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Zusammenfassung

Schadel-Hirn Trauma ist die fuhrende Ursache von Tod und Behinderung unter
jungen Erwachsenen in den USA und Europa. Darlber hinaus steigert Schadel-
Hirn Trauma das Risiko eine Demenzerkrankung oder andere neurodegenerative
Erkrankung zu erleiden. Aus diesem Grund stellt eine bessere Erkenntnis der
subakuten und chronischen pathophysiologischen Prozesse eine wichtige
Grundlage fur eine mogliche zukulinftige neuroprotektive Therapie dar. Ziel dieser
Arbeit war es daher eine Ubersicht von funktionellen Einschrankungen und
zellularen Veranderungen in der subakuten Phase innerhalb der ersten drei
Monate darzustellen. Dazu wurden Verhaltensexperimente zu kognitiven
Leistungen wie raumliches Lernen, kognitive Plastizitdt, episodisches
Gedachtnis, Angstverhalten und allgemeine Lokomotion durchgefuhrt. Dabei
konnten funktionale Einschrankungen der Tiere im Bereich der kognitiven
Flexibilitat, dem raumlichen Lernen, dem belohnungsmotivierten Verhalten,
sowie Hyperaktivitat beobachtet werden. Weiterfiihrend erfolgten histologische
und immunbhistologische Untersuchungen an den Mausegehirnen. So konnten in
unserem Tiermodell sowohl lokale neuroinflammatorische Veranderungen
nachgewiesen werden, also auch generalisierte Veranderungen, welche sich auf
Isocortex und Hippocampus erstreckten und beide Hemisphéaren gleichermalZen
betrafen. Ebenso konnten demyelinisierende Prozesse im Bereich der L&sion
beobachtet werden. Im Bereich des Cortex zeigte sich auRerdem eine axonale
Schadigung mit begleitender Neuroinflammation, sowie eine Infiltration von B-
Lymphozyten. Anschliel3end wurde eruiert, ob eine Korrelation von funktionalem
Outcome und histologischen Veranderungen besteht. Dabei zeigte sich eine
signifikante Korrelation neuroinflammatorischer Prozesse mit Einschrankungen
im raumlichen Lernen und Umlernen, sowie Auffalligkeiten im Bereich des
belohnungsmotivierten Verhaltens. Damit ordnet sich diese Arbeit in die
bestehenden Erkenntnisse zur Pathophysiologie des SHTs ein und erganzt diese

weiter.



Summary

Traumatic brain injury is the leading cause of death and disability among young
adults in the USA and Europe. Traumatic brain injury increases the risk for
neurodegenerative diseases and dementia. However, the underlying
pathomechanisms that contribute to the increased risk for neurodegeneration
remain unclear. The aim of this thesis is to provide an overview of behavioral and
cellular changes in the subacute phase of the first three months after injury.
Therefore, behavioral experiments were performed with a focus on spatial
learning, cognitive plasticity, episodic memory, anxiety, and general locomotion.
Deficits in spatial learning, cognitive plasticity, reward-motivated behavior as well
as hyperactivity were monitored in mice after traumatic brain injury. Furthermore,
histological and immunohistochemical analysis were performed on brain tissue
three months after injury. Local neuroinflammatory changes were seen in the
lesion area as well as global inflammation in cortex and hippocampus. Both
hemispheres showed similar levels of inflammation. Demyelination colocalized
with neuroinflammation around the lesion area. In the cortex axonal damage,
neuroinflammatory changes, and migration of B-cells were detected. We further
investigated the correlation between behavioral and cellular changes.
Neuroinflammation correlated significantly with deficits in spatial learning,
cognitive plasticity, and reward-motivated behavior. This thesis, therefore,
provides an important overview of behavioral changes and cellular
pathomechanisms and further knowledge of the subacute phase of traumatic

brain injury.
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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie
In Europa und den USA stellt Schadel-Hirn Trauma (SHT) die fihrende Ursache
von Tod und Behinderung unter jungen Erwachsenen dar (Faul et al. 2010;
Maegele et al. 2007).

Allein in den USA sind 30% aller verletzungsbedingter Tode auf SHT
zurlckzufahren. Im Jahr 2013 verstarben ca. 56.000 Menschen, 2,5 Millionen
Menschen bendtigten medizinischer Behandlung und 282.000 Patienten
mussten stationar aufgenommen werden. Bei ca. 85.000 Patienten blieb eine
bleibende Behinderung zurtick (Taylor et al. 2017; Machamer, Temkin, and
Dikmen 2003).

Eine Metaanalyse aus 28 epidemiologischen Studien in 16 verschieden Landern
Europas ergab eine Inzidenz von 262 auf 100.000 Einwohner und eine Mortalitat
von 10,5 auf 100.000 (Peeters et al. 2015). Dabei waren Manner deutlich 6fter
als Frauen betroffen. Demographisch zeigt sich, dass vor allem Patienten unter
25 und Uber 75 Jahren betroffen sind. Als haufigste Ursache wurden in 13
Studien Sturzereignisse genannt, wahrend in 11 weiteren Studien
Verkehrsunfélle an erster Stelle aufgefihrt wurden. Auch zeigte sich eine
Korrelation mit der Altersgruppe: So stehen in der alteren Bevolkerung und bei
Kindern Stirze an erster Stelle, wahrend bei jungen Erwachsenen
Verkehrsunfélle die haufigste Ursache von SHT darstellen. Drei Studien zeigten
dabei, dass gerade der Anteil an alteren betroffenen Patienten weiter zunimmt
(Peeters et al. 2015).

Dies ist von besonderer Bedeutung, da die Morbiditat und Mortalitat in dieser
Altersgruppe  deutlich  hoher liegt bedingt durch  Komorbiditaten,
neuroanatomische Veradnderungen und die haufigere Einnahme von
Antikoagulantien (Nishijima et al. 2017; Taylor et al. 2017).

Neben individuellen Schicksalsschlagen und therapeutischen
Herausforderungen ergeben sich durch SHT hohe sozio-6konomische Kosten.

Einer Studie aus dem Jahr 2010 zufolge entstanden in Europa jahrliche Kosten



in Hohe von 33 Milliarden Euro. Davon verteilten sich 10,1 Milliarden auf die
direkten medizinischen Kosten stationarer Aufenthalte und langfristiger
Behandlungen, 3,3 Milliarden Euro auf direkte nicht-medizinische Kosten durch
Sozial- und Pflegeleistungen, sowie 19,6 Milliarden auf indirekte Kosten durch

bleibende Behinderung und Arbeitsunfahigkeit (Gustavsson et al. 2011).
Klassifikation

Auch wenn es keine international einheitliche Klassifikation des Schédel-Hirn
Traumas gibt, so erfolgt im klinischen Alltag haufig eine Einteilung in Schwer,
Mittelschwer und Leicht. Dazu wird beispielsweise die Glasgow Coma Scale
(GCS) verwendet, welche den Bewusstseinszustand auf Basis motorischer
Reaktionen, Augendffnung und verbaler Antwort der Patienten bewertet. Ein
Score von 15-13 wird als Leicht, ein Score von 12-9 als Mittelschwer und ein
Score von 8-3 als Schwer eingeordnet (Schimmel, Acosta, and Lozano 2017).
Eine weiter Einteilung orientiert sich an der Lange der Bewusstlosigkeit: So wird
eine Verlust des Bewusstseins mit einer Lange von unter 30 min als Leicht,
zwischen 30 min und 24 Stunden als Mittelschwer und von Uber 24 Stunden als
Schwer klassifiziert (LoBue et al. 2019).

1.2 Pathophysiologie

1.2.1 Priméarer und sekundéarer Zelltod

Priméarer Zelltod ereignet sich durch das SHT selbst. Durch die mechanische
Verletzung kommt es zur Schadigung von Neuronen, Axonen und Blutgefalien
(Adams, Graham, and Gennarelli 1983). Sekundarer Zelltod entsteht durch
nachfolgende biochemische Prozesse, welche durch die primare Schadigung
und Zellnekrosen ausgeltst werden. Diese beginnen innerhalb von Sekunden
und Minuten nach dem Trauma und kdnnen Uber Tage bis Jahre anhalten. Der
Prozess spielt sich primar lokal ab, kann sich jedoch im Verlauf auf das gesamte
Gehirn ausbreiten. Die wichtigsten Kaskaden stellen dabei Exzitotoxizitat,
oxidativer Stress, mitochondriale Schadigung, eine gestorte Blut-Hirn-Schranke,
sowie Neuroinflammation dar (Schimmel, Acosta, and Lozano 2017).



Durch das initiale Trauma kommt es zu einer Beschadigung der Blut-Hirn-
Schranke, welche u.a. durch die Interaktion von Endothel-Zellen mit Astrozyten
und Gliazellen gekennzeichnet ist. Periphere Immunzellen und freie Faktoren
wandern sekundar ein und steigern durch Interaktion mit Glia- und
Endothelzellen die Permeabilitdt weiter. Dies fuhrt Gber eine Erhdéhung des
osmotischen Drucks zu Odembildung und einem Anstieg des intrakraniellen

Drucks (Schimmel, Acosta, and Lozano 2017).

Exzitotoxizitdt entsteht durch die Freisetzung groRerer Mengen des
Neurotransmitters Glutamat in den Extrazellularraum. Dadurch kommt es zu
einer Ubererregung von Glutamat- Rezeptoren, wie N-methyl-D-Aspartat
(NMDA) oder o« -amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA),
was eine Calcium abhangige Degeneration zur Folge hat (Simon et al. 2017).
Auch Mitochondriale Dysfunktion wird nach SHT beschrieben. Ein Austausch von
Cardiolipin von der Inneren zur AuReren Membran markiert geschadigte
Mitochondrien und l6st damit sekundéare inflammatorische Prozesse aus (Chu et
al. 2013). So werden mit Cardiolipin markierte Membranen durch Phagozytose
abgebaut (Balasubramanian et al. 2015). Gleichzeitig kommt es bedingt durch
Exzitotoxizitat zu einem zunehmenden Einstrom von Kalzium in die Zelle, was zu
einem veranderten Membranpotential und in letzter Instanz zu einem Stopp der
Synthese von Adenosintriphosphat (ATP) fuhrt (Mbye et al. 2008). Die
fehlerhaften Mitochondrien setzen schlief3lich eine Reihe von Toxinen und
apoptotischen Faktoren frei (Cheng et al. 2012).

Im Gehirn kommt es nach SHT zur erhéhten Konzentration freier Sauerstoff und
Stickstoff Radikale, welche durch ihre oxidativen Eigenschaften eine gestorte
Zellfunktion nach sich ziehen. Die dadurch geschadigten Zellen stimulieren
wiederum die Produktion freier Sauerstoffradikale durch neutrophile
Granulozyten, was das Absterben neuronaler Zellen weiter beschleunigt
(Schimmel, Acosta, and Lozano 2017).

1.2.2 Neuroinflammation

In der Akutphase kommt es initial zu einer Aktivierung neuroinflammatorischer

Prozesse, um geschéadigte Zellen zu reparieren und das Gehirn vor



einwandernden Pathogenen zu schitzen (Schmidt et al. 2005). Eingewanderte
Immunzellen, Mikroglia und freigesetzte Zytokine, Chemokine, sowie weiter
inflammatorische Molekule filhren jedoch auch zu einer Beeintrachtigung
endogener Reparaturmechanismen (Tajiri et al. 2014). Durch SHT werden lokal
Mikroglia aktiviert und Uber die beschadigte Blut-Hirn-Schranke kdnnen
periphere neutrophile Granulozyten, sowie Lymphozyten und Makrophagen
einwandern. Diese schutten Prostaglandine und pro-inflammatorische Zytokine
aus, was wiederum zu einer weiteren Rekrutierung von Mikroglia und

Immunzellen in Richtung der Lasion fuhrt (Hosomi et al. 2020).

Initial verhindern Mikroglia durch die Trennung von gesundem und geschadigtem
Gewebe und den Abbau von untergegangenem Gewebe eine weitere
Ausbreitung sekundarer Zellschadigung (Hosomi et al. 2020). Mit zunehmender
Rekrutierung und Aktivierung tragen sie jedoch zur Ausschittung und
Hochregulation pro-inflammatorischer Zytokine, sowie neurotoxischer Molekile
und freier Radikale bei. TNF-qa, Interleukin (IL) B, IL 6, IL 12 und Interferon &
schwachen die Blut-Hirn-Schranke zuséatzlich. Des Weiteren erhéhen Mikroglia
die Expression des Major Histocompatibility Complex Class Il (MHCII+), welcher

ebenfalls zu Neurodegeneration beitragt (Schimmel, Acosta, and Lozano 2017).

Je nach Phanotyp tragen Mikroglia auch zur Reduktion von Neuroinflammation
bei. Daflr ist unter anderem der M2-Phanotyp verantwortlich, welcher durch den
Kontakt von Mikroglia mit IL 4 oder IL 13 entsteht. Dieser regt die Produktion anti-
inflammatorischer Zytokine wie IL 10 und Transforming growth factor (TGF) 1
an und reguliert die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine nach unten. Im
Gegensatz dazu reguliert der M1-Phanotyp, welcher durch Anwesenheit von
Lipopolysachariden und Interferon y auftritt, die Produktion pro-inflammatorischer
Zytokine nach oben und die anti-inflammatorische Zytokine nach unten

(Schimmel, Acosta, and Lozano 2017).

Dabei ist jedoch anzumerken, dass von einer strikten Trennung in M1- und M2-
Phanotyp zunehmend Abstand genommen wird. Viel mehr wird in der Literatur
von einem flieBenden Spektrum mit gemischten Phanotypen ausgegangen

(Simon et al. 2017; Jassam et al. 2017). Sogenannte Damage-associated



molecular patterns (DAMPS) spielen in der Polarisierung eine entscheidende
Rolle. Bei DAMPs handelt es sich um Molekule, welche inflammatorische
Prozesse auslosen oder verstarken. Dazu gehoren beispielsweise freie
Desoxyribonukleinsdure (DNA), Ribonukleinsaure (RNA), ATP und S-100
Proteine (Corps, Roth, and McGavern 2015). Diese DAMPs tragen gemeinsam
mit freien Radikalen und Interferon y zu einer Polarisierung in Richtung M1-
Phanotyp bei (Sica and Mantovani 2012). Trotz ihrer pro-inflammatorischen
Wirkung kann eine regulierte Antwort von M1 auch neuroprotektiv wirken. Eine
Ubermafige Aktivierung tragt jedoch zu einer sekundaren Schadigung durch
Ubermafige Neuroinflammation bei (Loane et al. 2014). Die genaue funktionelle
Rolle nach diffusem SHT von M1- und M2-Ph&notyp in axonaler Schadigung und
Reparaturmechanismen ist bislang noch nicht eindeutig geklart (Simon et al.
2017; Jassam et al. 2017). Vier Stunden nach Trauma kénnen im Cortex und im
Hippocampus jedoch erhdhte Level an IL 1 B, TNF und Cluster of differentiation
(CD) 14 gemessen werden, welche nach 72 Stunden jedoch wieder abfallen.
Gleichzeitig konnten sowohl M1- als auch M2-Marker auf Mikroglia und
Makrophagen 24 Stunden nach SHT entdeckt werden (Simon et al. 2017).

Astrozyten spielen eine ebenso wichtige Rolle nach einem Schadel-Hirn Trauma
vor allem in der Rettung von geschadigtem, aber noch regenerationsfahigem
Gewebe. Dabei formen sie Nervengewebe, um so gesundes und geschadigtes
Gewebe voneinander zu trennen (Burda and Sofroniew 2014). Diese
physikalische und chemische Barriere schiitzt die gesunden Bestandteile des
Gehirns und verhindert so die weitere Ausbreitung von Gewebeschaden und
Inflammation (Burda, Bernstein, and Sofroniew 2016). AuRRerdem regulieren
Astrozyten das extrazellulare Glutamat Level und reduzieren so Exzitotoxizitat.
Der Aufbau dieser Zellmatrix verhindert jedoch gleichzeitig auch eine effiziente
Regeneration und Restitution (Kumar and Loane 2012).

Uber mechanische Gewebeschaden im Rahmen des SHTs kommt es zu einer
gesteigerten ATP Sekretion durch Astrozyten und weiteren Zellen, welche
wiederum Mikroglia in den Bereich der Lasion rekrutieren. Die Freisetzung von
ATP wirkt dabei auch indirekt neuroprotektiv, da die Rekrutierung von

angeborenen Immunzellen ATP-abhéngig ist, welche wiederum essentiell flr das



Uberleben lokaler Parenchym- und Meningealzellen sind (Burda, Bernstein, and
Sofroniew 2016). Zudem produzieren und sekretieren Astrozyten neuro- und
glioprotektive Wachstumsfaktoren wie brain derived neurotrophic factor (BDNF)
und nerve growth factor (NGF). Uber Signalwege an Endothelzellen stimulieren
sie auf3erdem neurovaskuldre Remodellierung und Reparaturprozesse der Blut-

Hirn-Schranke (Burda, Bernstein, and Sofroniew 2016).

Astrozyten unterliegen durch Neuroinflammation allerdings auch reaktiven
Veranderungen wie einer erhéhten Exprimierung von glial fibrillary acidic protein
(GFAP) und der Produktion von Zytokinen und Chemokinen, welche zur weiteren
Aktivierung und Rekrutierung von Immunzellen beitragen (Simon et al. 2017).
Auch Astrozyten reagieren auf nach SHT freigesetzte DAMPs indem sie eigene
Signalwege in Gang setzen und mit Hilfe von pro-inflammatorischen Zytokinen
mit phagozytaren Zellen kommunizieren. Einerseits fordert dies die Rehabilitation
durch die Beseitigung von Zellschdden, andererseits tragt dies auch zu
maladaptiven Prozessen wie einem zytotoxischen Odem sowie einem
Uberschuss an inflammatorischen Mediatoren bei (Burda, Bernstein, and
Sofroniew 2016).

Die Reaktion von Astrozyten auf pro- und anti-inflammatorische Zytokine sowie
weitere inflammatorische Mediatoren ist also abhéngig von ihrer Umgebung.
Durch ihre Mdéglichkeit mit Immunzellen, Neuronen, Glia- und Endothelzellen zu
kommunizieren und auf diese zu reagieren, stellen sie damit einen zentralen
Knotenpunkt in der Pathophysiologie des SHTs dar (Burda, Bernstein, and
Sofroniew 2016).

1.2.3 Adaptive Immunantwort

Die Rolle des adaptiven Immunsystem in der Pathophysiologie von SHT ist
bislang noch nicht eindeutig geklart (Jassam et al. 2017). So gibt es einige
Studien, in welchen T-Zellen ein neuroprotektiver Effekt zugeschrieben wird, was
im Gegensatz zu ihrer vermuteten Rolle in der Pathophysiologie des
Schlaganfalls steht. So zeigen athymische Mause nach SHT bezogen auf
neuronales Uberleben einen schlechteren Outcome als Wild-Typ Tiere.

Gleichzeitig ist dieser negative Effekt reversibel, wenn T-Zell defizienten Tieren



Splenozyten injiziert werden (Filiano, Gadani, and Kipnis 2017). Eine mdgliche
Erklarung, stellt die Produktion neurotropher Faktoren wie BDNF und NGF durch
T-Zellen dar, welche das Uberleben und die Rehabilitation von Neuronen férdern
(Simon et al. 2017). Ein weiterer interessanter Einflussfaktor ist die Rolle
regulierender T-Zellen (Treg). Diese produzieren das anti-inflammatorische
Interleukin 10, was die Antwort anderer T-Zellen supprimiert. Liegt der Anteil an
Treg zU niedrig, ist eine Uberschie3ende Neuroinflammation die Folge, was das
Outcome verschlechtert. Liegt ein Uberschuss an Trg vor, verschwindet
wiederum der neuroprotektive Effekt der T-Zellen (Filiano, Gadani, and Kipnis
2017).

Demgegenlber stehen Experimente, in denen T-Zell Migration durch eine
immunsupressive Therapie mit Tacrolismus verhindert wurde. Dabei zeigte sich
in den behandelten SHT-Tieren eine verbesserte neurologische Funktion (Wu et
al. 2016). Eine weiter Studie konnte die Einwanderung von T-Zellen in den Cortex
mit einer schlechteren Erholung von funktionellen Einschrankungen nach SHT
verknupfen (Ndode-Ekane et al. 2018). Ebenso zeigte sich eine Assoziation von
T-Zell Infiltration mit chronischer Inflammation und einer Schadigung der Blut-
Hirn-Schranke. Interessanterweise konnte dabei ein Peak der T-Zell Infiltration
zwei Tage nach Trauma beobachtet werden, welcher nach sieben Tagen wieder
deutlich abflachte (Ndode-Ekane et al. 2018). In einer Langzeitstudie mit Mausen
nach SHT Uber einen Zeitraum von 8 Monaten konnte ebenfalls ein Anstieg an
CD8* T-Zellen im Gehirn beobachtet werden, welcher mit einer Infiltration von IL
17* CD4* T-Zellen einhergeht (Daglas et al. 2019). Diese Veranderungen sind
jedoch mit einem voranschreitenden neurologischen und motorischen Defizit
assoziiert sowie mit einem Anstieg an zirkulierenden Gehirn-spezifischen
Autoantikdrpern. Ebenso zeigte sich bei CD8* defizienten Tieren, sowohl bei
genetischer als auch pharmakologischer Depletion, ein besserer neurologischer
Outcome sowie ein immunologisches Umschalten zu Th2/TH17 (T-Helferzelle
Typ 2/Typ 17) (Daglas et al. 2019).

Die Rekrutierung von T-Zellen in das Gehirnparenchym wird durch Mikroglia mit
Hilfe der Expression verschiedener Chemokine reguliert. Dartiber hinaus kénnen

Mikroglia Myelin-Antigen spezifische T-Lymphozyten aktivieren. Insbesondere



M1-Typ ahnliche Mikroglia spielen eine wichtige Rolle in der Infiltration von Thl
CD4 T-Zellen und deren Aktivierung. Thl-Lymphozyten produzieren pro-
inflammatorische Zytokine, wahrend Th2-Lymphozyten anti-inflammatorische
Zytokine wie IL 4 und IL 10 exprimieren (Ritzel et al. 2020). Obwohl T-
Zellantworten normalerweise eine Antigen Prasentation auf dem T-Zell Rezeptor
bendtigen, scheint die IL 4 Produktion keine derartige Aktivierung der T-Zelle zu
benodtigen. Im Rahmen des SHTs freigesetzte DAMPs induzieren direkt die
Differenzierung von IL 4 produzierenden T-Zellen (Simon et al. 2017).

1.2.4 Langfristige Veranderungen
1.33.1 Strukturelle Veranderungen

In einer Reihe von Magnetresonanztomographie (MRT) Studien konnte
untersucht werden, ob sich auch Jahre nach der initialen Verletzung noch
strukturelle Veranderungen bei betroffenen Patienten nachweisen lassen. Dabei
zeigte sich ein bis zweieinhalb Jahre nach einem mittelschweren oder schweren
Trauma ein global vermindertes Gehirnvolumen (Ng et al. 2008; Gale et al. 1995;
Blatter et al. 1995; Blatter et al. 1997; Sidaros et al. 2009). Auch eine
Degeneration der weil3en Substanz beispielsweise in der Region des Corpus
Callosums konnte Jahre nach dem Trauma nachgewiesen werden (Tomaiuolo et
al. 2012; Dinkel et al. 2014; Farbota et al. 2012). Studien zum Volumen des
Hippocampus mindestens ein Jahr nach Trauma ergaben hingegen gemischte
Ergebnisse (Tomaiuolo et al. 2012; Ng et al. 2008; Warner et al. 2010; Brezova
et al. 2014): Einige berichteten von Volumenverlusten bis zu zweieinhalb Jahre
nach Trauma. Andere wiederum konnten keine Veranderungen nachweisen. So
zeigte die langste durchgefiihrte Follow-Up Studie fir Scans ein Jahr und acht
Jahre nach Trauma ein vermindertes Volumen des Corpus Callosums, jedoch

keine Unterschiede im Hippocampus (Tomaiuolo et al. 2012).

Eine weitere Studie mit Untersuchungen zwei Monate, ein Jahr und vier Jahre
nach einem mittelschwerem bis schwerem Trauma ergab fir alle Zeitpunkte eine
Degeneration der weisen Substanz (Farbota et al. 2012). Diese Daten deuten
darauf hin, dass SHT zumindest einige Jahre nach Trauma zu

neurodegenerativen  Prozessen fuhrt. Ob diese Neuroanatomische



Veranderungen Uber diesen Zeitraum hinaus persistieren, wurde bislang noch
nicht untersucht. So bleibt bislang ungeklart, in wie weit SHT einen direkten
progressiven Prozess in Gang setzt, welcher zu Entwicklung neurodegenerativer
Erkrankungen fuhrt (LoBue et al. 2019).

1.3.3.2 Neurodegenerative Marker

SHT ist assoziiert mit neurobiologischen Markern, wie Amyloid-f3,
hyperphosphoryliertem Tau (pTau), Transactive response DNA Protein (TDP-43)
oder a-Synuclein, welche sonst bei neurodegenerativen Erkrankungen

nachgewiesen werden (LoBue et al. 2019).

So konnten in Autopsien von Patienten, welche mindestens ein Jahr zuvor ein
mittelschweres bis schweres SHT erlitten hatten, in 60% aller Gehirne
Ablagerungen von Amyloid-p, einem pathognomischem Marker der Alzheimer
Demenz, nachgewiesen werden (Johnson, Stewart, and Smith 2012). In
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) Untersuchungen konnten ebenfalls
grolRere Ansammlungen von Amyloid-B in der hinteren cinguldren Region
nachgewiesen werden. Untersucht wurden dabei Patienten, welche in den
vergangenen 1-17 Jahren ein SHT erlitten hatten. Dabei zeigte sich, dass
groRere Ansammlungen von Amyloid-3 mit ausgepragteren Lasionen der weisen
Substanz assoziiert waren (Scott et al. 2016). Ebenfalls konnten im Rahmen von
Autopsien an Patienten mit einem mindesten ein Jahr zurlickliegendem
mittelschweren bis schweren SHT vermehrte Ablagerungen von pTau
nachgewiesen werden. Bei pTau handelt es sich um einen weiteren
pathognomischen Marker der Alzheimererkrankung, welcher jedoch ebenfalls in
weiteren neurodegenerativen Erkrankungen, den sogenannten Tauopathien wie
der frontotemporalen Demenz, nachweisbar ist. TDP-43 ist ein pathognomischer
Marker fur frontotemporale Demenz und Amyotrophe Lateralsklerose (ALS).
Ablagerungen dieses Proteins konnten in den Gehirnen von Sportlern im
Ruhestand aus dem Kreis der Kontaktsportarten nachgewiesen werden (McKee
et al. 2010). Grolere Mengen an zytoplasmatischem TDP-43 wurden in
Patienten mit mittelschwerem bis schwerem SHT gefunden. Jedoch wiesen nur

4% der SHT Patienten dieses Protein auf, was dem gleichen Anteil wie in der



Kontrollgruppe entspricht. TDP-43 zeigt sich also nach einem Trauma erhéht und
ist eher als genereller Marker fir neuronale Schadigung einzuordnen (Johnson
et al. 2011). a-Synuclein, welches als Protein mit Morbus Parkinson und Lewy
Body Demenz assoziiert ist, konnte ebenfalls in Autopsien von Patienten mit SHT
nachgewiesen werden. So wiesen 20% der Patienten, welche einen initialen
Bewusstseinsverlust von unter einer Stunde hatten und 16% der Patienten,
welche einen Bewusstseinsverlust von Uber einer Stunde hatten, diesen Marker
auf (Crane et al. 2016). Diese Ergebnisse zeigen einen Zusammenhang von SHT

und neurodegenerativen Ablagerungen (LoBue et al. 2019).
Neuroinflammation

Es ist jedoch ungeklart, ob diese pathologischen Veradnderungen nach SHT
weiter progredient sind. Ebenso ist der Pathomechanismus, welcher zu diesen
Ablagerungen fiuhrt bislang noch unbekannt (LoBue et al. 2019). Es gibt
Hinweise, dass Neuroinflammation in diesem Prozess eine entscheiden Rolle
spielt. Eine Studie mit ehemaligen National Football League (NFL) Spielern,
welche innerhalb ihrer Karriere wiederholt SHTs ausgesetzt waren, konnte in
dieser Kohorte neuropsychologische Defizite im Bereich des sprachlichen
Lernens und Ged&chtnisses nachweisen (Coughlin et al. 2015). Gleichzeitig
wurde in MRT Untersuchungen im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe
eine Atrophie des rechten Hippocampus festgestellt. Dartiber hinaus zeigte sich
in PET Untersuchungen im Bereich der Amygdala sowie des Gyrus
supramarginalis, welcher eine wichtige Rolle im Sprachlichen Lernen und
Gedachtnis spielt, eine erhdhte Anreicherung an das Translocator Protein
(TSPO), das auch als Tryptophan-rich sensory protein oder der periphere
Benzodiazepin-Rezeptor bekannt ist. Bei TSPO handelt es sich um ein Protein
der &ulleren mitochondrialen Membran. Es wird in aktivierten Mikroglia
hochreguliert (Chen and Guilarte 2008; Raghavendra Rao et al. 2000). TSPO gilt
daher als zuverlassiger Marker fur Neuroinflammation und Mikrogliaaktivierung
(Boutin et al. 2007).

Diese Ergebnisse deuten auf einen Zusammenhang zwischen Inflammation und

kognitiven Defiziten hin (Coughlin et al. 2015). Auch in dem in dieser Arbeit
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verwendeten Tiermodell waren in friiheren Experimenten unserer Arbeitsgruppe
TSPO Liganden 7 Tage nach SHT mit Ibal-positiven Mikroglia kolokalisiert
(Israel et al. 2016). Dabei zeigte sich in dieser frihen Phase nach SHT sowohl
eine morphologische Aktivierung der Mikroglia in der Immunhistochemie als auch

eine erhdhte Anzahl.

Eine PET Studie bei Patienten mit einem 1-17 Jahre zurlckliegenden
mittelschweren bis schweren SHT ergab fur die spate Phase nach SHT ebenfalls
eine erhtéhte Mikroglia Aktivierung innerhalb der subkortikalen Gehirnregionen.
Im Bereich der urspringlichen Lasion, war jedoch keine vermehrte Aktivierung
nachweisbar (Ramlackhansingh et al. 2011). Auch zeigte sich kein
Zusammenhang mit der Zeit, welche seit dem Trauma vergangen war. Dies
suggeriert, dass SHT zu einer chronisch inflammatorischen Prozess flhrt,

welcher noch Jahre nach dem initialen Trauma persistiert (LoBue et al. 2019).

1.3 Verhaltensanderungen und psychische Komorbiditat

Ein erlittenes SHT fuhrt sowohl kurz- als auch langfristig zu kognitiven Stérungen,
Beeintrachtigungen des Verhaltens bis hin zur Entwicklung psychiatrischer
Erkrankungen. So zeigen sich bei betroffenen Patienten
Aufmerksamkeitsdefizite, Gedachtnisbeeintrachtigungen und Stérungen der
Exekutivfunktion (Schimmel, Acosta, and Lozano 2017). Dartber hinaus treten
vermehrt Personlichkeitsveranderungen, Stimmungsschwankungen,
Ubermaliige Gereiztheit und Aggressivitat auf. Aber auch Angststérungen,
Antriebsstérungen, Depression und posttraumatische Belastungsstérung sind
haufig beobachtete Komorbiditaten (Riggio 2011; Tramontana et al. 2014; Acosta
et al. 2013).

1.3.1 Neurobehavioral Sequelae

Diese Symptome nach einem SHT werden in der klinischen Arbeit unter dem
Begriff der Neurobehavioral Sequelae (NBS) zusammengefasst, welcher
synonym zu alternativen Begriffen wie dem Postconcussive Syndrome
verwendet wird. Die Task Force der World Health Organization (WHO) zum

Krankheitsbild des Schadel-Hirn Traumas definiert NBS als das Vorliegen von
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mindestens drei der folgenden 8 Symptome: Kopfschmerz, Schwindel, Midigkeit,
Gereiztheit, Schlaflosigkeit, Konzentrationsschwierigkeiten, Beeintrachtigung
des Gedachtnisses und Intoleranz gegeniber Stress (Carroll et al. 2004).
Nahezu alle SHT Patienten berichten dabei in der akuten Phase Uber einzelne
der oben genannten Symptome. Es wird davon ausgegangen, dass 30% bis 80%
der Patienten mit leichtem bis mittelschwerem SHT NBS aufweisen, welche bis
zu 3 Monate andauern konnen (Carroll et al. 2004). In ca. 15% der Patienten mit
leichtem SHT kommt es jedoch zu einem Persistieren der Symptome (Riggio
2011).

1.3.2 Aufmerksamkeitsstérungen

Aufmerksamkeitsstérungen und Impulsivitat stehen haufig im Vordergrund und
kénnen bei Kindern und Erwachsenen noch lange beobachtet werden. So zeigte
eine Studie von Levin et al. bei Kindern einen Anstieg von
Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatsstorung (ADHS) Diagnosen um 14,5%
ein Jahr nach Trauma und einen Anstieg um 18,3% nach zwei Jahren (Levin et
al. 2007). Dieser Zusammenhang aus SHT und sekundar auftretender ADHS
Diagnose und konnte auch in weiteren Studien belegt werden (Yeates et al. 2005;
Max et al. 2005a, 2005b). Als mégliche Ausloser dafur werden Verletzungen des
Frontallappens, des Subkortikalen Systems und eine diffuse axonale
Schadigungen diskutiert (Tramontana et al. 2014).

1.3.3 Langfristige psychiatrische Erkrankungen

Bei den langfristigen kognitiven und psychischen Komplikationen stehen
Personlichkeitsveranderungen, Depression und Angsterkrankungen sowie
Psychosen im Vordergrund. Personlichkeitsveranderungen stellen vor allem fir
Angehorige eine der belastenden Folgen dar. Gleichzeitig handelt es sich dabei
um ein sehr haufig beobachtetes Phanomen, welches mit der besonderen
Verwundbarkeit des orbitofrontalen Cortex und anterioren Temporallappen

gegenuber SHT in Zusammenhang stehen kdnnte (Fleminger 2008).

In der akuten Phase nach SHT kann gelegentlich ein voribergehendes
wahnhaftes Erleben beobachtet werden. So berichten Patienten beispielsweise

von Angehdrigen-Besuchen, welche nie stattgefunden haben oder nehmen den
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Zimmernachbarn als nahestehenden Angehdérigen war. Dieses wahnhafte
Erleben chronifiziert jedoch nur in einem geringen Prozentsatz. In dem meisten
Fallen handelt es sich um ein voribergehendes Phanomen. Bislang fehlen aber
grof3e epidemiologische Studien, um einen Zusammenhang von Schizophrenie

und SHT eindeutig zu klaren (Fleminger 2008).

Durch die starke Uberlappung depressiver Symptome wie Antriebsminderung
und apathisches Verhalten mit NBS gestaltet sich eine Diagnosestellung oftmals
schwierig. Epidemiologische Untersuchungen schwanken daher zum Teil recht
stark (Fleminger et al. 2003). So gehen manche Studien davon aus, dass 14%
aller Patienten innerhalb eines Jahres nach Trauma die Kriterien fiir eine schwer
Depression erfullen (Deb et al. 1999). Wahrend beispielsweise Jorge et al. die
GroRRenordnung auf 20-30% aller Patienten angeben (Jorge et al. 2004;
Fleminger 2008).

Eine generalisierte Angststorung zeigt sich bei ca. 10-15% der Patienten (Salazar
et al. 2000). Sie ist haufig assoziiert mit Panikattacken und Agoraphobie. Dartber
hinaus wird diskutiert, ob Angststérungen eine Chronifizierung von NBS
Symptomen, wie Kopfschmerz, Konzentrationsstérung und Midigkeit fordern
(Fleminger 2008).

1.3.4 Erhohtes Risiko fur Demenzerkrankungen

Zwei bis funf Jahre nach Trauma zeigt sich der Grof3teil der Patienten stabil und
ein kleiner Anteil sogar Verbesserungen in der Funktionalitat. Jedoch belegen
jungste Studien, dass bei manchen Patienten Uber einen langeren Zeitraum
hinweg eine Verschlechterung des Outcomes auftritt. So zeigte sich in einem
Follow-Up 18 Jahre nach Trauma, dass sich die Funktionalitat von 32% aller
Teilnehmer gemessen auf der extended Glasgow Outcome Scale (GOSE)
verschlechtert hatte. Demgegeniber standen mit 18% nur halb so viele Patienten
mit Verbesserungen der GOSE (Millar et al. 2003). Als mogliche
Erklarungshypothese wurde erortert, dass das schlechtere Outcome
moglicherweise auf die Entwicklung von Demenzerkrankungen zurtickzufiihren
sei (Fleminger 2008).
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SHT konnte in verschiedenen retrospektiven Studien bereits als Risikofaktor fir
die Entwicklung kognitiver Defizite bis hin zu einer Demenz identifiziert werden
(LoBue et al. 2019). So zeigte eine grol3e schwedische Studie mit einer Fallzahl
von 164.334 Patienten ein um den Faktor 2,0 erhohtes Risiko fur Patienten mit
einem mittelschweren bis schweren SHT. Das Risiko war auch bei den Patienten
erhoht, welche mit Geschwistern ohne SHT in der Vorgeschichte verglichen
wurden. Das Risiko war dabei innerhalb des ersten Jahres nach Trauma mit einer
Odds Ratio (OR) von 3,5 am héchsten, blieb jedoch mit einer OR von 1,5 auch
noch 30 Jahre nach SHT signifikant erhdht (Nordstrém and Nordstrém 2018).

1.4  Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist eine funktionelle Charakterisierung des Schadel-Hirn
Traumas sowie eine Beschreibung zellularer Veranderungen drei Monate nach
Trauma. Dazu wurde ein Neuro-Score erhoben und Verhaltenstestungen zur
Evaluation kognitiver Leistungen wie Raumliches Lernen, kognitive Plastizitat,
Episodisches Gedachtnis, Angstverhalten und allgemeine Lokomotion
durchgefiuihrt. AuBerdem erfolgten histologische Untersuchungen von axonaler
Schadigung, Demyelinisierung und Neuroinflammation. AnschlielBend wurde
eruiert, ob eine Korrelation von funktionalem Outcome und histologischen

Veranderungen besteht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geréate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien

Gerate/Verbrauchsmaterial

Hersteller

Biosphere Filter Tips
Deckglaser

Isofluran-Verdampfer

Kamera Nikon Y-Tv55 (0,55xDigital
Sight)

Kamera SD 5 (WV-CP500)

Kryostat CM 1950

Mikroskop Nikon Phase Contrast
0.90 DRY

Objekttrager Super Frost Plus

Patafix
Pads
Pipetten 10pul, 200ul, 1000l

Invisible transparent Glue

Reaktionsgefal3e (1,5ml, 2ml)
Reaktionsgefal3e (15ml, 50ml)

Sensi Care Ice Nitril Handschuhe
Terralin

Tissue Tek Cryomold Standard
Vortex MX-S

Waage

Weight-drop Apparatur

ZetBox Hygienetiicher

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

R. Langenbrinck (Emmendingen,
Deutschland)

Dragerwerk AG

Nikon (Tokio, Japan)

Panasonic (Kadoma, Japan)
Leica (Bensheim, Deutschland)
Nikon (Tokio, Japan)

R. Langenbrinck
Deutschland)
Uhu (Buhl, Deutschland)

(Emmendingen,

Eppendorf (Hamburg, Deutschland),
Gilson (Middleton, USA), Abimed
Kinesis (Langenfeld, Deutschland)
Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
Greiner Bio-One (Kremsmunster,
Osterreich)

Medline Industries (Mundelein, USA)
Schilke & Mayr  (Norderstedt,
Deutschland)

Sakura (Alphen am Rhein, Niederlande)
Dragon Lab (Peking, China)

Sartorius (Gottingen, Deutschland)
Werkstatt Neurologische Klinik

Z\VG (Leopoldsdorf, Schweiz)
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2.1.2 Verwendete Substanzen

Tabelle 2: Verwendete Substanzen

Substanz

Hersteller

Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat
Bovine Serum Albumin (BSA)
DAB Peroxidase Substrate Kit
Destilliertes Wasser
Dinatriumhydrogenphosphat i
Essigsaure 100%

Ethanol 99,8%

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhexacyanidoferrat(ll)
Kernechtrot

Luxol Fast Blue

Methanol 99,8%
Natriumchlorid
Natriumcitratdihydrat
Natriumhydroxid

Normales Pferde Serum

PAP Pen

Paraformaldehyd (PFA)

Red Oil O

Salzsaure

Sucrose
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
TritonX-100

Ultra-Sensitive ABC Peroxidase Standard

Staining Kit

VECTASTAIN® ABC HRP Kit (Peroxidase,

Standard)

VECTASHIELD Mounting Medium with DAPI

Vitro-Clud
Wasserstoffperoxid 30%
Xylol

Zitronensaure

16

Merck

Sigma-Aldrich, A7906
Vector Laboratories

B. Braun Melsungen AG
Merck

J.T. Baker

Sigma Aldrich

Merck

Merck

Merck

Merck

ACROS Organics
Sigma Aldrich

Sigma

Merck

Sigma Aldrich

Jackson ImmunoResearch
Laboratories, 008-000-121
Dako

Sigma

Sigma Aldrich

Sigma

Roth

Merck

Roth

Thermo Scientific

Vector Laboratories

Vector Laboratories, H1200
R. Langenbrinck

Merck

Merck

Sigma Aldrich



2.1.3 Verwendete Puffer und Lésungen

Alle Puffer wurden, soweit nicht anders dokumentiert in Aqua dest. frisch
angesetzt.

4% PFA
4 % PFA
1 X Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

Berliner Blau-Reaktionslésung
2 % K4[Fe(CN)6]2
1 % HCL
Zu gleichen Teilen mischen

Red Oil O Stocksolution
05 G Red Qil O
0,1 L 100% Isopropanol

Citratpuffer
Stock Solution A
21,01 G  Zitronensaure
1 L Aquadest.
Stock Solution B
29,41 G  Natriumcitratdihydrat
1 L Aquadest.
Gebrauchslésung:  3ml A+ 17ml B, pH von 6 einstellen
1:10 mit Aqua dest. Verdinnen

Kernechtrot-Losung
5 % KAI(S04)2
0,1 % Kernechtrot

Luxol Fast Blue-Farbelésung
1 G Luxol Fast Blue
5 Ml 10%ige Essigsaure
1L 96%igen Ethanol

1XPBS,pH74

80,0 G NaCl
20 G KCI
11 G NazHPOg4
2 G KH2PO4
10 L  Aquadest.
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Tris-buffered saline-Puffer (TBS)

6,05 G Tris
8,76 G NacCl
800 MI Aqua dest.

Mit 1 M HCI auf einen pH von 7,6 einstellen

Auf 1L mit Aqua dest. Auffillen

2.1.4 Verwendete Software

Tabelle 3: Verwendete Software

Software Hersteller

Adobe Photoshop CS2 Adobe

Etho Vision XT 10.1 Noldus

Excel 2013 Microsoft

GraphPad Prism GraphPad Software
ImageJ 1.48v National Institution of Health
NIS-Elements BR 4.00.05 Nikon

Word 2013 Microsoft

PowerPoint 2013 Microsoft

2.1.5 Verwendete Antikdrper

2151 Primarantikorper

Tabelle 4: Verwendete Primarantikorper

Antikdrper Verdinnung | Hersteller
Anti-CD19, Ratte, monoklonal 1: 200 Abcam Ab25232
Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein 1: 1000 Abcam Ab7260
(GFAP), Kaninchen, polyklonal

Anti-lbal, Kaninchen, polyklonal 1: 5000 Wako 019-19741
Aufgereinigter anti-Neurofilament | 1: 1000 BioLegend B224830

H (NF-H), Nonphosphorylated
(friheres Covance Katalog# SMI-
32P), Maus, monoklonal
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2.1.5.2 Sekundarantikorper

Tabelle 5: Verwendete Sekundarantikorper

Antikorper Verdinnung | Hersteller

Biotinylierter Pferd Anti-Maus IgG | 1: 100 Vector Laboratories BA
2000

Biotinylierter Ziege Anti-Kaninchen | 1: 200 Vector Laboratories BA

lgG 1000

Cy™3 AffiniPure Esel Anti-Ratte | 1: 200 Jackson

IgG (H+L) ImmunoResearch
Laboratories

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere und Tierhaltung

In dieser Arbeit wurden 41 Mause eingesetzt. Die Versuchstiere waren
ausschlief3lich ménnlich und 12 Wochen alt. Es wurden C57BL/6N-Mause (BL/6)
verwendet, welche aus der Haltung von Charles River Laboratories (Sulzfeld)
kamen. Alle Arbeiten wurden im Einklang mit national geltendem Recht und
Ethikrichtlinien der Europaischen Union durchgefiihrt und im Vorfeld von der
Kommission nach 815 TierSchG der Regierung von Unterfranken genehmigt (AZ
55.2.DMS2532-2-162). Die Tiere wurden artgerecht gehalten: Die Grol3e der
Gruppen betrug drei bis neun Tiere und es wurde ein 12h/12h Hell/Dunkel-Zyklus
eingehalten (Bundesgesetzblatt Jahrgang 2007; GV-SOLAS 20.03.2007
[abgerufen am 16.03.2020]). Zu jedem Zeitpunkt wurde den Tieren ein freier

Zugang zu Futter und Wasser gewahrleistet.

2.2.2 Zeitlicher Ablauf und Drop-Outs

Am 22.03.2016 erfolgte in der Maus Kohorte 1 mit 32 M&usen die Setzung des
Schadel-Hirn Traumas nach Weight-Drop Methode, beziehungsweise die
Schein-Operation (Sham). Zu diesem Zeitraum waren alle Mause 12 Wochen alt.
Die Testung des Neurological Severity Scores (NSS) wurde eine Stunde nach
Trauma durchgefihrt. Das IntelliCage Verhaltensexperiment begann am
11.04.2016, drei Wochen nach Trauma, und endete am 27.04.2016, finf Wochen

nach Trauma. Der Open Field Test wurde sechs Wochen nach Trauma am
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02.05.2016 durchgefiihrt. Sieben Wochen nach Trauma, am 09.05.2016, erfolgte
der Elevated Plus Maze Test. Die Mause wurden am 14.06.2016 und somit 12
Wochen nach Trauma getdtet und mit 4% paraformaldehyd (PFA) in
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) perfundiert. Zu diesem Zeitpunkt waren
die Tiere 24 Wochen alt. Die extrahierten Gehirne wurde bei -80°C tiefgefroren.
Sie wurden mit einem Mikrotom in 16um geschnitten, auf Objekttrager verteilt
und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert. An diesen Schnitten
wurden histologische Farbungen mit Berliner Blau, sowie immunhistochemische

Farbungen mit anti-SMI 32, anti-lbal sowie anti-GFAP Antikérpern durchgefuhrt.

Kohorte 1(n=32) hatte folgende Drop-Outs zu verzeichnen: Ein Tier musste nach
Setzung des Traumas aufgrund der Schwere der Verletzung getotet und aus der
Studie entfernt werden. Wahrend der IntelliCage Testung mussten insgesamt
vier Versuchstiere von diesem Versuch ausgeschlossen werden: Drei SHT-Tiere
wurden aufgrund ihres aggressiven Verhaltens von der Gruppe getrennt und in
Einzelkafigen untergebracht. Sie konnten jedoch an den nachfolgenden
Verhaltenstestungen wieder teilnehmen, welche keinen Aufenthalt in einer
Gruppe mehr erforderten. Ein Schein-operiertes Tier musste aufgrund seines
Erndhrungszustandes génzlich aus der Studie entfernt werden. Nach Totung der
verbliebenen 30 Mause, wurden 13 Gehirne fur diese Arbeit aufgearbeitet.

Da ein Teil der histologischen und immunhistochemischen Farbungen nur im
unperfundierten Hirngewebe mdglich war, wurde bei einer zweiten Kohorte mit
neun Mausen am 12.06.17, ein Schadel-Hirn Trauma gesetzt beziehungsweise
eine Schein-Operation durchgefuhrt. Auch diese Mause waren zum Zeitpunkt
des Trauma 12 Wochen alt. Der NSS wurde eine Stunde nach Trauma erhoben.
Am 04.09.17 wurde die zweite Kohorte getotet, jedoch ohne Perfusion mit PFA.
Die M&ause waren zu diesem Zeitpunkt 24 Wochen alt. Nach Extraktion wurden
die Mausegehirne bei -80°C weggefroren. Mit Hilfe eines Kryomikrotoms (Leica
CM 1950) wurden sie auf 16um dicke Scheiben geschnitten und auf Objekttrager
verteilt. AnschlieRend wurden sie bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C
gelagert. An diesen Schnitten wurden histologische Farbungen mit Berliner Blau,
Red Oil O und Luxol Fast Blue sowie eine immunhistochemische Farbung mit
Anti-CD19 Antikorper durchgefihrt.
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Kohorte 2(n=9) hatte keine Drop-outs zu verzeichnen.

Praparation
Kryo-
Schnitte

NSS OF EPM Histologie

l InteliCage | | Analyse

”,0123456789101112
SHT / Sham Zeit (Wochen)
Operation

Abbildung 1: Zeitlicher Ablauf der durchgeflihrten Versuche an einem Zeitstrahl

SHT: Schadel-Hirn Trauma; NSS: Neurological Severity Score; OF: Open Field; EPM: Elevated
Plus Maze;

Modifiziert nach Lopez-Caperuchipi et al 2021. Eine Druckerlaubnis liegt vor.

2.2.3 Weight-Drop Model

Zur Simulation eines Schadel-Hirn Traumas wurde die Weight-Drop Methode
verwendet. Dabei handelt es sich um eine etablierte Methode zur Nachahmung
eines geschlossenen, diffusen Schadel-Hirn Traumas. Der Vorteil dieser
Methode besteht in der realitditsnaheren Nachahmung des Traumageschehens
ohne Kraniotomie gegeniuber anderen etablierten Modellen wie beispielsweise
der Controlled-Cortical-Impact Injury oder der Kryolasion (Albert-Weissenberger
and Sirén 2010; Xiong, Mahmood, and Chopp 2013). So kénnen mit dieser
Methode auch eine diffuse axonale Schadigung, sowie Contre Cou Verletzungen
simuliert werden, welche typischerweise im Schadel-Hirn Trauma begleitend
auftreten. Orientiert wurde sich dabei an dem von Albert-Weil3enberger et al.
modifizierten Model nach Shohami (Albert-Weissenberger et al. 2012).

Die Versuchstiere erhielten eine Inhalationsnarkose mit 4% Isofluran.
Anschliel3end wurden die Mause unter die Weight-Drop Apparatur gelegt (siehe
Abb. 2). Die Narkose wurde mit einer Atemmaske aufrechterhalten, tGber welche
ein Gasgemisch mit 1,5% Isofluran stromte. Die Uberwachung einer
hinreichenden Narkosetiefe erfolgte durch stetige Bestimmung der
Atemfrequenz, Prifung des Cornealreflexes und das Setzen eines
Schmerzreizes an der Pfote. Anschlie3end wurde nach Rasur unter aseptischen
Bedingungen die Kopfhaut longitudinal, medial inzidiert und die Schadelkalotte

freigelegt. Zielort des Traumas war der rechte anteriore, frontale Bereich des
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Schadels. Dazu wurde die Spitze des Kegels mittig zwischen Lambda und
Bregma auf der rechten Seite platziert (siehe Abb. 2). Im néachsten Schritt wurde
mit Hilfe der Apparatur ein Gewicht von 95g aus einer Hohe von 6cm fallen
gelassen. Das Gewicht glitt entlang eines Fuhrungsrohres und Ubertrug seine
Kraft auf einen Zylinder, an welchem ein Kegel mit einem Spitzendurchmesser
von 2 mm befestigt ist. Die Spitze ist dabei mit Silikon ummantelt, um das Risiko
einer Schéadelfraktur zu minimieren. Da es unmittelbar nach dem Trauma zu
respiratorischer Insuffizienz kommen kann, wurden die Versuchstiere mit 100%
O2 beatmet. In der Schein-Operation (Sham) erfolgte unter gleicher Anasthesie
lediglich die Inzision der Kopfhaut. Im nachsten Schritt wurde in beiden Gruppen
die Schnittwunde mit chirurgischen Nahtmaterial (Ethilon 3-0) verschlossen.
Daruiber hinaus erfolgte eine lokalanasthetische Behandlung mit Lidocain-Salbe.

In Kohorte 1 (n=32) wurden 18 Weight-Drop und 14 Sham-Operationen
durchgefuhrt. Aufgrund einer zu starken und nicht mehr ethisch vertretbaren
Symptomatik musste ein Versuchstier eine Stunde nach Trauma aus der Studie
entfernt werden. In Kohorte 2 (n=9) wurden 5 Weight-Drop und 4 Sham-
Operationen durchgefihrt.

— x
. e A

Abbildung 2: Weight-Drop Operation
(Links): schematische Zeichnung des Weight-Drop Apparates
(Rechts): Darstellung der anstrebten Zielregion auf der rechten Hemisphéare mit Asterix

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.
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2.2.4 Verhaltenstestung

Die folgenden Verhaltenstestungen wurden jeweils an Maus Kohorte 1
durchgefiihrt. Eine Ausnahme stellt der NSS dar, welcher zur Evaluation der

Starke des Traumas in beiden Mauskohorten erhoben wurde.

2.24.1 Neurological Severity Score

Der Neurological Severity Score (NSS) ist ein etabliertes Testverfahren, um die
Starke des Schadel-Hirn Traumas zu quantifizieren ahnlich der Glasgow Coma
Scale. Im Gegensatz zur GCS wird in diesem Score ein Punkt vergeben, wenn
eine Aufgabe nicht erfillt werden konnte. Bei Erfullung aller Aufgaben wurde ein
Score von 0 vergeben, bei Erfullung keiner der Aufgaben ein Score von 10. Ein
Score zwischen 0 und 3 wurde als leichtes, ein Score zwischen 4 und 7 als
mittelschweres und ein Score zwischen 8 und 10 als schweres SHT klassifiziert
(Flierl et al. 2009; Israel et al. 2016; Albert-Weissenberger et al. 2012). Die
Vergabe der Punkte erfolgte erstmalig eine Stunde nach Trauma. Tiere, welche
in der initialen Testung nach Trauma einen Score von grél3er 8 aufwiesen,
wurden aufgrund der zu hohen Beeintrachtigung aus dem Experiment
ausgeschlossen. Getestet wurden alle Tiere 1h nach SHT- und Sham-Operation.

Tabelle 6: Neurological Severity Score (NSS)

Aufgabe Punkte (Erfolg/Misserfolg)
Verlassen einer Plattform innerhalb von 2min | (0/1)
Parese der Hinterlaufe (0/1)
(Auftreten der Parese = 1 Punkt)
Geradeaus laufen (0/1)
Reaktion auf akustischen Reiz (0/1)
Explorierendes Verhalten (0/1)
Balancieren auf einer senkrechten Stange fur | (0/1)
10s
Festhalten an einer waagerechten Stange fur | (0/1)
10s
Gehen Uber einen Balken, 3cm (0/1)
Gehen Uber einen Balken, Breite2cm (0/1)
Gehen Uber einen Balken, Breitelcm (0/1)
0/10
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2.2.4.2 IntelliCage

Zur besseren Identifikation bekamen alle Versuchstiere subkutan einen sterilen
8,5mm langen und 1,2mm dicken 1SO-Micro-Transponder zur Tieridentifikation
10 Tage vor dem SHT injiziert. Unter Isofluran-Narkose wurde der Chip mit einer
Injektionspistole (TSE Bad Homburg) im Bereich des Nackens platziert.

Die IntelliCage-Apparatur besteht aus einem Haltungskafig mit vier
Plastikhauschen, Einstreu, einem Kafigdeckel mit Futter und vier
Konditionierungsecken (siehe Abb. 3). Darin kbnnen bis zu 16 Mause zeitgleich
in einer Gruppe gehalten werden. Die Abmessungen des Kéfigs betragen 20,5 x
55 x 38,5cm. Die Ecken sind mit Warmesensoren ausgestattet, welche die
Anwesenheit der Versuchstiere registrieren und Uber eine Transponderantenne
die Identitat des Tieres bestimmen. Zudem enthalten diese zwei Nosepoke-
Sensoren, welche Uber eine Software mit zwei automatisch 6ffnenden und
schlieBenden Tiuren gekoppelt sind (siehe Abb. 3). Die Tlren steuern den
Zugang zu jeweils zwei Trinkflaschen. In den jeweiligen Versuchsphasen wurden
jedem Tier eine oder zwei bestimmte Ecken zugeordnet, zu der diese zu einer
festen Uhrzeit Zugang zu Wasser oder einer Zuckerldsung erhielten. Der Zugang
zu Trinkwasser war dabei auf 2 Stunden pro Tag beschrankt. Das Licht war tGber
eine Zeitschaltuhr zwischen 07.00 und 19.00 Uhr eingeschaltet und sorgte fur
einen biphasischen Hell-Dunkel-Zyklus.

Der Versuchsaufbau gliederte sich in folgende Phasen:

1. Eine zweitdgige EingewOhnungsphase, unterteilt in ,,Akklimatisierung*
(11.04.16, Tag 20 post Trauma (p.T.) und ,Nosepoke-Training“ (12.04.16, Tag
21 p.T))

2. Eine dreitdgige Phase des Raumlichen Lernens (13.04-15.04.16, Tag
22-24 p.T.)

3. Eine zweitdgige Phase des Umlernens und der kognitiven Flexibilitat
(16.04-17.04., Tag 25-26 p.T.)
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4. Eine zehntagige Phase des Episodischen Gedachtnisses, unterteilt in
Habituation (18.41-19.4, Tag 27-28 p.T.), ,Was-Wann-Wo* (20.4.-23.4.16, Tag
29-32 p.T.) und ,Belohnungsentzug® (24-27.4.16, Tag 33-36 p.T.)

Anwesenheitsmelder
(Sensoren fiir

Temperaturunterschiede)

==
i

Nosepoke-Sensoren
mit Lichtschranke Leck-Sensoren an der Spitze
der Wasserkappe

VerschlieBbare Tiiren zum
Wasserzugang

Abbildung 3: IntelliCage

(Links): Schematische Darstellung des Haltungskafigs mit 4 Plastikhauschen (rot),
Einstreu (braun), einem Kafigdeckel mit Futter (gelb) und 4
Konditionierungsecken (grau).

(Rechts): Schematische Darstellung einer Konditionierungsecke mit Anwesenheitsmelder,
Nosepoke-Sensor, verschlielbaren Tiren, und Leck-Sensoren.

EingewOhnung

Die EingewOhnungsphase dauerte insgesamt zwei Tage und
unterteilte sich in zwei Phasen. Ziel war es die Mause

schrittweise in das Versuchssetting einzugewthnen: Eingewohnung

Tag 1 Akklimatisierung

In der Akklimatisierungsphase hatten die Tiere die /PPildung
ersuchsaufbau

Eingewdhnung

Mdglichkeit zu lernen, dass der Zugang zu Wasser tber die  gin. fir Mause
. . . . zugangliche Ecken; W:
vier Konditionierungsecken erfolgt. Alle Tiren waren 24 wasser.

Stunden lang geo6ffnet und zuganglich.

Tag 2 Nosepoke-Training
Wahrend des Nosepoke Trainings waren alle Tiren geschlossen und nur nach

einem Nosepoke, einem Stol3 mit der Nase, zugéanglich.
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Raumliches Lernen

Das Ziel der dreitdgigen Phase war die Untersuchung des
Raumlichen Lernens. Dazu wurde jedem Versuchstier per Rdf;;f:es
Zufall eine Ecke zugelost, welche nur zwischen 19.00 und
21.00 Uhr zuganglich war. Wahrend der dreitdgigen
Abbildung 5:

Testphase war der Zugang zu den Ubrigen Ecken verwehrt. Versuchsaufbau
Raumliches Lernen

Gemessen wurde dabei die die Anzahl der Besuche und ©run:furMause
zugangliche Ecken; W:

Wasser.

Nosepokes in der Zielecke im Vergleich zu den verbliebenen

Ecken.

Umlernen und Kognitive Flexibilitat

Die Untersuchung der kognitiven Flexibilitat und der Fahigkeit

des Umlernens war Gegenstand dieser zweitagigen Umlernen

Testphase. Hierzu &nderte sich die zugewiesene Wasserecke

auf die diametral gegenuberliegende. Zuganglich war .
Abbildung 6:

lediglich die neue zugewiesene Ecke und nur zwischen 19.00 Versuchsaufbau
Raumliches Lernen

Grin: fir Mause
und 21.00 Uhr, zugangliche Ecken; W:
Wasser.

Episodisches Gedéachtnis

Das Episodische Gedachtnis war das Ziel dieser zehntégigen
Untersuchungsphase, welche sich in 3 weitere Teile gliederte: Habituation, Was-
Wann-Wo und Belohnungsentzug. Beim episodischen Gedachtnis handelt es
sich um ein komplexes Gedachtnissystem, welches auf die Erinnerung
spezifischer Ereignisse spezialisiert ist (Dere et al. 2008). Dabei untersuchten
wir, wie weit die Versuchstiere in der Lage waren sich zu erinnern was sich
ereignet hatte, wann es sich ereignet hatte und wo es sich ereignet hatte. Im
Tiermodel der Maus werden diese Erinnerungen ,what-where-when memories*

genannt.
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Habituation

Als nachstes folgte eine zweitdgige Habituationsphase: Jede

Maus bekam zwei neue bisher ungenutzte Ecken
zugewiesen, welche nun beide zugénglich waren, wahrend
die in den ersten beiden Phasen zugénglichen Ecken
blockiert wurden. Zusatzlich anderte sich die Zeiten der
Offnungsphase von 19.00-21.00 Uhr auf 21.00-23.00 Uhr. An
Tag 1 der Habituationsphase gab es in einer der Ecken eine
Zuckerlosung (2% Saccharose in Wasser) zu trinken,
wogegen es in der diametral gegentuberliegenden Ecke nur
Wasser gab. An Tag 2 der Habituationsphase gab es an

beiden Ecken nur noch Wasser zu trinken.

Was-Wann-Wo
In dieser Testphase wurden die beiden
Konditionierungsecken, in  welchen  wahrend der

Habituationsphase Wasser erhéltlich war, blockiert. Die Tiere
konnten so Uber einen Zeitraum von 4 Tagen lernen, dass es
in einer bestimmten Ecke (die zuvor blockiert war), es zu einer
bestimmten Zeit (zwischen 19.00-21.00 Uhr statt, wie zuvor
zwischen 21.00-23.00 Uhr) eine Zuckerlésung (2%) zu trinken

gab, wogegen es in der diametral gegeniberliegenden Ecke

Habituation
Tag 1

_Vau

Habituation
Tag 2

Abbildung 7:
Versuchsaufbau
Habituation

Grin: fir Mause
zugangliche Ecken; W:
Wasser; S: Zuckerldsung.

Abbildung 8:
Versuchsaufbau Was-
Wann-Wo

Grun: fir Mause
zugangliche Ecken; W:
Wasser; S: Zuckerlésung.

(die bislang ebenfalls blockiert war) nur Wasser zu trinken gab. Die Tiere lernten

also was (Zuckerwasser oder Wasser) es, wann (zwischen 19.00-21.00 Uhr) und

wo (in welcher Ecke) zu trinken gab.
Belohnungsentzug

Nach der ,Was-Wann-Wo“ Phase wurde die Zuckerlbsung
entfernt und durch Wasser ersetzt. In der viertagigen
,Belohnungsentzug“ Phase wurde nun untersucht, ob sich
eine Praferenz fur die zuvor mit Zuckerldsung bestiickte Ecke
eine

entwickelt hatte und weiterfuhrend, wie schnell
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Abbildung 9:
Versuchsaufbau
Belohnungsentzug
Grun: fir Mause
zugéngliche Ecken; W:
Wasser.



Abschwachung einer mdglicherweise erworbenen Platzpraferenz stattfand.
2.24.3 Open Field Test

Der Open Field Test ist ein etablierter Verhaltenstest zur Bestimmung von
Verhaltensweisen, Bewegungsmustern sowie der allgemeinen Aktivitat (Crawley
1999). Der Versuchsaufbau erfolgte nach der von Crawley beschriebenen
Standarddurchfiihrung (Crawley 1999). Die Maus wird dabei in eine Arena in der
Form eines nach oben geodffneten Quaders mit den Abmessungen
40cmx40cmx40cm gesetzt (siehe Abb. 10). Alle Flachen des Quaders sind weil3
lackiert. Um Lichtunterschiede wahrend des Experimentes zu vermeiden, wurde
die Arena wéahrend des gesamten Zeitraumes ausgeleuchtet. Das Experiment
wurde durch eine Kamera (Panasonic WV-CP500) in Vogelperspektive gefilmt.
Die Aufzeichnungen wurden dabei direkt auf einen nahestehenden Computer
Ubertragen. Der Testablauf zeigte sich wie folgend dargestellt: Die Tiere wurden
einzeln in die Arena gesetzt. Die Aufnahme begann unverziglich mit dem
Absetzen des Tieres. Dies wurde mit Hilfe einer Timer-Funktion gewahrleistet,
um so Verzdgerungen zu vermeiden. Die Lange des Versuchs betrug funf
Minuten. AnschlieRend wurde die Aufnahme gestoppt, das Versuchstier aus der
Arena entfernt und wieder zurtck in den Kafig gesetzt. Wahrend des
Versuchsablaufes wurde auf eine gerausch- und stérungsfreie Kulisse geachtet.
Um eine Beeinflussung der nachfolgenden Tiere zu vermeiden, wurde auf3erdem
der Quader nach jeder Versuchsrunde mit 1%iger Essigsaure gereinigt. Die
Auswertung des Versuches erfolgte dabei teilautomatisch mit Hilfe des
Programmes EthoVisionXT 10.1 (Noldus). Das Programm misst die Parameter
Geschwindigkeit und zuriickgelegte Strecke.
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40cm
Abbildung 10: Schematische Darstellung des Open Field Test
Links: dreidimensionale Schematische Darstellung.
Rechts: schematische Darstellung aus Vogelperspektive mit GréRenangaben.
2244 Elevated Plus Maze

Beim Elevated Plus Maze handelt es sich um einen der am meisten genutzten
Verhaltenstest fur Angstverhalten. Dabei wird ein Versuchstier in ein plusformig
gestaltetes Testfeld mit zwei offenen und zwei geschlossen Armen gesetzt (siehe
Abb. 11). Hintergrund des Testes ist ein Vermeidungsverhalten von Mausen
gegeniuber den offenen Versuchsarmen, was auf eine allgemeine Angst vor

offenen Raumen zuriickgefihrt wird (Korte and De Boer 2003).

Das Testfeld besteht aus rostfreiem Stahl. Die vier Arme haben eine Lange von
50cm und eine Breite von 10cm. Das Testfeld befindet sich in einer Hohe von
40cm. Die Arena wurde wahrende der gesamten Testphase ausgeleuchtet, um
Lichtunterschiede zu vermeiden. Eine Kamera (Panasonic WV-CP500) zeichnete
den Versuch aus Vogelperspektive auf. Die Aufnahmen wurden direkt auf einen
sich in der Nahe befindenden Computer Ubertragen. Der Versuchsablauf
gestaltet sich wie folgt: Das Versuchstier wurde einzeln in die Mitte des Elevated
Plus Mazes gesetzt. Anschliel3end begann unmittelbar die Aufzeichnung. Dieser
nahtlose Ablauf ohne Verzdgerungen wurde mittels einer Timer Funktion erreicht.

Die La&nge des Tests betrug finf Minuten. Nach Ablauf der Zeit wurde die
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Aufnahme gestoppt und die Maus aus dem Testgelande zuriick in den Kafig
gelegt. Wahrend des gesamten Versuchsablaufes wurde stets auf eine
gerausch- und stérungsfreie Kulisse geachtet. Nach jedem Durchlauf wurde das
Testgelande mit 1%iger Essigsaure gereinigt, um eine madgliche Beeinflussung

nachfolgender Tiere zu vermeiden.

Ausgewertet wurde der Versuch mit Hilfe des Programmes EthoVisonXT 10.1
(Noldus). Dabei misst das Programm die Parameter Distanz, Geschwindigkeit,
Zeit in offenem Arm, Zeit in geschlossenem Arm sowie die Frequenz des

Wechsels zwischen offenen und geschlossenen Armen.
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Abbildung 11: Elevated Plus Maze
(Links): Schematische Darstellung des Elevated Plus Maze mit zwei offenen und zwei
geschlossenen Armen modifiziert nach Samueljohn.de
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:ElevatedPlusMaze.svq). Eine

Druckerlaubnis liegt nach Bestimmungen von Creative Commons Attribution-
Share Alike 3.0 Unported (https://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/)
vor.

(Rechts): Beispielfoto des Versuchaufbaus aus Kameraperspektive.

2.2.5 Praparation der Mausegehirne

Am Versuchsende wurden die M&use durch eine tiefe und schliel3lich letale CO2
Narkose getotet. Danach wurde die tote Maus auf den Ricken gelegt und an
ihren vier Pfoten fixiert. Das Abdomen wurde langs mit einer Schere erdffnet und
frei prapariert, um die Organe einsehen zu kdnnen. Das Mediastinum wurde mit
zwei Schnitten entlang der Rippen eroffnet, sodass das Sternum nach oben
geklappt und fixiert werden konnte. Im n&chsten Schritt erfolgte die Eréffnung des
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rechten Vorhofs mit einer chirurgischen Schere sowie das Einfiihren einer Kanile
in den linken Ventrikel. Uber diese an einem Perfusor angeschlossenen Kaniile
wurde der Kreislauf mit PBS mit Heparin (2ml Heparin in 1l 1x PBS vor dem
Beginn der Perfusion) gespult. Nachdem das Blut nach zwei bis funf Minuten
ausreichend aus dem Organismus gespult worden war, was am Verblassen der
Leber Uberprift werden konnte, wurde der Perfusor auf eine 4%ige PFA Lésung
umgestellt. Das Herausquellen der inneren Organe, Muskelkontraktionen der
Extremitaten und des Schwanzes indizierten, dass eine ausreichende

Konzentration erreicht wurde. Dieser Prozess dauerte im Schnitt 15 min.

Bei beiden Kohorten wurde anschlie3end das Gehirn freiprapariert. Hierzu wurde
mit einer chirurgischen Schere der Kopf der Maus abgetrennt und anschliel3end
der Schadel longitudinal eroffnet, was eine Extraktion des Gehirns ermdglichte.
Die Mausegehirne wurden in 4% PFA fur 24 Stunden im Kihlschrank postfixiert.
In einem nachfolgenden Schritt wurden die Gehirne mit 1x PBS gewaschen und
in 30% Saccharose in 1X PBS im Kuhlschrank gelagert. Wenn die Gehirne auf
den Boden des Behéltnisses abgesunken waren, wurden sie in Isopentan
(=Methylbutan) Uber Trockeneis eingefroren und anschlieRend in einem -80°C

Gefrierschrank aufbewabhrt.

2.2.6 Kryoschnitte

Die tiefgefrorenen Mausegehirne wurden mit einem Kryostat bei -30°C in 16um
dicke Scheiben geschnitten und auf einen Objekttrager aufgebracht. Die Schnitte
wurden bis zur weiteren histologischen und immunhistochemischen Verwendung

bei -20°C gelagert.

2.2.7 Histologie und Immunhistochemie

2.2.7.1 Histologische Farbungen

Berliner Blau

Berliner Blau farbt Uber eine chemische Reaktion eisenhaltige Zellen blau an.
Diese Eigenschaft fand Anwendung, um Siderophagen zu detektieren, also
Makrophagen, welche eisenhaltige Partikel phagozytiert haben (Oehmichen et
al. 1986).
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Im ersten Schritt der Berliner Blau Farbung wurden die beiden
Reaktionslésungen 1 und 2 hergestellt. Fir Reaktionslésung 1 wurden 2% gelbes
Blutlaugensalz  (Kaliumhexacyanoferrat (Il)) in Aqua dest. gelost.
Reaktionslosung 2 bestand aus 1% HCL in Aqua dest. Vor Durchfihrung der
Farbung wurden dann Reaktionslésung 1 und 2 unter einem Abzug zu gleichen
Teilen gemischt. AnschlieBend wurden die Schnitte fiir eine Stunde bei 37°C in
die angesetzte Farbeldsung gegeben. Danach wurden die Schnitte mit Aqua dest
gespult. Im nachsten Schritt erfolgte eine Gegenfarbung mit Kernechtrot. Fir die
Kernechtrot Losung, welche zwei Tage zuvor angesetzt worden war, wurden 59
Aluminiumkaliumsulfat in 200ml Aqua dest. gegeben und erhitzt. Darin wurden
0,1g Kernechtrot geldst und die Losung zum Erkalten abgestellt. Im Anschluss
wurde die Losung filtriert, fir einen Tag ruhen gelassen und abermals filtriert. Die
Schnitte wurden schlieflich fur 10 Minuten in die Kernechtlésung gegeben und
danach mit Aqua dest. gespult. Im letzten Schritt wurden die Objekttrager durch

eine aufsteigende Alkoholreihe gezogen und mit Xylol und Vitro-Clud eingedeckt.
Red Oil O

Red Oil O ist ein fettloslicher Farbstoff zum Anfarben von Triglyzeriden und
Lipiden, welcher zum Nachweis von demyelinisierenden Prozessen eingesetzt
wird. Abbauprodukte der Myelinscheiden werden dadurch erfasst, intaktes Myelin
jedoch nicht. Zusammen mit Luxol Fast Blue wurde die Farbung als Nachweis

einer stattgefundenen Demyelinisierung genutzt.

Im ersten Schritt der Red Oil O Farbung wurden 0,5g Red Oil O in 100%
Isopropanol gegeben. Anschlielend wurden die Schnitte in 4% PFA bei 4°C
fixiert. Nach 15 Minuten wurden die Objekttrager entfernt und zweimal 10 Minuten
mit PBS gewaschen. In der Zwischenzeit wurde die Red Oil O Stocksolution in
einem 6:4 Verhaltnis mit Aqua dest. gemischt und anschlieend 10 Minuten
stehen gelassen. Im drauffolgenden Schnitt wurde die Losung dreimal gefiltert.
Nun wurden die Schnitte ftr 15 Minuten in die Red Oil O L6sung gegeben. Nach
Ablauf der Zeit wurden die Objekttrager erneut mit Aqua dest. gespult und

schliel3lich eingedeckt.
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Luxol Fast Blue

Als weiterer Marker fur Demyelinisierung fand der Farbstoff Luxol Fast Blue
Anwendung. Dieser farbt Myelin gleichmafig blau an und ermdglicht tGber
Verblassen der Farbintensitat einen Ruckschluss auf eine verminderte Dichte an
Myelinscheiden.

Fur die Luxol Fast Blue Farbeldsung wurden 1g Luxol Fast Blue mit 5ml 10%ige
Essigsaure in 11 96%igen Ethanol vermischt. Die Schnitte wurden tber Nacht in
der Farbelosung bei 60°C inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Schnitte
in 96% Ethanol gewaschen. Anschliel3end erfolgte ein weiterer Waschvorgang
mit Aqua dest. Als nachstes fand eine Differenzierung mit Lithiumcarbonatlésung,
5¢g Lithiumcarbonat gel6st in 11 Aqua dest., unter mikroskopischer Kontrolle statt.
Im Anschluss wurde 70%ger Ethanol hinzugegeben und die Schnitte schlielich
in Aqua dest. gewaschen. Danach wurden die Objekttrager durch eine

aufsteigende Alkoholreihe gezogen und mit Xylol und Vitro-Clud eingedeckt.

2.2.7.2 Immunhistochemische Farbungen

SMI 32

SMI 32 farbt beschéadigte Axone an und wurde daher als Marker fur axonalen
Schaden genutzt. Bei SMI 32 handelt es sich um einen Antikérper gegen
Neurofilament H, welches einen strukturellen Bestandteil von Axonen bildet
(BioLegend 2020; UniProtkKB/Swiss-Prot 2020c).

Fur die histologische Farbung mit dem Antikdérper SMI 32 (BioLegend) wurden
die Schnitte zunachst aufgetaut. Im nachsten Schritt wurden die Schnitte dreimal
in Citratpuffer aufgekocht. Nachdem die Schnitte wieder abgekihlt waren,
wurden die Gehirnschnitte auf dem Objekttrager mit einem PAP Pen (Dako)
umrandet. Danach erfolgte ein zweimal 10-minttiger Wachvorgang in TBS
Ldsung. Im Anschluss wurden die Schnitte fur 20 Minuten in Methanol mit 0,3%
H20:2 gelegt und danach erneut zweimal 10 Minuten in TBS Losung gewaschen.
Im n&achsten Schritt erfolgte das Auftragen einer Blockldsung mit 10% Normalem
Pferde-Serum (NHS) und 0,2% Triton X in PBS. Nach einer Stunde wurde die
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Losung wieder abgekippt. Danach erfolgte das Auftragen des SMI 32 Antikorpers
(BioLegend) in einer Konzentration von 1:1000 mit 2% NHS und 0,2% Triton X in
PBS. Die Antikorperlosung wurde auf den Schnitten Gber Nacht bei 4°C in einer
feuchten Kammer inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Antikorperlésung
abgekippt und die Schnitte fir zweimal 10 Minuten in TBS gewaschen.
Anschliel3end erfolgte das Auftragen eines VECTASTAIN® ABC HRP Kits
(Peroxidase, Standard; Vector Laboratories). Die Avidin Losung wurde fir 15
Minuten auf die Objekttrager gegeben und danach zweimal fur 7,5 Minuten in
TBS gewaschen. Im Anschluss wurde die Biotin- Losung fir 15 min auf die
Schnitte verteilt. Nach Ablauf der Zeit wurden die Objekttrager fur zweimal 10
Minuten in 1xTBS gewaschen. Als néchstes erfolgte das Auftragen des
biotinylierten Sekundar-Antikérpers (Pferde anti-Maus, Vector Laboratories) in
1:100 Verdiunnung mit 2,5% NHS in PBS. Nach 60 Minuten Inkubation in einer
feuchten Kammer wurden die Schnitte erneut zweimal fur 10 Minuten in TBS
gewaschen. AnschlieRend erfolgte das Auftragen eines Ultra-Sensitive ABC
Peroxidase Standard Staining Kits (Thermo Scientific) mit 1,8% Loésung A
(specially purified Avidin) und 1,8% L6sung B (specially-prepared Biotinylated
Peroxidase) in PBS, welches bereits 30 Minuten zuvor angesetzt worden war.
Nach 30 Minuten wurden die Objekttrager abermals fur zweimal 10 Minuten in
TBS gewaschen. Im letzten Schritt erfolgte eine Anfarbung mit Hilfe eines DAB
Peroxidase Substrate Kits (Vector Laboratories), welche in 5ml destillierten
Wasser 84ul Buffer Stock Solution, 100ul DAB Stock Solution sowie 80ul H20:2
enthalt. Die Farbereaktion wurde nach sieben Minuten durch Spilen mit
destilliertem Wasser gestoppt. Die Objekttrager wurden im Anschluss durch eine
aufsteigende Ethanol-Reihe gezogen und schlief3lich mit Xylol und Vitro-Clud (R.

Langenbrinck) eingedeckt.
Ibal

lonized calcium binding adaptor molecule 1 (Ibal) gehort zu einer Familie
Calcium-bindender Proteine und wird spezifisch auf der Oberflache von
Makrophagen und Mikroglia exprimiert. Bei Aktivierung ist dieses Protein
hochreguliert (Wako 2020; Imai et al. 1996).
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Fur die histologische Farbung mit dem anti-lbal Antikdrper (Wako) wurden die
Objekttrager im ersten Schritt aufgetaut. AnschlieRend wurden die Schnitte in
Citratpuffer (pH=7) dreimal aufgekocht und anschlielend abgekihlt. Die
Gehirnschnitte wurden auf dem Objekttrager mit einem PAP Pen (Dako)
umrandet. Im drauffolgenden Schritt wurden die Schnitte zweimal 10 Minuten in
PBS gewaschen. Danach wurden die Objekttrager fir 20 Minuten in Methanol
mit 0,3% H20:2 gelegt. Anschlie3end erfolgte erneut ein zweimal zehnminutiger
Waschvorgang in PBS. Die Schnitte wurden im nachsten Schritt mit 10% NHS
und 0,2% Triton X in PBS in Raumtemperatur geblockt. Nach einer Stunde wurde
die Blocklésung abgekippt. Nun wurde der Primarantikérper anti-lbal (Wako) mit
einer Verdinnung von 1:5000 in PBS mit 2% NHS und 0,5% Triton X aufgetragen
und die Schnitte fur zwei Tage in einer feuchten Kammer bei 4°C inkubiert. Nach
Abkippen der Antikérperlésung wurden die Objekttrager zweimal 10 Minuten in
PBS gewaschen. Anschliel3end erfolgte das Auftragen des Sekundarantikdrpers
(Ziege Anti-Kaninchen, Vector Laboratories) 1:200 verdinnt in PBS mit 1,5%
Normalem Pferde Serum, sowie eine einstindige Inkubation bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer. Danach wurde die Antikorperldsung
abgekippt und die Schnitte zweimal 10 Minuten in PBS gewaschen.
Anschliel3end wurde ein Ultra-Sensitive ABC Peroxidase Standard Staining Kit
(Thermo Scientific) mit 1,8% L6sung A (specially purified Avidin) und 1,8%
Losung B (specially-prepared Biotinylated Peroxidase) in PBS aufgetragen,
welches bereits 30 Minuten zuvor angesetzt worden war. Nach 30 Minuten
wurden die Objekttrager erneut zweimal 10 Minuten in PBS gewaschen. Im
letzten Schritt erfolgte eine Anfarbung mit Hilfe eines DAB Peroxidase Substrate
Kits (Vector Laboratories), welches in 5ml destillierten Wasser 84l Buffer Stock
Solution, 100ul DAB Stock Solution sowie 80ul H202 enthalt. Die Farbereaktion
wurde nach sieben Minuten durch Spilen mit destilliertem Wasser gestoppt. Die
Objekttrager wurden im Anschluss durch eine aufsteigende Ethanolreihe
gezogen und schlie3lich mit Xylol und Vitro-Clud (R. Langenbrinck) eingedeckt.
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GFAP

GFAP st ein Intermediarfilament und zellspezifischer Marker fur Astrozyten
(UniProtKB/Swiss-Prot 2020a). Fur die histologische Farbung mit dem Anti-
GFAP Antikorper wurden die Schnitte zunachst aufgetaut. Danach wurden sie
dreimal in Citratpuffer (pH=7) aufgekocht und im Anschluss abgekunhlt. Die
Mausegehirne wurden mit einem PAP Pen (Dako) umrandet und zweimal 10
Minuten in PBS gewaschen. Im néchsten Schritt erfolgte das Blocken mit 10%
NHS und 0,2% Triton X in PBS. Nach einer Stunde wurde die Blocklosung
abgekippt. Nun wurde der Priméarantikdrper anti-GFAP (Abcam) in einer
Verdinnung von 1:1000 in 2% NHS und 0,2% Triton X in PBS aufgetragen und
Uber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde
die Antikdrperlésung abgekippt und die Schnitte zweimal 10 Minuten in PBS
gewaschen. Im Anschluss wurden die Objekttrager fir 30 Minuten in Methanol
mit 0,3% H20:2 gestellt. Nach Ablauf der Zeit erfolgte erneut zweimal eine
zehnminutige Waschung in PBS. Als nachstes wurde der Sekundarantikdrper
(Ziege Anti-Kaninchen, Vector Laboratories) in einer Verdiinnung von 1: 200 mit
2,5 % NHS in PBS aufgetragen und fur eine Stunde bei Raumtemperatur in einer
feuchten Kammer inkubiert. Danach wurden die Schnitte zweimal 10 Minuten mit
PBS gewaschen. Im nachsten Schritt erfolgte das Auftragen eines Ultra-Sensitive
ABC Peroxidase Standard Staining Kits (Thermo Scientific) mit 1,8% Losung A
(specially purified Avidin) und 1,8% L6sung B (specially-prepared Biotinylated
Peroxidase) in PBS, welches bereits 30 Minuten zuvor angesetzt worden war.
Nach 30 Minuten wurden die Objekttrager erneut fir zweimal 10 Minuten in PBS
gewaschen. Im letzten Schritt erfolgte eine Anfarbung mit Hilfe eines DAB
Peroxidase Substrate Kits (Vector Laboratories), welche in 5ml destillierten
Wasser 84ul Buffer Stock Solution, 100ul DAB Stock Solution sowie 80ul H202
enthalt. Die Farbereaktion wurde nach sieben Minuten durch Spllen mit
destilliertem Wasser gestoppt. Die Objekttrager wurden anschlieRend durch eine
aufsteigende Ethanolreihe gezogen und schlie3lich mit Xylol und Vitro-Clud (R.
Langenbrinck) eingedeckt.
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CD19
CD19 ist ein Protein der Zellmembran von B-Zellen, welches als Ko-Rezeptor

des B-Zell Antigen Rezeptor Komplexes fungiert (UniProtKB/Swiss-Prot 2020b).

Fr die Immunhistochemische Farbung mit dem anti-CD19 Antikérper wurden die
Schnitte 10 Minuten bei -20°C mit Aceton fixiert. AnschlieRend wurden sie zum
Trocken bei Raumlauft ausgelegt. Die Schnitte wurden mit einem PAP Pen
umrandet und danach einmal fur finf Minuten in PBS gewaschen. Als nachstes
wurden die Schnitte fur eine Stunde mit 10% NHS und 0,2% Triton X in PBS
geblockt. Im néachsten Schritt wurde die Blocklosung abgekippt, der
Primarantikorper in einer Konzentration von 1:200 in 2% NHS und 0,2% Triton X
in PBS aufgetragen und tber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4°C inkubiert.
Am Folgetag erfolgte dreimal ein funfminatiger Waschvorgang in PBS.
Anschliel3end fand das Auftragen des Sekundarantikdrpers Cy3 (Esel Anti-Ratte,
Jackson ImmunoResearch Laboratories) in einer Konzentration von 1:200 mit 1%
NHS in PBS und eine Inkubation von einer Stunde in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur statt. Im letzten Schritt wurden die Schnitte mit 0,025% Triton
X gewaschen und schlieRlich mit VECTASHIELD Mounting Medium mit DAPI
(Vector Laboratories) eingedeckt.

2.2.7.3 Neuroanatomische Zuordnung der Histologischen Schnitte

Um eine Vergleichbarkeit der einzelnen Schnitte beztglich ihrer
neuroanatomischen Zuordnung im Gehirn zu gewahrleisten, wurde alle Schnitte
mit dem Allen Mouse Brain Atlas verglichen und eine entsprechende Position
zugewiesen (Allen Institute for Brain Science 2011). Der Mouse Brain Atlas
enthalt 132 Referenzfotos, wodurch Positionen zwischen 1 und 132 vergeben

wurden.
22.7.4 Photographie, Zahlungen und Bildbearbeitung

Die Aufnahmen der histologischen und immunhistochemischen Schnitte
entstanden durch Fotografie der mikroskopischen Bilder mit einer Digital Sight
Kamera (Nikon). Diese Fotos wurden anschlieRend mit dem Programm NIS-
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Elements (Nikon) verarbeitet. Zahlungen von Zellen erfolgten manuell mit Hilfe
der Software ImageJ (NIH, USA). Zur erweiterten Bildbearbeitung wurde das

Bildbearbeitungsprogramm Photoshop CS2 (Adobe) benutzt.

2.2.8 Statistische Auswertung

Die Auswertung erfolgte mithilfe des Statistikprogramms Graph Pad Prism.
Dargestellt wurden die jeweiligen Mittelwerte mit dem Standardfehler des
Mittelwertes. Nach Untersuchung auf Normalverteilung und Varianzgleichheit
wurde der Student’s T-Test flir unabhéngige Stichproben oder der Welch Test
angewendet. Eine Ausnahme stellt die Auswertung der Histologischen
Farbungen Berliner Blau, Red Oil O und Luxol Fast Blue dar. Hier wurde der
Fisher’s Exact Test verwendet. Bei Stichproben mit ungleicher Varianz fand der
Welch-Test Anwendung. Fir Vergleiche innerhalb derselben Gruppe mit
unterschiedlichen Zeitrdumen wurde ein gepaarter T-Test verwendet. Zur
Ermittlung von Korrelation wurde der Korrelationskoeffizient nach Spearman,
sowie Pearson berechnet. P-Werte kleiner 0,05 wurden als signifikant (*)
erachtet. Zusatzlich wurde ein P-Wert kleiner 0,01 mit ** und ein P-Wert kleiner

0,001 mit *** gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Verhalten

3.1.1 NSS
Eine Stunde nach Trauma wurde der NSS erhoben, um die Starke des gesetzten

SHT zu quantifizieren.

In Kohorte 1 ergab sich bei den SHT-Tieren im Mittel ein Score von 5,4 bzw. im
Median von 6, was einem mittelschweren SHT entspricht. Der niedrigste Score
betrug 2, der héchste 8. Bei den Sham-Tieren der Kohorte 1 ergab sich im Mittel
ein Score von 0,3 bzw. im Median von 0,0. Der niedrigste Score betrug 0, der
hochste 1. Die SHT-Gruppe wies damit einen signifikant hoheren NSS auf (NSS
nach 1h: 0,2857 = ,1253 in Sham gegenuber 5,412 + 0,5220 in Trauma,
P<0,0001, Welch-Test Abb. 12).

Bei den zur histologischen Darstellung benutzten SHT-Tieren betrug der Score
im Mittel 5,1 bzw. im Median 6. Der niedrigste Score betrug 2, der hdchste 8. Bei
den Sham-Tieren betrug der Score im Mittel und Median 0. Alle Tiere der Sham-

Gruppe wiesen dabei einen Score von 0 auf.

In Kohorte 2 ergab sich ein mittlerer Score von 5,8 bzw. im Median von 6, was
ebenfalls einem mittelschwerem SHT entspricht. Der niedrigste Score betrug in
dieser Gruppe 5, der héchste 7. Bei den Sham-Tieren der Kohorte 2 ergab sich
im Mittel und Median ein Score von 0. Alle Tiere der Sham-Gruppe wiesen dabei
einen Score von 0 auf. Die SHT-Gruppe wies damit auch in Kohorte 2 einen
signifikant hoheren NSS auf (NSS nach 1h: 0,00 + 0,00 in Sham gegeniber 5,800
+ 0,3742 in Trauma, P=0,0079, Fisher’s Exact Test, Abb. 12).
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Abbildung 12: NSS nach 1h in Kohorte 1 und 2
(Links): Kohorte 1 Sham: n=14, SHT: n=17, *** P<0,001; (Rechts): Kohorte 2 Sham: n=4, SHT:
n=>5, ** P<0,01.

3.1.2 IntelliCage

Ausgewertet wurden folgende Parameter:

,Richtige Besuche [%]", also wie viel Prozent aller Besuche in Ecken
erfolgten in der gedffneten Ecke

,Nosepokes pro Besuch in gedffneter Ecke®, also wie viele Nosepokes ein
Versuchstier bei einem Besuch in einer getffneten Ecke durchschnittlich
durchfiihrte

,B8esuche in zuvor gedffneter Ecke [%]“, wie viel Prozent aller Besuche in
Ecken erfolgten in der nun geschlossenen, aber in der Phase zuvor
geodffneten Ecke

,Nosepokes pro Besuch in zuvor geoéffneter Ecke®, also wie viele
Nosepokes ein Versuchstier bei einem Besuch in der nun geschlossenen,
aber in der Phase zuvor gedffneten Ecke durchschnittlich durchfuhrte
,Besuche in Zucker-Ecke [%]“, wie viel Prozent aller Besuche in Ecken
erfolgten in der mit Zuckerwasserlésung bestlckten Ecke

,Besuche in ehemaliger Zucker-Ecke [%]“, wie viel Prozent aller Besuche
in Ecken erfolgten in der ehemaligen Zuckerecke, welche nun mit Wasser
besttckt ist

,Nosepokes pro Besuch®, also wie viele Nosepokes ein Versuchstier bei

einem Besuch in der Ecke durchschnittlich durchfiihrte
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3.1.2.1 R&umliches Lernen

Ziel dieser Versuchsphase war es, raumliches Lernen zu analysieren und
maogliche Unterschiede zwischen der Sham- und Trauma-Gruppe zu eruieren.
Der Zeitraum von 20.00 bis 21.00 Uhr stand dabei im Fokus.

Als Parameter fur rAumliches Lernen diente uns ,Richtige Besuche [%]“, sprich
der Anteil der Besuche in der gedffneten Ecke von allen Besuchen. An Tag 1, 2
und 3 zeigte sich kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen (,Richtige
Besuche [%]“ an Tag 1: 52.76 £ 5.257 in Sham gegenuber 53.56 + 4.677 in
Trauma, P=0,9104; an Tag 2: 53,88 * 6,223 in Sham gegeniber 60,28 + 2,877
in Trauma, P=0,3641, Welch-Test; an Tag 3: 59,75 + 6,089 in Sham gegenuber
72,66 = 3,326 in Trauma, P=0,0695, Abb. 13).
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Abbildung 13: Richtige Besuche [%]: Vergleich Sham und SHT-M&use an Tag 1, Tag 2 und
Tag 3 des Raumlichen Lernens

(oben links): Tag 1; (oben rechts): Tag 2; (unten): Tag 3; (Alle): Sham: n=13, SHT: n=14, n.s.
nicht signifikant Graphische Darstellung als Box Plot (Horizontale Linien: Median, + Mittelwert,
Boxen 25. und 75. Perzentile, Whiskers 10. und 90. Perzentile).

Als weiterer Parameter fir RAumliches Lernen diente ,Nosepokes pro Besuch in
geodffneter Ecke”. Dort wurde erfasst wie viele Nosepokes ein Versuchstier bei

einem Besuch in der gedffneten Ecke durchschnittlich durchfiihrte. Um Zugang
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zur Korrekten Ecke zu erlangen, war ein vorausgehender Nosepoke notwendig.
Bei einem Nosepoke in einer nicht zugewiesenen Ecke erfolgte kein Zugang zur
Wasserecke. Aus der Anzahl der Nosepokes bei einem Besuch leiteten wir die
Erwartungshaltung des Tieres ab, dass sich die Ture nach der erforderlichen
Aktion oOffnet.

An Tag 2 des Raumlichen Lernens zeigte sich, dass die Trauma- gegentber der
Sham Gruppe signifikant weniger Nosepokes pro Besuch in der gedffneten Ecke
ausfuhrte (Nosepokes pro Besuch in gedffneter Ecke: an Tag 2: 2,868 + 0,4543
in Sham gegeniber 1,815 £+ 0,1165 in Trauma, P=0,0427, Welch-Test, Abb. 14).

An Tag 1 und 3 war ein &hnlicher Trend zu beobachten. Der Unterschied
zwischen beiden Gruppen war allerdings nicht signifikant (Nosepokes pro
Besuch in gedffneter Ecke: an Tag 1: 3,122 + 0,2894 in Sham gegenuber 2,549
+0,1852 in Trauma, P=0,1030; Tag 3: 3,028 + 0,7198 in Sham gegeniiber 1,733
+0,1821 in Trauma, P=0,1048, Welch-Test, Abb. 14).
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Abbildung 14: Nosepokes pro Besuch in getffneter Ecke: Vergleich Sham und SHT-Mause
an Tag 1, Tag 2 und Tag 3 des Raumlichen Lernens

(oben links): Tag 1; (oben rechts): Tag 2; (unten): Tag 3; (Alle): Sham: n=13, SHT: n=14, n.s.
nicht signifikant, * P<0,05; Graphische Darstellung als Box Plot (Horizontale Linien: Median, +
Mittelwert, Boxen 25. und 75. Perzentile, Whiskers 10. und 90. Perzentile).
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Nachdem an Tag 2 ein Unterschied im Raumlichen Lernen entdeckt worden war,
ergab sich die Fragestellung inwieweit die Starke des Traumas mit den
beobachteten Veranderungen zusammenhangt. Hierzu wurde die Korrelation
zwischen NSS und ,Nosepokes pro Besuch in getffneter Ecke” analysiert. Dabei
zeigte sich eine signifikante negative Korrelation. Je grof3er somit die Starke des
Traumas war, umso weniger Nosepokes wurden fur die geoffnete Ecke
durchgefuhrt (Raumliches Lernen Tag 2: NSS und Nosepokes pro Besuch in
gedffneter Ecke: Korrelationskoeffizient r =-0,4055, P=0,0358, Spearman, Abb.
15).

Korrelation: NSS- Rauml. Lernen Tag 2
8
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N

Nosepokes pro Besuch
N

Abbildung 15: Rdumliches Lernen Tag 2: Korrelation von Nosepokes pro Besuch in
geodffneter Ecke und Neurological Severity Score (NSS)

Sham: n=13, SHT: n=14; rs = Spearman's rank Rho. Graphische Darstellung als Lineare
Regression Analyse.

3.1.2.2 Umlernen und kognitive Flexibilitat

Untersucht wurde in dieser Phase die Fahigkeit der Tiere sich auf eine neue
Situation in einem veranderten Versuchssetting einzustellen und die erlernten
Verhaltensweisen der ersten Versuchsphase auf eine neue Situation
anzuwenden. Dazu wurden die Parameter ,Besuche in zuvor gedffneter Ecke
[%]“, der Anteil der Besuche in der ehemals ged6ffneten und nun geschlossenen
Ecke an allen Besuchen, genutzt sowie der Parameter ,Richtige Besuche [%]".
Aulerdem wurde der Parameter ,Nosepokes pro Besuch in getffneter Ecke®
betrachtet. Analysiert wurde die Zeit zwischen 20.00 und 21.00 Uhr.

Dabei zeigte sich an Tag 1, dass die Traumtiere signifikant haufiger die
ehemalige geoffnete Ecke besuchten (Besuche in zuvor gedffneter Ecke [%]:
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Tagl: 21,03 £ 2,928 in Sham gegeniber 32,49 + 3,107 in Trauma, P=0,0130).
Dieser Effekt war an Tag 2 nicht mehr zu beobachten. Es zeigte sich kein
Unterschied zwischen den Gruppen (Besuche in zuvor getffneter Ecke [%]: Tag
2: 22,11 + 3,168 in Sham gegenuber 21,33 + 2,677 in Trauma, P=0,8521).
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Abbildung 16: Besuche in zuvor gedffneter Ecke [%]: Vergleich Sham und SHT-Mause an
Tag 1 und Tag 2 des Umlernens

(Links): Umlernen Tag 1; (Rechts): Umlernen Tag 2; (Beide): Sham: n=13, SHT: n=14, n.s. nicht
signifikant, * P<0,05; Graphische Darstellung als Box Plot (Horizontale Linien: Median, +
Mittelwert, Boxen 25. und 75. Perzentile, Whiskers 10. und 90. Perzentile).

Im Parameter ,Richtige Besuche [%] konnte jedoch an keinem der beiden Tage
ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen entdeckt werden
(Richtige Besuche [%]: Tag 1: 46,07 + 4,050 in Sham gegenuber 50,04 + 2,929
in Trauma, P=0,4294; Tag 2: 47,11 + 6,318 in Sham gegeniber 58,15 + 5,864 in
Trauma, P=0,2112).
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Abbildung 17: Richtige Besuche [%]: Vergleich Sham und SHT-Mause an Tag 1 und Tag 2
des Umlernens

(Links): Umlernen Tag 1; (Rechts): Umlernen Tag 2; (Beide): Sham: n=13, SHT: n=14, n.s. nicht
signifikant; Graphische Darstellung als Box Plot (Horizontale Linien: Median, + Mittelwert, Boxen
25. und 75. Perzentile, Whiskers 10. und 90. Perzentile).
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Fir den Parameter ,Nosepokes pro Besuch in getffneter Ecke® wiederum zeigte
sich sowohl an Tag 1 und 2 des Umlernens ein signifikanter Unterschied. Dabei
fuhrte die Trauma- gegeniber der Sham-Gruppe signifikant weniger Nosepokes
pro Besuch in der gedffneten Ecke aus (Nosepokes pro Besuch in getffneter
Ecke: an Tag 1: 3,274 £ 0,4213 in Sham gegentber 2,037 + 0,3784 in Trauma,
P=0,0390, Welch-Test; an Tag 2: 4,304 + 0,6440 in Sham gegeniber 2,587 +
0,4855 in Trauma, P=0,0447, Welch-Test, Abb. 18).
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Abbildung 18: Nosepokes pro Besuch in getffneter Ecke: Vergleich Sham und SHT-Mause
an Tag 1 und Tag 2 des Umlernens

(Links): Umlernen Tag 1; (Rechts): Umlernen Tag 2; (Beide): Sham: n=13, SHT: n=14; * P<0,05;
Graphische Darstellung als Box Plot (Horizontale Linien: Median, + Mittelwert, Boxen 25. und 75.
Perzentile, Whiskers 10. und 90. Perzentile).

Nachdem zwischen den beiden Gruppen ein Unterschied im Umlernen entdeckt
worden war, ergab sich die Fragestellung inwieweit die Starke des Traumas mit
den beobachteten Veranderungen zusammenhangt. Hierzu wurde fir Tag 1 die
Korrelation zwischen NSS und ,Besuche in zuvor gedffneter Ecke [%]“ analysiert.
Dabei zeigte sich eine positive Korrelation, welche jedoch knapp nicht mehr
signifikant war. Je groRer somit die Starke des Traumas war, umso haufiger
wurde die ehemalige Ecke besucht (Umlernen Tag 1: NSS und Besuche in zuvor
geoffneter Ecke [%]: Korrelationskoeffizient r =0,3519, P=0,0718, Spearman,
Abb. 19). Ebenso wurde fur Tag 1 und 2 die Korrelation zwischen NSS und
,Nosepokes pro Besuch in getffneter Ecke” berechnet. Dabei ergab sich fir
beide Tage eine signifikante negative Korrelation. Je hoher also die Starke des
Traumas war, umso weniger Nosepokes wurden fur die getffnete Ecke

ausgefuhrt (Umlernen Tag 1: NSS und Nosepokes pro Besuch in geoffneter

45



Ecke: Korrelationskoeffizient r =-0,4109, P=0,0332, Spearman; Umlernen Tag 2:
Korrelationskoeffizient r =-0,4763, P=0,0120, Spearman, Abb. 19).
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Abbildung 19: Umlernen Tag 1 und 2: Korrelation von Neurological Severity Score (NSS)
mit ,,Besuche in zuvor gedffneter Ecke [%]“ und ,,Nosepokes pro Besuch in gedffneter
Ecke®

(Oben): Umlernen Tag 1- Korrelation von Besuchen in zuvor gedffneter Ecke [%)] und Neurological
Severity Score (NSS); (Unten links): Umlernen Tag 1- Nosepokes pro Besuch in getffneter Ecke
und Neurological Severity Score (NSS); (Unten rechts): Umlernen Tag 2- Nosepokes pro Besuch
in gedffneter Ecke und Neurological Severity Score (NSS); (Alle): Sham: n=13, SHT: n=14; rs =
Spearman's rank Rho. Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse.

3.1.2.3 Episodisches Gedachtnis

Habituation
An Tag 1 dieser Phase wurde der Parameter ,Besuche in Zucker-Ecke [%]*
untersucht. Wahrend an Tag 2 der Parameter ,Besuche in ehemaliger Zucker-
Ecke [%]“ analysiert wurde. Ausgewertet wurde jeweils der Zeitraum 22-23 Uhr.
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An Tag 1 konnten keine Unterschiede zwischen Sham- und SHT-Tieren
beobachtet werden (Besuche in Zucker-Ecke [%]: Tagl: 64,57 + 6,422 in Sham
gegeniber 61,83 £ 7,602 in Trauma, P=0,7873).

Auch an Tag 2 ergaben sich keine Unterschiede im Besuchsverhalten der beiden
Gruppen (Besuche in ehemaliger Zucker-Ecke [%]: Tag 2: 62,99 + 5,038 in Sham
gegeniber 54,30 £ 5,546 in Trauma, P=0,2599).
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Abbildung 20: Habituation- Vergleich Sham und SHT-Méause an Tag 1 und Tag 2

(Links): Vergleich Besuche in Zucker-Ecke [%] Habituation Tag 1; (Rechts): Vergleich Besuche
in ehemaliger Zucker-Ecke [%] an Habituation Tag 2; (Alle): Sham: n=13, SHT: n=14, n.s. nicht
signifikant; Graphische Darstellung als Box Plot (Horizontale Linien: Median, + Mittelwert, Boxen
25. und 75. Perzentile, Whiskers 10. und 90. Perzentile).

Was-Wann-Wo

In dieser Phase wurden der Parameter ,Besuche in Zucker-Ecke [%]“ untersucht.

Analysiert wurde der Zeitraum von 20-21 Uhr.

In den beiden Gruppen zeigten sich keine Unterschiede im Besuchsverhalten
gegenuber der Zuckerecke (Besuche in Zucker-Ecke [%]: Tagl: 49,60 + 4,622 in
Sham gegenuber 52,45 *+ 6,097 in Trauma, P=0,7158; Tag 2: 58,16 * 5,684 in
Sham gegeniber 60,20 £ 2,818 in Trauma, P=0,7521, Welch-Test; Tag 3: 68,50
+ 4,140 in Sham gegenuber 70,88 + 5,054 in Trauma, P=0,7210; Tag 4: 58,97 +
8,784 in Sham gegeniber 69,44 + 6,721 in Trauma, P=0,3486, Abb. 21).
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Abbildung 21: Besuche in Zucker-Ecke [%)]: Vergleich von Sham und SHT-Tieren an Tag 1,
Tag 2, Tag 3 und Tag 4 der Was-Wann-Wo (WWW) Phase

(Links oben): WWW Tag 1; (Rechts oben): WWW Tag 2; (Links unten): WWW Tag 3; (Rechts
unten): WWW Tag 4; (Alle): Sham: n=13, SHT: n=14, n.s. nicht signifikant; Graphische
Darstellung als Box Plot (Horizontale Linien: Median, + Mittelwert, Boxen 25. und 75. Perzentile,
Whiskers 10. und 90. Perzentile).

Belohnungsentzug

Im Vordergrund der letzten Phase stand das Ersetzen der Zuckerwasserlésung
durch eine Wasserlosung. Untersucht werden sollte, ob die Versuchstiere eine
Bevorzugung zur ehemaligen Zuckerecke entwickelt hatten und wie lange diese
angehalten hatte. Dafur wurden der Parameter ,Besuche in ehemaliger Zucker-

Ecke [%]“ verwendet. Analysiert wurde der Zeitraum von 20-21 Uhr.

An Tag 1, 2 und 3 konnten keine Unterschiede zwischen den Gruppen in ihrem
Verhalten gegeniuber der ehemaligen Zuckerwasserecke detektiert werden
(Besuche in ehemaliger Zucker-Ecke [%]: Tag 1: 46,04 + 4,288 in Sham
gegenuber 44,66 £ 5,343 in TBI, P=0,8445; Tag 2: 39,91 + 5,376 in Sham
gegenuber 44,16 £ 6,517 in Trauma, P=0,6229; Tag 3: 41,46 £ 7,298 in Sham
gegenuber 32,92 + 5,696 in Trauma, P=0,3614).
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2 )

O 0]

S S

L L

g g

5 1004 o 1004 n.s.

,3 n.s. E‘

o . | o T I
g 504 =__= g 504

5 + 5 + T
S I S

c c

£ 1 £ —_ 1
5 0 T T S 0 T T
S Sham SHT 5 Sham SHT
7] )

o) )

m m

ungepaarter T-Test, zweiseitig, P=0,8445 ungepaarter T-Test, zweiseitig, P=0,6229
Belohnungsentzug Tag 3, 20-21 Uhr

1004 ——

504 f
L L
L]
——
0 T
Sham SHT

Besuche in ehemaliger Zuckerecke[%)]

ungepaarter T-Test, zweiseitig, P=0,3614

Abbildung 22: Besuche in ehemaliger Zucker-Ecke [%]: Vergleich von Sham und SHT-
Tieren an Tag 1, Tag 2 und Tag 3 des Belohnungsentzuges
(Links oben): Tag 1; (Rechts oben): Tag 2; (Unten): Tag 3; (Alle): Sham: n=13, SHT: n=14, n.s.
nicht signifikant; Graphische Darstellung als Box Plot (Horizontale Linien: Median, + Mittelwert,
Boxen 25. und 75. Perzentile, Whiskers 10. und 90. Perzentile).

3.1.24 Nosepokes pro Besuch

Als weiterer Parameter wurde die Anzahl der Nosepokes pro Besuch gemessen.
Um eine Offnung der Tur zu erreichen, ist ein vorangehender Nosepoke notig.

Der Parameter wurde Uber alle Phasen gemessen.

An Tag 1 und 2 des Raumlichen Lernens zeigte sich, dass die Trauma-
gegenuber der Sham Gruppe signifikant weniger Nosepokes ausflihrte
(Nosepokes pro Besuch: an Tag 1: 3,293 £ 0,3620 in Sham gegenuber 2,360 *
0,1480 in Trauma, P=0,0306, Welch-Test; Tag 2: 2,774 + 0,3449 in Sham
gegeniber 1,691 + 0,1305 in Trauma, P=0,0102, Welch-Test, Abb. 23). An Tag

3 zeichnete sich ein ahnlicher Trend ab, der knapp nicht mehr signifikant war
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(Nosepokes pro Besuch: an Tag 3: 2,922 + 0,6505 in Sham gegentber 1,634 +
0,1386 in Trauma, P=0,0748, Welch-Test, Abb. 23).
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Abbildung 23: Nosepokes pro Besuch: Vergleich von Sham und SHT-Tieren an Tag 1, Tag
2 und Tag 3 des Raumlichen Lernens

(Links oben): Tag 1; (Rechts oben): Tag 2; (Unten): Tag 3; (Alle): Sham: n=13, SHT: n=14; *
P<0,05; Graphische Darstellung als Box Plot (Horizontale Linien: Median, + Mittelwert, Boxen 25.
und 75. Perzentile, Whiskers 10. und 90. Perzentile).

Auch in der zweiten Phase zeigte sich an Tag 1 ein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen. Die SHT-Tiere fiihrten gegentber den Sham-
Tieren signifikant weniger Nosepokes aus (Nosepokes pro Besuch: Tag 1: 3,052
+ 0,3384 in Sham gegenuber 2,129 + 0,2478 in Trauma, P=0,0355). An Tag 2
war ein &hnlicher Trend zu beobachten. Der Unterschied zwischen beiden
Gruppen war allerdings nicht signifikant (Nosepokes pro Besuch: Tag 2: 3,194 +
0,3584 in Sham gegenuber 2,281 + 0,4293 in Trauma, P=0,1181).
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Umlernen Tag 1, 20-21Uhr Umlernen Tag 2, 20-21Uhr
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Abbildung 24: Nosepokes pro Besuch: Vergleich von Sham und SHT-Tieren an Tag 1 und
Tag 2 des Umlernens

(Links): Tag 1; (Rechts): Tag 2; (Alle): Sham: n=13, SHT: n=14; n.s. nicht signifikant, * P<0,05;
Graphische Darstellung als Box Plot (Horizontale Linien: Median, + Mittelwert, Boxen 25. und 75.
Perzentile, Whiskers 10. und 90. Perzentile).

In  den nachfolgenden Phasen Habituation, Was-Wann-Wo und
Belohnungsentzug konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
festgestellt werden (Nosepokes pro Besuch: Habituation-Tag 1: 2,236 = 0,2037
in Sham gegenuiber 2,278 + 0,1744 in Trauma, P=0,8774; Habituation Tag 2:
2,590 £ 0,1764 in Sham gegenuber 2,203 £ 0,1412 in Trauma, P=0,0965, Abb.
25; Was-Wann-Wo Tag 1: 2,102 £ 0,1855 in Sham gegenuber 1,961 + 0,1630 in
Trauma, P=0,5713; Was-Wann-Wo Tag 2: 2,155 £ 0,2098 in Sham gegenuber
2,378 £ 0,1423 in Trauma, P=0,3814; Was-Wann-Wo Tag 3: 1,781 + 0,1608 in
Sham gegentber 2,247 * 0,2735 in Trauma, P=0,1622, Abb. 26;
Belohnungsentzug Tag 1: 2,180 + 0,1855 in Sham gegeniber 2,145 + 0,1818 in
Trauma, P=0,8952; Belohnungsentzug Tag 2: 3,133 + 0,8461 in Sham
gegeniber 2,010 + 0,1835 in Trauma, P=0,2172, Welch-Test; Belohnungsentzug
Tag 3: 2,236 £ 0,2498 in Sham gegenlber 1,909 £ 0,2624 in Trauma, P=0,3767,
Abb. 27).

Lediglich an Tag 4 in der Was-Wann-Wo Phase zeigte sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Die SHT-Tiere fihrten, wie in den
ersten beiden Phasen, gegeniuber den Sham-Tieren weniger Nosepokes aus
(Nosepokes pro Besuch: an Tag 4: 2,539 + 0,3530 in Sham gegentber 1,670 +
0,1535 in Trauma, P=0,0383, Welch-Test, Abb. 26).
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Habituation Tag 1, 22-23 Uhr Habituation Tag 2, 22-23 Uhr
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Abbildung 25: Nosepokes pro Besuch: Vergleich von Sham und SHT-Tieren an Tag 1 und
Tag 2 der Habituation

(Links): Tag 1; (Rechts): Tag 2; (Alle): Sham: n=13, SHT: n=14; n.s. nicht signifikant; Graphische
Darstellung als Box Plot (Horizontale Linien: Median, + Mittelwert, Boxen 25. und 75. Perzentile,
Whiskers 10. und 90. Perzentile).
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Abbildung 26: Nosepokes pro Besuch: Vergleich von Sham und SHT-Tieren an Tag 1, Tag
2. Tag 3 und Tag 4 der Was-Wann-Wo (WWW) Phase

(Links oben): WWW Tag 1; (Rechts oben): WWW Tag 2; (Links unten): WWW Tag 3; (Rechts
unten): WWW Tag 4; (Alle): Sham: n=13, SHT: n=14, n.s. nicht signifikant; * P<0,05; Graphische
Darstellung als Box Plot (Horizontale Linien: Median, + Mittelwert, Boxen 25. und 75. Perzentile,
Whiskers 10. und 90. Perzentile).
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Abbildung 27: Nosepokes pro Besuch: Vergleich von Sham und SHT-Tieren an Tag 1, Tag
2 und Tag 3 des Belohnungsentzuges

(Links oben): Tag 1; (Rechts oben): Tag 2; (Unten): Tag 3; (Alle): Sham: n=13, SHT: n=14, n.s.
nicht signifikant; Graphische Darstellung als Box Plot (Horizontale Linien: Median, + Mittelwert,
Boxen 25. und 75. Perzentile, Whiskers 10. und 90. Perzentile).

Daraus ergibt sich die Fragestellung, wie dieser Unterschied in den
durchgeflihrten Nosepokes zu interpretieren ist. Daher wird im Folgenden die

Einbettung der Nosepokes in das Experiment noch einmal kurz erlautert:

Um an die Trinkflaschen in den Ecken des IntelliCage zu gelangen, mussten die
Tiere einen Nosepoke ausfihren. Die verschlossene Tur 6ffnete sich im
Anschluss an einen Nosepoke nur, wenn das Versuchstier die ihr tber den
Transponder zugewiesene Ecke aufgesucht hatte. Bei einem Besuch in der
korrekten Ecke offnete sich also die Tur, wahrend sie bei einem Nosepoke in
einer der Ubrigen Ecken verschlossen blieb. Um eine Tur zu 6ffnen, ist somit
theoretisch nur ein einziger Nosepoke notig. Die Versuchstiere fiihrten jedoch im
Schnitt deutlich mehr Nosepokes aus.
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Dieses Phanomen lasst sich mit Hilfe des Prinzips der Intermittierenden
Verstarkung aus dem Bereich der Operanten Konditionierung erklaren (Myers
2014): Die Intermittierende Verstarkung wird in variable und feste Quotenpléane
untergliedert. Bei variablen Quotenplanen, wie beispielsweise Gliicksspiel oder
Angeln, erfolgt die Belohnung nach einer unvorhersehbaren Anzahl von
Reaktionen, wahrend bei festen Quotenplanen die Belohnung voraussehbar ist.
Im direkten Vergleich von variablen und festen Quotenplanen fihrt eine variable
Belohnung zu einer ausdauernderen Reaktion (Myers 2014). Wendet man dieses
Konzept auf den Rahmen des IntelliCage an, stellt die Intermittierende Variable
Verstarkung eine Erklarung fur die erhéhte Anzahl der Nosepokes bei Sham-
Tieren dar. In den anfanglichen Phasen ,Raumliches Lernen® und ,Umlernen®
erfolgten 48,09% aller Besuch in geschlossenen Ecken. Fast jeder zweite
Besuch stellte einen Fehlbesuch dar, bei welchem eine Belohnung ausblieb. Fur
die Tiere entstand so der subjektive Eindruck eines unregelméaRigen
Verstarkungsplans, was zu einer Verstarkung der Reaktionen (Nosepokes)
fuhrte. In den spateren Phasen ,Habituation, ,Was, Wann Wo“ und
,Belohnungsentzug“ war der Anteil der Besuche in geschlossenen Ecken mit
28,46% signifikant geringer (Besuche in geschlossenen Ecken [%)]: 48,09 + 3,695
in ,Raumliches Lernen® und ,Umlernen“ gegeniiber 28,46 + 2,315 in ,Habituation*
und ,Was, Wann, Wo* sowie ,Belohnungsentzug®, P=0,0001, gepaarter T-Test).
In diesen Phasen waren die Tiere mit dem Setting besser vertraut und nahmen
ein regelmaRiges Verstarkungsmuster wahr. Dies spiegelte sich auch in der
Anzahl an Nosepokes wider, welche in diesen Phasen deutlich niedriger lag
(Nosepokes pro Besuch: 3,047+ 0,2545 in ,Raumliches Lernen“ und ,Umlernen®
gegenuber 2,328 + 0,1652 in ,Habituation* und ,Was, Wann, Wo“ sowie
,Belohnungsentzug®, P=0,0287, gepaarter T-Test).

Bei den SHT-Tieren zeigte sich hingegen Uber alle Phasen verteilt eine nahezu
konstante Anzahl an Nosepokes pro Besuch (Nosepokes pro Besuch: 2,179+
0,1304 in ,Raumliches Lernen® und ,Umlernen® gegentber 2,144 + 0,09244 in
,2Habituation® und ,Was, Wann, Wo" sowie ,Belohnungsentzug“, P=0,8427,

gepaarter T-Test).
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Dieser Zusammenhang aus Besuchen in geschlossenen Ecken und der Anzahl
an Nosepokes pro Besuch wurde tber alle Phasen hinweg sowohl fur die Sham
als auch fur die SHT-Tiere néher analysiert. Dabei zeigte sich bei den Sham-
Mausen eine signifikante und stark positive Korrelation. Je héher also der Anteil
an Fehlbesuchen war, umso hoher fiel auch die Anzahl an Nosepokes pro
Besuch aus (Besuche in geschlossenen Ecken [%] und Nosepokes pro Besuch:
Korrelationskoeffizient r=0,6521, P=0,0115, Pearson, Abb. 29). Bei den SHT-
Mausen zeigte sich hingegen keine Korrelation (Besuche in geschlossenen
Ecken [%] und Nosepokes pro Besuch: Korrelationskoeffizient r=0,05503,
P=0,8518, Pearson, Abb. 29). Der ausbleibende Reaktionsanstieg in der SHT-
Gruppe im Rahmen eines variablen Belohnungsmusters stellt somit ein

abnormales Verhaltensmuster dar.
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Abbildung 28: Zeitlicher Verlauf: Nosepokes pro Besuch und Besuche in geschlossenen
Ecken

(Links): graphische Darstellung der Nosepokes pro Besuch Uber alle Phasen des IntelliCage fir
Sham- und SHT Gruppe als Balkendiagramm; (Rechts): graphische Darstellung der Besuche in
geschlossenen Ecken [%] Uber alle Phasen des IntelliCage fur Sham- und SHT Gruppe als
Balkendiagramm; (Alle): gestrichelte Linie Ubergang von einer zu zwei zuganglichen
Konditionierungsecken; RL: Raumliches Lernen, UL: Umlernen, Hab: Habituation, WWW: Was-
Wann-Wo, BE: Belohnungsentzug.
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Abbildung 29: Nosepokes Pro Besuch mit Besuchen in geschlossener Ecke im Mittelwert
Uber alle Phasen des IntelliCage fir Sham- und SHT-Gruppe

(Links): Korrelation in der Sham-Gruppe von Nosepokes pro Besuch mit der Anzahl an Besuchen
in der geschlossenen Ecke; (Rechts): Korrelation in der SHT-Gruppe von Nosepokes pro Besuch
mit der Anzahl an Besuchen in der geschlossenen Ecke; (Alle): e= Versuchstag im IntelliCage
z.B. Raumliches Lernen Tag 1 mit Mittelwert der durchgefiihrten ,Besuche in geschlossener Ecke
[%]" und ,Nosepokes pro Besuch® an diesem Tag, n=14; r= Korrelationskoeffizient nach Pearson.
Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse.

Weitergehend wurde der Fragestellung nachgegangen, inwieweit die Starke des
Traumas mit diesen beobachteten Verhaltensweisen korreliert. Hierzu wurde die
Korrelation zwischen NSS und Anzahl der Nosepokes pro Besuch analysiert.
Dabei konnte an Tag 1 und Tag 3 des Raumlichen Lernens, sowie an Tag 1 des
Umlernens der Trend einer schwachen negativen Korrelation beobachtet
werden, welcher jedoch nicht signifikant war (Raumliches Lernen Tag 1: NSS
und Nosepokes pro Besuch: Korrelationskoeffizient r =-0,3159, P= 0,1085,
Spearman; R&aumliches Lernen Tag 3: NSS und Nosepokes pro Besuch:
Korrelationskoeffizient r =-0,2977, P=0,1315, Spearman; Umlernen Tag 1: NSS
und Nosepokes pro Besuch: Korrelationskoeffizient r=-0,3284, P= 0,0945,
Spearman; Abb. 30).

An Tag 2 des Raumlichen Lernens und Tag 2 des Umlernens konnte jedoch eine
signifikante negative Korrelation des NSS mit der Anzahl der Nosepokes pro
Besuch beobachtet werden. Je hoher also die Stéarke des Traumas war, umso
weniger Nosepokes wurden pro Besuch ausgefuhrt (Raumliches Lernen Tag 2:
NSS und Nosepokes pro Besuch: Korrelationskoeffizient r =-0,5164, P=0,0058,
Spearman; Umlernen Tag 2: NSS wund Nosepokes pro Besuch:
Korrelationskoeffizient r=-0,4751, P=0,0123, Spearman; Abb. 30).
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Abbildung 30: Korrelation Nosepokes pro Besuch und Neurological Severity Score (NSS)
fur Tag 1, 2 und 3 des rdumlichen Lernens sowie Tag 1 und 2 des Umlernens

(Oben links): Raumliches Lernen Tag 1; (Oben mittig): Raumliches Lernen Tag 2; (Oben rechts):
Raumliches Lernen Tag 3; (Unten links): Umlernen Tag 1; (Unten rechts): Umlernen Tag 2; (Alle):
Sham: n=13, SHT: n=14; rs = Spearman's rank Rho. Graphische Darstellung als Lineare
Regression Analyse.

3.1.3 Open Field

Ziel des Open Field Test war es die allgemeine Lokomotion der Sham- und SHT-
Tiere zu vergleichen. Analysiert wurden hierzu die Parameter zuriickgelegte
Strecke und Geschwindigkeit.

Zwischen den beiden Gruppen lie sich ein signifikanter Unterschied
nachweisen. Die Trauma-Gruppe legte eine grol3ere Strecke bei einer héheren
Geschwindigkeit zuriick (zuriickgelegte Strecke in cm: 966.0 = 67.29 in Sham
gegeniuber 1200 + 79.66 in TBI, P=0,0399; Geschwindigkeit in cm/s: 3.220 +
0.2243 in Sham gegeniber 4.000 £ 0.2655 in TBI; Abb. 31). Damit zeigte sich in

Woche 6 p. T. erstmals ein hyperaktives Verhaltensmuster der Trauma-Gruppe.
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Abbildung 31: Open Field: Vergleich von Sham und SHT-Tieren

(Links): Vergleich der zurtickgelegten Strecke in cm; (Rechts): Vergleich der Geschwindigkeit in
cm/s; (Alle): Sham: n=13, SHT: n=17, * P<0,05; Graphische Darstellung als Box Plot (Horizontale
Linien: Median, + Mittelwert, Boxen 25. und 75. Perzentile, Whiskers 10. und 90. Perzentile).

ungepaarter T-Test, zweiseitig, P=0,0399

Im nachsten Schritt wurde untersucht, inwieweit dieses hyperaktive
Verhaltensmuster mit der Starke des Traumas korreliert. Herzu wurden die
beiden Parameter zuriickgelegte Strecke und Geschwindigkeit zusammen mit
dem NSS analysiert. Daraus ergab sich fir beide Parameter eine signifikante
positive Korrelation mit dem NSS. Je grol3er die Starke des Traumas war, umso
mehr neigten die Tiere zu hyperaktiven Verhaltensmustern (NSS und
zurlckgelegte Strecke in cm: Korrelationskoeffizient r=0,4134, P=0,0232,
Spearman; NSS und Geschwindigkeit in cm/s: Korrelationskoeffizient r=0,4134,

P=0,0232, Spearman; Abb. 32).

Korrelation: NSS-Strecke Korrelation: NSS-Geschwindigkeit
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Abbildung 32: Open Field: Korrelation Hyperaktives Verhalten mit Neurological Severity
Score (NSS)

(Links): Korrelation des NSS mit der zurtickgelegten Strecke in cm; (Rechts): Korrelation des NSS
mit der Geschwindigkeit in cm/s; (Alle): Sham: n=13, SHT: n=17; rs = Spearman's rank Rho.
Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse.
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3.1.4 Elevated Plus Maze

Der Elevated Plus Maze Test wurde eingesetzt, um Unterschiede im
Angstverhalten zwischen beiden Gruppen zu detektieren. Hierbei wurden die in
den offenen Armen verbrachte Zeit, sowie die Haufigkeit, mit welcher die offenen
Arme betreten wurden, gemessen und ins Verhaltnis zur gesamten Zeit in allen

Armen beziehungsweise das Betreten aller Arme gesetzt.

Zwischen der Sham und der Trauma Gruppe zeigte sich kein signifikanter
Unterschied im Angstverhalten in beiden Parametern (Zeit in offenen
Armen/insgesamte Zeit in %: 10,24 + 2,726 in Sham gegenuber 8,737 + 1,855 in
Trauma, P=0,6405; Betreten offener Arme/ Betreten aller Arme in %: 36,03 +
2,877 in Sham-Tieren gegeniber 37,28 + 2,983 in Trauma, P=0,7699; Abb. 33).
Beide Gruppen zeigten also das gleiche Vermeidungsverhalten gegentber den

offenen Armen.
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Abbildung 33: Elevated Plus Maze: Vergleich von Sham und SHT-Tieren

(Links): Vergleich der in offenen Armen verbachten Zeit anteilig an der insgesamten Zeit in %;
Rechts): Vergleich des Betretens offener Arme anteilig am Betreten aller Arme in % Alle): (Alle):
Sham: n=13, SHT: n=17, n.s. nicht signifikant; Graphische Darstellung als Box Plot (Horizontale
Linien: Median, + Mittelwert, Boxen 25. und 75. Perzentile, Whiskers 10. und 90. Perzentile).

Ausgewertet wurde darUber hinaus als Parameter der generellen Aktivitat die
zurtickgelegte Strecke, sowie die Geschwindigkeit der Tiere wahrend des

Versuchs. Die Trauma-Gruppe wies ein signifikant aktiveres Verhalten auf,
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sowohl die Geschwindigkeit als auch die zurlickgelegte Strecke betreffend
(Geschwindigkeit in cm/s: 4,834 + 0,3255 in Sham gegenuber 8,137 + 1,298
Trauma, P=0,0245, Welch-Test; zurtickgelegte Strecke in cm: 1362 £ 93,50 in
Sham gegeniber 2299 + 368,6 in Trauma, P=0,0241, Welch-Test; Abb. 34).

In Woche 7 p. T. wurde somit erneut ein hyperaktives Verhaltensmuster
nachgewiesen.
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Abbildung 34: Elevated Plus Maze: Vergleich von Sham und SHT-Tieren

(Links): Vergleich der zurtickgelegten Strecke in cm; (Rechts): Vergleich der Geschwindigkeit in
cm/s; (Alle): Sham: n=13, SHT: n=17, * P<0,05; Graphische Darstellung als Box Plot (Horizontale
Linien: Median, + Mittelwert, Boxen 25. und 75. Perzentile, Whiskers 10. und 90. Perzentile).

Nachfolgend wurde untersucht, inwieweit auch dieses hyperaktive Verhalten mit
der Starke des Traumas korreliert. Dazu erfolgte eine Analyse der Parameter
Geschwindigkeit, zurtickgelegte Strecke und NSS. Hierbei zeigte sich fur beide
Parameter eine schwache positive Korrelation mit dem Neurological Severity
Score, welche jedoch knapp nicht mehr signifikant war (NSS und zurtickgelegte
Strecke in cm: Korrelationskoeffizient r=0,3301, P=0,0749, Spearman; NSS und
Geschwindigkeit in cm/s: Korrelationskoeffizient r=0,3040, P=0,1024, Spearman,
Abb. 35).
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Abbildung 35: Elevated Plus Maze: Korrelation Hyperaktives Verhalten mit Neurological
Severity Score (NSS)

(Links): Korrelation des NSS mit der zurlickgelegten Strecke in cm; (Rechts): Korrelation des NSS
mit der Geschwindigkeit in cm/s; (Alle): Sham: n=13, SHT: n=17; rs = Spearman's rank Rho.
Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse.

3.2  Zellulare Veranderungen

Um die zellularen Veranderungen nach Schadel-Hirn Trauma zu
charakterisieren, wurden histologische Farbungen im Hinblick auf strukturelle
Prozesse, wie axonale Schadigung, Demyelinisierung und chronische Blutung
durchgefiuhrt. Des Weiteren erfolgte eine Untersuchung neuroinflammatorischer
Prozesse im Sinne einer Astrozytose, einer Infiltration von Mikroglia und

Monozyten sowie einer Einwanderung von B-Zellen.

Hierbei wurden zum einen die lokalen Veranderungen im Bereich der Lasion und
zum anderen generalisierte Veranderungen im Bereich des gesamten Cortex
untersucht. Darlber hinaus lag ein weiterer Fokus unserer Analyse auf der
Region des Hippocampus, welcher eine zentrale Rolle in Lernprozessen spielt
und daher im Hinblick auf kognitive Lerndefizite von besonderem Interesse ist.

3.2.1 Im Bereich der Lasion

Zur Untersuchung lokaler Prozesse wurden Farbungen mit GFAP, Ibal und
Berliner Blau an Kohorte 1 und Berliner Blau, Red Oil O und Luxol Fast Blue an
Kohorte 2 durchgefuhrt. Die Region of Interest (ROI) lag auf der rechten
Gehirnhemisphéare im Bereich der durch das SHT gesetzten Lasion bzw. in einer
entsprechenden Region des Cortex der Sham Gruppe. Die Aufnahmen
entstanden in zehnfacher Vergré3erung am Lichtmikroskop. Daraus ergab sich

eine GrofRe der ROI von 1,28mm x 0,96mm.
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= 0,1mm
Abbildung 36: Ubersichtsaufnahmen von GFAP, Ibal und Berliner Blau mit ROl im Bereich
der Lasion

(A): GFAP; (B) Ibal; (C): Berliner Blau; (Alle): (Links) Ubersichtsaufnahme mit MaRRstab 1mm und
ROI als Rechteckmarkierung; (Rechts): ROI-Aufnahme mit MaRRstab 0,1 mm.
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Abbildung 37: Ubersichtsaufnahmen von Berliner Blau, Red Oil O und Luxol Fast Blue mit
ROI im Bereich der Lasion

(A): Berliner Blau; (B): Red Oil O; (C) Luxol Fast Blue; (Alle): (Links) Ubersichtsaufnahme mit
MaRstab 1mm und ROI als Rechteckmarkierung; (Rechts): ROI-Aufnahme mit MaRRstab 0,1mm.

3.2.1.1 GFAP+ Zellen

Die Trauma-Gruppe (n=7) wies im Bereich der Lasion eine signifikant héhere
Anzahl GFAP+Zellen auf als die Sham Gruppe (n=6) im Bereich des intakten
Cortex (Anzahl GFAP+ Zellen: 79,83 + 2,676 in Sham gegenuber 246,3 + 34,19
in Trauma, P=0,0028, Welch-Test, Abb. 39). Es sind also 3 Monate nach Trauma

eine reaktive astrogliotische Prozesse im Defektareal zu beobachten.

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob eine Korrelation zwischen der Stéarke
des Traumas und der astrogliotischen Veranderungen zu beobachten ist. Dabei
zeigte sich eine signifikante und starke positive Korrelation zwischen den beiden

Parametern. Je starker das initiale Trauma war, umso mehr Astrozyten konnten
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im Bereich der Lasion entdeckt werden (NSS und Anzahl GFAP+ Zellen:
Korrelationskoeffizient r=0,7739, P=0,0019, Spearman, Abb. 39).

SHT

o

Abbildung 38: Photografische Darstellung der Region of Interest in Sham und SHT
(Links): Sham (Rechts) SHT; (Alle): MaRstab 0,1mm.
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Abbildung 39: Graphen zur statistischen Auswertung von GFAP im Bereich der Lasion

(Links): Vergleich der Anzahl an Astrozyten im Bereich der Lasion in der Sham und SHT-Gruppe;
** P<0,01; Graphische Darstellung als Box Plot (Horizontale Linien: Median, + Mittelwert, Boxen
25. und 75. Perzentile, Whiskers 10. und 90. Perzentile); (Rechts): Korrelation der Anzahl an
Astrozyten im Bereich der Lasion mit dem Neurological Severity Score (NSS) rs = Spearman's
rank Rho. Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse; (Alle): Sham: n=6, SHT: n=7.

3.2.1.2 Ibal+ Zellen

Neben der Astrozytenreaktion wurde auch nach einer vermehrten lokalen
Infiltration von Mikroglia und Monozyten gesucht. In der durchgefiihrten Ibal-
Farbung zeigte sich in den SHT-Tieren eine signifikant erhéhte Anzahl von Ibal+
Zellen im Bereich der Lasion (Anzahl lbal+ Zellen: 148,3 = 5,327 in Sham
gegenuber 187,9 £ 8,224 in Trauma, P= 0,0026, Abb. 41). Im Defektareal konnte
somit 3 Monate nach Trauma eine vermehrte Infiltration mit Ibal+ Mikroglia und

Monozyten festgestellt werden.
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Daraus ergab sich die Fragestellung, inwieweit die Mikrogliainfiltration mit der
Starke des Traumas korreliert. Hierfir wurde die Anzahl der Ibal+ Zellen und der
NSS analysiert. Es zeigte sich der Trend einer positiven Korrelation, welcher
jedoch nicht signifikant war (NSS und Anzahl Ibal+ Zellen:
Korrelationskoeffizient r=0,4783, P=0,0983, Spearman, Abb. 41).
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Abbildung 40: Photographische Darstellung der Region of Interest in Sham und SHT
(Links): Sham (Rechts) SHT; (Alle): MaRRstab 0,1mm.
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Abbildung 41: Graphen zur statistischen Auswertung von Ibal im Bereich der L&asion
(Links): Vergleich der Mikroglia- und Monozyten Infiltration im Bereich der Lasion in der Sham
und SHT-Gruppe; ** P<0,01; Graphische Darstellung als Box Plot (Horizontale Linien: Median, +
Mittelwert, Boxen 25. und 75. Perzentile, Whiskers 10. und 90. Perzentile); (Rechts): Korrelation
der Mikroglia- und Monozyten Infiltration im Bereich der Lasion mit dem Neurological Severity
Score (NSS) rs = Spearman’s rank Rho. Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse;
(Alle): Sham: n=6, SHT: n=7.

3.2.1.3 Siderophagen

Mittels Berliner Blau Farbung konnten eisenhaltige Zellen im Gehirn
nachgewiesen werden. Die Farbung wurde sowohl in Kohorte 1 (n=13: Sham
n=6, Trauma n= 7) als auch Kohorte 2 (n=9: Sham n=4; Trauma n=5)
durchgefuhrt. Im Bereich des Gewebedefektes zeigte sich in beiden Kohorten
eine signifikante Erhéhung eisenhaltiger Zellen im Bereich der Lasion (Anzahl

eisenhaltiger Zellen: Kohorte 1: 0,00 £ 0,00 in Sham gegenuber 20,57 £ 12,99 in

65



Trauma, P=0,0210, Fisher’s Exact Test, Abb. 43; Kohorte 2: 0,00 + 0,00 in Sham
gegenuber 62,00 + 16,12 in Trauma, P=0,0079, Fisher’s Exact Test, Abb. 46).
Dabei durfte es sich am ehesten um Siderophagen, Makrophagen, welche
eisenhaltige Partikel phagozytieren, handeln. Diese Anwesenheit von

Siderophagen 3 Monate nach Trauma deutet auf stattgehabte Blutungen hin.

Daraus ergab sich die Fragestellung, inwieweit die Anzahl der Siderophagen mit
der Starke des Traumas korreliert. Dazu wurde der Parameter mit dem NSS
analysiert. Hierbei zeigte sich eine signifikante und stark positive Korrelation. Je
groBer die Starke des Traumas umso mehr Siderophagen konnten
nachgewiesen werden (NSS und Anzahl eisenhaltiger Zellen: Kohortel:
Korrelationskoeffizient r=0,7089, P=0,0067, Spearman, Abb. 43; Kohorte 2:
Korrelationskoeffizient r=0,9266, P=0,0007, Spearman, Abb. 47).
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Abbildung 42: Photographische Darstellung der Region of Interest in Sham und SHT
(Links): Sham (Rechts) SHT; (Alle): MaRRstab 0,1mm.
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Abbildung 43: Graphen zur statistischen Auswertung von Siderophagen im Bereich der
Lasion

(Links): Vergleich der Anzahl an Siderophagen im Bereich der L&sion in der Sham und SHT-
Gruppe; ** P<0,01; Graphische Darstellung als Box Plot (Horizontale Linien: Median, + Mittelwert,
Boxen 25. und 75. Perzentile, Whiskers 10. und 90. Perzentile); (Rechts): Korrelation der Anzahl
an Siderophagen im Bereich der Lasion mit dem Neurological Severity Score (NSS) rs =
Spearman's rank Rho. Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse; (Alle): Sham:
n=6, SHT: n=7.
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3.21.4 Red Oil O

Red Oil O ist ein fettloslicher Farbstoff zum Anfarben von Triglyzeriden und
Lipiden, welcher zum Nachweis von demyelinisierenden Prozessen eingesetzt
wurde. Abbauprodukte der Myelinscheiden wurden dabei erfasst, intaktes Myelin
jedoch nicht. Im Bereich der Lasion konnten in 5 von 5 Mausen der Trauma-
Gruppe Lipid Droplets nachgewiesen werden, in der Sham-Gruppe in keiner der
4 Mause (Lipid Droplets: 0,00 + 0,00 in Sham gegeniber 35,00 £ 16,27 in
Trauma, P=0,0079, Fisher’s Exact Test, Abb. 46). Diese Ergebnisse deuten auf
eine stattgefundene Demyelinisierung hin drei Monate nach Trauma.

Weitergehend wurde analysiert, inwieweit die Starke des Traumas mit der Anzahl
an Lipid Droplets zusammenhangt. Dabei ergab sich eine signifikante und stark
positive Korrelation (NSS und Lipid Droplets: Korrelationskoeffizient r=0,8257,
P=0,0083, Spearman, Abb. 47).

3.2.15 Luxol Fast Blue

Luxol Fast Blue farbt Myelin an und wurde zum Nachweis von Demyelinisierung
angewendet. In 4 von 5 Mausen der Trauma-Gruppe konnte eine Abblasung des
Myelins im Bereich der Lasion festgestellt werden, was auf einen stattgehabten
Prozess der Demyelinisierung hindeutet. Diese Beobachtung konnte in keiner der
Sham-Mause gemacht werden (Demyelinisierung: 0 von 4 Mausen in Sham

gegenuber 4 von 5 Mausen in Trauma, P=0,0476, Fisher’s Exact Test, Abb. 46).
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Abbildung 44: Photographische Darstellung der Region of Interest in Sham
(Links): Berliner Blau; (Mitte): Red Oil O; (Rechts) Luxol Fast Blue; (Alle): Mal3stab 0,1mm.
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Abbildung 45: Photographische Darstellung der Region of Interest in SHT
(Links): Berliner Blau; (Mitte): Red Qil O; (Rechts) Luxol Fast Blue; (Alle): MaRstab 0,1mm.
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Abbildung 46: Vergleich von Siderophagen, Lipid Droplets und Demyelinisierung im
Bereich der Lasion in Sham und SHT-Gruppe

(Links): Vergleich der Anzahl an Siderophagen im Bereich der Lasion in der Sham und SHT-
Gruppe; (Mitte): Vergleich der Anzahl an Lipid Droplets im Bereich der L&sion in der Sham und
SHT-Gruppe; (Links und Mitte): ** P<0,01; Graphische Darstellung als Box Plot (Horizontale
Linien: Median, + Mittelwert, Boxen 25. und 75. Perzentile, Whiskers 10. und 90. Perzentile);
(Rechts): Vergleich von Demyelinisierung im Bereich der Lasion in der Sham und SHT-Gruppe; *
P<0,05; Graphische Darstellung als Contingency Graph mit Balkendarstellung; Schwarz:
Nachweis Demyelinisierung, Weil3: keine Demyelinisierung nachweil3bar; (Alle): Sham: n=4, SHT:

n=5.
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Abbildung 47: Korrelation von Siderophagen und Lipid Droplets im Bereich der L&sion mit
dem Neurological Severity Score (NSS)

(Links): Korrelation der Anzahl an Siderophagen mit dem NSS; (Rechts): Korrelation der Anzahl
an Lipid Droplets mit dem NSS; (Alle): rs = Spearman’s rank Rho. Graphische Darstellung als
Lineare Regression Analyse; (Alle): Sham: n=6, SHT: n=7.

3.2.2 Im Cortex

Neben lokalen zellularen Prozessen wurde ebenfalls nach generalisierten
Veranderungen im gesamten Cortex gesucht. Hierzu erfolgten Farbungen in
Kohorte 1 (n=13: Sham n=6, Trauma n=7) mit SMI 32, zum Nachweis axonale
Schadigung, mit GFAP zur Erfassung von Astrozytose und Ibal zur
Untersuchung von Mikroglia und Monozyten. In Kohorte 2 (n=9: Sham n=4;
Trauma n=5) wurde mit CD19 aufl3erdem nach einer moglichen B-Zell-Infiltration

gesucht.
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Abbildung 48: Ubersichtsaufnahmen von SMI 32, GFAP und Ibal mit ROl im Bereich der
Lasion

(A): SMI 32; (B) GFAP; (C): Ibal; (Alle): (Links) Ubersichtsaufnahme mit MaBstab 1mm und ROI
als Rechteckmarkierung; (Rechts): ROI-Aufnahme mit Ma3stab 50um bzw. 0,1 mm.

3.2.2.1 SMI 32+ Axone
Die ROI lag knapp oberhalb des Corpus Callosums und Cingulum Bindels im
Bereich des somatomotorischen Areals des Isocortex. Die Aufnahmen

entstanden in vierzigfacher VergrofRerung am Lichtmikroskop. Daraus ergab sich
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eine GroRe der ROI von 0,32mm x 0,24mm. Axonale Schadigung wurde
quantifiziert durch die Anzahl an Axonen, welche innerhalb der ROI durch SMI
32 angefarbt wurden. Es erfolgte eine Untersuchung sowohl der linken als auch
rechten Hemisphéare. Die untersuchten Schnitte entsprachen im Median Position

70 und im Mittelwert Position 70,9 des Allen Mouse Brain Atlas.

Zum einen wurde innerhalb der Trauma-M&ause die ROI der linken mit der ROI
der rechten Hemisphare verglichen, um zu eruieren ob nach Induktion des
Schadel-Hirn Traumas auf der rechten Hemisphare eine einseitige oder eine bi-
hemispharische Schadigung vorlag. Zum anderen erfolgte ein Vergleich der
Sham Gruppe mit der Trauma Gruppe. Hierbei wurde die Zahlung der linken und
rechten ROI addiert und anschlieBend zwischen Sham und SHT-Tieren
verglichen. Der Auswertung der linken und rechten Hemisphare ergab keine
signifikanten Unterschiede, wodurch wir auf einen globalen Effekt der axonalen
Schadigung schlossen (SMI 32+ Axone: 93,57 + 20,62 in der linken Hemisphare
gegeniber 112,0 £ 28,74 in der rechten Hemisphére, P=0,6118, Abb. 49).

In der Trauma-Gruppe zeigte sich im Vergleich zur Sham-Gruppe ein signifikant
hoheres Ausmald an axonaler Schadigung (SMI 32+ Axone: 17,17 + 3,544 in
Sham gegeniber 205,6 + 48,38 in Trauma, P=0,0081, Welch-Test, Abb. 49).

Darlber hinaus wurde analysiert, inwieweit die Starke des Traumas mit der
axonalen Schadigung zusammenhangt. Dabei ergab sich eine signifikante und
stark positive Korrelation zwischen NSS und der Anzahl an SMI 32+ Axonen. Je
grolRer die Starke des Traumas war, umso mehr axonale Schadigung war zu
beobachten (NSS und SMI 32+ Axone: Korrelationskoeffizient r=0,9056,
P<0,0001, Spearman, Abb. 50).
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Abbildung 49: Photografische Darstellung der Region of Interest in Sham und SHT und
Graphen zur statistischen Auswertung von Siderophagen im Bereich der Lasion

(Oben links): ROI der SHT-Gruppe; Maf3stab 50um; (Unten links): ROI der Sham; MaRstab
50um; (Oben rechts): Vergleich der Anzahl an SMI32+ Axone in der linken und rechten
Hemisphéare in SHT-Tieren; n=7; (Unten rechts): Vergleich der Anzahl an SMI32+ Axone im
Cortex in der Sham und SHT-Gruppe; Sham: n=6, SHT: n=7; (Rechts oben und unten): **
P<0,01; n.s. nicht signifikant; Graphische Darstellung als Box Plot (Horizontale Linien: Median,
+ Mittelwert, Boxen 25. und 75. Perzentile, Whiskers 10. und 90. Perzentile).
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Abbildung 50: Korrelation von SMI32+ Axonen mit dem Neurological Severity Score (NSS)
rs = Spearman's rank Rho. Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse; (Alle): Sham:
n=6, SHT: n=7.
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3.2.2.2 GFAP+ Zellen

Neben einer lokalen Vermehrung von Astrozyten wurde ebenso nach einem
generalisierten Anstieg von Astrozyten im Bereich des Isocortex gesucht. Dazu
wurden an jeder Maus drei unterschiedliche Positionen nach Allen Mouse Brain
Atlas untersucht. Position 1 entsprach im Median Position 46 und im Mittelwert
Position 46,1 des Allen Mouse Brain Atlas. Die ROI lag beidseits im medialen
Isocortex oberhalb des lateralen Ventrikels im Bereich des Somatomotorischen
Areals mit medialen Anteilen des Anterioren Cinguldren Cortex und kaudalen
Anteilen des Genu des Corpus Callosums, sowie des Cingulum Bindels. Position
2 entsprach im Median Position 57 und im Mittelwert Position 56 des Allen Mouse
Brain Atlas. Die ROI lag beidseits im medialen Isocortex knapp oberhalb des
lateralen Ventrikels im Bereich des Somatomotorischen Areals mit medialen
Anteilen des Anterioren Cingularen Cortex, lateralen Anteilen des
Somatosensorischen Areals und kaudalen Anteilen des Corpus Callosums und
Cingulum Bundels. Position 3 entsprach im Median Position 65 und im Mittelwert
Position 66,5 des Allen Mouse Brain Atlas. Die ROI lag beidseits im medialen
Isocortex knapp oberhalb des Hippocampus und lateralen Ventrikels im Bereich
des Somatomotorischen Areals mit medialen Anteilen des Anterioren Cinguléaren
Cortex, lateralen Anteilen des Somatosensorischen Areals und kaudalen
Anteilen des Corpus Callosums und Cingulum Bundels. Alle Aufnahmen
entstanden in zehnfacher Vergrol3erung am Lichtmikroskop. Die Grol3e der ROI
wurde auf 0,8mm x 0,4mm festgelegt. Die GFAP+ Zellen innerhalb der ROI
wurden gezahlt und aus den Zahlungen der Position 1, 2 und 3 ein Mittelwert

gebildet.

Zum einen erfolgte ein Vergleich der Sham-Gruppe mit der Trauma-Gruppe.
Dazu wurden die oben genannten Mittelwerte der linken und rechten Hemisphare
addiert und zwischen den Gruppen verglichen. In der Trauma-Gruppe zeigte sich
im Vergleich zu Sham-Gruppe eine signifikant erhdhte Anzahl an Astrozyten
(GFAP+ Zellen: 309,8 = 9,859 in Sham gegenuber 441,7 + 17,14 in Trauma,
P<0,0001, Abb. 53).

Zum anderen erfolgte ein Vergleich der linken mit der rechten Hemisphére

innerhalb der SHT-Tiere. Die Fragestellung war hierbei, ob nach Induktion des
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Schadel-Hirn Traumas auf der rechten Hemisphdare auch eine vermehrte
Rekrutierung von Astrozyten auf der rechten Seite vorliegt oder eine bi-
hemisphéarische Rekrutierung mit einem diffusen, globalen Effekt des Traumas.
Hierzu wurde der Mittelwert der ROI der linken Hemisphare mit dem der rechten
Hemisphare verglichen. Dabei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede,
wodurch wir auf einen globalen Effekt der Astrozytose schlossen (GFAP+ Zellen:
230,9 + 9,680 in der linken Hemisphare gegentuber 210,8 £ 8,424 in der rechten
Hemisphare, P=0,1425, Abb. 53).

Aus beiden Analysen erfolgt die Schlussfolgerung, dass ein einseitiges Schadel-
Hirn Trauma einen diffus globalen Effekt hat und eine bi-hemisphéarische reaktive
Astrozytose im Bereich des Isocortex zur Folge hat.

AnschlieBend wurde untersucht, inwieweit die Starke des Traumas die
Rekrutierung von Astrozyten beeinflusst. Dabei zeigte sich eine signifikante und
stark positive Korrelation zwischen NSS und der Anzahl an Astrozyten (NSS und
GFAP+ Zellen: Korrelationskoeffizient r=0,7913, P=0,0013, Spearman, Abb. 54).

Position der Schnitte nach Allen
Mouse Brain Atlas

Ii Median | Mittelwert | Spannweite
2

46 46,0769231 44-48

Median | Mittelwert | Spannweite
57 56 53-58

3 | Median | Mittelwert | Spannweite
65 66,4615385 64-70

Abbildung 51: Ubersicht GFAP Positionen 1-3

Positionen 1-3 in Ubersichtsabbildungen mit Angabe der Positionen nach Allen Mouse Brain Atlas
und Abbildung zum anatomischen Langsschnitt modifiziert nach Allen Mouse Brain Atlas, Image
credit: Allen Institute. Eine Druckerlaubnis liegt nach Bestimmungen des Allen Institute
(https://alleninstitute.org/legal/terms-use/) vor.
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Abbildung 52: Ubersichtsaufnahmen von GFAP mit ROl im Bereich der Lasion
(Links) Ubersichtsaufnahme mit MaRstab 1mm und neuroanatomische Position der ROI als
Rechteckmarkierung; (Rechts): ROI-Aufnahme mit Mal3stab 0,1 mm und Markierung ROI mit

Rechteck.
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Abbildung 53: Photografische Darstellung der Region of Interest in Sham und SHT und
Graphen zur statistischen Auswertung von GFAP im Cortex

(Links oben): Fotografische Abbildung der ROI eines SHT-Tieres in 10x Vergro3erung; (Links
unten): Fotografische Abbildung der ROI eines Sham-Tieres in 10x VergréRerung; (Rechts oben):
Vergleich der rechten und linken Hemisphéare in SHT-Tieren; n=7, n.s. nicht signifikant; (Rechts
unten): Vergleich der Anzahl an Astrozyten in Sham und SHT-Tieren Sham: n=6, SHT: n=7, ***
P<0,001); (Rechts oben und unten): Graphische Darstellung als Box Plot (Horizontale Linien:
Median, + Mittelwert, Boxen 25. und 75. Perzentile, Whiskers 10. und 90. Perzentile).
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Korrelation: NSS- Anzahl
Astrozyten im Cortex
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Abbildung 54: Korrelation von Astrozyten im Cortex mit dem Neurological Severity Score
(NSS)

rs = Spearman's rank Rho. Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse; (Alle): Sham:
n=6, SHT: n=7.

3.2.2.3 Ibal+ Zellen

Neben Axonalen Schadigung und Astrozyten war auch die Anwesenheit von
Mikroglia und eingewanderten Monozyten von besonderem Interesse. Nach der
nachgewiesenen lokalen Vermehrung im Bereich der L&sion stellte sich die
Frage, ob im Ubrigen Cortex auch auf3erhalb des Defektareals eine reaktive
Rekrutierung von Mikroglia und ein vermehrter Einstrom von peripheren
Monozyten vorliegt. Hierfir wurden an jeder Maus funf unterschiedliche
Positionen nach Allen Mouse Brain Atlas untersucht.

Position 1 entsprach im Median Position 49 und im Mittelwert Position 49,7 nach
Allen Mouse Brain Atlas. Die ROI lag im medialen Isocortex oberhalb des Genu
des Corpus Callosums und des Cingulum Bindels im Bereich des
Somatomotorischen Areals mit medialen Anteilen des Anterioren Cingularen

Cortex.

Position 2 entsprach im Median Position 53 und im Mittelwert Position 53,5 nach
Allen Mouse Brain Atlas. Die ROI lag oberhalb des Corpus Callosums und des
Cingulum Bindels im medialen Isocortex im Bereich des Somatomotorischen

Areals mit medialen Anteilen des Anterioren Cinguléaren Cortex.

Position 3 entsprach im Median und im Mittelwert Position 59 nach Allen Mouse

Brain Atlas. Die ROI lag oberhalb des Corpus Callosums und des Cingulum
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Bindels im medialen Isocortex im Bereich des Somatomotorischen Areals mit

medialen Anteilen des Anterioren Cinguléaren Cortex.

Position 4 entsprach im Median Position 63 und im Mittelwert Position 63,2 nach
Allen Mouse Brain Atlas. Die ROI lag oberhalb des Corpus Callosums und des
Cingulum Bundels im medialen Isocortex im Bereich des Somatomotorischen

Areals mit medialen Anteilen des Anterioren Cinguléaren Cortex.

Position 5 entsprach im Median Position 71 und im Mittelwert Position 72 nach
Allen Mouse Brain Atlas. Die ROI lag oberhalb des Corpus Callosums und des
Cingulum Bindels im medialen Isocortex im Bereich des Somatomotorischen

Areals mit medialen Anteilen des Anterioren Cinguléaren Cortex.

Alle Aufnahmen entstanden in zwanzigfacher Vergrof3erung am Lichtmikroskop.
Daraus ergab sich eine Grol3e der ROI von 0,64mm x 0,48mm. Die Ibal+ Zellen
innerhalb der ROI wurden gezahlt und aus den Zahlungen der Position 1 bis 5

ein Mittelwert gebildet.

Zum einen wurden die Sham- mit der SHT-Gruppe verglichen. Dafiir wurden die
oben genannten Mittelwerte der linken und rechten Hemisphare addiert und
zwischen den Gruppen einander gegenibergestellt. In der Trauma-Gruppe
zeigte sich hierbei eine signifikant erh6hte Anzahl an Mikroglia im Isocortex
(Ibal+ Zellen: 83,30 + 1,014 in Sham gegenuber 141,6 * 4,648 in Trauma,
P<0,0001, Welch-Test, Abb. 57).

Zum anderen erfolgte ein Vergleich der linken mit der rechten Hemisphare
innerhalb der SHT-Tiere. Die Fragestellung war hierbei, ob nach Induktion des
Schadel-Hirn Traumas auf der rechten Hemisphéare eine vermehrte Infiltration
von Mikroglia und Monozyten auf der rechten Seite nachweisbar ist oder eine
bihemisphérische Infiltration mit einem diffusen, globalen Effekt des Traumas
vorliegt. Hierfur erfolgte ein Vergleich des Mittelwertes der ROI der linken
Hemisphare mit dem der rechten Hemisphére. Es konnten jedoch keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden, woraus der Rickschluss auf

einen globalen Effekt des Traumas folgte (Ibal+ Zellen: 71,29 + 2,167 in der
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linken Hemisphare gegentber 70,31 + 2,584 in der rechten Hemisphare,
P=0,7782, Abb. 57).

Aus diesen Beobachtungen folgte die Schlussfolgerung, dass ein einseitiges
Schadel-Hirn Trauma zu einem diffus globalen Effekt fihrt und in beiden
Hemispharen eine reaktive Rekrutierung von Mikroglia und Monozyten im

Bereich des Isocortex zur Folge hat.

Weitergehend wurde untersucht, inwieweit die Anzahl der Mikroglia und
Monozyten mit der Starke des Traumas im Zusammenhang steht. Dabei zeigte
sich eine signifikante und stark positive Korrelation zwischen NSS und der Anzahl
an lbal+ Zellen (NSS und Ibal+ Zellen: Korrelationskoeffizient r=0,7043,
P=0,0072, Spearman, Abb. 58).

Position der Schnitte nach Allen
Mouse Brain Atlas

1| Median | Mittelwert| Range

49 49,6923077 49-51

2 | Median | Mittelwert Range

53 53,4615385 51-56

3 | Median | Mittelwert Range

59 59 56-60

4 | Median | Mittelwert| Range

63 63,2307692 61-66

5| Median | Mittelwert Range

71 72 70-75
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Abbildung 55: Ubersichtsabbildung Position 1-5

(Links): Positionen 1-5 in Ubersichtsabbildungen; (Rechts): Angabe der Positionen nach Allen
Mouse Brain Atlas und Abbildung zum anatomischen Langsschnitt modifiziert nach Allen
Mouse Brain Atlas, Image credit: Allen Institute. Eine Druckerlaubnis liegt nach
Bestimmungen des Allen Institute (https://alleninstitute.org/legal/terms-use/) vor.
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Abbildung 56: Ubersichtsaufnanmen von Ibal mit ROl im Bereich der Lasion
(Links): Ubersichtsaufnahme mit MaRstab 1mm und neuroanatomische Position der ROI als
Rechteckmarkierung; (Rechts): ROI-Aufnahme mit Maf3stab 0,1 mm.
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Abbildung 57: Photografische Darstellung der Region of Interest in Sham und SHT und
Graphen zur statistischen Auswertung von Ibal im Cortex

(Links oben): Fotografische Abbildung der ROI eines SHT-Tieres in 20x VergroRerung; (Links
unten): Fotografische Abbildung der ROI eines Sham-Tieres in 20x VergroRerung; (Rechts
oben): Vergleich der rechten und linken Hemisphére in SHT-Tieren; n=7, n.s. nicht signifikant;
(Rechts Unten): Vergleich der Anzahl an Ibal+ Zellen im Cortex in Sham und SHT-Tieren; Sham:
n=6, SHT: n=7, *** P<0,001; (Rechts oben und unten): Graphische Darstellung als Box Plot
(Horizontale Linien: Median, + Mittelwert, Boxen 25. und 75. Perzentile, Whiskers 10. und 90.
Perzentile).
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Korrelation: NSS- Anzahl
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Abbildung 58: Korrelation von Anzahl an Mikroglia und Monozyten im Cortex und
Neurological Severity Score (NSS)

rs = Spearman's rank Rho. Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse; (Alle): Sham:
n=6, SHT: n=7.

3.2.24 CD 19+ Zellen

Als Oberflachenmarker von B-Lymphozyten wurde ein Antikorper gegen CD-19
verwendet, um eingewanderte B-Zellen im Cortex nachzuweisen. In der Literatur
ist eine Einwanderung immunologischer Zellen nach Schlaganfall und SHT durch
die beschadigte Blut-Hirn-Schranke bereits beschrieben (Filiano, Gadani, and
Kipnis 2017; Daglas et al. 2019). Dabei wird insbesondere die Rolle von B-Zellen
diskutiert. Es verharten sich die Hinweise, dass B-Zellen eine wichtige Rolle in
der Neuroregeneration spielen (Daglas et al. 2019). Aus diesem Grund war es
von besonderem Interesse, ob B-Lymphozyten auch drei Monate nach Trauma

noch nachzuweisen sind.

Hierzu wurde der gesamte Isocortex an 3 unterschiedlichen Positionen nach
Allen Mouse Brain Atlas auf beiden Hemispharen untersucht und die Anzahl an
CD19+ Zellen erfasst. Aus diesen drei Positionen wurde ein Mittelwert errechnet,
welcher zwischen Sham und Trauma-Gruppe verglichen wurde. Position 1
entsprach im Median Position 71 und im Mittelwert Position 67,8 nach Allen
Mouse Brain Atlas. Position 2 entsprach im Median Position 74 und im Mittelwert
Position 72,2 nach Allen Mouse Brain Atlas. Position 3 entsprach im Median
Position 76 und im Mittelwert Position 74,9 nach Allen Mouse Brain Atlas.
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Dabei konnten in 4 von 5 SHT-Tieren B-Zellen im Cortex nachgewiesen werden,
jedoch in keinem der 4 Sham-Tieren (CD19+ Zellen: 0,00 + 0,00 in Sham
gegeniber 94,07 £ 33,35 in Trauma, P=0,0476, Fisher’s Exact Test, Abb. 59).

Nachfolgend wurde untersucht, inwieweit die Starke des initialen Traumas mit
der Anzahl an B-Zellen in Zusammenhang steht. Dabei zeigte sich eine
signifikante und stark positive Korrelation (NSS und CD19+ Zellen:
Korrelationskoeffizient r=0,7794, P=0,0172, Abb. 59).

CD19+ Zellen im Cortex Position der Schnitte nach Allen
Mouse Brain Atlas
2001 ol
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Fisher's Exact Test, zweiseitig, P=0,0476

Abbildung 59: Photografische Darstellung der Region of Interest, Vergleich der Anzahl an
CD19+ Zellen in Sham und SHT-Tieren, Ubersichtsabbildung Position 1-3

(Links oben): Fotografische Abbildung der ROI eines SHT-Tieres mit Mal3stab 0,1 mm; (Links
unten): Vergleich der Anzahl an CD19+ Zellen in Sham und SHT-Tieren; Sham: n=4, SHT: n=5,
* P<0,05; (Rechts oben und unten): Graphische Darstellung als Box Plot (Horizontale Linien:
Median, + Mittelwert, Boxen 25. und 75. Perzentile, Whiskers 10. und 90. Perzentile); (Rechts):
Angabe der Positionen nach Allen Mouse Brain Atlas und Abbildung zum anatomischen
Langsschnitt modifiziert nach Allen Mouse Brain Atlas, Image credit: Allen Institute. Eine
Druckerlaubnis liegt nach Bestimmungen des Allen Institute (https://alleninstitute.org/legal/terms-
use/) vor.
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Korrelation: NSS- Anzahl
CD19+ Zellen im Cortex
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Abbildung 60: Korrelation von CD19+ Zellen im Cortex und Neurological Severity Score

(NSS)
rs = Spearman's rank Rho. Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse; (Alle):

Sham: n=4, SHT: n=5.
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3.2.3 Im Hippocampus

Dem Hippocampus kommt eine zentrale Rolle in der Verarbeitung von
Lernprozessen zu. Nachdem bereits eine reaktive Vermehrung von Astrozyten
und Mikroglia im Bereich des Isocortex nachgewiesen werden konnte, stellte sich

nun die Frage, ob sich in der Region des Hippocampus &hnliche reaktive

Prozesse abspielten.

Abbildung 61: Ubersichtsaufnahmen von GFAP und Ilbal mit ROl im Bereich des
Hippocampus

(Oben): GFAP; (Unten): Ibal; (Alle): (Links): Ubersichtsaufnanme mit MaRstab 1mm und ROI als
Rechteckmarkierung; (Rechts): ROI-Aufnahme mit MaRstab 0,1 mm.
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3.2.3.1 GFAP+ Zellen

Fur die oben genannte Fragestellung wurde die Region of Interest in den Bereich
des Hippocampus gelegt. Die Aufnahmen erfolgten mit einem Lichtmikroskop in
zehnfacher VergroRerung. Daraus ergab sich eine Grol3e von 1,28mmx 0,96mm.
Untersucht wurden abermals beide Hemispharen. Die Position der Schnitte
entsprach im Median Position 65 und im Mittelwert 66,5 des Allen Mouse Brain
Atlas.

Es erfolgte eine Zahlung aller GFAP+ Zellen im Bereich der ROIl. Zum einen
wurde untersucht, ob es in den SHT-Tieren zu einer Vermehrung GFAP+ Zellen
gekommen war. Zum anderen erfolgte eine Untersuchung, ob eine starkere
Vermehrung innerhalb der Trauma Seite vorliegt oder ein globaler Effekt auf
beide Hemispharen entstanden war. Fur den Vergleich zwischen der Sham- und
Trauma-Gruppe wurden die Werte der linken und rechten Hemisphare addiert
und anschliel3end verglichen. Beim Vergleich der Hemisphéren wurden die linke
und rechte ROI separat betrachtet.

In den SHT-Tieren zeigte sich dabei eine signifikante Erhéhung an Astrozyten in
der Region des Hippocampus (GFAP+ Zellen: 623,3 + 21,10 in Sham gegentber
961,1 + 44,52, P<0,0001, Abb. 63).

Beim Vergleich der linken mit der rechten Hemisphare liel3 sich kein signifikanter
Unterschied feststellen (GFAP+ Zellen: 485,3 £ 22,37 in der linken Hemisphare
gegenuber 475,9 + 29,39 in der rechten Hemisphare, P=0,8029, Abb. 63).

Nachfolgend wurde der Fragestellung nachgegangen inwieweit die Starke des
Traumas mit der Anzahl an Astrozyten im Hippocampus zusammenhangt. Dabei
zeigte sich eine signifikante und starke positive Korrelation zwischen NSS und
der Anzahl an GFAP+ Zellen (NSS und GFAP+ Zellen: Korrelationskoeffizient
r=0,6783, P=0,0108, Spearman, Abb. 64).
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Abbildung 62: Ubersichtsaufnanmen von GFAP mit ROl im Bereich der Lasion
(Links): Ubersichtsaufnahme mit MaRRstab 1mm und neuroanatomische Position der ROI als
Rechteckmarkierung; (Rechts): ROI-Aufnahme mit Maf3stab 0,21mm.
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Abbildung 63: Photografische Darstellung der Region of Interest in Sham und SHT und
Graphen zur statistischen Auswertung von GFAP im Hippocampus

(Links oben): Fotografische Abbildung der ROI eines SHT-Tieres in 10x Vergrof3erung; (Links
unten): Fotografische Abbildung der ROI eines Sham-Tieres in 10x Vergréf3erung; (Rechts
oben): Vergleich der rechten und linken Hemisphére in SHT-Tieren; n=7, n.s. nicht signifikant;
(Rechts Unten): Vergleich der Anzahl an Astrozyten im Hippocampus in Sham und SHT-
Tieren; Sham: n=6, SHT: n=7, *** P<0,001; (Rechts oben und unten): Graphische Darstellung
als Box Plot (Horizontale Linien: Median, + Mittelwert, Boxen 25. und 75. Perzentile, Whiskers
10. und 90. Perzentile).
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Korrelation: NSS- Anzahl
Astrozyten im Hippocampus

rs=0,6783 p<0,05
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Abbildung 64: Korrelation von Astrozyten im Hippocampus und Neurological Severity
Score (NSS)
rs = Spearman's rank Rho. Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse; (Alle): Sham:
n=6, SHT: n=7.

3.23.2 Ibal+ Zellen

Ebenfalls im Fokus dieser Fragestellung stand die Infiltration mit Mikroglia und
Monozyten. Hierzu wurde die ROI auf den Hippocampus festgelegt. Die
lichtmikroskopischen Aufnahmen entstanden in zehnfacher Vergré3erung. Draus
ergab sich eine Grol3e der ROI von 1,28mm x 0,96mm. Die Position der Schnitte
nach Allen Mouse Brain Atlas betrug im Median 71 und im Mittelwert 72. Gezahlt
wurden alle Ibal+ Zellen innerhalb der ROI. Einerseits erfolgt eine Untersuchung
der Sham und Trauma Gruppe. Dazu wurden die Werte der linken und rechten
Hemisphare addiert und innerhalb der beiden Gruppen verglichen. Andererseits
wurden Unterschiede zwischen den beiden Hemispharen innerhalb der SHT-
Tiere untersucht. Hierfir wurden die Zahlungen der linken mit denen der rechten

ROI verglichen.

Im Hippocampus der SHT-Tiere zeigte sich eine signifikant erhéhte Anzahl an
Ibal+Zellen (Ibal+Zellen: 314,8 £ 18,55 in Sham gegentber 453,4 + 22,51 in
Trauma, P=0,0007, Abb. 66).

In der Untersuchung der beiden Hemispharen konnte kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden (Ibal+ Zellen: 236,9 + 14,26 in der linken
Hemisphare gegentuber 216,6 £ 11,22 in der rechten Hemisphare, P=0,5748,
Abb. 66).
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Dariiber hinaus wurde untersucht, inwieweit die Starke des Traumas mit der
Anzahl der Mikroglia im Hippocampus zusammenhéangt. Dabei zeigte sich eine
signifikante positive Korrelation (NSS und Ibal+ Zellen: Korrelationskoeffizient

r=0,5942, P=0,0322, Spearman, Abb.67).

0,1mm
—

Abbildung 65: Ubersichtsaufnahmen von Ibal mit ROl im Bereich der L&sion
(Links): Ubersichtsaufnahme mit Maf3stab 1mm und neuroanatomische Position der ROI als
Rechteckmarkierung; (Rechts): ROI-Aufnahme mit MaRRstab 0,1mm.
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Abbildung 66: Photografische Darstellung der Region of Interest in Sham und SHT und
Graphen zur statistischen Auswertung von Ibal im Hippocampus

(Links oben): Fotografische Abbildung der ROI eines SHT-Tieres in 10x VergroRerung; (Links
unten): Fotografische Abbildung der ROI eines Sham-Tieres in 10x VergroRerung; (Rechts oben):
Vergleich der rechten und linken Hemisphare in SHT-Tieren; n=7, n.s. nicht signifikant; (Rechts
Unten): Vergleich der Anzahl an Ibal+ Zellen im Hippocampus in Sham und SHT-Tieren; Sham:
n=6, SHT: n=7, *** P<0,001; (Rechts oben und unten): Graphische Darstellung als Box Plot
(Horizontale Linien: Median, + Mittelwert, Boxen 25. und 75. Perzentile, Whiskers 10. und 90.

Perzentile).
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Abbildung 67: Korrelation der Anzahl an Mikroglia und Monozyten im Hippocampus und

Neurological Severity Score (NSS)
rs = Spearman's rank Rho. Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse; (Alle): Sham:

n=6, SHT: n=7.
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3.2.4 Korrelation zellularer Veranderungen

3.24.1 Korrelation von Neuroinflammation und axonaler Schadigung

In den histologischen Farbungen lieRen sich in beiden Kohorten zellulare
Veranderungen 3 Monate nach Trauma nachweil3en. Dabei zeigte sich sowonhl
eine lokale Infiltration von Mikroglia, Astrozyten und Siderophagen im Bereich der
Lasion als auch eine generalisierte erhohte Anzahl von Mikroglia oder
Makrophagen und Astrozyten im Bereich des Cortex und Hippocampus. Daruber
hinaus konnte eine axonale Schadigung nachgewiesen werden. Damit ergab sich
die  nachfolgende Fragestellung, inwieweit diese nachgewiesene

Neuroinflammation mit der axonalen Schadigung korrelierte.

Dabei zeigte sich eine positive Korrelation der Anzahl an Mikroglia und
Makrophagen im Bereich des Cortex mit der axonalen Schéadigung, welche
knapp nicht mehr signifikant war (Ilbal+ Zellen und SMI 32+-Axone:
Korrelationskoeffizient r=0,5927, P=0,0547, Pearson, Abb. 68).

Ebenso konnte eine positive Korrelation der Anzahl an Astrozyten im Bereich des
Cortex mit der axonalen Schadigung nachgewiesen, welche knapp nicht mehr
signifikant war (GFAP+ Zellen und SMI 32+-Axone: Korrelationskoeffizient
r=0,6015, P=0,0503, Pearson, Abb. 68).

Auch die Anzahl an Siderophagen wies eine starke positive und signifikante
Korrelation mit der axonalen Schadigung auf (Anzahl eisenhaltiger Zellen und
SMI 32+-Axone: Korrelationskoeffizient r=0,7658, P=0,0060, Pearson, Abb. 68).
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Abbildung 68: Korrelation von Neuroinflammation und axonaler Schadigung
(Oben links): Korrelation von Mikroglia und Monozyten mit axonaler Schadigung; (Oben rechts):
Korrelation von Astrozyten mit axonaler Schadigung; (Unten): Korrelation der Anzahl an
Siderophagen mit axonaler Schadigung; (Alle): r = Korrelationskoeffizient nach Pearson;
Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse; Sham: n=6, SHT: n=7.

3.24.2 Korrelation lokaler neuroinflammatorischer Prozesse
untereinander

Weiterfuhrend wurde auch der Fragestellung nachgegangen, inwieweit im
Bereich der lokalen Inflammation die Anzahl von Astrozyten, Mikroglia und

Siderophagen miteinander korreliert.

Dabei ergab sich, dass die Anzahl an Mikroglia und Makrophagen im Bereich der
Lasion stark positiv und aufBerst signifikant mit der Anzahl an Astrozyten
korrelierte (Ibal+ Zellen und GFAP+ Zellen: Korrelationskoeffizient r=0,9155,
P<0.0001, Pearson, Abb. 69).

Die Anzahl an Siderophagen zeigte jedoch nur eine schwache positive und nicht
signifikante Korrelation mit der Anzahl an Astrozyten, Mikroglia und

Makrophagen (lbal+  Zellen und  Anzahl eisenhaltiger  Zellen:
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Korrelationskoeffizient r=0,2902, P=0,3867, Pearson; GFAP+ Zellen und Anzahl
eisenhaltiger Zellen: Korrelationskoeffizient r=0,3922, P=0,2328, Pearson, Abb.

69).
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Abbildung 69: Korrelation lokaler neuroinflammatorischer Prozesse untereinander

(Oben links): Korrelation von Mikroglia und Monozyten im Bereich der Lasion mit Astrozytose;
(Oben rechts): Korrelation von Mikroglia und Monozyten mit Siderophagen; (Unten): Korrelation
der Anzahl an Siderophagen mit der Anzahl an Astrozyten; (Alle): r = Korrelationskoeffizient nach
Pearson; Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse; Sham: n=6, SHT: n=7.

3.2.4.3 Korrelation von lokaler und generalisierter
Neuroinflammation

Ebenso ergab sich die Fragestellung inwieweit eine lokale und eine generalisierte
Neuroinflammation miteinander korrelierten. Dazu wurde die Anzahl an
Mikroglia/Makrophagen und Astrozyten im Bereich der Lasion mit der Anzahl an
Mikroglia/Makrophagen und Astrozyten im Bereich des Cortex und Hippocampus
verglichen. Dabei ergab sich fir die Anzahl an Mikroglia und Makrophagen eine

starke positive und aul3erst signifikante Korrelation (Ibal+ Zellen: im Bereich der
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Lasion und Cortex: Korrelationskoeffizient r=0,8171, P=0,0021, Pearson; im
Bereich der Lasion und Hippocampus: Korrelationskoeffizient r=0,6986,
P=0,0168, Pearson, Abb. 70).

Auch fur die Anzahl an Astrozyten ergab sich eine starke positive und auf3erst
signifikante Korrelation (GFAP+ Zellen: im Bereich der L&sion und Cortex:
Korrelationskoeffizient r=0,8366, P=0,0013, Pearson; im Bereich der Lasion und
Hippocampus: Korrelationskoeffizient r=0,8057, P=0,0028, Pearson, Abb. 71).
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Abbildung 70: Korrelation Ibal+ Zellen im Bereich der Lasion mit Cortex und Hippocampus
(Links): Korrelation der Anzahl an Mikroglia und Monozyten im Bereich der Lasion mit der Anzahl
im Cortex; (Rechts): Korrelation der Anzahl an Mikroglia und Monozyten im Bereich der Lasion
mit der Anzahl im Hippocampus; (Alle): r = Korrelationskoeffizient nach Pearson; Graphische
Darstellung als Lineare Regression Analyse; Sham: n=6, SHT: n=7.
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Abbildung 71: Korrelation Astrozyten im Bereich der Lasion mit Cortex und Hippocampus
(Links): Korrelation der Anzahl an Astrozyten im Bereich der Lasion mit der Anzahl im Cortex;
(Rechts): Korrelation der Anzahl an Astrozyten im Bereich der Lasion mit der Anzahl im
Hippocampus; (Alle): r = Korrelationskoeffizient nach Pearson; Graphische Darstellung als
Lineare Regression Analyse; Sham: n=6, SHT: n=7.
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3.24.4 Korrelation von Siderophagen und Demyelinisierung

In der zweiten Kohorte, in welcher sich die Farbungen auf lokale zellulare
Prozesse im Bereich der Lasion konzentrierten, konnte ebenfalls eine erhfhte
Anzahl an Siderophagen festgestellt werden, welche von einer erhdhten Anzahl
an Lipid Droplets und einer Abnahme der Myelindichte begleitet wurde. Wir
gingen daher der Fragestellung nach, inwieweit eine lokale
Siderophageninfiltration mit demyelinisierenden Prozessen korrelierte. Dabei
ergab sich eine positive Korrelation, welche nur beinahe nicht signifikant war
(Siderophagen und Lipid Droplets: Korrelationskoeffizient r=0,6057, P=0,0838,
Pearson, Abb. 72).
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Abbildung 72: Korrelation von Siderophagen und Demyelinisierung
r = Korrelationskoeffizient nach Pearson; Graphische Darstellung als Lineare Regression
Analyse; Sham: n=4, SHT: n=5.

3.3 Korrelation von zellularen Veranderungen und Verhalten
Nachdem sich in den Verhaltensexperimenten kognitive Defizite und
Verhaltensauffalligkeiten ergeben hatten, wurde untersucht, inwieweit diese mit

den zellularen Veranderungen im Zusammenhang stehen.

3.3.1 R&umliches Lernen

Im IntelliCage Versuch in der Phase des Raumlichen Lernens fuhrten die Trauma
Mause an Tag 2 signifikant weniger Nosepokes bei einem Besuch in der
geodffneten Ecke aus. Dieser Parameter ,Nosepokes pro Besuch in getffneter
Ecke” wurde nun zusammen mit den in Kapitel 3.2. aufgefihrten zellularen

Veranderung untersucht. Daraus ergab sich eine signifikante und starke negative
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Korrelation mit der Anzahl an Astrozyten im Bereich der Lasion, des Cortex und
des Hippocampus sowie mit der Anzahl an Mikroglia im Bereich der Lasion, des
Cortex und des Hippocampus (vgl. Tabelle 7 und Abb. 73 und 74). Mit der Anzahl
an SMI32+ Axonen zeigte sich der Trend einer negativen Korrelation, welcher
jedoch nicht signifikant war (vgl. Tabelle 7).

Tabelle 7: Korrelation vermindertes Raumliches Lernen mit zellularen
Veranderungen

Nosepokes pro Besuch in Korrelationskoeffizient r | P-Wert
gedffneter Ecke nach Pearson
Iba1- Lasion -0,6328 0,0366
GFAP- Lasion -0,7066 0,0151
Berliner Blau-Lasion -0,3881 0,2383
SMI 32- Cortex -0,4530 0,1618
Iba1- Cortex -0,7767 0,0049
GFAP Cortex -0,8058 0,0027
Iba1- HPC -0,8770 0,0004
GFAP-HPC -0,7742 0,0052
Korrelation: Korrelation:
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Abbildung 73: Korrelation vermindertes Raumliches Lernen mit zellularen Veranderungen
(Links): Korrelation von Nosepokes pro Besuch in gedffneter Ecke mit der Anzahl an
Mikroglia/Monozyten im Bereich der Lasion; (Rechts): Nosepokes pro Besuch in gedffneter Ecke
mit der Anzahl an Astrozyten im Bereich der Lasion; (Alle): r = Korrelationskoeffizient nach
Pearson; Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse; Sham: n=6, SHT: n=7.
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Abbildung 74: Korrelation vermindertes Raumliches Lernen mit zellularen Veranderungen
(Oben links): Korrelation von Nosepokes pro Besuch in geotffneter Ecke mit der Anzahl an
Mikroglia/Monozyten im Cortex; (Oben rechts): Nosepokes pro Besuch in gedffneter Ecke mit der
Anzahl an Astrozyten im Cortex; (Unten links): Korrelation von Nosepokes pro Besuch in
getffneter Ecke mit der Anzahl an Mikroglia/Monozyten im Hippocampus; (Unten rechts):
Nosepokes pro Besuch in geoffneter Ecke mit der Anzahl an Astrozyten im Hippocampus; (Alle):
r = Korrelationskoeffizient nach Pearson; Graphische Darstellung als Lineare Regression
Analyse; Sham: n=6, SHT: n=7.

3.3.2 Raumliches Umlernen

An Tag 1 der ,Umlernen” Phase im IntelliCage Versuch zeigten die SHT-M&ause
einen hoheren Anteil an Besuchen in der nun geschlossen, aber in der Phase
zuvor gedffneten Ecke. Auch hier erfolgte eine Untersuchung des Parameters
zusammen mit den beobachteten zellularen Veranderungen. Dabei ergaben sich

jedoch keine signifikanten Korrelationen (vgl. Tabelle 8).
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Tabelle 8: Korrelation verlangsamtes Umlernen an Tag 1 mit zellularen
Veradnderungen

Besuche in ehemals Korrelationskoeffizient r | P-Wert
geoffneter Ecke [%] nach Pearson

Iba1- Lasion 0,1589 0,6408
GFAP- Lasion 0,2144 0,5267
Berliner Blau-Lasion 0,3364 0,3364
SMI 32- Cortex 0,05835 0,8647
Iba1- Cortex -0,05263 0,8779
GFAP Cortex 0,01069 0,9751
Iba1- HPC -0,03593 0,9165
GFAP-HPC 0,009112 0,9788

DarlUber hinaus fuhrten die SHT-Mause an Tag 1 und 2 signifikant weniger
Nosepokes in der geotffneten Ecke aus. Weitergehend wurde auch hier
analysiert, welcher Zusammenhang mit den nachgewiesenen zellularen
Veranderungen besteht. An Tag 1 konnte eine annahernd signifikante und
negative Korrelation mit der Anzahl an Mikroglia/Monozyten im Bereich der
Lasion, des Cortex und des Hippocampus sowie mit der Anzahl an Mikroglia im
Bereich des Cortex und des Hippocampus nachgewiesen werden (vgl. Tabelle 9
und Abb. 75). Mit der Anzahl an SMI32+ Axonen, sowie der Anzahl an Astrozyten
im Bereich der Lasion, des Cortex und des Hippocampus zeigte sich der Trend

einer negativen Korrelation, welcher jedoch nicht signifikant war (vgl. Tabelle 9).
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Tabelle 9: Korrelation verlangsamtes Umlernen an Tag 1 mit zellularen
Veradnderungen

Nosepokes pro Besuch in Korrelationskoeffizient r | P-Wert
geodffneter Ecke nach Pearson
Iba1- Lasion -0,3140 0,3471
GFAP- Lasion -0,4957 0,1210
Berliner Blau-Lasion -0,3809 0,2477
SMI 32- Cortex -0,5094 0,1095
Iba1- Cortex -0,5824 0,0601
GFAP Cortex -0,5042 0,1138
Iba1- HPC -0,5923 0,0549
GFAP-HPC -0,4862 0,1294
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Abbildung 75: Korrelation verlangsamtes Umlernen an Tag 1 mit zelluléaren Veranderungen
(Links): Korrelation von Nosepokes pro Besuch in geoffneter Ecke mit der Anzahl an
Mikroglia/Monozyten im Cortex; (Rechts): Nosepokes pro Besuch in geoffneter Ecke mit der
Anzahl an Mikroglia/Monozyten im Hippocampus; (Alle): r = Korrelationskoeffizient nach Pearson;
Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse; Sham: n=6, SHT: n=7.

An Tag 2 konnte eine signifikante und starke negative Korrelation mit der Anzahl
an Mikroglia/Monozyten im Bereich der Lasion und des Cortex, sowie der Anzahl
an Astrozyten im Bereich des Cortex nachgewiesen werden (vgl. Tabelle 10 und
Abb. 76 und 77). AulRerdem konnte eine negative Korrelation, welche annahrend
signifikant war, mit der Anzahl an Mikroglia/Monozyten im Bereich des
Hippocampus gezeigt werden. Mit der Anzahl an SMI32+ Axonen, der Anzahl an

Siderophagen, sowie der Anzahl an Astrozyten im Bereich der Lasion und des
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Hippocampus zeigte sich der Trend einer negativen Korrelation, welche jedoch

nicht signifikant war (vgl. Tabelle 10).

Tabelle 10: Korrelation verlangsamtes Umlernen an Tag 2 mit zellularen
Veradnderungen

Nosepokes pro Besuch in Korrelationskoeffizient r | P-Wert
geodffneter Ecke nach Pearson
Iba1- Lasion -0,6765 0,0223
GFAP- Lasion -0,4947 0,1219
Berliner Blau-Lasion -0,4393 0,1765
SMI 32- Cortex -0,4784 0,1366
Iba1- Cortex -0,6241 0,0401
GFAP Cortex -0,7292 0,0109
Iba1- HPC -0,5869 0,0577
GFAP-HPC -0,4506 0,1642
Korrelation: Korrelation:
Nosepokes pro Besuch in gedffneter Ecke- Nosepokes pro Besuch in gedffneter Ecke-
Ibal+ Zellen im Bereich der L&sion Ibal+ Zellen im Cortex
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Abbildung 76: Korrelation verlangsamtes Umlernen an Tag 2 mit zellularen Veranderungen
(Links): Korrelation von Nosepokes pro Besuch in geodffneter Ecke mit der Anzahl an
Mikroglia/Monozyten im Bereich der Lasion; (Rechts): Korrelation von Nosepokes pro Besuch in
gedffneter Ecke mit der Anzahl an Mikroglia/Monozyten im Cortex; (Alle): r =
Korrelationskoeffizient nach Pearson; Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse;
Sham: n=6, SHT: n=7.

98



Korrelation:
Nosepokes pro Besuch in gedffneter Ecke-
Astrozyten im Cortex

Korrelation:
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Abbildung 77: Korrelation verlangsamtes Umlernen an Tag 2 mit zellularen Veranderungen
(Links): Korrelation von Nosepokes pro Besuch in gedffneter Ecke mit der Anzahl an Astrozyten
im Cortex; (Rechts): Korrelation von Nosepokes pro Besuch in getffneter Ecke mit der Anzahl an
Mikroglia/Monozyten im Hippocampus; (Alle): r = Korrelationskoeffizient nach Pearson;
Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse; Sham: n=6, SHT: n=7.

3.3.3 Auffalligkeiten im belohnungsmotivierten Handeln

In den ersten beiden Phasen des IntelliCage Versuchs fuhrten die SHT-Tiere
gegenuber der Vergleichsgruppe signifikant weniger Nosepokes aus.
Nachfolgend wurde nun untersucht, ob die zellularen Veranderungen und die
beschriebene Verhaltensauffalligkeit im Zusammenhang stehen. Dabei zeigte
sich an Tag 1 des raumlichen Lernens eine signifikante und starke negative
Korrelation mit der Anzahl an Astrozyten im Bereich der L&sion, des Cortex und
des Hippocampus sowie mit der Anzahl an Mikroglia im Bereich des Cortex und
des Hippocampus (vgl. Tabelle 11 und Abb. 78 und 79). Mit der Anzahl an
Mikroglia im Bereich der Lasion zeigte sich der Trend einer negativen Korrelation,

welcher jedoch nicht signifikant war (vgl. Tabelle 11 und Abb. 78).
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Tabelle 11: Raumliches Lernen Tagl: Korrelation Nosepokes pro Besuch
mit zellularen Veranderungen

Raumliches Lernen Tag 1 | Korrelationskoeffizient r | P-Wert

Nosepokes pro Besuch nach Pearson

Iba1- Lasion -0,5402 0,0862

GFAP- Lasion -0,6509 0,0301

Berliner Blau-Lasion 0,08256 0,8093

SMI 32- Cortex -0,3931 0,2317

Iba1- Cortex -0,8007 0,0031

GFAP Cortex -0,6262 0,0393

Iba1- HPC -0,6704 0,0240

GFAP-HPC -0,8865 0,0003

Korrelation: Nosepokes pro Besuch- Korrelation: Nosepokes pro Besuch-
Ibal+ Zellen im Bereich der Lasion Ibal+ Zellen im Cortex
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Abbildung 78: Raumliches Lernen Tag 1: Korrelation Nosepokes pro Besuch mit der
Anzahl an Ibal+ Zellen im Bereich der Lasion, des Cortex und des Hippocampus
(Links oben): Korrelation von Nosepokes pro Besuch mit der Anzahl an Ibal+ Zellen im Bereich
der Lasion; (Rechts oben): Korrelation von Nosepokes pro Besuch mit der Anzahl an Ibal+ Zellen
im Cortex; (Unten): Korrelation von Nosepokes pro Besuch mit der Anzahl an Ibal+ Zellen im
Hippocampus; (Alle): r = Korrelationskoeffizient nach Pearson; Graphische Darstellung als
Lineare Regression Analyse; Sham: n=6, SHT: n=7.
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Abbildung 79: Raumliches Lernen Tag 1: Korrelation Nosepokes pro Besuch mit der
Anzahl an Astrozyten im Bereich der Lasion, des Cortex und des Hippocampus

(Links oben): Korrelation von Nosepokes pro Besuch mit der Anzahl an Astrozyten im Bereich
der Lasion; (Rechts oben): Korrelation von Nosepokes pro Besuch mit der Anzahl Astrozyten im
Cortex; (Unten): Korrelation von Nosepokes pro Besuch mit der Anzahl an Astrozyten im
Hippocampus; (Alle): r = Korrelationskoeffizient nach Pearson; Graphische Darstellung als
Lineare Regression Analyse; Sham: n=6, SHT: n=7.

An Tag 2 des raumlichen Lernens zeigte sich ebenfalls eine signifikante und stark
negative Korrelation mit der Anzahl an Astrozyten im Bereich der Lasion, des
Cortex und des Hippocampus sowie mit der Anzahl an Mikroglia und Monozyten
im Bereich des Cortex und des Hippocampus (vgl. Tabelle 12 und Abb. 80 und
81). Mit der Anzahl an Mikroglia und Monozyten im Bereich der Lasion zeigte sich
der Trend einer negativen Korrelation, welcher jedoch nicht signifikant war (vgl.
Tabelle 12 und Abb. 80).
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Tabelle 12: Raumliches Lernen Tag 2: Korrelation Nosepokes pro Besuch

mit zellularen Veranderungen

Raumliches Lernen Tag 2 | Korrelationskoeffizient r | P-Wert
Nosepokes pro Besuch nach Pearson

Iba1- Lasion -0,4645 0,1500
GFAP- Lasion -0,6218 0,0411
Berliner Blau-Lasion -0,1784 0,5996
SMI 32- Cortex -0,3606 0,2760
Iba1- Cortex -0,6912 0,0185
GFAP Cortex -0,6638 0,0259
Iba1- HPC -0,7952 0,0034
GFAP-HPC -0,7406 0,0091
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Abbildung 80: Raumliches Lernen Tag 2: Korrelation Nosepokes pro Besuch mit der
Anzahl an Ibal+ Zellen im Bereich der Lasion, des Cortex und des Hippocampus

(Links oben): Korrelation von Nosepokes pro Besuch mit der Anzahl an Ibal+ Zellen im Bereich
der Lasion; (Rechts oben): Korrelation von Nosepokes pro Besuch mit der Anzahl an Ibal+ Zellen
im Cortex; (Unten): Korrelation von Nosepokes pro Besuch mit der Anzahl an Ibal+ Zellen im

Hippocampus; (Alle): r =
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Korrelation: Nosepokes pro Besuch- Korrelation: Nosepokes pro Besuch-
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Abbildung 81: Raumliches Lernen Tag 2: Korrelation Nosepokes pro Besuch mit der
Anzahl an Astrozyten im Bereich der Lasion, des Cortex und des Hippocampus

(Links oben): Korrelation von Nosepokes pro Besuch mit der Anzahl an Astrozyten im Bereich
der Lasion; (Rechts oben): Korrelation von Nosepokes pro Besuch mit der Anzahl Astrozyten im
Cortex; (Unten): Korrelation von Nosepokes pro Besuch mit der Anzahl an Astrozyten im
Hippocampus; (Alle): r = Korrelationskoeffizient nach Pearson; Graphische Darstellung als
Lineare Regression Analyse; Sham: n=6, SHT: n=7.

An Tag 3 des Raumlichen Lernens ergab sich keine signifikante Korrelation mit
zellularen Verénderungen. Lediglich mit der Anzahl an Mikroglia und Monozyten
im Bereich der Lasion zeigte sich der Trend einer negativen Korrelation (vgl.
Tabelle 13 und Abb. 82).
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Tabelle 13: Raumliches Lernen Tag 3: Korrelation Nosepokes pro Besuch
mit zellularen Veranderungen

Raumliches Lernen Tag 3 | Korrelationskoeffizient r | P-Wert
Nosepokes pro Besuch nach Pearson

Iba1- Lasion -0,5187 0,1020
GFAP- Lasion -0,2655 0,4301
Berliner Blau-Lasion -0,3630 0,2725
SMI 32- Cortex -0,2380 0,4810
Iba1- Cortex -0,2593 0,4413
GFAP Cortex -0,4489 0,1660
Iba1- HPC -0,02991 0,9304
GFAP-HPC -0,1597 0,6390
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Abbildung 82: Raumliches Lernen Tag 3: Korrelation Nosepokes pro Besuch mit der
Anzahl an Ibal+ Zellen im Bereich der Lasion

r = Korrelationskoeffizient nach Pearson; Graphische Darstellung als Lineare Regression
Analyse; Sham: n=6, SHT: n=7.

An Tag 1 des Umlernens war ebenfalls keine signifikante Korrelation mit

zellularen Veranderungen

zu beobachten (vgl. Tabelle 14).
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Tabelle 14: Umlernen Tag 1: Korrelation Nosepokes pro Besuch mit
zellularen Veranderungen

Umlernen Tag 1 Nosepokes | Korrelationskoeffizient r | P-Wert
pro Besuch nach Pearson

Iba1- Lasion -0,1729 0,6112
GFAP- Lasion -0,3649 0,2699
Berliner Blau-Lasion 0,08393 0,8062
SMI 32- Cortex -0,1998 0,5558
Iba1- Cortex -0,4291 0,1878
GFAP Cortex -0,2279 0,5003
Iba1- HPC -0,3669 0,2671
GFAP-HPC -0,3653 0,2692

An Tag 2 des Umlernens zeigte sich eine signifikante und stark negative
Korrelation mit den Astrozyten im Bereich des Cortex sowie der Anzahl an
Mikroglia und Monozyten im Bereich der L&sion. Daruber hinaus war der Trend
einer negativen Korrelation mit der Anzahl an Mikroglia und Monozyten im
Bereich des Cortex und des Hippocampus zu beobachten (vgl. Tabelle 15 und
Abb. 83).

Tabelle 15: Umlernen Tag 2: Korrelation Nosepokes pro Besuch mit
zellularen Veranderungen

Umlernen Tag 2 Nosepokes | Korrelationskoeffizientr | P-Wert
pro Besuch

Iba1- Lasion -0,6920 0,0183
GFAP- Lasion -0,4259 0,1916
Berliner Blau-Lasion -0,4749 0,1399
SMI 32- Cortex -0,3735 0,2578
Iba1- Cortex -0,5596 0,0734
GFAP Cortex -0,7160 0,0132
Iba1- HPC -0,5909 0,0556
GFAP-HPC -0,3863 0,2406
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Abbildung 83: Umlernen Tag 2: Korrelation Nosepokes pro Besuch mit der Anzahl an Ibal+
Zellen im Bereich der Lasion, im Cortex und im Hippocampus sowie der Anzahl an
Astrozyten im Cortex

(Links oben): Korrelation von Nosepokes pro Besuch mit der Anzahl an Ibal+ Zellen im Bereich
der Lasion; (Rechts oben): Korrelation von Nosepokes pro Besuch mit der Anzahl an Ibal+ Zellen
im Cortex; (Links unten): Korrelation von Nosepokes pro Besuch mit der Anzahl an Ibal+ Zellen
im Hippocampus; (Rechts unten): Korrelation von Nosepokes pro Besuch mit der Anzahl
Astrozyten im Cortex; (Alle): r = Korrelationskoeffizient nach Pearson; Graphische Darstellung als
Lineare Regression Analyse; Sham: n=6, SHT: n=7.

3.3.4 Hyperaktive Verhaltensmuster

Sowohl im Open Field-Test als auch im Elevated Plus Maze konnten hyperaktive
Verhaltensmuster bei den SHT-Tieren beobachtet werden. Nachfolgend wurde
die Fragestellung untersucht, inwieweit diese Verhaltensmuster mit den in Kapitel

3.2 beschriebenen zellularen Veranderungen zusammenhéangen.
3.34.1 Open Field

Die beiden Parameter zurtickgelegte Strecke und Geschwindigkeit zeigten beide
den Trend einer positiven, jedoch nicht signifikanten Korrelation mit der Anzahl
an Siderophagen im Bereich der Lasion, sowie der Anzahl an SMI 32+ Axonen
(vgl. Tabelle 16 und 17 sowie Abb. 84 und 85).
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Tabelle 16: Open Field: Korrelation zuriickgelegte Strecke mit zellularen
Veradnderungen

Zuruckgelegte Strecke in Korrelationskoeffizient r | P-Wert

cm nach Pearson

Iba1- Lasion 0,2054 0,5008

GFAP- Lasion 0,3918 0,1855

Berliner Blau-Lasion 0,5138 0,0725

SMI 32- Cortex 0,4961 0,0847

Iba1- Cortex 0,2948 0,3282

GFAP Cortex 0,3596 0,2275

Iba1- HPC 0,2171 0,4761

GFAP-HPC 0,2003 0,5118

Korrelation: zurtickgelegte Strecke- Korrelation: zurtckgelegte Strecke-
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Abbildung 84: Open Field: Korrelation zuruckgelegte Strecke mit der Anzahl an
Siderophagen und axonaler Schadigung

(Links): Korrelation zurtickgelegte Strecke mit der Anzahl an Siderophagen; (Rechts): Korrelation
zuruckgelegte Strecke mit der Anzahl an SMI 32+ Axonen; r = Korrelationskoeffizient nach
Pearson; Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse; Sham: n=6, SHT: n=7.
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Tabelle 17: Open Field: Korrelation Geschwindigkeit mit zellularen
Veradnderungen

Geschwindigkeit in cm/s Korrelationskoeffizient r | P-Wert
nach Pearson
Iba1- Lasion 0,2054 0,5008
GFAP- Lasion 0,3918 0,1855
Berliner Blau-Lasion 0,5138 0,0725
SMI 32- Cortex 0,4961 0,0847
Iba1- Cortex 0,2948 0,3282
GFAP Cortex 0,3596 0,2275
Iba1- HPC -0,1371 0,7695
GFAP-HPC 0,2003 0,5118
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Abbildung 85: Open Field: Korrelation Geschwindigkeit mit der Anzahl an Siderophagen
und axonaler Schadigung

(Links): Korrelation Geschwindigkeit mit der Anzahl an Siderophagen; (Rechts): Korrelation
Geschwindigkeit mit der Anzahl an SMI 32+ Axonen; r = Korrelationskoeffizient nach Pearson;
Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse; Sham: n=6, SHT: n=7.

3.34.2 Elevated Plus Maze

Im Elevated Plus Maze war keine signifikante Korrelation zwischen der
zurlckgelegten Strecke und den zellularen Veranderungen zu beachten. Es
ergab sich allenfalls der Trend einer schwachen positiven Korrelation mit der
Anzahl an SMI 32+ Axonen, der Anzahl an Mikroglia und Monozyten im Bereich
des Cortex, sowie der Anzahl an Astrozyten im Bereich des Cortex und

Hippocampus (vgl. Tabelle 18).
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Tabelle 18: Elevated Plus Maze: Korrelation zuriickgelegte Strecke mit
zellularen Veranderungen

Zuriuckgelegte Strecke in | Korrelationskoeffizient r | P-Wert
cm nach Pearson

Iba1- Lasion 0,1713 0,5758
GFAP- Lasion 0,1295 0,6732
Berliner Blau-Lasion 0,2098 0,4916
SMI 32- Cortex 0,3942 0,1826
Iba1- Cortex 0,3984 0,1776
GFAP Cortex 0,3984 0,1775
Iba1- HPC 0,3217 0,2837
GFAP-HPC 0,4176 0,1557

Die Geschwindigkeit zeigte den Trend einer positiven Korrelation mit der Anzahl
an Mikroglia und Monozyten im Bereich des Cortex und der Anzahl an Astrozyten
im Bereich des Hippocampus. AufRerdem war der Trend einer schwachen
Korrelation mit der Anzahl an SMI 32+ Axonen, der Anzahl an Astrozyten im
Bereich des Cortex, sowie der Anzahl an Mikroglia im Bereich des Hippocampus
zu beobachten (vgl. Tabelle 19 und Abb. 86).

Tabelle 19: Elevated Plus Maze: Korrelation Geschwindigkeit mit zellularen
Veradnderungen

Geschwindigkeit in cm/s Korrelationskoeffizient r | P-Wert
nach Pearson
Iba1- Lasion 0,2626 0,3860
GFAP- Lasion 0,2063 0,4990
Berliner Blau-Lasion 0,1987 0,5152
SMI 32- Cortex 0,4052 0,1696
Iba1- Cortex 0,4682 0,1066
GFAP Cortex 0,4601 0,1137
Iba1- HPC 0,3885 0,1896
GFAP-HPC 0,5104 0,0747
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Abbildung 86. Elevated Plus Maze: Korrelation Geschwindigkeit mit der Anzahl an
Ibal+Zellen im Cortex und der Anzahl an Astrozyten im Hippocampus

(Links): Korrelation von Geschwindigkeit mit der Anzahl an Ibal+ Zellen im Cortex; (Rechts):
Korrelation von Geschwindigkeit mit der Anzahl Astrozyten im Hippocampus; (Alle): r =
Korrelationskoeffizient nach Pearson; Graphische Darstellung als Lineare Regression Analyse;
Sham: n=6, SHT: n=7.
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4 Diskussion

4.1 Verhaltensweisen

4.1.1 Defizite im Raumlichen Lernen und Umlernen

Im IntelliCage Versuch in der Phase des Raumlichen Lernens fihrten die Trauma
Méause an Tag 2 signifikant weniger Nosepokes bei einem Besuch in der
gedffneten Ecke aus. An Tag 1 und Tag 3 zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen. Die Traumtiere erzielten also am ersten Tag
noch ahnliche Ergebnisse wie die gesunde Vergleichsgruppe, konnten jedoch an
Tag 2 mit der Lernkurve der gesunden Mause nicht mithalten, sondern bendétigten
einen weiteren Tag, um ahnliche Ergebnisse wie die gesunde Vergleichsgruppe
zu erzielen. Aus diesen Ergebnissen lasst sich also schliel3en, dass Trauma Tiere
einen langeren Lernprozess bendtigen, um raumliche Zusammenhange zu

verstehen und diese zu erlernen.

Auch in der Phase des Umlernens fihrten die SHT-Mause an Tag 1 und 2
signifikant weniger Nosepokes in der geotffneten Ecke aus. Die SHT-Mause
wiesen auch im Bereich des raumlichen Umlernens, also dem Erlernen neuer
raumlicher Verknipfungen, kognitive Defizite auf und konnten nicht mit der

gesunden Vergleichsgruppe mithalten.

Des Weiteren besuchten die SHT-Mause an Tag 1 noch signifikant ofter die
ehemalige gedffnete und nun geschlossene Ecke. An Tag 2 konnte dieses
Verhalten nicht mehr beobachtet werden und beide Gruppen unterschieden sich

nicht mehr.

Daraus lasst sich schliel3en, dass die SHT-Tiere zwar in der Lage sind alte
gelernte Verhaltensmuster abzulegen. Jedoch geschieht dieser Prozess
langsamer als in der gesunden Kontrollgruppe. Die kognitive Plastizitat der SHT-

Ma&use zeigt sich also vermindert.

Ebenfalls konnte beobachtet werden, dass eine signifikante Korrelation der
kognitiven Plastizitat mit der Starke des Traumas besteht. Je starker eine Maus

initial durch das SHT betroffen war, umso schwerer fiel ihr das raumliche
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Umlernen. Eine Korrelation mit zellularen Veranderungen konnte jedoch nicht

nachgewiesen werden.

Zur Untersuchung von Defiziten im Bereich des raumlichen Gedachtnisses
wurden von bisherigen Forschungsgruppen meist der Morris Water Maze Test
genutzt. Dort zeigen sich vergleichbare Ergebnisse mit kognitiven
Einschrankungen im Bereich des rdumlichen Lernens bei Tieren nach SHT (Qiu
et al. 2020; Budinich et al. 2013; Pullela et al. 2006). Eine Gegenuberstellung von
IntelliCage und Morris Water Maze im Bereich des rdumlichen Lernens ergab
konstante Ergebnisse und eine Vergleichbarkeit der Methoden (Kiryk et al. 2020).
Der Vorteil der IntelliCage Methode besteht jedoch in der relativ stressarmen
Umgebung ohne soziale Isolation. Dies ermdglicht eine naturlichere
Beobachtung von sozialem Verhalten, operanter Konditionierung und

raumlichem Lernen (Kiryk et al. 2020).

Als Ursache fur die beobachteten Einschrankungen wird eine Schadigung des
Hippocampus insbesondere der cornu ammonis 3 (CA3) Region diskutiert. So
findet sich nach SHT in CA3 eine verminderte neuronale Dichte (Chen et al.
1996). Ebenso fuhren gezielte Lasionen der dorsalen Hippocampusregion oder
isoliert der CA3 Region zu vergleichbaren Einschrankungen (Pullela et al. 2006).
Der Untergang hippocampaler Neurone wird zum einen durch apoptotische
Prozesse hervorgerufen (Conti et al. 1998). Zum anderen wird auch eine
anhaltende Neuroinflammation als Ursache fur voranschreitenden Zelluntergang
diskutiert (Grady et al. 2003; Smith et al. 1997; Simon et al. 2017). So kann noch
bis zu einem Jahr eine erhéhte Aktivitat von Astrozyten (Smith et al. 1997) und
Mikroglia (Sargin et al. 2009) nachgewiesen werden. Auch in meiner Arbeit
fanden sich in den histologischen Untersuchungen der betroffenen Tiere eine
erhohte Aktivitat von Astrozyten sowie von Mikroglia und Monozyten in der
Hippocampus-Region. Dariiber hinaus zeigte sich eine signifikante Korrelation
zwischen neuroinflammatorischen Veranderungen und Defiziten des raumlichen

Lernens und Umlernens.
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4.1.2 Episodisches Gedachtnis und Angstverhalten
In den Phasen des Episodischen Gedachtnisses konnten in den durchgefiihrten

Experimenten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Vorangegangene Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen konnten jedoch bei SHT-
Mausen Defizite im Bereich des episodischen Gedachtnisses nachweisen
(Paterno, Metheny, and Cohen 2018; Folweiler et al. 2018). Hierbei wurde auf
den Object spatial-location recognition task zurtickgegriffen. Auch in Versuchen
mit dem water maze Test konnten vier Wochen nach Trauma Defizite im Bereich

des episodischen Gedachtnisses nachgewiesen werden (Chou et al. 2017).

Der fehlende Unterschied kénnte also zum einen an der hohen Komplexitat des
Versuchsaufbaus im IntelliCage im Vergleich Zu anderen
Verhaltensexperimenten liegen. Zum anderen kann jedoch auch die
Unterbringung beider Vergleichsgruppen in einem sozialen Geflige in
experimentellen Versuchen als Confounder fungieren. So zeigte sich fur manche
Versuchsreihen, dass eigentlich kognitiv beeintrachtigte Tier von gesunden
Tieren lernen kénnen, indem deren Verhalten imitiert wird. Erst bei getrennter
Unterbringung treten die kognitiven Einschrankungen im IntelliCage zu Tage
(Kiryk et al. 2020). Dies wéare eine mogliche Erklarung fir die fehlende
Unterschiede zwischen Trauma- und Sham-Mausen in den Phasen des

episodischen Gedéachtnisses und Belohnungsentzugs.

Auch in den Untersuchungen zum Angstverhalten der Trauma-Tiere im Elevated
Plus Maze konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
festgestellt werden. Das Angstverhalten der Mause wurde jedoch nur zu einem
Zeitpunkt namlich 7 Wochen nach Trauma gemessen. Weiterfihrende
Experimente zum Thema des Angstverhaltens nach SHT zeigen, dass sich
dieses komplex verhalt und differenzierter betrachtet werden muss (Popovitz,
Mysore, and Adwanikar 2019). Popovitz et al. untersuchten dabei das
Angstverhalten der Tiere 1, 3, 5 und 7 Wochen nach SHT. Dabei zeigte sich in
den ersten Wochen nach Trauma ein gesteigertes Angstverhalten der SHT-Tiere.
Diese Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen vorangegangener
Versuche (Tucker et al. 2017; Almeida-Suhett et al. 2014). Einem Monat nach
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Trauma kommt es jedoch zu einer Veranderung im Angstverhalten und die SHT-
Tiere zeigen ein vermindertes Angstverhalten im Vergleich zur gesunden
Gruppe. Auch andere Arbeitsgruppen konnten ein vermindertes Angstverhalten
in SHT-Tieren zeigen (Washington et al. 2012).

Ein weiterer Einflussfaktor auf das Angstverhalten der Mause stellt die Schwere
des Traumas da. So verglich die Arbeitsgruppe von Schwarzbold et. al. das
Angstverhalten bei SHT-Gruppen mit unterschiedlicher Traumastérke 21 Tage
nach Trauma. Daraus ergab sich, dass Mause mit einem leichten SHT ein
gesteigertes Angstverhalten zeigten, wahrend Mause mit einem mittelschwerem
SHT keine Unterschiede im Elevated Plus Maze aufwiesen (Schwarzbold et al.
2010). Auch die Arbeitsgruppe von Siopi et al. konnte 3,5 Wochen nach Trauma
keine Unterschiede im Angstverhalten nachweisen (Siopi et al. 2012). Diese

Ergebnisse decken sich also mit den Beobachtungen dieser Arbeit.

4.1.3 Auffalligkeiten im belohnungsmotivierten Handeln

Im Rahmen des IntelliCage Versuches zeigte sich an den ersten beiden Tagen
des Raumlichen Lernens und am ersten Tag des Umlernens ein signifikanter
Unterschied in der Anzahl der Nosepokes pro Besuch zwischen der Sham und
SHT-Gruppe. Die SHT-Mause fiihrten dabei in jedem Besuch in einer Ecke
signifikant weniger Nosepokes durch als die gesunde Vergleichsgruppe. An Tag
3 des Raumlichen Lernens und Tag 2 des Umlernens zeigte sich ein ahnlicher
Trend, welcher jedoch knapp nicht signifikant war. In den darauffolgenden
Phasen des IntelliCage liel3 sich mit Ausnahme von Tag 4 der ,Was-Wann-Wo*

Phase kein signifikanter Unterschied im Verhalten feststellen.

Eine Hypothese fir das Verhalten der Trauma-Mause ist, dass die Tiere die
Nosepokes eher intuitiv durchfiihren und nicht in direkten Zusammenhang mit
der Offnung der Tur und mit ihrer verbundenen Belohnung bringen. Wird der
Nosepoke nicht als Teil der Reaktion wahrgenommen, die nétig ist, um Zugang
zu Wasser zu erhalten, sondern lediglich der Besuch der Ecke, so bleibt eine
Verstarkung der Nosepokes aus. Dies wirde den Rickschluss zulassen, dass
SHT-Mause kognitive Einschrankungen im Erkennen von Ablaufen und der

Erinnerung an diese haben. Anhalte daftir finden sich auch in der Literatur. So
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konnen kognitive Defizite im Sinne einer Beeintrachtigung des Kurzzeit-
Gedachtnisses und des raumlichen Arbeitsgedachtnisses bei SHT-Tieren bis zu
12 Monate nach Trauma noch nachgewiesen werden (Ritzel et al. 2020; Sirén et
al. 2006; Mao et al. 2020).

Eine alternative Hypothese ist ein mdglicher Dopaminmangel der Tiere nach
SHT. In Tieren mit schwerem SHT konnte bis zu 8 Wochen nach Trauma ein
verringertes Level an Dopamin im Striatum und im Cortex nachgewiesen werden
(Chen et al. 2015; Rana et al. 2020). Auch klinische Studien mithilfe funktioneller
Bildgebung in Form von DaT-Scans (Dopamin transporter imaging) zeigten ein
verringertes  kaudales Dopamin  Level (Jenkins et al. 2020).
Belohnungsmotiviertes Lernen  findet  Uber  Dopamin  vermittelte
Belohnungskaskaden statt. Dabei l6sen unerwartete Belohnungen einen
kurzfristigen Anstieg an synaptischem Dopamin aus, wahrend erwartete
Belohnung nicht zu einer sekundaren phasischen Dopamin Antwort fiuhren
(Schultz 2015). Ein variables Verstarkungsmuster sorgt so Uber eine erhdhte
Dopaminausschittung nach unerwartetem Erfolg fur eine Verstarkung der
Reaktion. Besitzt das betroffene Tier ein vermindertes Dopaminlevel, findet

belohnungsmotiviertes Verhalten also nur eingeschrénkt statt.

4.1.4 Hyperaktives Verhalten

Sowohlim Open Field Test als auch im Elevated Plus Maze wies die SHT-Gruppe
ein hyperaktives Verhaltensmuster auf. Dies zeigte sich in einer signifikant
hoheren Geschwindigkeit und signifikant erhohten zurtickgelegten Strecke
gegenuber der Vergleichsgruppe. Darlber hinaus konnte eine positive
Korrelation dieser Hyperaktivitdat mit der Starke des Traumas nachgewiesen

werden.

Hyperaktive Verhaltensmuster nach einem durchgemachten SHT sind in der
Literatur sowohl in Kklinischen Studien als auch im Tiermodel beschrieben.
Gerade Kinder und Heranwachsende sind besonders vulnerable fur die
Entwicklung einer ADHS Symptomatik nach einem erlittenen SHT (Levin et al.
2007; Max et al. 2005a; Yeates et al. 2005). Ebenso konnte in unterschiedlichen
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Tiermodellen eine vermehrte Aktivitat nach SHT nachgewiesen werden (Li et al.
2006; Schwarzbold et al. 2010; Pullela et al. 2006; Sirén et al. 2006).

Als mogliche Ausloser dafur werden unter anderem Verletzungen des
Subkortikalen Systems und eine diffuse axonale Schadigungen diskutiert
(Tramontana et al. 2014). Dieser Zusammenhang war auch in den von mir
durchgefuhrten Versuchen festzustellen. So zeigte sich der Trend einer positiven
Korrelation mit der Anzahl an Siderophagen und dem Grad der axonalen

Schadigung, welcher beinahe signifikant war.

Als weiter Ausloser fur das hyperaktive Verhalten der Tiere wird eine Schadigung
des raumlichen Gedé&chtnisses diskutiert. So sei die vermehrte Aktivitat auf die
Unfahigkeit eine réaumliche Orientierung aufzubauen oder abzurufen
zurlckzufihren (Schwarzbold et al. 2010; Li et al. 2006; Sirén et al. 2006; Mao
et al. 2020). Dazu passt die im Elevated Plus Maze angedeutete und beinahe
signifikante positive Korrelation von Geschwindigkeit und der Anzahl an
Astrozyten im Hippocampus. Je ausgepragter astrogliotischen Veranderungen
im Hippocampus, welchem eine zentrale Rolle im raumlichen Gedachtnis
zukommt, waren, desto ausgepragteres hyperaktives Verhalten konnte
beobachtet werden.

4.2  Langfristige zellulare Veranderungen

4.2.1 Neuroinflammation

Neuroinflammation stellt in der akuten Phase einen wichtigen Mechanismus in
der Beseitigung untergangenen Gewebes dar und spielt dadurch eine
entscheidende Rolle in der Erholung (Simon et al. 2017; Israel et al. 2016).
Langfristig Uberwiegen jedoch die schadlichen Einflisse. So zeigt sich
beispielsweise ein Zusammenhang von Neuroinflammation mit dem Auftreten
von neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer Erkrankung (Plassman
et al. 2000; Lee et al. 2013; Wang et al. 2012). Neuroinflammation kann dabei
noch Jahre nach Trauma weiter bestehen. So konnte im Rahmen funktionaler
MRT-Studien noch bis zu 17 Jahre nach Trauma eine erhdhte Aktivitat von

Mikroglia nachgewiesen werden (Ramlackhansingh et al. 2011).
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Auch in den histologischen Untersuchungen in dieser Arbeit konnte eine
anhaltende Neuroinflammation drei Monate nach Trauma noch nachgewiesen
werden. So zeigte sich lokal im Bereich der L&sion eine erhdhte Infiltration von
Mikroglia und Monozyten, sowie Astrozyten. Zuséatzlich gelang der Nachweis von
demyelinisierenden Prozessen Uber Abbauprodukte von Myelin und einer
zugleich abnehmenden Myelin-Dichte. Dies deckt sich mit bisherigen
Ergebnissen vorklinischer und klinischer Studien, dass Mikrogliaaktivitat mit
Degeneration von weilRer Substanz verkntpft ist (Mouzon et al. 2014,
Glushakova, Johnson, and Hayes 2014; Smith et al. 2013).

Des Weiteren zeigte sich in den in meiner Arbeit untersuchten SHT-Tieren nicht
nur lokal eine Neuroinflammation, sondern auch generalisiert im Bereich des
Isocortex und des Hippocampus. So waren beide Hemisphéaren gleichermal3en
betroffen und gingen mit einer axonalen Schadigung einher. Dabei zeigte sich
eine annéhernd signifikante positive Korrelation zwischen Neuroinflammation
und axonaler Schadigung. Eine Autopsie-Studie zeigte ebenfalls, dass eine
erhohte Aktivitdt von Mikroglia zusammen mit axonaler Schadigung einherging
(Smith et al. 2013).

Jedoch ist limitierend anzumerken, dass die erhéhte Anzahl an Mikroglia in den
erfolgten histologischen Farbungen dieser Arbeit lediglich einen Hinweis auf eine
Mikrogliaaktivierung darstellt. Neben der erhéhten Anzahl an Mikroglia ist fur eine
Aktivierung auch der Nachweis einer Expression bestimmter Proteine notwendig,
wie beispielsweise TSPO (Moran et al. 2004; Rothwell 1997; Nakajima and
Kohsaka 2004; Boutin et al. 2007).

In einer vorangegangenen Arbeit unserer Arbeitsgruppe mit dem auch in dieser
Arbeit verwendeten Weight-Drop Model konnte jedoch eine Aktivierung von
Mikroglia 7 Tage nach SHT nachgewiesen werden. Dazu wurden sowohl
immunhistologische Farbungen mit Ibal durchgefiihrt als auch funktionelle
Bildgebung mit Ex vivo Autoradiographie zum Nachweis von TSPO. Dort konnte
nachgewiesen werden, dass es zu einer erhghten TSPO Expression und Anzahl
an Mikroglia in den SHT-Tieren kommt und gleichzeitig die Anzahl an Ibal+

Mikroglia mit der TSPO Expression korreliert. Neben Mikroglia gelang auch der
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Nachweis einer vermehrten Anzahl von GFAP+ Astrozyten sowie einer diffusen
axonale Schadigung, welche ebenfalls mit der TSPO Exprimierung korrelierten
(Israel et al. 2016).

Auch in einer klinischen Studie an ehemaligen professionellen American Football
Spieler, welche im Laufe ihrer aktiven Karriere wiederholt ein SHT erlitten hatten,
konnte mittels PET Untersuchungen eine vermehrte Anreicherung von TSPO,
welches als zuverlassiger Marker fur Neuroinflammation und Mikrogliaaktivierung
gilt, nachgewiesen werden (Boutin et al. 2007; Coughlin et al. 2015). Gleichzeitig
zeigte sich in dieser Gruppe eine Atrophie des rechten Hippocampus. In der
neuropsychologischen Testung konnte in dieser Gruppe darliber hinaus auch
Defizite im Bereich des sprachlichen Lernens und Gedachtnisses nachgewiesen
werden. Dies zeigt auch im klinischen Setting ein Nebeneinander von

Hirnatrophie, Neuroinflammation und kognitiven Defiziten.

Dies deckt sich mit den Beobachtungen im Tierexperimentellen Setting dieser
Arbeit. So konnte eine signifikante Korrelation von neuroinflammatorischen
Veranderungen mit kognitiven Defiziten gezeigt werden. Dabei korreliert die
Anzahl von Mikroglia/Monozyten, sowie Astrozyten signifikant mit den
Einschr&dnkungen im rdumlichen Lernen und Umlernen, sowie Auffalligkeiten im

Bereich des belohnungsmotivierten Verhaltens.

Kritisch ist jedoch anzumerken, dass in dieser Arbeit durch die Darstellung von
Mikroglia bzw. Monozyten mit Ibal-Antikdrpern keine Differenzierung zwischen
Phanotypen wie dem M1- oder M2-Typ vorgenommen werden konnte. Dies ist
von Interesse da Mikroglia je nach Phéanotyp sowohl pro- also auch anti-
inflammatorische Eigenschaften zugesprochen werden. So regulieren Mikroglia
des M1-Phanotyps die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine nach oben,
wéahrend der M2-Phanotyp die Produktion anti-inflammatorischer Zytokine anregt
(Schimmel, Acosta, and Lozano 2017). Diese Zuschreibung von pro-
inflammatorischen Eigenschaften zum M1-Typ und anti-inflammatorische
Eigenschaften zum M2-Typ wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Es wird viel
mehr von einem flieBenden Spektrum mit gemischten Phanotypen ausgegangen

(Simon et al. 2017; Jassam et al. 2017). Damit kénnen Mikroglia sowohl eine
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wichtige Rolle in Heilungsprozessen, aber auch in der weitern Schadigung
gesunden Gewebes spielen. Aufgrund dieser Eigenschaften sollte die
Anwesenheit von Mikroglia also immer auch Kontext bezogen betrachtet werden
(Jassam et al. 2017).

Neben Mikroglia kommt auch Astrozyten eine zentrale Rolle in der der
Pathophysiologie des SHTs zu. So konnte eine reaktive Astrozytose in Regionen,
die nach SHT von Atrophie, neuronalem Zellverlust und Degeneration betroffen
sind, nachgewiesen werden insbesondere im Bereich des Hippocampus (Smith
et al. 1997). Diese reaktive Astrozytose war auch in meiner Arbeit im Bereich der
Lasion, im Cortex und Hippocampus nachweisbar. Dartiber hinaus ging diese im
Bereich der Lasion mit Demyelinisierung und im Cortex zusammen mit axonale

Schadigung einher.

Zusatzlich konnte in meiner Arbeit gezeigt werden, dass Neuroinflammation
positiv mit der Starke des Traumas korrelierte. Auch mit kognitiven Defiziten
konnte ein Zusammenhang nachgewiesen werden. So Kkorrelierte
Neuroinflammation mit den Auffalligkeiten im belohnungsmotivierten Verhalten,

sowie Defiziten des raumlichen Lernens und Umlernens.

Dieser Zusammenhang aus chronischer Neuroinflammation und kognitiven
Defiziten wurde in zahlreichen vorklinischen Versuchen belegt (Grady et al. 2003;
Mouzon et al. 2014; Sun et al. 2020; Erturk et al. 2016; Mao et al. 2020; Sirén et
al. 2006). So konnte auch udber 6 Monate nach SHT eine aktive
Neuroinflammation beobachtet werden, welche mit depressiven Verhalten,
sensomotorischen Auffalligkeiten und kognitiven Defizit einherging (Mao et al.
2020). Mikroglia zeigten eine erhohte phagozytare Aktivitat, bei gleichzeitig

erhéhtem oxidativem Level und neuronalem Zellverlust (Ritzel et al. 2020).

4.2.2 Axonale Schadigung
In den SHT-Tieren konnte eine axonale Schadigung im Bereich des Isocortex
nachgewiesen werden. Trotz rechtseitigem Impact waren beide Hemispharen

ahnlich stark betroffen. Ebenso ergab sich eine starke positive Korrelation der
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axonalen Schadigung mit der Starke des Traumas. Diffuse axonale Schadigung
ist eine der haufigsten Nachwirkungen eines Schadel-Hirn Traumas.
Interessanterweise tritt diese nicht nur bei schwerem und mittelschwerem SHT
auf, sondern kann auch bei milden SHT nachgewiesen werden (Kraus et al. 2007;
Johnson, Stewart, and Smith 2013). Dies erklart sich unter anderem dadurch,
dass der Grad der axonalen Schadigung nicht alleine durch den priméren
Unfallmechanismus in Form von Zerrung und Scherkraften, welchem Neurone
ausgesetzt sind, zu erklaren ist, sondern ebenso die sekundare Aktivierung
biochemischer und zellularer Mechanismen eine wichtige Rolle spielt (Kraus et
al. 2007). So zeigte sich auch in den in dieser Arbeit untersuchten SHT-Tieren
neben der axonalen Schéadigung eine erhdhte Neuroinflammation in Form von
Mikroglia- und Monozyteninfiltration und reaktiver Astrozytose. Dabei korrelierte
die axonale Schadigung positiv mit der Anzahl an Mikroglia/Monozyten und

Astrozyten und war nur knapp nicht signifikant.

Eine Korrelation von axonaler Schadigung mit kognitiven Defiziten konnte in
unserer Versuchsreihe nicht nachgewiesen werden. Es zeigte sich lediglich eine
angedeutet positive Korrelation mit hyperaktiven Verhaltensmustern im Open
Field Test, welche nur beinahe nicht signifikant war. Auch im IntelliCage Versuch
wurde nur eine angedeutete Korrelation mit Defiziten des raumlichen Lernens
und Umlernens nachgewiesen. Jingere Versuchsreihen ergaben jedoch, dass
die kognitive Einschrankung nach SHT nicht allein mit dem Grad der axonalen
Schadigung zusammenhangt, sondern ebenso andere Faktoren wie eine
beeintrachtige synaptische Plastizitat verantwortlich sind. So stehen kognitive
Defizite auch in Fallen leichter oder mittelschwerer Falle von SHT im
Vordergrund, obwohl kein Zellverlust nachweisbar ist (Walker and Tesco 2013).
Auch Veranderungen im Neurotransmittersystem, welche durch SHT
hervorgerufen werden, beeintrachtigen die kognitive Leistungsfahigkeit
(McAllister 2011).

4.2.3 Mikroblutungen, Eisenablagerungen und Demyelinisierung
Sowohl in der akuten als auch in der chronischen Phase kdnnen Mikroblutungen
nach Schéadel-Hirn Trauma beobachtet werden. Dies konnte sowohl in

Tiermodellen (Glushakova, Johnson, and Hayes 2014; Chen et al. 1996), als
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auch im Rahmen Klinischer Studien nachgewiesen werden (Beauchamp et al.
2011; Hasiloglu et al. 2011; Park et al. 2009). In dieser Arbeit konnte ebenso in
beiden Mauskohorten eine hohe Aktivitdt von Siderophagen im Bereich der
Lasion nachgewiesen werden, was den Ruickschluss auf stattgehabte
Mikroblutungen zulasst. Dartber hinaus korrelierte die Anzahl an Siderophagen
signifikant und positiv mit der Starke des Traumas. Dieser Zusammenhang von
Mikroblutung und Grad der Betroffenheit durch SHT zeigt sich auch in klinischen
Studien und konnte einen moglichen Pradiktor flr Hospitalisierung darstellen
(Lawrence et al. 2017). In den histologischen Untersuchungen dieser Arbeit
fanden sich auRerdem kolokalisiert neben Siderophagen auch Abbauprodukte
von Myelin, sowie eine Abnahme der Myelin-Dichte, was auf eine aktive
Demyelinisierung schliel3en lasst. Dabei korrelierte die Anzahl der Siderophagen
positiv mit den Abbauprodukten des Myelins. Ebenfalls konnte in dieser Arbeit in
Kohorte 1 begleitend zu den Mikroblutungen eine erhohte Inflammation von
Mikroglia, sowie eine Glianarbenbildung durch Astrozyten im Bereich der L&sion
nachgewiesen werden. Darlber hinaus zeigte sich eine auf3erst signifikante und
stark positive Korrelation der Anzahl an Siderophagen mit der Starke der
axonalen Schadigung. Diese beschriebene Assoziation von Mikroblutungen,
inflammatorischen Prozessen und Demyelinisierung drei Monate nach Trauma
wird mit mikrovaskularen Schaden und punktuellen Einbriiche der Blut-Hirn-
Schranke in Zusammenhang gebracht. Dartber hinaus konnte gezeigt werden,
dass die Akkumulation von Eisen und Hamosiderin durch Mikroblutungen toxisch
auf Nerven, Mikroglia, Astrozyten und Endothelzellen wirken (Glushakova,
Johnson, and Hayes 2014). Es wird diskutiert, dass ein positiver Feedback
Mechanismus zwischen Eisenablagerungen, inflammatorische Prozesse und
mitochondriale Schadigung existiert. Diese interagieren synergistisch und
verstarken einander, wodurch sie zu neuronalem Zelltod fihren und die
Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen vorantreiben (Urrutia, Mena,
and Nufez 2014).

4.2.4 Die Rolle von B-Zellen
Die geschéadigte Blut-Hirn-Schranke ermoglicht eine  Einwanderung

neuroimmunologischer Zellen in das Gehirn. In den SHT-Mausen konnte in
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dieser Arbeit eine Infiltration von B-Zellen drei Monate nach Trauma im Bereich
des Cortex nachgewiesen werden. Auch zeigte sich eine positive und signifikante
Korrelation der B-Zell Infiltration mit der Starke des Traumas. In der Literatur wird
zunehmend eine anti-inflammatorische und neuroregenerative Rolle von B-
Zellen in ZNS-Lasionen diskutiert (Zhang and Popovich 2011). So wiesen B-Zell
defiziente Mause schwerwiegendere neurologische Defizite nach SHT auf, sowie
eine gesteigerte Immunreaktion im Sinne einer vermehrten Neuroinflammation
von Monozyten und CD11b+ Zellen, sowie einer gesteigerten T-Zell Antwort
(Daglas et al. 2019). Im Gegensatz dazu zeigte sich bei einer Injektion von SHT-
Mausen mit naiven B-Zellen ein signifikant besseres Outcome in der
neurokognitiven Testung, eine Reduktion der L&sionsgrofle und einer
verminderten Astrozyten und Mikrogliaaktivierung im Hippocampus (Sirbulescu
et al. 2019). Als pathophysiologischer Hintergrund ware eine Bildung ,natuirlicher®
Antikdrper durch B-Zellen denkbar, welche ZNS-Bestandteile binden ohne
negative Auswirkungen. So produzieren beispielsweise B-1-Zellen, ein
eigenstandiger Subtyp von B-Zellen, natirliche IgM Autoantikérper, welche dazu
beitragen alternde und beschadigte Zellen zu entfernen und zugleich anti-
inflammatorische Funktionen erflllen. Zusatzlich wird nattrlichen IgM
Antikdrpern zugeschrieben Remyelinisierung anzuregen und neuronale
Apoptose zu verhindern (Zhang and Popovich 2011). B-Zellen kbnnten somit ein

vielversprechendes Target fur zukiinftige neuroprotektive Therapien darstellen.

5 Zusammenfassung und Ausblick

Aufgrund der langfristigen Einschrankungen und Konsequenzen von SHT spielt
die Entwicklung zielgerichteter Therapien eine wichtige Rolle. Doch trotz
jahrzehntelanger Forschung fehlt bislang eine derartige Therapie. Aus diesem
Grund stellt eine bessere Erkenntnis der subakuten und chronischen
pathophysiologischen Prozesse eine wichtige Grundlage dar. Gerade der Beginn
der chronischen Phase, welcher in der Literatur mit drei Monaten angeben wird
(Qiu et al. 2020), ist von besonderem Interesse. Meine Arbeit stellt eine Ubersicht
von funktionellen Einschrankungen und zellularen Veranderungen in diesem

kritischen Zeitraum dar.
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So konnte in unserem Tiermodell zu SHT drei Monate nach Trauma
Neuroinflammation nachgewiesen werde, welche sich nicht nur lokal, sondern
ebenso auf den Isocortex und Hippocampus erstreckte und beide Hemispharen
gleichermalRen Dbetraf. AulBerdem zeigten sich neben der lokalen
Neuroinflammation auch demyelinisierende Prozesse im Bereich der Lasion.
Ebenfalls konnte drei Monate nach Trauma indirekt Uber nachgewiesene
Siderophagen auf stattgehabte Mikroblutungen geschlossen werden. Im Cortex
wurde eine axonale Schadigung mit begleitender Neuroinflammation, sowie eine
Infiltration neuroimmunologischer Zellen beobachtet, deren Rolle fir
nachfolgende Arbeiten von besonderem Interesse ist. Neben diesen zelluléaren
Veranderungen wurden funktionale Einschrankungen der Tiere im Bereich der
kognitiven Flexibilitat, dem belohnungsmotivierten Verhalten, sowie der
Hyperaktivitdt nachgewiesen. Dabei zeigte sich eine signifikante Korrelation
neuroinflammatorischer Prozesse mit Einschrankungen im Raumlichen Lernen
und Umlernen, sowie Auffalligkeiten im Bereich des belohnungsmotivierten
Verhaltens.

Damit ordnet sich diese Arbeit in die bestehenden Erkenntnisse zur
Pathophysiologie des SHTs ein und erganzt diese weiter. Die Versuche bilden
eine fundierte Ubersicht ({ber funktionale Einschrankungen, zellulare
Verdanderungen und deren Zusammenhdnge. Dennoch sind weitere
Forschungen zu dieser Thematik nétig, um ein vielversprechendes Target fur

eine kunftige neuroprotektive Therapie zu identifizieren.
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