beiden Gruppen mehr.

Jedoch untersuchten die Méause der Sham-Gruppe 2 Wochen post OP den bekannten
Gegenstand signifikant 6fter als Méuse der TBI- Gruppe. Der ermittelte d-Wert betrégt -
0,7. Auch bei der Anzahl der Kontakte zu den Gegenstanden gab es 4 Wochen nach
Operation keine signifikanten Differenzen zwischen den Gruppen mehr.
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Abbildung 15: Object Recognition Test (ORT) Vergleich Erkundungszeit (A,C)/ Kontaktanzahl (B,D) der
Sham/TBI-Tiere, bekanntes/neues Objekt, n=15 in jeder Gruppe, Daten zeigen mdgliche AusreiRer,
Minimum, Maximum, Median, IQA; * signifikantes Ergebnis p< 0,05 im Vergleich zu TBI
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4.4.2 Verhalten im Object Recognition Test nach Behandlung mit dem
Anti-Interleukin-1-beta-Antikorper

Bei der Analyse moglicher Effekte des verabreichten Antikorpers, fallt beim Vergleich
der Erkundungszeit auf, dass 2 Wochen nach Operation Tiere, welche den Anti- IL-1-
beta- AK injiziert bekommen haben, sowohl den bekannten als auch den ausgetauschten
Gegenstand statistisch signifikant langer erforschten als Tiere, die nur mit dem
Kontroll-AK behandelt wurden. Der fir das bekannte Objekt berechnete d-Wert betragt
0,8 und ist somit starker Effekt nach der Einteilung von Cohen. Fiir das neue Objekt
liegt der d-Wert bei 0,76 und mittelstarker Effekt nach der Einteilung von Cohen. Es
scheint, dass die durch den Anti- Interleukin-1-beta- Antikorper erzielte
Entziindungshemmung kaum einen Effekt auf die Gedachtnisleistung der Mause

ausgeubt hat.

Auch untersuchten Mduse, die den Anti-IL-1-beta-AK erhalten haben, beide
Gegenstande 6fter als Mause der Placebogruppe, was diese Annahme unterstreicht. Der
d-Wert fur das bekannte Objekt betragt 0,94. So liegt gemaR der Einteilung nach Cohen
ein starker Effekt vor. Die Effektstarke nach Cohen fir das neue Objekt liegt bei d=

0,65 und ist demnach mittelstark.

4 Wochen nach Operation lielRen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen mehr finden.

Betrachtet man die unterschiedlichen Behandlungszeitpunkte, sieht man, dass sich
Méuse, die den Antikorper erst 4h nach der Operation erhalten haben, signifikant 6fter
mit dem bekannten Gegenstand beschéftigtenals Mause, deren Behandlung bereits eine
Stunde nach der Operation stattfand. Nach der Einteilung nach Cohen ist der Effekt
mittelstark (d=0,63).

So lasst sich vermuten, dass eine friihere Behandlung die Gedéchtnisleistung der Maus
positiv beeinflusst. Nach 4 Wochen l&sst sich dieser signifikante Unterschied nicht mehr

nachweisen.

Beim Vergleich aller anderen Gruppen zeigten sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede.
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Abbildung 16: Object Recognition Test (ORT) Vergleich Erkundungszeit (A,C) / Kontaktanzahl (B,D) Kontroll-
AK/Anti-IL-1-beta-AK; Behandlungsbeginn nach 1h/4h, bekanntes/neues Objekt, n=15 in jeder Gruppe, Daten
zeigen mogliche Ausreier, Minimum, Maximum, Median, IQA; * signifikantes Ergebnis p< 0,05 im Vergleich
zur Kontroll-AK Gruppe
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4.5 Auszéhlung der Astrozyten im Hirngewebe

Fir die Analyse der Astrozyten im Gehirn wurde eine Auswahl an M&usen getroffen.

So wurden fur die Untersuchung 26 Mause aus 2 TBI- Gruppen (7 Behandlung mit
Kontroll-AK und 5 Anti-IL-1beta-AK, 1h nach Trauma) und aus zwei Sham- Gruppen
(8 Behandlung mit Kontroll-AK und 6 Anti-IL-1beta-AK, 1h nach Trauma) gewahlt.

Insgesamt wurden 698 Fotos ausgezéhit.

Treatment Maus Nummer|Gezéhlte Hippocampi |Gezéhlte Fotos Durchschnitt gezéhlte Zellen | Zellen insgesamt
Sham, 1h, Kontroll-AK 11 8 24 0,54 13
Sham, 1h, Kontroll-AK 13 12 37 2,62 97
Sham, 1h, Kontroll-AK 36 3 4 0,5 2
Sham, 1h, Kontroll-AK 37 8 24 1,29 31
Sham, 1h, Kontroll-AK 41 7 21 0,38 8
Sham, 1h, Kontroll-AK 70 10 30 0,93 28
Sham, 1h, Kontroll-AK 71 6 18 3,33 60
Sham, 1h, Kontroll-AK 86 9 27 2,59 70
TBI, 1h, Kontroll-AK 10 8 24 0,67 16
TBI, 1h, Kontroll-AK 12 12 35 0,36 13
TBI, 1h, Kontroll-AK 15 12 36 2,11 48
TBI, 1h, Kontroll-AK 42 11 35 0,83 29
TBI, 1h, Kontroll-AK 44 6 18 1,44 26
TBI, 1h, Kontroll-AK 65 4 12 1,67 20
TBI, 1h, Kontroll-AK 75 16 48 1,44 69
Sham, 1h, Anti-1L-1-beta-AK 18 9 27 1,19 32
Sham, 1h, Anti-1L-1-beta-AK 30 14 42 1,02 43
Sham, 1h, Anti-IL-1-beta-AK 46 8 24 1,46 35
Sham, 1h, Anti-IL-1-beta-AK 53 4 12 1,58 19
Sham, 1h, Anti-IL-1-beta-AK 89 16 48 2,46 118
Sham, 1h, Anti-1L-1-beta-AK 90 6 18 2,17 39
TBI, 1h, Anti-IL-1-beta-AK 16 4 12 1,25 15
TBI, 1h, Anti-IL-1-beta-AK 25 14 41 2,32 95
TBI, 1h, Anti-IL-1-beta-AK 51 7 21 3 63
TBI, 1h, Anti-IL-1-beta-AK 76 7 21 4,24 89
TBI, 1h, Anti-IL-1-beta-AK 83 13 39 3,23 126

Tabelle 9: Auszahlung Astrozytenfarbung
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Abbildung 17: Durchschnitt gezahlter Zellen der Hirnschnitte der einzelnen Mause

Fur die Zahlung wurde nur die CA3- Region des Hippocampus berucksichtigt, da im

Cortex zu wenige Zellen zu finden waren.
Ein ROI ist 218,47 um x 163,7 um grol3.

Die Verteilung aller insgesamt gezahlten Zellen ist nicht normalverteilt. Wenn jedoch
die durchschnittlich gezéhlten Zellen der einzelnen Méause innerhalb der jeweiligen

Gruppe gewertet werden, liegt eine Normalverteilung der Daten vor.
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Sham Kontroll-AK ' SHT Kontroll-AK

SHT Anti-IL1B-AK

Abbildung 18: Ausgewahlte Beispiele von Immunférbungen gegen den Astrozyten Marker, saures
Gliafaserprotein (GFAP), Zellkerne gegengeférbt mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI).
Malstab=50 pm
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4.5.1 Sham vs. SHT

Die Auszéhlungen von GFAP-gefarbten Zellen im Hippocampus zeigte keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Sham-Gruppe (1,52 + 0,38 Zellen/ROI, n=8,
Mittelwert + SEM) und der SHT-Gruppe (1,22 + 0,22 Zellen/ROI, n=7, Mittelwert £
SEM).

Astrozyten
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25

1.5

GFAP-postiive Zellen/ROI

0.5

[ Sham, 1h, Kontroll AK [l TBI 1h, Eontroll-AE

Abbildung 19: Durchschnittliche Zellzahl Sham/TBI; Daten zeigen mdgliche Ausreiler, Minimum, Maximum,
Median und den Iqga
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4.5.2 Einfluss von Behandlung mit Anti-1L-1beta Antikorper

Beim Vergleich der Ergebnisse der Zellz&hlungen im Hippocampus der Gruppe mit
Kontroll-Antikérperbehandlung (1,22 £ 0,22 Zellen/ROI, Mittelwert £ SEM, n=7) und
der Gruppe mit Anti-IL-1beta-Antikorper Behandlung (2,81 £ 0,44 Zellen/ROlI,
Mittelwert + SEM, n=5) gab es lberraschend einen signifikanten Unterschied zwischen
den Behandlungen (Abb. 20 A).

Bei Sham-Maéusen konnte kein Unterschied bei den gezéhlten GFAP-positive Zellen
zwischen den Behandlungen festgestelltwerden (Kontroll-AK: 1,52 + 0,38 Zellen//ROl,
n=8; Anti-IL-1beta-AK: 1,65 £ 0,21 Zellen/ROI, n=6, Mittelwertx SEM).
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Abbildung 20: Durchschnittliche Zellzahl; A: TBI, B: Sham; * signifikant p<0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe;
Daten zeigen mogliche Ausreiler, Minimum, Maximum, Median und den Iga
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5 Diskussion

5.1 Koarpergewichtskontrolle

Wie aus anderen Studien bereits bekannt, kommt es nach SHT sowohl bei Menschen
(Crenn et al., 2014), als auch bei M&usen voriibergehend zu einer Reduktion des
Kdrpergewichts (Rauen et al., 2013). Diese Gewichtsminderung am ersten Tag nach der
Operation zeigten auch die Mé&use in dieser Studie. Mdgliche Erklarungen sind
Storungen im neuroendokrinen System, welche z.B. nach SHT durch das Controlled
Cortical Impact ( CCI) Verfahren, einem anderen Verfahren, um ein SHT bei Nagern zu
induzieren, gesehen wurden (Taylor et al., 2008). Durch die nachfolgende
Entzlindungsreaktion des Gewebes entsteht ein Ungleichgewicht im Cortisonhaushalt.
So kommt es insbesondere in den ersten Stunden nach SHT zu einer Aktivierung der
HPA, sodass ein kurzzeitiger Anstieg der Cortisonkonzentration folgt (Tapp et al.,
2019). Das wiederum beeintréchtigt die Futteraufnahme der Mause (Taylor et al., 2013);
(Schwartz et al., 2000); (Fang et al., 2011). Da zwischen keiner der verglichenen
Gruppen statistisch signifikante Unterschiede belegt werden konnten, ist davon
auszugehen, dass in dieser Studie weder die Gabe von Anti- Interleukin- 1- beta
Antikorpern (statt des Kontrollantikdrpers), noch die Injektion nach einer bzw. nach 4
Stunden Auswirkungen auf die Entwicklung des Korpergewichts haben.

5.2 Neurological Severity Score

Nach einem erlittenen Schadelhirntrauma durch das Weight Drop Modell, bietet der
verwendete NSS eine sehr gute Mdglichkeit, die initiale Schwere des Traumas sowie
die Erholung von diesem einzuschatzen (Albert-WeilRenberger et al., 2012); (Tsenter et
al., 2008). Erklarungen fur die durch das Weight Drop Modell verursachten
sensomotorischen Defizite bei M&usen sind unter anderem ein entstehendes Hirnédem,
Untergang von Neuronen sowie diffuse axonale Zellschadigungen (Aertkeret al., 2016;
Albert-Weissenberger et al., 2012; Chen et al., 1996; Foda & Marmarou, 1994; Ma et
al., 2019; Marmarou et al., 1994).

Die inflammatorischen Reaktionen im Anschluss an das TBI haben sowohl positive als
auch negative Auswirkungen auf das ZNS. So steigt z.B. die Zahl der sich im ZNS
befindlichen Neutrophilen Zellen stark an. Dies dient zwar dem Schutz vor Pathogenen,

bewirkt aber z.B. durch die gesteigerte Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies
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(ROS) eine Verschlimmerung der Sekundarlasion. ROS kénnen Makromolekiile
irreversibel oxidieren und so die Zellen schédigen (Rauchman et al., 2023). Es konnte
gezeigt werden, dass durch eine Reduzierung der Neutrophilenzahl eine Verkleinerung
des Schadengebiets, sowie ein geringerer neuronaler Zellverlust erzielt werden kann
(Morganti-Kossmann et al., 2019). Normalerweise umfassen die Aufgaben der
Mikrogliazellen die Phagozytose geschadigter Zellen und Zelltrimmer, die
Organisation der Zirkulation sowie die Regulation der Synapsen. Auch férdern sie die
Angiogenese und Wundheilung (Witcher et al., 2015). Als Reaktion auf ein Trauma
andern die Mikroglia jedoch ihren Phanotyp und ihre Funktion und setzen nun in ihrer
M1-Form verstarkt proinflammatorische Zytokine z.B. IL-1-beta und IL-6 frei. Es wird
vermutet, dass sie so die Alterung des Gehirns und die Entwicklung von neurologischen
Erkrankungen, z.B. Parkinson, férdern (Morganti-Kossmann et al., 2019). Der M2-

Phanotyp ist eher antiinflammatorisch.

Astrozyten sind normalerweise an der Aufrechterhaltung der Bluthirnschranke und der
metabolischen Versorgung der Neuronen beteiligt. Nach dem Trauma werden diese
Zellen aktiviert, die Konzentration von GFAP wird hochreguliert, und die Astrozyten
kdnnen zum Lé&sionsort migrieren. Zudem synthetisierensie viele Chemo- und Zytokine
und aktivieren Neutrophile und Mikrogliazellen. Des Weiteren kann sich durch ATP-
Mangel eine intrazellulare Anschwellung der Astrozyten ereignen. Kalium- und
Natriumausstrom und Calciumeinstrom fiihren zu einem lonenungleichgewicht, was
wiederum durch Anschwellen der Astrozyten die Bildung eines zytotoxischen
Hirnddems fordert (Morganti-Kossmann et al., 2019). Zudem kann der Energiemangel
Funktionsstorungen der astrozytdren Glutamat- und lonentransporter hervorrufen,
sodass diese nicht mehr effektiv Glutamat aus dem synaptischen Spalt entfernen und so
der Exzitotoxitét entgegenwirken kdnnen. Im synaptischen Spalt bindet Glutamat an
NMDA-Rezeptoren und fihrt so zu einer Offnung der Natriumkanéle, was eine
neuronale Zellschwellung nach sich zieht. Zudem werden auch Calciumkanéle getffnet.
Das freiwerdende Calcium setzt eine destruktive Kaskade in Gang. Es kommt zur
Freisetzung von katabolischen Enzymen, die zu einer Zellzerstérung und somit zur
Apoptose und Nekrose flhren. Freies intrazelluldres Calcium stort auch die
Mitochondrien in ihrer Funktion der ATP-Gewinnung. Andererseits kann oxidiertes

Glutamat zur ATP Gewinnung genutzt werden (Rauchman et al., 2023). Zusatzlich
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bilden sie Glianarben, welche zwar die Entziindung ortlich begrenzen, aber auch ein
SprieRen der Axone und somit die Wiederherstellung neuronaler Funktion behindern.
Jedoch bilden Astrozyten regenerationsférdernde Faktoren, wie z.B. das
calciumbindendes Protein S100R, welches insbesondere die Neurogenese im

Hippocampus fordert (Rauchman et al., 2023; Witcher et al., 2015).

Durch die Stérungen der Blut-Hirnschranke gelangen proinflammatorische Mediatoren
in die systemische Blutbahn und in die peripheren Organe. Dies kann zu einer
systemischen Immunantwort, Hyperinflammation und Multiorganversagen fuhren. Aber
auch systemische Chemo- und Zytokine kénnen in das Gehirn gelangen und die
Entziindungsreaktion dort verstarken. Durch diese Mechanismen kénnen sich im
Anschluss an das TBI Autoimmunerkrankungen entwickeln (Morganti-Kossmann et al.,
2019). In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass die systemische Gabe von IL-1-
beta sowohl die L&sionsgroRe, als auch die Veranderungen in den Verhaltensweisen
verstarkt, wohingegen die Neutralisation von IL-1-beta zu einem verminderten
Gewebsverlust, einem geringeren Hirnédem und zu einer kognitiven Verbesserung fuhrt
(Morganti-Kossmann et al., 2019). Ebenso kann die Injektion eines IL-1-Rezeptor-
Antagonisten die Schaden nach SHT minimieren.

Jedoch konnte die Neuroinflammation regenerative Prozesse z.B. bei der Neurogenese
unterstutzen. Es konnte beobachtet werden, dass nach einem SHT sowohl neuronale
Stammzellen (NPC), als auch Kdrnerzellen eine gesteigerte Proliferation aufweisen.
Des Weiteren migrieren auch vermehrt Zellen zum Ldsionsort, was wiederum die

Regeneration unterstutzt (Morganti-Kossmann et al., 2019).

In der ersten Wochen nach einem Trauma verfiigt das Gehirn Gber neuroregenerative
Mechanismen, um sich von dem entstandenen Schaden zu erholen. So kann es
wahrscheinlich durch die neuronale Plastizitat und neue Synapsenverbindungen die
Einschrankungen zum Teil ausgleichen (Nudo, 2006; Wieloch & Nikolich, 2006).
Neuere Studien weisen auch auf eine regenerative Rolle der Mikroglia und Astrozyten
nach ZNS-Verletzungen hin, die zu einer funktionellen Verbesserung beitragen kénnen
(Chen et al., 2020; Morganti-Kossmann et al., 2019).

Méuse aus der TBI- Gruppe zeigten eine Uber den ganzen Beobachtungszeitraum

hinweg andauernde Erholung der neurologischen Funktion. Alle untersuchten Mause
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erreichten bei den ersten Untersuchungen einen Neuroscore von 3-4 von 10 mdglichen
Punkten, der sich in den ersten 24 Stunden nochmals verbesserte. Dies spricht fir ein
leichtes bis mittelschweres Schadel-Hirn-Trauma. Dass die Tiere initial keine fokal-
neurologischen Ausfélle aufwiesen, unterstreicht dies. Andere Studien mit diesem
Modell zeigen ebenfalls, dass Mé&use mit einem &hnlich schweren Neuroscore eine
Verbesserung der zuvor beobachteten Einschrankungen innerhalb der ersten Woche
post OP erzielen (Flierl et al., 2009), (Khalin et al., 2016). Die Injektion von einem
Anti- Interleukin-1-beta Antikorper scheint auf den erhobenen NSS keine
Auswirkungen zu haben. Die in Bezug auf diese Hypothese verglichenen Gruppen
zeigten an keinem Untersuchungstag signifikante Unterschiede. Auch zeigte der
Zeitpunkt der Injektion, ob 1h oder 4h nach Operation, keinen signifikanten Effekt auf
das funktionelle Outcome. Eine mogliche Ursache, warum in dieser Arbeit, im
Vergleich zu bereits publizierten Studien (Ekmark-Lewén et al., 2016; Flygt et al.,
2018; Ozen et al., 2020), keine Wirksamkeit der Anti-1L-1-beta-Therapie gesehen
werden konnte, kdnnte eine zu geringe AK-Dosis gewesen sein. Weitere denkbare
Grinde fir den fehlenden Therapieerfolg kdnnten ein unginstiger Injektionszeitpunkt
und eine zu geringe Haufigkeit der Antikdrpergabe sein. Rein hypothetisch kénnte auch
eine Unterbrechung der Kuhlkette, sowie eine falsche Lagerung des Antikorpers zu
einem Verlust der neutralisierenden Kapazitat des AK geflhrt haben. Jedoch scheinen
diese Moglichkeit aufgrund des fachgerechten Transports und der sachgerechten

Lagerung des Antikorper-Aliquots bei -20°C sehr unwahrscheinlich.

5.3 Open field Versuch

Mause, die ein Schadelhirntrauma erlitten hatten, zeigten im Open Field Test ein
hyperaktives Verhaltensmuster, da sie signifikant mehr und schneller gelaufen sind als
Maéuse der Sham-Gruppe. Auch in der Literatur finden sich Belege flr dieses Verhalten,
sowohl in Tiermodellen (Lopez-Caperuchipi et al., 2021; Malkesman et al., 2013;
Mannix et al., 2014; Pullelaet al., 2006; Schwarzbold et al., 2010; Sirén et al., 2006) als
auch bei Menschen. Haufig auftretende Symptome umfassen sensorische und
motorische Defizite, Probleme mitdem Gedachtnis und der Aufmerksamkeit, aber auch
neuropsychiatrische Stérungen, wie Depressionen, Angststorungen, Aggressivitat bis
hin zu suizidalem Verhalten (Malkesman et al., 2013). 10-30% der Kinder leiden nach

einem leichten bis mittelschwerem Schédelhirntrauma an Aufmerksamkeitsstérungen,
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Impulskontrollstérungen, Lernschwierigkeiten, Gedachtniseinschrankungen und an
Hyperaktivitat (Hadanny et al., 2022). Insbesondere Kinder kdnnen in der Folge eine
ADHS- Symptomatik entwickeln (Max et al., 2005; Yeates et al., 2005). Urséchlich
dafiir kdnnen Verletzungen des subkortikalen Systems und die DAI sein (Tramontana et
al., 2014). Eine andere mogliche Erklarung fur das beobachtete Verhalten konnte die
Schadigung des raumlichen Gedachtnisses sein, sodass die Maus nicht mehr in der Lage
war, sich in der Box zu orientieren (Li et al., 2006; Mao et al., 2020; Schwarzbold et al.,
2010).

5.4 Object Recognition Test

Maéuse beschéaftigen sich nattrlicherweise langer mit neuen Gegenstanden als mit ihnen
bereits bekannten (Ennaceur & Delacour, 1988). Somit ist der Object Recognition Test
ein geeignetes Verfahren, die Gedachtnisleistung der Mause zu untersuchen. Friihere
Studien zeigen, dass M&use nach Schéadelhirntrauma eine beeintrachtigte
Gedéachtnisfunktion haben, sodass sie sich, entgegen ihrer naturlichen Neugier, nicht
intensiver mit dem neuen Objekt beschaftigen (Moojen et al., 2012; Stetter et al., 2021;
Tsenter et al., 2008), da sie Schwierigkeiten haben, das bekannte Objekt auch als bereits
bekannt zu erkennen. Auch in dieser Studie konnte gesehen werden, dass Sham-Mause
den neuen Gegenstand signifikant langer erforschten als den bereits bekannten. Der
Effekt, den das Trauma auf die Ged&chtnisleistung der M&use hat, war aber bereits nach
4 Wochen nicht mehr nachweisbar, was durch die geringe Schwere des Traumas
bedingt sein kann. Die Gedachtnisfunktion scheint auch durch den injizierten

Antikorper kaum beeinflusst worden zu sein.

5.5 Astrozytenfarbung

Durch die entziindliche Reaktion nach SHT werden sowohl Mikroglia, als auch
Astrozyten aktiviert. Es kommt zur Astrogliose, einer deutlichen Erhéhung der Anzahl
aktivierter Astrozyten (Burda et al., 2016; Mannix et al., 2014; Pekny & Nilsson, 2005).
Zudem steigt die Expression von GFAP deutlich an, weshalb eigentlich zu erwarten
ware, dass diese Zellen in den Préaparaten der Mause mit SHT als Traumareaktion im
Vergleich zu den Sham-Tieren signifikant haufiger nachzuweisen gewesen wéren.
Durch die lange Lagerung der Gehirne wahrend der Corona Pandemie, befanden sich

diese in einem schlechten Zustand, sodass die Farbung der Zellen durch die schlechte
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Qualitat nur noch bedingt moglich war. Des Weiteren war die Quantifizierung der
Zellen aufgrund der schwachen Fluoreszenz und vielen leuchtenden Zelliiberresten
schwierig. Aus diesem Grund konnte nicht die Fluoreszenz als Z&hlkriterium genutzt

werden, sondern die Sichtbarkeit eines Zellkerns durch die DAPI-Férbung.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Trotz Verbesserungen in der Akutversorgung sind Therapiemdglichkeiten beim
Schadelhirntrauma (SHT) begrenzt. Der klinische Verlauf des SHTs hangt erheblich
von den sekundéren neuroinflammatorischen Prozessen ab, die (iber Stunden bis
Tage/Wochen nach dem urspringlichen Trauma ablaufen und h&ufig zu einer

progressiven Neurodegeneration flhren.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Erprobung eines entziindungshemmenden
Therapieansatzes fir SHT mit einem Anti-Interleukin-1-beta Antikorper.

Zur Induktion des SHTs wurde in dieser Arbeit das Weight Drop Modell verwendet;
Testobjekte waren 90 zwolf Wochen alte, ménnliche M&use vom Stamm C57BL/6J.
Diese wurden in sechs verschiedene Gruppen eingeteilt und spater miteinander
verglichen. Die einzelnen Gruppen erhielten entweder ein SHT oder eine
Scheinoperation und die Injektion eines Anti-IL-1-beta AKs oder eines
Kontrollantikdrpers nach einer oder nach vier Stunden und nach 7 Tagen nach der
Operation. Die mit dem Kontroll-AK behandelten SHT- M&use zeigten leichte
Beeintrachtigungen im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren in allen
durchgefihrten Testverfahren (Gewichtskontrolle, NSS, Open Field Test, Object
Recognition Test), die sich innerhalb der ersten Tage bis ersten 2 Wochen komplett
zurlickbildeten. Hierbei konnte keine Verbesserung des Outcomes durch die Therapie

mit dem IL-1-beta-AK bei den M&usen gesehen werden.

Da mehrere Studien (Ozen et al., 2020) (Flygt et al., 2018) (Ekmark-Lewén et al., 2016)
einen therapeutischen Effekt der Interleukin 1 beta- Blockade auf das Outcome nach
einem SHT aufzeigen konnten, wére die Testung des Anti-IL-1-beta-AK in anderen,
héheren Dosierungen oder bei Mausen mit mittlerem bis schweren Schadelhirntrauma

ein moglicher Ansatzpunkt fir neue Studien.
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8 Abkilrzungsverzeichnis

AK: Antikorper

AM: Arithmetisches Mittel

Aqua dest.: Aqua destillata

BDNF: brain derived neurotrophic factor

bzw.: beziehungsweise

CCI: Controlled Cortical Impact

cm: Zentimeter

d: Tage

DAL Diffuse axonale Verletzung

g: Gramm

GFAP: Glial fibrillary acidic protein

GCS: Glasgow Coma Scale

h: Stunde/n

HPA: hypothalamic-pituitary-adrenal axis / Stressachse
Iba-1: lonized calcium binding adaptor molecule 1
ICD: International statistical classification of diseases and related health problems
IL-1B: Interleukin-1-beta

Insg.: insgesamt

Iga: Interquartilsabstand

Md: Median

min: Minuten

NGF: nerve growth factor

NPC: Neuronal stem/ progenitor cells

NSS: Neurological severity score

OF: Open Field Test

OP: Operation

ORT: Object Recognition Test

ROI: Region of Interest



s: Sekunden

SEM: Standard error of mean
Sham: Scheinoperiert

SHT: Schédelhirntrauma

t: Zeit

TBI: Traumatic brain injury
u.a.: unter anderem

VS.: Versus

ul: Mikroliter

ZNS: Zentrales Nervensystem
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