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I. EINLEITUNG

Das Schidel-Hirn-Trauma (SHT) als haufige Unfallfolge beim Menschen ist
durch hohe Morbiditit und Mortalitit (1-3) gekennzeichnet, verbunden mit
langfristigen Folgen fiir den einzelnen Patienten (4-6) sowie von
gesamtgesellschaftlicher (7) und globaler Bedeutung (8). Auch in der
veterindrmedizinischen Praxis werden regelméfig an einem SHT leidende Tiere

vorgestellt (9, 10).

Da die Pathogenese dieser Erkrankung nur unvollstindig bekannt und die
therapeutische Einflussnahme auf den Krankheitsverlauf noch begrenzt ist, nimmt
thre grundlegende Erforschung eine wesentliche Rolle innerhalb der
gegenwirtigen medizinischen Forschung ein (11, 12). Das gilt insbesondere fiir
langfristige SHT-Konsequenzen (13). Aufgrund der Komplexitit des betroffenen
Organs und der vielfdltigen Folgen eines SHT sind dabei Experimente an
lebenden Versuchstieren unverzichtbar (14-18). Trotz der Dauerhaftigkeit der
klinischen Folgen beschiftigt sich ein GroBteil der tierexperimentellen Forschung
bisher mit den kurzfristigen Konsequenzen eines SHT (19). Im Jahr 2013
untersuchte eine Studie 314 experimentelle Publikationen zum SHT beim
Labornager. Nur bei 10 % dieser Studien wurde eine Untersuchung der
funktionellen Folgen nach zwei Monaten oder mehr durchgefiihrt (20). Aus
diesem Grund besteht trotz eines erhohten zeitlichen und finanziellen Aufwands
ein besonderes Interesse an der Erforschung von SHT-Langzeitauswirkungen im

Tierversuch (19).

Das SHT stellt Arzte seit jeher (21) vor therapeutische Schwierigkeiten, ein
Riickgang seiner klinischen Bedeutung ist nicht absehbar (8, 22). Hauptbetroffene
dieses Krankheitsbildes sind junge méinnliche Erwachsene als Folge von
Verkehrs-, Sport- und Arbeitsunfillen oder Gewaltverbrechen, wobeil unabhéngig

von Alter und Geschlecht jede(r) Leidtragende(r) eines SHT werden kann (2, 23).

Abgesehen von einer hohen Mortalitit treten beim Menschen langfristige
motorische Koordinationsstdrungen, kognitive Defizite, Krampfleiden und
Personlichkeitsstorungen auf (24-26). Deshalb wird die Lebensqualitit der
Betroffenen dauerhaft als stark reduziert wahrgenommen (26, 27). Zudem wird

die Ausprigung einer Reihe neuropsychiatrischer Erkrankungen durch ein SHT
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begiinstigt (28). Eine lang andauernde Behandlung verbunden mit hohen

finanziellen Kosten ist dabei hidufig unvermeidbar (29).

Beim Tier als Patient der tiermedizinischen Praxis betrifft die Atiologie des SHT
eine Vielzahl von Unfillen wie ZusammenstoB3e mit Fahrzeugen oder Biss-,
Schuss- und Sturzverletzungen (16, 30). Das Spektrum der betroffenen Spezies
umfasst dabei alle domestizierten Tierarten. Ausfiihrlich dokumentierte Beispiele
aus der kurativen Praxis finden sich fiir den Hund (31-33), die Katze (34-36) und
das Pferd (37, 38). Fiir den Tierbesitzer sind Krampfleiden und motorische
Defizite, die die Leistungsfdahigkeit des Tiers einschrinken und sogar Grund fiir
eine Euthanasie werden konnen, vermutlich die schwerwiegendsten
Konsequenzen eines SHT (9, 39). Auch kognitive, neuropsychiatrische und auf
das Sozialverhalten bezogene Folgen konnen bei Haustieren nicht ausgeschlossen
werden. Sie diirften fiir den Tierbesitzer aber weniger deutlich erkennbar sein und
werden daher nur selten diagnostiziert. Die veterindrmedizinische Behandlung
orientiert sich zu groB3en Teilen an humanmedizinischen Therapiekonzepten und

basiert wie diese auf tierexperimentellen Erkenntnissen sowie klinischen Studien

9).

Ein Grofteil der tierexperimentellen Modelle zum SHT wurde an Labornagern
entwickelt (14-17). Aber auch groflere Spezies wie das Schwein eignen sich fiir
klinisch relevante Forschung (40, 41). Im Zusammenhang mit der Untersuchung
von Krampfleiden wird derzeit auch die Eignung des Hundes als Versuchstier
diskutiert (42, 43). Eine Reihe von Studien beschiftigt sich mit Kopfverletzungen
und dem SHT bei Wiederkduern, wobei die tierschutzgerechte Totung zur
Fleischproduktion im Zentrum steht (44, 45). Unabhingig von der Tierart und
dem Forschungsschwerpunkt gilt fiir alle tierexperimentellen Untersuchungen das
3R-Prinzip (46). Das dort beschriebene Ziel, die Zahl und Belastung der
Versuchstiere zu minimieren, ist fiir Tierdrzte, die im Versuchstierbereich titig

sind, von zentraler Bedeutung.

Ziel dieser Studie ist eine verhaltensbiologische Charakterisierung von
Langzeitauswirkungen eines SHT im Mausmodell. Die breitgeficherte
Testauswahl  beriicksichtigt einen  Grofiteil der klinisch  relevanten
Krankheitsbilder nach einem SHT und soll die prognostische Beurteilung dieser
Erkrankungen in der Praxis verbessern. Dabei soll festgestellt werden, welche der

etablierten Testverfahren zur Validierung eines SHT sich nach mehreren Monaten
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eignen, um so eine Grundlage fiir die Etablierung und Beurteilung langfristiger
Therapiekonzepte nach SHT im Mausmodell zu schaffen. Die beobachteten
Ergebnisse sollen dabei eine zielgerichtete Methodenauswahl férdern und dadurch
die Zahl benétigter Versuchstiere bei zukiinftigen Untersuchungen minimieren

helfen.

Untersuchte Verhaltensmuster sind: motorische Koordination, Krampfleiden,
kognitive Defizite, Depressions-dhnliches, Schizophrenie-dhnliches, Angst-
assoziiertes und soziales Verhalten, was durch histologische und
molekularbiologische Analysen des Schadens ergédnzt wird. Alle Parameter
werden zundchst wenige Wochen und spiter ca. siecben Monate nach einem

experimentellen SHT untersucht.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Schidel-Hirn-Trauma

Das SHT ist die Folge von &uBerer Krafteinwirkung auf den Kopf mit
Verletzungen an den Weichteilen des Kopfes, dem Schiddel und dem Gehirn.
Anhand der Art der Krafteinwirkung und der Verletzungen kann das SHT
klassifiziert werden. Beispielsweise unterscheiden sich SHT durch einen
mechanischen Aufprall von solchen, deren Ursprung in hohen Trigheitskriften
(Beschleunigung, Bremsung) liegt. Zudem werden offene Verletzungen von
geschlossenen abgegrenzt. Unabhingig von Art und Schweregrad des SHT liegt

bei allen eine Schidigung des Gehirngewebes vor (47).

1.1. Epidemiologie

Ausgelost wird das SHT meist durch Verkehrs-, Sport- und Arbeitsunfélle sowie
Gewaltverbrechen. Es weist weltweit eine hohe Morbiditdt und Mortalitéit auf und
betrifft Patienten beider Geschlechter sowie aller Altersgruppen (1-3, 8). Eine
regionale multizentrische Studie zur Epidemiologie in Deutschland weist eine
Inzidenz von 332 pro 100.000 Einwohner pro Jahr auf, eine
Schweregradverteilung von 91 % (leichtes SHT) zu 9 % (mittleres und schweres
SHT) und eine Geschlechterverteilung von 58 % (méinnlich) zu 42 % (weiblich)
(48). Dabei muss beachtet werden, dass aufgrund fehlender Symptomatik nach
leichten SHT und dadurch ausbleibender é&rztlicher Versorgung die Inzidenz

mutmalBlich hoher liegt als es solche klinischen Studien ermitteln konnen (47).

1.2. Klinische Bedeutung

In Abhéngigkeit vom Schweregrad zeigen Patienten im Anschluss an ein SHT
Kopfschmerzen, Ubelkeit, Schwindel und Bewusstseinstriilbungen bis hin zu
Bewusstlosigkeit, Krampfanfillen und dem Ausfall der Vitalfunktionen (49).
Auch bei Uberleben des SHT und nach Abklingen der akuten Symptome leiden
viele Betroffene an den Spitfolgen des zentralnervosen Schadens. Dieser kann zu

langfristigen motorischen = Koordinationsstdrungen, kognitiven  Defiziten,
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Krampfleiden, Personlichkeitsstorungen sowie einer erhohten Inzidenz fiir

psychiatrische und neurodegenerative Erkrankungen fiihren (18, 27, 50).

Zur  Einschitzung des Schweregrades des SHT wund der damit
zusammenhingenden Hirnfunktionsstérung hat sich der Glasgow Coma Scale
(GCS) durchgesetzt. Er ermoglicht eine standardisierte Bewertung der Aspekte
Augendffnung, verbale Kommunikation und motorische Reaktion (51). Zur
Abschitzung der intrakraniellen Verletzungen konnen ergédnzend bildgebende
Diagnoseverfahren wie die Computertomographie, Rontgenaufnahmen und die

Magnetresonanztomographie eingesetzt werden.

Bestreben der Therapie nach einem SHT ist eine Begrenzung des sekundiren
Hirnschadens mit dem Ziel, dem funktionsgeschéadigten, aber nicht zerstorten
Gewebe des ZNS beste Voraussetzungen zur Regeneration zu geben. Besondere
Bedeutung hat dabei die Senkung des intrakraniellen Drucks, welche unter
anderem durch Osmodiuretikagabe, Oberkorperhochlagerung, Sedierung,
Hypothermie, Verabreichung hypertoner Kochsalzlosung und kurzzeitige
Hyperventilation erreicht werden kann. Raumfordernde Verletzungen im Gehirn
(Impressionsfrakturen, intrakranielle Blutungen) konnen dabei operativ durch eine
Entlastungskraniektomie versorgt werden (52). Die antibiotische Therapie offener
SHT und eine antikonvulsive Behandlung nach Auftreten von Kriampfen werden

ebenfalls empfohlen (49).

1.3. Pathophysiologie

Die Verletzung des Gehirns beim und nach dem SHT lésst sich in einen priméren
und einen sekunddren Hirnschaden gliedern. Die primédre Lésion ist
gekennzeichnet durch die erste Zerstorung von Nervengewebe und Gefidflen als
direkte Folge der Gewalteinwirkung in der betroffenen Gehirnregion. Das dabei
verletzte Hirngewebe ist zu grofen Teilen irreversibel geschidigt und fiir keine
Therapie zuginglich (53). Lediglich priaventive MaBnahmen zum Schutz des
Kopfes im Augenblick der Gewalteinwirkung konnen das Ausmal} des primiren

Hirnschadens verringern.

Die primdre Schidigung ist Ausgangspunkt fiir eine Reihe von Reaktionen,
welche Sekundirlidsionen des Nervengewebes hervorrufen. Die

zugrundeliegenden Prozesse beginnen direkt nach dem SHT und koénnen iiber
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mehrere Wochen Einfluss auf das ZNS nehmen (12, 52). Die Therapie des SHT
strebt eine Reduzierung dieser Vorgéinge an (53). Ein zentraler Mechanismus der
sekundédren Hirnschiddigung ist eine Schwellung des Gehirns, in dessen Folge der
intrakranielle Druck aufgrund der begrenzten Ausbreitungsmoglichkeit des
Gehirns in der Schiadelhohle ansteigt (54). Weiterhin fiihrt dieser Prozess zu einer
nachlassenden zerebralen Blutperfusion (55), welche eine Ischimie und Hypoxie
im betroffenen Hirngewebe bedingt. Die dadurch verursachte Laktatanhdufung
und anaerobe Glykolyse fiihrt letztlich zur Bildung eines Odems um die
Primérldsion (53). Zusitzlich konnen Einblutungen in des Gewebe zur Bildung
eines intrakraniellen Himatoms, weiterem Druckanstieg in der Schidelhohle und
zusitzlicher Gehirnkompression fithren (56). Der Grofteil der therapeutischen
MaBnahmen in den ersten Stunden und Tagen nach einem SHT strebt eine

Senkung des intrakraniellen Blutdrucks an.

14. Tierexperimentelle Erforschung des Schidel-Hirn-Traumas

Die Komplexitit und Verschiedenartigkeit des SHT macht tierexperimentelle
Forschung zur Entwicklung neuer erfolgversprechender Therapiemethoden
unverzichtbar (14-18). Beispielhaft fiir den Versuch, die Gehirnfunktionen anhand
von Computermodellen ohne den Einsatz von Tieren zu untersuchen, ist das Blue
Brain-Projekt, welches auf dem Konzept der computerbasierten Simulation eines
neuronalen Netzes basiert und in Zukunft die Funktion eines Nagergehirns
imitieren soll (57). Solche Ansitze zu Ersatzmethoden fiir tierexperimentelle
Modelle haben jedoch noch nicht den notigen Entwicklungsstand erreicht, um

Tierversuche zu ersetzen.

Labornager sind die bevorzugten Spezies zur Erforschung des SHT in der
tierexperimentellen Forschung. Ausnahmen bilden Untersuchungen am Schwein
(40, 41) und an Wiederkduern, wobei bei letztgenannten die tierschutzgerechte
Totung zur Fleischproduktion im Zentrum des Interesses steht (44, 45).
Hinsichtlich der vielseitigen Ausloser der Gewalteinwirkung auf den Kopf
wurden mehrere SHT-Modelle beim Labornager entwickelt. Haufig eingesetzt
wird das Controlled Cortical Impact-Modell (CCI, Bolzeneinschlag nach
Kraniotomie), das Fluid Percussion-Modell (Fliissigkeitsimpuls nach

Kraniotomie), das Weight Drop-Modell (Aufprall eines fallenden Gewichts mit
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oder ohne Kraniotomie), das Penetrating Ballistic-like Brain Injury-Modell
(Eindringen einer Sonde, die im Gehirn verbleibt, mit oder ohne Kraniotomie),
das Blast Injury-Modell (Luftdruckwelle trifft auf den geschlossenen Schidel auf)
und das Cortical Cryolesion-Modell (punktuelle Erfrierung am geschlossenen
Schidel) (19, 20, 58). Das fiir diese Studie ausgewihlte CCI-Modell ist gut
reproduzierbar und vergleichbar mit einem offenen SHT, ausgelost durch die
mechanische Krafteinwirkung eines festen Korpers, wie man es z.B. nach Sport-

oder Verkehrsunfillen antrifft.
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2. Funktionen betroffener Hirnstrukturen

Die in diesem Kapitel vorgestellten Informationen stammen iiberwiegend aus
einem humanmedizinischen Standardlehrbuch (59) und treffen daher in erster
Linie auf den Menschen zu. In ihren Grundsitzen lassen sich die funktionellen
neuroanatomischen Prinzipien jedoch auf die meisten Sdugetiere iibertragen.
Zumal ein Teil der humanmedizinischen Erkenntnisse aus tierexperimentellen

Untersuchungen stammen (z.B (60-62)).

2.1. Zentrale Regulation der Motorik

Das Zustandekommen einer willkiirlichen Bewegung bei Siugetieren findet
seinen Ursprung zu groBen Teilen im limbischen System, welches die
Bewegungsimpulse auf drei unterschiedlichen Wegen zum Thalamus und von
dort zum Motorkortex weitergibt. Der erste Weg ist eine direkte Verbindung zum
Thalamus zur Bewegungsinitiation. Ob und in welcher Form daraus eine
Bewegung entsteht, ist von den beiden weiteren bewegungsmodulierenden
Ubertragungswegen abhingig. Der eine dieser modulierenden Wege wird im
Kleinhirn verschaltet und fiihrt zur Feinabstimmung des Bewegungsimpulses.
Beim letzten Weg dagegen kommt es zu einer Verschaltung in den Basalganglien
(subkortikale Kerngebiete, die funktionell dem motorischen System zuzuordnen
sind, primédr Striatum und Pallidum), welche hemmende bzw. permissive
Einfliisse auf die Weitergabe der Information nehmen. Nach der Integration der
Impulse aus allen drei Wegen im Thalamus wird ein zentraler Reiz an den
Motorkortex weitergeleitet. Hier gelegene zentrale Motoneurone leiten die
Impulse tiber Pyramiden und extrapyramidale Bahnen in das Riickenmark weiter,
wo eine abschliefende Innervation auf untere Motoneuronen stattfindet, bevor der
Bewegungsimpuls die motorischen Endplatten erreicht. Je nach Spezies kreuzen
50 — 90 % der motorischen Axone im Hirnstamm auf die contralaterale Seite, so
dass einseitige Hirnverletzung vornehmlich zu motorischen Defiziten, auf der

contralateralen Seite fiihren.
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2.2 Motorkortex

Der Motorkortex, auch somatomotorische Rinde, ist die letzte Station der oben
beschriebenen zentralnervosen Verarbeitung willkiirlicher Bewegungen im
Gehirn. Er erhilt mit seinen afferenten Fasern Bewegungsimpulse vom Thalamus
und leitet diese iiber efferente Verbindungen weiter an die Ausfiihrungsorgane. Er
weist eine somatotopische Gliederung auf, so dass alle versorgten Korperteile auf
klar begrenzten Arealen des Motorkortex représentiert sind. Dabei ist zu beachten,
dass die unteren Extremititen ihre motorische Innervation von der Medialseite
nahe dem Interhemisphirenspalt, erhalten. Da die efferenten Fasern wie oben
beschrieben im Hirnstamm grof3teils zur contralateralen Seite ziehen, fiihren
Schiden des Nervengewebes in diesem Bereich des Motorkortex zu einer
contralateralen Funktionsstorung des Bewegungsapparats und letztlich zu
Defiziten der Feinmotorik. Bei diesen contralateralen Defiziten handelt es sich
meist um schlaffe Paresen (= unvollstindige L&hmungen), da keine
Bewegungsimpulse von betroffenen Bereichen des Motorkortex mehr

weitergeleitet werden konnen.

2.3. Somatosensibler Kortex

Kaudal an den Motorkortex schlieBt sich die somatosensible Rinde an. Sie weist
wie die motorischen Rindenareale eine somatotopische Gliederung der
contralateralen Korperseite auf. Die hier endenden afferenten somatosensiblen
Fasern leiten Impulse aus der Haut, propriozeptiven Wahrnehmungsorganen wie
Muskelspindeln, Gelenk- und Sehnenrezeptoren aus der Peripherie in das ZNS.
Somit ist dieses Kortexareal essentiell an der feinen Temperatur- und
Tastempfindung sowie der Propriozeption des Bewegungsapparats beteiligt. Aus
diesem Grund fiithren Léasionen dieses Bereichs zu FEinschriankungen der
Empfindung von Beriihrung, Druck, Schmerz und Temperatur auf der
contralateralen Korperhilfte. Der Verlust der fein lokalisierten Wahrnehmung und
Propriozeption im Bewegungsapparat kann dabei motorische
Koordinationsdefizite =~ bewirken bzw. verstirken. Die somatosensiblen
Kortexareale sind zudem iiber zahlreiche Kommunikationsfasern mit anderen

kortikalen Arealen, unter anderem dem Motorkortex, verbunden.
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24. Anatomische Grundlagen des Gedachtnisses

Gedichtnisleistungen des Menschen lassen sich anhand der Zeitspanne der
erlernten Inhalte in ein Kurz- (Sekunde bis Minuten) und ein Langzeitgedédchtnis
(Jahre bis Jahrzehnte) unterteilen. Wihrend am Kurzzeitgedidchtnis primir der
priafrontale Kortex beteiligt ist, scheint das Langzeitgedidchtnis eine Leistung der
gesamten GroBhirnrinde zu sein. Das Erlernen im engeren Sinne, die
Gedichtniskonsolidierung, ist das Uberfiihren von Gedichtnisinhalten vom Kurz-
in das Langzeitgeddchtnis. Dabei konnen explizite (Fakten, sachliche
Zusammenhinge) von impliziten (Handlungsabldufe, Motorik, Emotionen)
Inhalten unterschieden werden. Fiir die folgende Studie ist besonders wichtig,
dass das Erlernen rdumlicher Gegebenheiten zu den expliziten Gedéchtnisinhalten
zdhlt und der Hippocampus zentral daran beteiligt ist. Ldsionen des Hippocampus
fiihren daher zu erheblichen Defiziten der Merkfidhigkeit ohne Beeinflussung des
Kurz- oder Langzeitgedidchtnisses. Demgegeniiber wird beim Erlernen der
klassischen Konditionierung als emotionalem Gedéchtnisinhalt der Amygdala
(Corpus amygdaloideum) eine zentrale Rolle zugeschrieben, mit entsprechenden
Defiziten nach Lésionen in diesem Bereich. Motorisches Lernen im Sinne von

Geschicklichkeit wird hingegen primér vom Kleinhirn geleistet.

2.5. Limbisches System

Urspriinglich wurde der Begriff limbisches System fiir Gehirnareale verwendet,
die eine Ubergangszone zwischen Neokortex und Hirnstamm bilden. Mit der Zeit
entwickelte sich daraus jedoch eine Definition, welche weniger auf die
topographische Lage der beteiligten Strukturen eingeht, als vielmehr mehrere
funktionell miteinander verbundene Regionen beschreibt. Meist werden der
Hippocampus, der Gyrus cinguli, der Gyrus parahippocampalis, die Amygdala
und der Corpus mamillaria als anatomische zentralnervése Strukturen zum
limbischen System gezihlt. Ihm wird eine Schliisselrolle bei der Entstehung von
Gefiihlen, Trieben und zahlreichen intellektuellen Leistungen zugeschrieben.
Jedoch ist das Zustandekommen von Gefiihlen und intellektuellen Leistungen so
komplex, dass es nicht moglich ist, es in wenigen neuroanatomischen Strukturen
zu lokalisieren. Das limbische System ist jedoch mit groBBer Wahrscheinlichkeit
fir das reibungslose Funktionieren zahlreicher emotionaler, vegetativer und

intellektueller Prozesse unverzichtbar.
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2.6. Hippocampus

Der Hippocampus liegt im Schlifenlappen an der Medialwand des
Seitenventrikels und somit in direktem Kontakt zu motorischen und
somatosensiblen Kortexarealen. Dabei nimmt er eine gebogene dreidimensionale
Form in beiden Hemisphdren an. In einem frontalen Querschnitt hat der
Hippocampus ein typisch eingerolltes dreischichtiges Aussehen. Es lassen sich
von distal nach proximal der Gyrus dentatus, das Cornu ammonis und das
Subiculum unterscheiden. Weiterhin wird das Cornu ammonis histologisch
aufgrund unterschiedlicher morphologischer Zelltypen in die Felder CA1 bis CA4
aufgeteilt.

Afferente Fasern erhilt der Hippocampus vom medial von ihm gelegenen Gyrus
parahippocampalis. In dieser Struktur konvergieren Impulse aus dem Riechhirn,
der Amygdala und dem Neokortex. Sie enthalten visuelle, somatosensible,
auditorische und olfaktorische Informationen. Efferenzen ziehen zu den Corpora
mamillaria und geben dabei Fasern an das Septum, die Amygdala und den
Hypothalamus ab. Somit ist der Hippocampus am Papez-Neuronenkreis beteiligt,
dem eine zentrale Rolle bei der Uberfiihrung von Erlerntem vom Kurzzeit- in das
Langzeitgeddchtnis zugeschrieben wird. Aus diesem Grund fithren Léisionen des
Hippocampus zu Defiziten der Gedédchtnisbildung bzw. der Merkfihigkeit bis hin
zum volligen Verlust der raumlichen und zeitlichen Orientierung. Weiterhin
konnen Storungen des Nervengewebes im Hippocampus zu unkoordinierter
Nervenzellaktivitit und Spontanentladungen an Neuronen fithren, was
charakteristische epileptische Anfélle zur Folge hat. Auch bei der Ausbildung
psychiatrischer Erkrankungen scheint der Hippocampus ursédchlich beteiligt zu
sein, da bei schweren Formen der Schizophrenie mit Halluzinationen und
Wahnvorstellungen eine Verminderung glutamaterger Neuronen in dieser Struktur

beobachtet wurde.

2.7. Amygdala

Die Amygdala (Corpus amygdaloideum) besteht aus mehreren Kernen und ist
rostral im Temporallappen lokalisiert. Als Teil des limbischen Systems ist sie
sowohl durch afferente als auch durch efferente Fasern mit den anderen

Strukturen dieser funktionellen Einheit verbunden. Zudem bestehen ausgeprigte
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Verbindungen zu kortikalen Arealen. Ebenso wird ihr funktionell eine zentrale
Bedeutung bei der vegetativen Hormon-, Kreislauf und
Nahrungsaufnahmesteuerung wie bei der Entstehung von emotionalen Reaktionen
sowie Flucht- und Angstreaktionen zugeschrieben. Fiir diese Studie ist ihre
besondere Rolle bei der Speicherung emotional betonter Gedichtnisinhalte
hervorzuheben. Diese ist dhnlich wie die Emotionalitit bei Erkrankungen des

ZNS unter Beteiligung der Amygdala gestort.
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3. Organische psychische Storungen nach Schidel-Hirn-

Trauma

In diesem Kapitel vorgestellte Hintergrundinformationen stammen wiederum
vornehmlich aus einem humanmedizinischen Standardwerk (63), das sich an der
aktuellen Ausgabe der Internationalen statistischen Klassifikation der Krankheiten

und verwandter Gesundheitsprobleme ICD-10 der WHO von 2012 orientiert.

Organische Psychosen sind allgemein definiert durch das Vorhandensein eines
relevanten korperlichen Befundes, eines eindeutigen Zusammenhangs zwischen
dem organischem Faktor und der Psychose, das Fehlen alternativer Ursachen und
eine giinstige Beeinflussung durch eine Besserung der organischen Erkrankung

(64).

Es ist zu beachten, dass die nach einem SHT auftretenden Storungen in vielen
Fillen nicht ausschlieBlich auf den neurologischen Schaden zuriickzufiihren sind,
sondern sich mit einer posttraumatischen Belastungsstorung aufgrund der
psychischen Strapazen vermischen, die im Zusammenhang mit dem SHT stehen.
Zudem ist eine Differenzierung zwischen normalpsychologischen reaktiven
Folgen der Erkrankung einerseits und den unmittelbar organisch bedingten Folgen

andererseits schwierig.

3.1. Psychosyndrom nach Schidel-Hirn-Trauma

Das organische Psychosyndrom nach SHT ist durch mindestens drei der
Merkmale gekennzeichnet: Kopfschmerz, Schwindel, Erschopfung, Reizbarkeit,
Storung der Konzentration, des geistigen Leistungsvermogens, des Gedéchtnisses,
des Schlafs sowie Verminderung der Belastbarkeit. Es ldsst sich weiterhin mit
bildgebenden Verfahren bzw. EEG-Untersuchungen diagnostizieren. Eine
abschliefende Diagnose kann jedoch nur bei entsprechender Anamnese erfolgen.
Zusitzlich hat das AusmalBl der Schidigung einen erheblichen Einfluss auf das

Ausmal der posttraumatischen Personlichkeitsstorung.
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3.2. Angststorung

Physiologisches Angstverhalten ist eine existentielle Grunderfahrung und
Bestandteil des menschlichen und tierischen Lebens. Mit ihm verbunden ist eine
Reaktionsfolge von Wahrnehmung, Bewéltigung und daraus folgend Vermeidung
moglicher Bedrohungen bzw. Gefahren. Angst ist entwicklungsbiologisch
verankert und triagt einen grofen Teil zum Selbsterhalt bei. Sowohl vom
Menschen als auch vom Tier (65-67) ist eine krankhafte Ubersteigerung des
Angstverhaltens aufgrund organischer Stérungen bekannt. Diese hat meist eine fiir
AuBenstehende nicht nachvollziehbare Reaktionskette zur Folge und schrinkt die
Lebensqualitit der Betroffenen grundlegend ein. Neuroanatomisch lassen sich
vornehmlich bei Patienten, deren Angststorung mit einem epileptischen
Krampfleiden auftritt, Verdnderungen im Temporallappen bei einer MRT-
Untersuchung feststellen. Davon abgesehen sind bei einer Vielzahl von
Angsterkrankungen Abweichungen der Durchblutung und des Metabolismus
hippocampaler und kortikaler Regionen nachgewiesen worden. In vielen Fillen
erfordert die Behandlung eine Pharmakotherapie, wofiir eine ganze Reihe von
Stoffgruppen zur Verfiigung steht. Bei leichteren Angsterkrankungen kann auch
ein verhaltenstherapeutisches Eingreifen ausreichen. Die nachhaltigsten
Therapieerfolge werden durch eine Kombination aus Pharmako- und

Verhaltenstherapie erzielt.

3.3. Schizophrenie

Die Bedeutung des Begriffs Schizophrenie hat sich seit seiner Einfiihrung im Jahr
1908 mehrfach geédndert und wird heute vor allem umgangssprachlich ambivalent
genutzt. Vor allem ist er als Uberbegriff einer Reihe schwerer psychischer
Erkrankungen zu verstehen. Diese sind durch Stérungen des Denkens, der
Wahrnehmung und der Affektivitdt (Gesamtheit des Gefiihls- und Gemiitslebens)
charakterisiert. Die Symptomatik lisst sich in Positivsymptome (Ubersteigerung
und Fehlinterpretation des Erlebten) und in Negativsymptome (Einschrinkung
und Verlust frither vorhandener Personlichkeitseigenschaften) unterteilen. Im
Verlauf organischer Storungen des ZNS, wie dem SHT, kann es zu
schizophrenieformen Defekten beim humanen Patienten kommen. Sie werden

hiufig von Wahnideen und Halluzinationen begleitet. Die beim Menschen schwer
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abgrenzbare Diagnose der Schizophrenie lisst sich aufgrund der Komplexitét der
Erkrankung nicht auf das Tier iibertragen und hat in der tiermedizinischen Praxis
keine  Bedeutung. Zur  grundlegenden  Untersuchung  verschiedener
Therapieansitze wurden jedoch mehrere tierexperimentelle Modelle entwickelt,
die Einzelbestandteile der Schizophrenie-Symptomatik bzw. mit der Krankheit

verbundene neurologische Mechanismen beurteilen helfen (68, 69).

34. Depression

Depressivitit beschreibt eine krankhaft negativ getdonte Befindlichkeit im Sinne
einer niedergedriickten Stimmung gepaart mit Antriebslosigkeit. Depressive
Storungen stellen die hiufigste psychopathologische Folge von organisch
bedingten zentralnervosen Erkrankungen dar. Jedoch ist besonders in diesem
Zusammenhang eine Abgrenzung zu normalpsychologisch interpretierbaren
Reaktionen auf die Erkrankung problematisch. Ein Zusammenhang zwischen
speziellen Léasionsarealen im Gehirn und einer besonders erhohten
Wabhrscheinlichkeit von depressiven Folgen liel sich bis jetzt nicht nachweisen.
Jedoch steigt die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung einer depressiven Storung

mit dem Umfang des geschidigten Gehirngewebes.

Ein zentrales Merkmal von Depressionen beim Menschen ist eine
psychopathologische Anhedonie. Damit verbundene Verhaltensmuster lassen sich
auch bei Sidugetieren beobachten und eignen sich zur Beurteilung von

Depressions-dhnlichem Verhalten im Tierversuch (70).

3.5. Leichte kognitive Storungen

Fir leichte kognitive Storungen sind Gedéchtnisstorungen, Vergesslichkeit,
Lernschwierigkeiten und verminderte Konzentrationsfihigkeit charakteristisch.
Weiterhin wird héaufig das Erlernen eines neuen Stoffs als schwieriger
wahrgenommen, obwohl ein Test Normalwerte der Lernfihigkeit ergibt. Keines
der genannten Symptome ist so schwer, dass die Diagnose Demenz gestellt
werden kann. Nicht selten geht mit den leichten kognitiven Storungen eine
Depression einher. Haufig ist es schwierig, eine leichte kognitive Storung von

normalen Abweichungen von der mittleren Gedéchtnisleistung gesunder
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Menschen abzugrenzen. Um eine kognitive Gedichtnisstorung abschlieend zu
diagnostizieren, fehlen auch oft Vergleichswerte zur pritraumatischen
Gedéchtnisleistung. Nicht selten tritt eine Verschlimmerung der Symptome iiber
mehrere Jahre auf, wobei eine Vorhersage zum Krankheitsverlauf kaum getroffen
werden kann. Patienten mit einer posttraumatischen kognitiven Gedéachtnisstorung

sollten langfristig psychotherapeutisch betreut werden.
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4. Epilepsie

Epilepsie beschreibt eine charakteristische rezidivierende anfallartige Stdrung mit
oder ohne Bewusstseinstriibung, welche ihren Ursprung in einer strukturellen
bzw. funktionellen Anomalie des Gehirns nimmt. Physiologisch besteht ein
dynamisches Gleichgewicht zwischen inhibitorischen und exzitatorischen
postsynaptischen Potentialen an Nervenzellen. Es wurde beobachtet, dass dieses
Gleichgewicht in epileptogenem Gewebe gestort ist, was vermutlich ursidchlich
mit der Storung im Zusammenhang steht. Die bei einem epileptischen Anfall
auftretende unkoordinierte Nervenzellaktivitit wird weiterhin mit Abweichungen
des GABAA-Chlorid-Gleichgewichtspotenzials an Neuronen und Veridnderungen
nicht synaptischer Zell-Zell-Kommunikation iiber Gap Junctions in Verbindung
gebracht. Epileptische Krampfleiden gehoren zu den héufigsten chronischen
Erkrankungen des Nervensystems, wobei die Atiologie vielseitig ist und z. B.

morphologische, metabolische, toxische und traumatische Ursachen umfasst.

Posttraumatische = Krampfanfille nach einem SHT weichen in ihrer
Phinomenologie in Abhingigkeit vom geschéddigten Hirnareal voneinander ab.
Sie konnen direkt mit dem Trauma auftreten oder sich erst Wochen, Monate oder
Jahre nach der Verletzung ereignen. Hiaufig kommt es zunichst zu einem fokalen
Anfallsgeschehen, welches sich sekundar generalisiert. Prinzipiell erhoht sich das
Risiko, eine posttraumatische Epilepsie auszubilden, mit ansteigender Schwere
der Hirnschiddigung. Dabei ist auch eine genetische Disposition bei der
Ausbildung der Epilepsie nach SHT zu beachten (71-76). In vielen Fillen kommt
es zu mehrmaligen epileptischen Anfillen, so dass von einer chronischen
posttraumatischen Epilepsie gesprochen werden muss. Unabhédngig von einer
Behandlung sind ca. 50 % der Patienten innerhalb von fiinf bis zehn Jahren
anfallsfrei. Kommt es zu keiner Spontanheilung, ist meist eine lebenslange
chronische  Behandlung mit antikonvulsiv ~ wirksamen Medikamenten
(Antiepileptika) unumgénglich. Dabei werden lediglich die Krimpfe unterdriickt,
ohne eine Heilung vom Anfallsleiden zu erreichen (77). Behandlungsresistente
Epilepsieformen treten sowohl beim Menschen als auch beim Tier auf und stellen
in der Praxis ein besonderes Problem dar. Thre Untersuchung nimmt daher eine

auBerordentlich relevante Stellung innerhalb der Epilepsieforschung ein (78).
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In der Humanmedizin stehen ca. 20 Antiepileptika fiir eine Behandlung zur
Verfiigung (77). Beim tiermedizinischen Patienten kommt aufgrund
speziesspezifischer  Stoffwechseleigenschaften oder der zu erwartenden
Nebenwirkungen einiger Antiepileptika meist nur eine Behandlung mit

Phenobarbital und Kaliumbromid in Frage (79).
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I11. MATERIAL
1. Materiallisten
Tabelle 1:

Materialauflistung-Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Filtertopkifig Typ-II lang

Bioscape GmbH, Castrop-Rauxel, DE

Pelletiertes Spezialfutter

ssniff Spezialdiit GmbH, Soest, DE

Einstreu Lignocel® FS14

J Rettenmaier & S6hne GmbH + Co KG,
Rosenberg, DE

Papierhandtiicher 25x21 cm, griin,
Z7 Falz, 1-lagig

Schuch Laborhandel und Klinikbedarf,
Langgons, DE

Wattetupfer

BZ Medizin-Technik, Nierstein, DE

Prolene® Nahtmaterial USP 6-0

Ethicon Inc., Somerville, USA

Leukosilk® Klebeband

BSNmedical, Hamburg, DE

Tissue-Tek® Einbettmedium

Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan
den Rijn, NL

SuperFrost® Plus-Objektriger

Thermo Scientific, Menzel-Gliser,
Menzel GmbH, Braunschweig, DE

Deckglaser Diagonal GmbH & Co KG, Miinster, DE
Laborfolie VWR international, Radnor, USA
Papierfilter Whatman GmbH, Dassel, DE

Einweghandschuhe Safe Ex

SafeMed Pro Ltd., Bern, CH

Einwegpipetten

VWR international, Radnor, USA

Falcon® Zentrifugenrohrchen

VWR international, Radnor, USA

Sterican® Kaniilen

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

LightCycler® Kapillaren

F. Hoffmann-LLa Roche AG, Basel, CH

PCR Reaktionsgefile, 0,5 ml

Biozym Scientific, Oldendorf, DE

Pipettenspitzen

Starlab GmbH, Ahrensburg, DE

Skalpelle

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

Saugtupfer steril

Kettenbach GmbH & Co
Eschenburg, DE

KG,
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Tabelle 2: Materialauflistung-Gerite

Gerite Hersteller
Ohrlochzange Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Vapor 19.3 Isofluran (Forene®) | Dracger AG & Co. KGaA, Liibeck, DE
Vaporizer

Temperaturhomdostasegerit

Hugo Sachs, March-Hugstetten, DE

Stereotaktischer Rahmen

Kopf Intruments, Tujunga, USA

Mikrobohrer

Handbohrer Uni-Drive N Komplettgeriit,
Paggen, Starnberg, DE

CCI-Applikator

Kopacz, Mainz, DE

Sauglingsinkubator IC8000

Draeger AG & Co. KGaA, Liibeck, DE

ENV-577 Fife
RotaRod Treadmills

Station Mouse

MED Associates INC, Vermont, USA

Fear Conditioning System

TSE GmbH, Bad Homburg, DE

CatWalk® XT

Noldus Information
Wageningen, NL

Technology,

Startle Response/PPI Test System

TSE GmbH, Bad Homburg, DE

Kryostat Microm HM 560 Cryo-Star

Thermo Fischer Scientific, Walldorf, DE

Inverses Mikroskop Axiovert 200

Carl Zeiss AG, Oberkochen, DE

Mikroskope Wild M420

Leica Camera AG, Solms, DE

Schiittler Rotamax 120

Heidolph Instruments, Schwabach, DE

Mastermill MM 300 Homogenisator

Retsch Technology GmbH, Haan, DE

Vortexmischer Reax control

Heidolph Instruments GmbH & Co KG,
Hamburg, DE

Centrifuge 5804 R

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Centrifuge 5415 C

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Mini Star silverline

VWR international, Radnor, USA

Photometer NanoVue™

GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK

LightCycler® 480 System

F. Hoffmann-LLa Roche AG, Basel, CH

Analysenwaage

Sartorius AG, Gottingen, DE

Gefrierschrank: - 80 °C

Heraeus Sepatech GmbH, Osterode, DE

Gefrierschrank: - 20 °C

Liebherr-International AG, Bulle, CH

Mikropipetten

Eppendorf AG, Hamburg, DE
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Tabelle 3: Materialauflistung-Software
Software Hersteller
EthoVision® XT, Version 8.0 Noldus Information Technology,
Wageningen, NL
DeltaPix® InSight, Version 4.0 DeltaPix, Maalov, DK
CatWalk® XT, Version 9.0 Noldus Information Technology,

Wageningen, NL

SOF-825 Startle Reflex System,
Version 5.9

MED Associates, INC, Vermont, USA

Imagel, Version 1.47

National Institutes of Health, Bethesda,
USA

LightCycler® Software, Version 4.5

F. Hoffmann-LLa Roche AG, Basel, CH

Prism 6 fiir Mac OS X, Version 6.0c

GraphPad Software, San Diego, USA

Microsoft® Excel for Mac 2011

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Endnote X5 (Mac)

Thomson Reuters New

York, USA

Corporation,

Microsoft® Word for Mac 2011

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Tabelle 4: Materialauflistung-Chemikalien
Chemikalien Hersteller
Ethanol AppliChem GmbH, Darmstadt, DE
Aqua dest. B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

Roti®-Histol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Roti® Histokit

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Kresylviolett (Acetat)

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Chloroform

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Isotonische Kochsalzlosung

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

Fliissiger Stickstoff Air Liquide S.A., Diisseldorf, DE
Paraformaldehyd Merck KGaA, Darmstadt, DE
Dulbecco’s phosphatgepufferte | Biochrom GmbH, Berlin, DE
Salzlésung (PBS)

Triton X-100

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Tabelle 5: Materialauflistung-Puffer und Losungen

Puffer und Losungen Hersteller
RWT-Puffer Qiagen N.V., Venlo, NL
RDD Buffer Qiagen N.V., Venlo, NL
RLT-Buffer Qiagen N.V., Venlo, NL
RPE Puffer Qiagen N.V., Venlo, NL

RNAse freies Wasser (nuclease-free)

Fermentas, St. Leon Rot, DE

gDNA wipeout buffer

Qiagen N.V., Venlo, NL

Normal Goat Serum

DAKO, Hamburg, DE

Ethanolverdiinnungen

Eigene Herstellung (aus Ethanol und
Aqua dest. gemischt)

Paraformaldehydlosung (PFA 4%)

Eigene Herstellung (235 ml Aqua dest.
auf 70 °C erhitzen und 188 g
Paraformaldehyd und 0,47 ml 10 molare
NaOH dazugeben. Uber einen Faltenfilter
die angesetzte Losung filtrieren. Filter mit
235 ml 0,2 molaren Phosphatpuffer
nachspiilen)

phosphatgepufferte Salzlosung
(PBS/T)

Eigene Herstellung (9,55 g PBS in 1 Liter
Aqua dest. 16sen. Fiir PBST + 3 ml Triton
X 100)

Kresylviolett (Acetat)-Losung

Eigene Herstellung (5 g Kresylviolett in
100 ml Ethanol fiir 30 min bei 50 °C
losen. Unter Zugabe von 400 ml Aqua
dest. in einem Faltenfilter filtrieren)

Tabelle 6:

Materialauflistung-Arzneimittel

Arzneimittel

Hersteller

Bepanthen-Augensalbe®

Bayer Vital, Leverkusen, DE

Forene®, Wirkstoff: Isofluran

Baxter, UnterschleiBheim, DE

Histoacryl®-Gewebekleber

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

Pentylenetetrazole

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Tabelle 7: Materialauflistung-Kits

Kits

Hersteller

Vectastain® ABC Kit

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Diaminobenzidin (DAB) + Substrat
Chromogen System

DAKO, Hamburg, DE

RNeasy® Mini Kit

Qiagen N.V., Venlo, NL

QuantiTect® Reverse Transcription
Kit

Qiagen N.V., Venlo, NL

KapaProbeFast qPCR

PEQLAB
Erlangen, DE

Biotechnologie GmbH,

Light Cycler® 480 Probes Master

F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, CH

Absolute Blue qPCR SybrgreenMix

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Tabelle 8:

Materialauflistung-Antikorper

Antikorper

Hersteller

Anti-Ibal Rabbit, Wako Cat.

WAKO Chemicals, Neuss, DE

Biotinylated Goat Anti Rabbit IgG
(H+L)

Abcam®, Cambridge, UK

Tabelle 9: Materialauflistung-Sonden
Sonden 5' >3 Sequenz

Ppia FL 5'gCTCTgAgCACTggRgAgAAAggA--FL 24

PPIA Cy5 5-TTGGCTATAAGGGTTCCTCCTTTCACAG-3' 28

mu IL 1b FL TAA TGA AAG ACG GCA CAC CCA CCC-FL 24

mu IL 1b 610 | LC Red610--CAG CTG GAG AGT GTG GAT CCC 25
AAG C--PH

mIL6 FL CAT AAA ATA GTC CTT CCT ACC CCA ATT 30
TCC-FL

mlL6 Cy5 Cy5--TGC TCT CCT AAC AGA TAA GCT GGA 29
GTC AC--PH
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Tabelle 10: Materialauflistung-Primer

Primer 5' >3 Produkt-
linge (Bp)
Ppia F 5'gCgTCTSCTTCgAgCTgTT 19 146
Ppia R 5S'RAAgTCACCACCCTggCA 18
mullL 1b S GTG CTG TCG GAC CCA TAT GAG 21 348
mullL 1b A CAG GAA GAC AGG CTT GTG CTC 21
mlIL6 F(ex2,3) | TCG TGG AAA TGA GAA AAGAGTTG | 23 471
mlIL6 R(ex5,6) | TAT GCT TAG GCA TAA CGC ACT AG | 23
Gap43-F AGGAGCCTAAACAAGCCGAT 20 150
Gap43-R CGTCTACAGCGTCTTTCTCCTC 22
Argl-F CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG 22 185
Argl-R AGGAGCTGTCATTAGGGACATC 22
Gadd45b-F CCTCCTGGTCACGAACTGTC 20 133
Gadd45b-R TGGGTCTCAGCGTTCCTCTA 20
Llcam-F TGGATGAACAGCAAGATT 18 105
Llcam-R TGAATGATTGTCTGAGGTAA 20
GFAP-F CGGAGACGCATCACCTCTG 19 120
GFAP-R TGGAGGAGTCATTCGAGACAA 21
Len2-F TGGCCCTGAGTGTCATGTG 19 239

Lcn2-R

CTCTTGTAGCTCATAGATGGTGC

23
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2. Versuchstiere

Fiir alle Testgruppen wurden zum Zeitpunkt der OP zehn bis zwolf Wochen alte
méannliche Miduse vom Stamm C57BI/6N (Charles River Deutschland GmbH,
Sulzfeld, DE) verwendet.

3. Genehmigung des Tierversuchs

Das gesamte Versuchsvorhaben wurde vom Landesuntersuchungsamt Rheinland-
Pfalz (Mainzer Strasse 112, 56068 Koblenz) am 13.5.2013 genehmigt. Die
Genehmigung nach §8 des TierschG liegt unter dem Aktenzeichen 23 177-07/G
13-1-018 vor.
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IV. METHODEN

1. Studienplanung

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Studien lassen sich methodisch in
drei Abschnitte unterteilen. Zunichst erfolgt die operative Induktion eines
Schidel-Hirn-Traumas bzw. eine Scheinoperation als Kontrolle. Nach einer
gruppenspezifischen Uberlebensdauer von zwei Wochen bzw. ca. sechs Monaten
wird eine Reihe verhaltensbiologischer Untersuchungen durchgefiihrt. Nach
Abschluss  dieser Untersuchungen werden die Gehirne entnommen,
kryokonserviert, 12 um dicke Kryotomschnitte angefertigt und immunhistologisch
untersucht. AbschlieBend werden mit dem Gewebe zwischen den Schnittebenen

molekularbiologische Untersuchungen durchgefiihrt.

1.1. Gruppenbeschreibung

Unterschieden wird zwischen einer CCI-Gruppe, bei welcher ein operatives SHT
induziert wird, und einer Sham-Gruppe mit einer Scheinoperation ohne SHT. Im
Anschluss  wurde zu zwei verschiedenen  Zeitpunkten mit den
verhaltensbiologischen Untersuchungen begonnen. Gemessen wurde zu einem
frithen Zeitpunkt mit Testbeginn 14 Tage und Tétung/Hirnentnahme 58 Tage nach
SHT sowie zu einem spidten Zeitpunkt mit Testbeginn 184 Tage und

Totung/Hirnentnahme 225 Tage nach SHT.

1.2. GruppengroBien/Gesamtfallzahl
Es werden vier Untersuchungsgruppen anhand der Operation und des

Testzeitpunkts unterschiedenen.

Die Fallzahl wurde gemidl der behordlichen Genehmigung und in
Ubereinstimmung mit dhnlichen verhaltensbiologischen Experimenten festgelegt.
Aufgrund anzunehmender Verluste bis zum spéten Untersuchungszeitpunkt wurde

sie in den Gruppen mit Langzeitiiberleben erhoht.



IV. Methoden 27

Tabelle 11: Versuchsgruppen und Gruppengrdfien

Operation Testzeitpunkt* Tierzahl
Sham 14 Tage 15
CCI 14 Tage 15
Sham ca. 6 Monate 16
CCI ca. 6 Monate 18 **
Gesamttierzahl 64

* Beginn der verhaltensbiologischen Untersuchungen nach OP
** urspriinglich 20, -2 wegen Euthanasie nach Wundinfektion

1.3. Zeitliche Versuchsabfolge

Bei der Abfolge der verhaltensbiologischen Untersuchungen wurde mit den am
wenigsten belastenden Untersuchungen begonnen und die Belastung danach
gesteigert, um eine Beeinflussung der Tests untereinander zu minimieren. Die
chronologische Abfolge der Eingriffe und verhaltensbiologischen Untersuchungen
wird im Folgenden fiir beide Testzeitpunkte als Pfeildiagramm dargestellt.

22+23 40+42 55
4 i 1 14 15 16 19 20 2 I 26-36 I 4748 | 57+58
L.

| 1
Rotarod MWM

| | | | | | |
NDS NDS OF FPI FC PTZ
CCI EPM sl TS MWM Catwalk NDS
training
Abbildung 1:  Chronologische Versuchsabfolge Testzeitpunkt 14 Tage post OP (siehe
Abkiirzungsverzeichnis Seite XIII bis XVI)

191+162 200211 224 2254226
1 0 1 184 185 188 180 100 191 195-205 2124213 225
T
| | | 1 | | | 1 =
NDS NDS OF FPI Rotarod MWM FC NDS
CCI EPM sI TS MWM  Catwalk Ve PTZ
training

Abbildung 2:  Chronologische Versuchsabfolge Testzeitpunkt ca. sechs Monate post OP
(siehe Abkiirzungsverzeichnis Seite XIII bis XVI)
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2. Haltungsbedingungen

Um negativen Einfliissen auf das Sozialverhalten vorzubeugen, wurden die Miuse
wihrend der gesamten Versuchsdauer in einer Gruppenhaltung von vier (langer
Uberlebenszeitpunkt) bzw. fiinf (kurzer Uberlebenszeitpunkt) Tieren/Kifig
gehalten. Freier Zugang zu frischem Trinkwasser und pelletiertem Spezialfutter
fir Méuse (ssnif, Soest, DE) wurde zu jedem Versuchszeitpunkt sichergestellt,
auch pri-operativ, um die Mikroflora und Peristaltik des Darms nicht negativ zu
beeinflussen. Als Einstreu wurden entkeimte und entstaubte Holzspidne
(Lignocel® FS14, J.Rettenmaier & Sohne GmbH + Co KG, Rosenberg, DE)
genutzt. Zur weiteren Kaifigausgestaltung diente ein PVC-Rohrchen als
Riickzugsort sowie Papierhandtiicher (25x21 cm, griin, ZZ Falz, 1-lagig, Schuch
Laborhandel und Klinikbedarf, Langgons, DE) um dem Nestbautrieb der Miuse
gerecht zu werden. Es gibt keine Hinweise auf eine Beeinflussung der Ergebnisse

durch Inhaltsstoffe oder Faktoren der Kéfigausgestaltung.

Uber die gesamte Zeit des Versuchsablaufs wurden die Tiere in einem 12 h-Tag-
Nacht-Rhythmus bei kiinstlicher Beleuchtung gehalten. Alle Untersuchungen und
Manipulationen wurden wéhrend der Hellphase durchgefiihrt. Die Haltungs- und
Versuchsrdume wurden bei einer Luftfeuchtigkeit von ca. 55 % und einer

Temperatur von 22-23 °C automatisch klimatisiert.

Der Kifig inkl. Einstreu, Trinkwasser und Kéfigausgestaltung wurde mindestens
einmal wochentlich durch geschultes Personal gewechselt. Dabei wurde darauf
geachtet, dass zwischen dem Kaéfigwechsel und einer verhaltensbiologischen
Untersuchung mindestens 48 h vergingen, um Einfliisse der neuen Umgebung auf
das Verhalten ausschlieen zu konnen. Alle Miuse wurden zweimal wochentlich
in Augenschein genommen und das Allgemeinbefinden beurteilt. Zuséitzlich

erfolgte eine wochentliche Gewichtskontrolle.
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3. Induktion eines experimentellen Schéidel-Hirn-Traumas

mit dem Controlled Cortical Impact -Modell

3.1. Operationsvorbereitung

Sieben Tage vor Induktion des SHT werden die Tiere mit individuellen
Ohrmarkierungen versehen, um mogliche Stresseinfliisse beim prioperativen
,,Neurological Deficit Score* (NDS) zu minimieren. Anhand der Ohrmarken
konnen die Miuse trotz Gruppenhaltung im Verlauf der gesamten Versuchsreihe

unterschieden werden.

Einen Tag vor dem Eingriff wird das Gewicht und das Allgemeinbefinden aller
Miuse kontrolliert und zuséitzlich ein NDS erhoben (Tabelle 12). Tiere, die durch
Storungen des Allgemeinbefindens, offensichtliche Beeintrachtigungen wie
Dermatitis oder einem NDS {iber drei auffallen, wiirden vor Versuchsbeginn
ausgeschlossen. In diesem Fall erfiillte keines der Versuchstiere eines der

Ausschlusskriterien.

3.2. Operation

3.2.1. Einleitungen/Narkose

Jede Maus verbleibt bis zur Narkoseeinleitung in seiner Kéfiggruppe und wird
unmittelbar nach Entfernung aus dem Kifig unter einem Plastiktrichter platziert.
Hier verbleibt sie fiir ca. 60 Sekunden (s) in 4 Vol. % Isofluranatmosphire bis zur
Bewusstlosigkeit. Nun erfolgt die Fixierung in Bauchlage durch Einspannen der
Dentes incisivi in einen stereotaktischen Rahmen (Kopf Intruments, Tujunga,
USA) einer aus einem Untersuchungshandschuh selbst hergestellten Vinylmaske.
Die Maske wird mit einer GefdfSklemme individuell fiir jedes Tier abgedichtet.
AbschlieBend erfolgt die Versorgung der Augen mit Bepanthen-Augensalbe®
(Bayer Vital, Leverkusen, DE) und eine Temperatursonde
(Temperaturhomoostasegerdt, Hugo Sachs, March-Hugstetten, DE) wird rektal
eingefiihrt.

Das Narkosesystem wird bei konstantem Flow von 0,5 1/min Frischluft- und 1,0
I/min Sauerstoffzufuhr, 2 — 2,5 Vol. % Isofluran sowie aktivem Gasabzug

betrieben. Im gesamten Operationsverlauf zeigt die Maus Spontanatmung.
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Da ein neuroprotektiver Effekt von intraoperativer Hypothermie bekannt ist (80,
81), liegt die Maus im gesamten Operationsverlaufs auf einer mit der Rektalsonde
riickgekoppelten Wirmeplatte (Temperaturhomdostasegerit, Hugo Sachs, March-
Hugstetten, DE), welche eine konstante Korpertemperatur von 37 °C
aufrechterhilt. FEine regelméfige Temperaturkontrolle wird im OP-Verlauf

protokolliert.
Die Narkosezeit von der Einleitung bis zum Erwachen iiberschreitet 20 min nicht.

Um eine eventuelle Beeinflussung des Verhaltens zu vermeiden, wird in
Ubereinstimmung mit der Genehmigung der zustindigen Behorde zuniichst auf
eine peri- und postoperative Analgesie verzichtet (82-86), zumal eine hohe
Schmerzbelastung in vorherigen Studien nicht beobachtet wurde. Nach Erwachen
aus der Narkose ist in der Regel kein deutlich veridndertes Verhalten bei den
Tieren feststellbar. Nach ein bis zwei Stunden zeigen sie gewohnlich ein normales
Trink- und Fressverhalten. Auch eine Stérung des Putzverhaltens oder des Schlaf-
und Wachrhythmus ist nicht beobachtet worden. Sollten postoperative
Schmerzsymptome auftreten (z. B. verlidngerte Liegedauer, gestriubtes Fell,
fehlende bzw. reduzierte Nahrungs- und Trinkwasseraufnahme), wiirden solche
Tiere durch subkutane Applikation des Analgetikums Buprenorphin behandelt. In
diesem Fall musste aber keines der Versuchstiere wegen einer postoperativen

Analgesie medikamentOs versorgt werden.

3.2.2. Controlled Cortical Impact (CCI)
Uber eine 1 — 1,5 cm lange mediane Hautinzision wird der Schiddelknochen von
der vorderen (Sutura lamboidea, Lambda) bis zur hinteren Kopfnaht (Sutura

coronalis, Bregma) freigelegt und das Periost mit zwei Wattetupfern entfernt.

Orientierend am Bregma wird unter Zuhilfenahme eines Mikrobohrers
(Handbohrer Uni-Drive N Komplettgerit, Paggen, Starnberg, DE) iiber der
rechten Hemisphire ein offenes Rechteck mit den Begrenzungen Bregma,
Jochbogen (Arcus zygomaticus), Lambda und der offenen Seite an der
Sagittalnaht (Sutura sagittalis) gefridst. Die Dura mater bleibt im Verlauf der
Kraniotomie intakt. Das entstandene Knochenfenster wird erdffnet, wobei die

Sagittalnaht als Scharnier dient.
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Im nidchsten Schritt wird der Stempel (Durchmesser 3 mm) eines
druckluftbetriebenen CCI-Applikators (Kopacz, Mainz, DE) ausgerichtet und auf
der Dura mater positioniert. Das Hirn-Trauma erfolgt computergesteuert mit einer
definierten Geschwindigkeit von 8 m/s, einer Eindringtiefe von 1 mm und einer
Aufpralldauer von 150 ms. Anschlieend wird das Knochenfenster verschlossen
und mit Histoacryl®-Gewebekleber (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE)
abgedichtet und fixiert. Zum Verschluss der Hautinzision wird PROLENE®-
Nahtmaterial USP 6-0 (ETHICON Inc., Somerville, USA) mit 4 — 5 Knopfnéhten

verwendet.

3.2.3. Sham

Der scheinoperierte Eingriff umfasst ebenfalls die oben beschriebene
stereotaktische Fixierung, die Hautinzision, die Periostentfernung, die Hautnaht
sowie eine 15-miniitige Narkose mit 2,3 Vol. % Isofluran. Da die Beeinflussung
von Entziindungsparametern durch Hitzeeinwirkung wihrend einer Kraniotomie
beschriecben wurde (87), wird auf diese verzichtet. Ersatzweise wird die
Schideloberfldche mit einer spitzen Pinzette im Bereich des oben beschriebenen
Schidelfensters aufgeraut. Vor allem entfillt schlieBlich das Hirn-Trauma durch

den CCI-Applikator.

3.3. Postoperative Beobachtungsphase

Im Anschluss an den Eingriff verbleiben die Tiere wihrend der Aufwachphase
fiir 2 h in einem Séduglingsinkubator (IC8000, Draeger, Liibeck, DE) bei 33 °C
und 35 % Luftfeuchtigkeit und werden danach in die wurspriinglichen

Kiéfiggruppen regruppiert.

In den folgenden Tagen finden tédgliche Kontrollen des Gewichts, der
Wundheilung und des Sozialverhaltens statt. Bei iibermédfBigen Rangkidmpfen
werden die Kifiggruppen aufgeteilt, wobei immer mindestens zwei Méiuse
zusammen bleiben, um eine Einzelhaltung zu vermeiden. Bei vier Tieren musste
aufgrund von Wundheilungsstorungen in einer maximal zweiminiitigen
Kurznarkose (2 Vol. % Isofluran) die Wunde versorgt werden, wobei zwei

vorzeitig zu toten waren und nicht in die Studie eingehen konnen.
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4. Verhaltensbiologische Untersuchungen

Zur besseren Ubersicht lassen sich die Verhaltenstests anhand des untersuchten
Verhaltenstyps unterscheiden. Dabei ist unvermeidlich, dass diese Unterteilung
die gegenseitige Einflussnahme und Komplexitit verschiedener Verhaltensmuster

auBler Acht ldsst.

4.1. Motorische Koordination und Kombinationstests zur allgemeinen

Verhaltensbeurteilung

4.1.1. Neurological Deficit Score (NDS)

Dieser Test umfasst sieben verschiedene Aufgaben bzw. Bewertungskriterien, die
zur Einschitzung des Allgemeinbefindens, der motorischen Koordination, von
Aktivitdt und kranialen Nervenfunktionen (z.B. Gehor) dienen. Der Test ist

unspezifisch und erlaubt nur Aussagen iiber allgemeine Verhaltenszustéinde.

Jede neurologische Auffilligkeit fiihrt zur Vergabe von Punkten (Tabelle 12),
deren Gesamtpunktzahl fiir jedes Tier addiert wird. Eine gesunde Maus sollte
einen NDS von 0 — 2 Punkten erreichen, wihrend die Maximalpunktzahl von 15

die maximale messbare Verhaltensbeeintrichtigung wiedergibt.

Zunachst wird die Maus auf eine freie Fliche gesetzt und die Zeit gemessen,
innerhalb der sie einen Kreis (Durchmesser 30 cm) verldsst. Ab 120 s wird die
Maximalpunktzahl vergeben. Verzogertes Verlassen des Kreises deutet auf

Einschrinkungen der Aktivitdt bzw. der motorischen Koordination hin.

Weiterhin wird die Reaktion der Maus auf ein lautes Héandeklatschen beurteilt.
Eine verzogerte oder fehlende Schreckreaktion weist auf Storungen der kranialen

Nervenfunktionen, der Reflexabldufe oder des Allgemeinbefindens hin.

Eingeschrinkte Wahrnehmung bzw. Aufmerksamkeit zeigt sich am Ausbleiben
des Interesses fiir die Umgebung, das sich unter anderem im ,,seeking behavior*
(Aufstellen auf die HintergliedmaBlen) manifestiert und ebenfalls begutachtet

wird.

Zur Koordinationspriifung wird der Beam-Balance-Test herangezogen. Hier

besteht die Aufgabe darin, eine Strecke von ca. 50 cm nacheinander auf drei
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verschieden dicken Balken (3 cm, 1,5 cm, 1 cm) zuriickzulegen. Je nach
motorischer Konstitution geschieht dies ohne Probleme, mit Fehltritten oder ist
nicht moglich bzw. fithrt zum Gleichgewichtsverlust. AnschlieBend wird die
Maus nacheinander an einen eckigen und einen runden Stab (Durchmesser 0,5
cm) gehdngt und muss sich fiir mindestens 10 s mit vier GliedmaBen daran

festhalten. Friihzeitiges Abrutschen fiihrt auch hier zu Punktvergabe.

Zum Abschluss wird das Gangbild evaluiert und zwischen keiner, einer auf eine

Gliedmal3e beschrinkten und einer vollen Hemiparese unterschieden.

In der folgenden Tabelle ist der NDS mit seinen Unterpunkten aufgefiihrt:

Pra Pra
Neuroscore Punkte OP 24 h mortem
Verlassen e.lnes 30 cm <05 0)
Kreises
31-60 s (1)
61-120 s 2)
>120s 3)
Schreckreaktion vorhanden 0)
fehlt (1)
Seeking behavior vorhanden 0)
fehlt (1)
3cm
(0 = fehlerfrei, 1
Beam Balance = min. drei (0-2)
Fehltritte, 2 = Ziel
nicht erreicht)
1,5cm
(s.0.) 0-2)
1cm
(s.0.) 0-2)
Rund
" (0O=min. 10 s
Hangen hingend, 1 =<10 | /D
s hingend)
Eckig
(s.0.) o/
fehlt/eine
Gangbild Gliedmal3e/ (0-2)
Hemiparese

Tabelle 12: Neurological Deficit Score -Protokoll
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4.1.2. Rotarod

In diesem Test wird die motorische Koordination und Ausdauer der Maus gepriift.

Die Testmaus wird auf einem rotierenden Zylinder (Durchmesser 3 cm, Ugo
Basile, Italien) gesetzt und die Drehung innerhalb von 5 min gleichméfig von 4
U/min auf 40 U/min beschleunigt. Die Dauer bis zum Herabfallen (Fallhohe 27

cm) der Maus vom Zylinder wird automatisch aufgezeichnet.

4.1.3. CatWalk® XT

Dieser Test untersucht lokomotorische Defizite und schmerzinduzierte Gang-
Anpassungen. Bei CatWalk® XT (Noldus Information Technology, Wageningen,
NL) handelt es sich um ein videobasiertes Analysesystem zur Bewertung der

Schritte und zur Ganganalyse von sich frei bewegenden Mausen und Ratten.

Der Versuchsaufbau besteht aus einem Korridor, welcher die Bewegungsfreiheit
auf eine gerade Linie einschrinkt, auf einer 1,3 m langen Glasplatte und einer
unterseitig befestigten Hochgeschwindigkeits-Farb-Videokamera. Die
Auswertung der Videoaufzeichnungen erfolgt mit der Software CatWalk® XT
(Version 9.0, Noldus Information Technology, Wageningen, NL). Die CatWalk
XT-Technologie basiert auf verhinderter Totalreflexion und fiihrt bei Berithrung
zum Erleuchten der Glasoberflidche. Dieser Effekt ermoglicht die Erfassung der
Pfotenabdriicke einer Testmaus durch die Videokamera. Anschliefend erfolgt die
computerbasierte Auswertung hinsichtlich einzelner Pfotenabdriicke (Intensitét,
Fliche, Linge und Breite), der Anordnung mehrerer Abdriicke zueinander
(Abstand und Schrittlinge) sowie des Gangs (Schrittabfolge, -rythmus, -profil, -
geschwindigkeit, Stand-, Schwungphase, Schwunggeschwindigkeit).
Aufeinanderfolgend werden mehrere Durchldufe aufgezeichnet, wobei das
arithmetische Mittel der drei stabilsten hinsichtlich Geschwindigkeit und
Gleichformigkeit ins Ergebnis eingeht.
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Folgende Tabelle erklért alle hier erfassten und berechneten Parameter.

Parameter

Erliauterung

Average walk speed

Zuriickgelegte Distanz pro s

Cadence

Schrittfrequenz pro Durchlauf

Print position

(Relative paw placement)

Distanz der Hinterpfoten zu den Vorderpfoten

Step patterns Schrittabfolge (6 Muster werden unterschieden: Ca:
RV-LV-RH-LH; Cb: LV-RV-LH-RH; Aa: RV-RH-
LV-LH; Ab: LV-RH-RV-LH; Ra: RV-LV-LH-RH;
Rb: LV-RV-RH-LH)

Support pattern Kontaktzeit aller moglichen Pfotenkombinationen mit
dem Boden

Base of support (BOS) Distanz zwischen dem Mittelpunkt der Vorderpfoten
bzw. der Hinterpfoten

Stance Kontaktzeit jeder Pfote mit dem Boden

Stride length Distanz zwischen zwei Bodenberiihrungen der selben
Pfote

Swing speed Schwunggeschwindigkeit jeder Gliedmalle

Swing Schwungzeit jeder Gliedmalle ohne Bodenberiihrung

Print area Gesamtkontaktfliche jeder Pfote im Verlauf eines
Schritts

Print width Breite der Kontaktfliche jeder Pfote

Print length Linge der Kontaktfldche jeder Pfote

Min intensity

Minimaler Druck, den eine Pfote beim Kontakt mit
dem Boden auslost, in arbitrary unit (a.u.)

Max intensity

Maximaler Druck, den eine Pfote beim Kontakt mit
dem Boden auslost, in arbitrary unit (a.u.)

Mean intensity

Mittlerer Druck, den eine Pfote beim Kontakt mit
dem Boden auslost, in arbitrary unit (a.u.)

Max area

Maximale Kontaktfliche der Pfote im Verlauf eines
Schrittes

Tabelle 13:

Erfasste Parameter im CatWalk® XT
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4.2. Depressions-idhnliches, Schizophrenie-dhnliches, Angst-assoziiertes

und soziales Verhalten
4.2.1. Angst-assoziiertes Verhalten, Mobilitit und Aktivitit

4.2.1.1. Elevated Plus Maze (EPM)
Dieser Test basiert auf dem Konflikt zwischen der natiirlichen Aversion von
Maiusen gegeniiber freien Flichen und Hohe sowie dem Drang, unbekannte

Umgebungen zu erkunden.

Beim Versuchsaufbau handelt es sich um ein kreuzférmiges, erhohtes Areal (40
cm iiber dem Boden), das zwei offene und zwei geschlossene Arme (mit
Umrandung von 15 cm Hohe) der Flache 30 x 5 cm aufweist, die iiber eine
Zentralfliche von 5 x 5 cm miteinander verbunden sind. Die Beleuchtungsstirke

betridgt 140 — 150 Ix an der Zentralfléiche.

Die Maus wird in das zentrale Areal gesetzt und fiir 5 min mittels einer
Videokamera und der Software EthoVision® XT (Version 8.0, Noldus
Information Technology, Wageningen, NL) in ihrem Verhalten beobachtet. Es
werden die Verweildauer, Laufstrecke und Hiufigkeit des Betretens der offenen

Arme im Vergleich zu den geschlossenen Armen ausgewertet.

4.2.1.2. Open Field (OF)
Ahnlich dem EPM bildet auch hier der Konflikt zwischen natiirlicher Abneigung

vor freien Flichen und dem Erkundungsdrang die Grundlage.

Das Tier wird in das Zentrum eines Plastikzylinders (120 cm Durchmesser,
Wandhohe 40 cm, Beleuchtungsstirke 140 — 150 Ix) gesetzt und es wird
abgewartet, bis es sich selbststindig zur Wand bewegt. Ab dem Zeitpunkt der
ersten Wandberiihrung wird fiir 7 min mittels einer Videokamera und der
Software EthoVision® XT (Version 8.0, Noldus Information Technology,
Wageningen, NL) das Verhalten der Testmaus aufgezeichnet. Die Daten werden
in Bezug auf die Gesamtlaufstrecke der Maus, ihre Aufenthaltsorte und auffillige
Bewegungsabldufe  oder  Verhaltensweisen  ausgewertet.  Bzgl.  des
Aufenthaltsortes wird zwischen einer zentralen und einer peripheren Zone

unterschieden, wobei beide jeweils 50 % des Gesamtradius umfassen.
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4.2.2. Sozialverhalten

4.2.2.1. Social Interaction (SI) = Crawley Box
Das Interesse der Testmaus an einer unbekannten weiteren Maus dient hier als

MessgroBe fiir die soziale Interaktion.

Die Testmaus wird in das Zentrum einer Kammer (Crawley Box, Eigenbau,
Abmessung 30x60x40) mit drei Kompartimenten gesetzt. An ein zentrales
Kompartiment grenzen zwei du3ere Kompartimente: das eine enthélt einen leeren
kleinen Kifig (rund, 10 cm Durchmesser), das andere enthilt eine unbekannte
Maus in einem ebensolchen Kifig. Bei der unbekannten Maus handelt es sich wie
bei der Testmaus um ein adultes minnliches Tier vom Stamm C57B1/6N. Von
oben wird mittels einer Videokamera der Aufenthaltsort der Testmaus
aufgezeichnet und mit der Software EthoVision® XT (Version 8.0, Noldus
Information Technology, Wageningen, NL) ausgewertet. Dabei wird zwischen
den drei Kompartimenten (zentrales, leeres und Kompartiment mit unbekannter
Maus) unterschieden und es wird ermittelt, in welchem sich die Testmaus

bevorzugt aufthilt.

Anhand der Formel

t [ unbekannte Maus]

Sozialindex= , -
{t [unbekannte Maus| + t [ leeres Kompartiment]} x 100

kann der Sozialindex errechnet werden, der als Mal fiir das Sozialverhalten dient.

4.2.3. Schizophrenie-idhnliches Verhalten

4.2.3.1. Prepulse Inhibition of Acoustic Startle Response (PPI)

Dieser Test dient der Untersuchung der sensorisch-motorischen Reizverarbeitung
anhand der Messung einer Schreckreaktion (Zucken, Springen) nach einem
akustischen Stimulus. Ein speziesiibergreifender Zusammenhang mit zahlreichen
neuropsychiatrischen Krankheitsbildern, vor allem Schizophrenie, wurde

mehrfach beschrieben (88, 89).

Ein Kifig (Abmessung 9 x 4 x 4 cm) ldsst der Testmaus wéhrend des Versuchs

nur eingeschrinkten Bewegungsspielraum. Der Kifig befindet sich in einer
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schallgeschiitzten Kammer, in der iiber ein Lautsprechersystem eine kontrollierte
Beschallung der Maus erfolgt. Uber Vibrationssensoren im Boden des Kifigs
konnen vertikale Bewegungen der Maus gemessen und aufgezeichnet werden.
Das gesamte Beschallungs- und Messsystem wird iiber eine einheitliche Software

gesteuert (Startle Response/PPI Test System, TSE GmbH, Bad Homburg, DE).

Ein durchgehendes Hintergrundrauschen von 65 dB bleibt iiber die gesamte
Versuchsspanne bestehen. Die Schreckreaktionen werden durch einen akustischen
Stimulus mit einer Intensitit von 120 dB iiber 40 ms ausgel6st und fiir 140 ms ab
Stimulusbeginn aufgezeichnet. In diesem Zeitfenster flieBt die Spitze der
Schreckreaktion ins Ergebnis ein. Einigen Stimuli wird ein schwicherer Stimulus
(,,Prepulse*) im Abstand von 100 ms in unterschiedlicher Intensitit (75 dB, 80 dB
und 85 dB) vorgeschaltet. Somit ergeben sich fiinf unterschiedliche Testtypen
(nur Stimulus, kein Stimulus, Prepulse 75 dB, Prepulse 80 dB und Prepulse
85dB), die jeweils zehnmalig in randomisierter Reihenfolge durchgefiihrt werden.
Das Zeitintervall zwischen den Testungen variiert zwischen 10 und 20 s. Vor
Testbeginn liegt eine Gewohnungsphase von 5 min mit Hintergrundrauschen,
gefolgt von acht einfachen Stimuli. Dies dient der Umgebungsgewdhnung sowie

einer Normalisierung der Schreckreaktion.

Die Amplitude der Schreckreaktion (angegeben in a. u. = arbitrary unit) wird
definiert als die Differenz zwischen dem Maximum der detektierten, von der
Maus auf den Boden ausgeiibten Kraft im Aufzeichnungsfenster und der

gemessenen Kraft direkt vor Stimulusbeginn.

Eine mogliche Abschwichung der Schreckreaktion durch den Prepulse wird in
Prozent angegeben als Prepulse Inhibition (PPI) und berechnet sich mit der

Formel

(Anmplitude nach Prepulse und Stimu/us)} y 100}

PPI [%] =100 - _ — :
(Anmplitude nach alleinigem Stimul us)
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4.2.4. Depressions-dhnliches Verhalten

4.24.1. Tail Suspension (TS)

In diesem Test wird das Verhalten hinsichtlich der physischen und psychischen
Gesamtkonstitution untersucht. Er basiert auf der Motivation, sich aus einer
unangenehmen Situation zu befreien bzw. sich in eine solche zu fiigen.
Anderungen  dieses  Verhaltenstyps  werden  bei  Menschen  mit
Depressionserkrankungen in Verbindung gebracht. Ihre Signifikanz kann auf die

Maus iibertragen werden (90, 91).

Uber einen Zeitraum von sechs Minuten (min) wird die Maus an ihrem Schwanz
mit einem Leukosilk®-Klebeband (BSNmedical, Hamburg, DE) an einem Brett
befestigt und die Zeit aufgezeichnet, in der sie versucht sich aus dieser Situation
zu befreien bzw. in der sie unbewegt hingt. Das Verhalten der Testmaus wird von
einer Videokamera aufgezeichnet, mit der Software EthoVision® XT (Version
8.0, Noldus Information Technology, Wageningen, NL) ausgewertet und die

Gesamtzeit der Immobilitdt angegeben.
4.3. Kognitive Fihigkeiten

4.3.1. Morris Water Maze (MWM)
Dieser Test untersucht die rdumliche Erinnerungs- und Lernfdhigkeit iiber
mehrere Tage (92). Die natiirliche Aversion von Miusen gegen Wasser stellt die

Lernmotivation dar.

Ein rundes Becken (120 cm Durchmesser, Tiefe 40 cm, Beleuchtungsstirke 140 —
150 1x) wird mit Wasser (21 + 2 °C) gefiillt und eine runde Plattform
(Durchmesser 9 cm) 1 cm unter der Wasseroberfldache platziert. Die Plattform
befindet sich im mittleren Drittel zwischen Rand und Mittelpunkt des Beckens an
einer festgelegten Position. Zur besseren Erkennbarkeit einer Testmaus mittels
einer Videokamera und der Software EthoVision® XT (Version 8.0, Noldus
Information Technology, Wageningen, NL) wird das Wasser weil3 gefirbt. Die
Winde (Abstand ca, 50 - 100 cm vom Beckenrand) des Testraums sind mit einer
Vielzahl von Symbolen (z. B. Pfeile, Kreuze, Punkte, Dreiecke und

Rechenzeichen) zur raumlichen Orientierung markiert.
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Jede Maus wird viermal tdglich von einem festgelegten und tidglich wechselnden
Startpunkt aus in das Becken gesetzt und hat max. 90 s Zeit, um die Plattform
schwimmend zu erreichen. Beim Auffinden der Plattform innerhalb der
vorgegeben Zeit wird der Testlauf frithzeitig beendet und die Testmaus aus dem
Versuchsaufbau genommen. Sollte die Plattform nach 90 s nicht erreicht worden

sein, wird die Maus manuell zur Plattform geleitet und bleibt dort 10 — 15 s.

Fiir die ersten zwei Untersuchungstage ist die Plattform zunidchst mit einer
orangenen Fahne (15 cm Hohe iiber der Wasseroberflache) markiert und damit
deutlich erkennbar fiir eine schwimmende Testmaus. In dieser Zeit kann erlernt
werden, dass die Plattform den Ausweg aus dem unangenehmen Zustand des
Schwimmens darstellt und gleichzeitig erhidlt man erste Ergebnisse zu visuellen,
motorischen und kognitiven Fidhigkeiten der Maus. Vom dritten Tag an wird die
Plattform an einen neuen Standort verschoben und die Fahne entfernt. Im Verlauf
der folgenden acht Tage veridndert sich der Standort nicht mehr und die Plattform
ist fiir eine schwimmende Maus nicht sichtbar. Somit muss sie die Plattform in
dieser Zeit anhand raumlicher Orientierung und Erinnerung finden. Es werden die
Zeit bis zum Erreichen der Plattform (90 s, wenn Plattform nicht erreicht wird),

die Geschwindigkeit sowie die zuriickgelegte Strecke ermittelt.

Am letzten Untersuchungstag (probe trial) wird die Plattform aus dem Becken
entfernt und der Aufenthaltsort der Testmaus einmal bei einem Lauf von 90 s
erfasst. Zur Auswertung wird das Becken in vier Quadranten unterteilt und die
Aufenthaltszeit jeweils in Prozent errechnet. Von diesem Resultat lassen sich

Riickschliisse auf die Strategie zum Auffinden der Plattform ziehen.

4.3.2. Fear Conditioning (FC)

Grundlage fiir diesen Test bildet eine Form der Erinnerung, bei welcher ein
neutraler Reiz (akustisches Signal) mit einem negativen Stimulus (eletrischer
Schlag) assoziiert und zu einem spiteren Zeitpunkt in einer abgeédnderten
Umgebung erneut induziert wird. Eine hdufige Reaktion auf Angst ist Erstarren
(93), das hier als MaB fiir die Erinnerung an die negative Assoziation gewertet

wird.

Ein transparenter Acrylglas-Kifig (25 x 28 x 33 cm) mit einem Boden aus

elektrisch leitfihigen Metallstiben, eine oberseitige Videokamera und ein
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Beschallungssystem innerhalb einer schalldichten Kammer bilden den
Versuchsautbau (Fear Conditioning System, TSE GmbH, Bad Homburg, DE).
Die Auswertung der Videoaufzeichnungen erfolgt mit der Software EthoVision®

XT (Version 8.0, Noldus Information Technology, Wageningen, NL).

Der erste Untersuchungstag umfasst zunichst eine Gewohnungsphase von 120 s
(baseline) gefolgt von einem akustischen Signal (Frequenz 10 000 Hz, 90 dB) fiir
28 s, an welchen sich ein elektrischer Schlag (2 s, 0,4 mA) anschlie3t. Nach einer
kurzen Pause von 20 s wird der Ton inklusive dem elektrischen Schlag wiederholt
und die Testmaus abschlieBend aus dem Versuchsaufbau genommen. Der zweite
Untersuchungstag beginnt mit einer Kontrollphase (120 s) in der unveridnderten
Umgebung des Vortags (context). Darauf wird nach einer Pause von 2 bis 3 h die
Umgebung veridndert (Geruch, Kéfigform, Wandform und -farbe) und erneut ohne
akustisches Signal oder Schock das Verhalten fiir 120 s aufgezeichnet (cue
baseline). Daran schlieB3t sich erneut der Ton (10 000 Hz, 90 dB) fiir 120 s an und

das Verhalten wird erfasst (cue).

Jeder der vier aufgezeichneten Durchliufe (training, context, cue baseline, cue)
wird hinsichtlich der immobilen Zeit ausgewertet und in Prozent von 120 s

angegeben.

4.4. Visuelle Wahrnehmung

4.4.1. Visual CIiff Test
Ziel dieses Tests ist, visuelle Defizite anhand der natiirlichen Akrophobie von

Miusen zu ermitteln.

Eine am Boden (Acrylglas) transparente und oben offene Box (70 x 35 x 30 cm)
wird so auf der Kante eines Labortisches (1 m Hohe) platziert, dass 50 % der
Grundfliche iiber die Kante hinausragen und daher in diesem Bereich die Hohe
visuell wahrgenommen werden kann. Uber einen Zeitraum von 5 min wird das
Verhalten einer Testmaus per Videokamera aufgezeichnet und spiter mit der
Software EthoVision® XT (Version 8.0, Noldus Information Technology,
Wageningen, NL) hinsichtlich des Aufenthaltsortes bestimmt. Dabei wird
zwischen einem erhohten (,,elevated‘) und einem ebenerdigen (,,grounded ‘) Areal

unterschieden und die anteilige Aufenthaltszeit prozentual errechnet.
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4.5. Krampfneigung

4.5.1. Messung Pentylentetrazol-induzierter Krampfanfille (PTZ)

Die beobachteten Krimpfe werden durch eine s. c. PTZ-Injektion (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) induziert. Die angewandte Dosis von 50 mg/kg ist die minimale
Dosis zur Induktion milder Anfélle bei Médusen (94). Nach der Injektion werden
die Miuse sofort in einen transparenten Kifig gesetzt und ihr Verhalten fiir 30
min mittels einer Videokamera aufgezeichnet. Es werden bei diesem akuten
Anfallsmodell  folgende Phasen als kontinuierliche  Parameter der

Verhaltensreaktionen unterschieden:

(P1) Hypoaktivitidt: Diese Phase ist durch eine fortschreitende Abnahme der
motorischen Aktivitdt gekennzeichnet, bis das Tier hockend zur Ruhe kommt oder

in Bauchlage vollen Kontakt mit dem Kéfiguntergrund hat.
(P2) Teilweise klonischer Anfallsablauf den Kopf betreffend.

(P3) Teilweise klonischer Anfallsablauf, Kopf und Vorderbeine betreffend.
Teilweise oder fokale Anfille dauern in der Regel 1-2 s und werden oft durch

Laute begleitet.

(P4) Generalisierte Kloni mit plotzlichem Verlust der aufrechten Haltung
und/oder Ganzkorper-Kloni unter Einbeziehung aller vier GliedmaBen und des

Schwanzes.

(PS) Tonischer Maximal-Anfall, das heit generalisierter Anfall, durch tonische

HintergliedmaBen-Dehnung gekennzeichnet.
(P6) Tod durch Erstickung innerhalb eines tonischen Anfalls.

Die Anfallrate wird mit geringfiigigen Anderungen nach Ferraro und Kollegen
(94) anhand der Latenz der Phasen berechnet. Dabei wird jeder Maus ein

Anfallswert nach folgender Formel zugewiesen:

Anfallswert=0,1x ! +0,2x 1 +0,3x% 1 +0,4x 1 +0,5x ! +0,6x% 1
Latenz P1 Latenz P2 Latenz P3 Latenz P4 Latenz Phase5 Latenz P6

Aufgrund der Gewichtungsfaktoren (0,1 bis 0,6) steigt bei dieser Art der Analyse
der Anfallswert mit dem Grad der Progression sowie der Latenz der Anfalls-

Syndrome.
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S. Totung und Priparation

Unmittelbar nach Ermittlung der Phentylenetetrazol-induzierten
Krampfanfilligkeit werden die Tiere mittels zervikaler Dislokation getotet.
Hierbei erfolgt eine Fixation hinter dem Okziput mit einer geschlossenen Schere,
dann wird ein ruckartiger, starker Zug an der Schwanzwurzel ausgeiibt. Die
Durchtrennung des Riickenmarks bzw. der Medulla oblongata und der
versorgenden Blutgefdae des Gehirns sind die Folge und fithren zum sofortigen

Verenden.

Zur Gehirnentnahme wird der Kopf abgetrennt und die Haut medial erdffnet.
Nach Freipriaparation des Schidels wird das Okziput medial aufgeschnitten und
das Schideldach, unter Schonung des Gehirns, nach rostral entfernt. Mit einem
Spatel werden die Gehirnnerven durchtrennt und das Gehirn aus dem Schédel

gehoben.

Nach Schockgefrieren in pulverisiertem Trockeneis werden die Gehirne bei -20

°C in luftdichten Tiiten gelagert.
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6. Kryosektion

Die Herstellung 12 pum dicker frontaler Schnitte wird ab Bregma +3,14 mm im
Abstand von 500 pum nach kaudal mit einem Kryostat (Microm HM 560 Cryo-
Star, Thermo Fischer Scientific, Walldorf, DE) durchgefiihrt. Dabei erhdlt man 16
Schnittebenen, welche auf SuperFrost® Plus-Objektrigern (Thermo Scientific,
Menzel-Glédser, Menzel GmbH, Braunschweig, DE) aufgezogen werden. Nach
kurzer Trocknung werden die Gewebeschnitte bis zur (immun-) histologischen

Untersuchung bei -20 °C gelagert.

Von Ebene 6 (Bregma + 0,64 mm) bis Ebene 14 (Bregma -3,36 mm) wird der
Bereich zwischen den Aufnahmeebenen in 8 x 30 pum dicke Scheiben geschnitten
und diese so passend aufeinander gelagert, dass man einen 240 pum dicken
Gehirnschnitt in Frontalebene erhilt. Dieser wird entlang der Trennungslinie der
Hemisphdren und einer gedachten Linie zwischen ventraler und dorsaler
Gehirnhilfte in vier Quadranten geteilt. Die dorsalen Quadranten (ipsilateral =
rechts, contralateral = links) werden getrennt aufgenommen und bei -80 °C
aufbewahrt. Die erhaltenen acht Quadranten pro Hemisphidre liegen im
Schadensbereich und werden fiir molekularbiologische Untersuchungen

verwendet.
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7. Histologische Farbung und Auswertung

7.1. Nissl-Fiarbung

Diese Firbetechnik basiert auf der Bindung des Farbstoffs Kresylviolett an
basophile Strukturen wie RNA und DNA. Insbesondere Nukleoli und Ribosomen
weisen einen hohen Gehalt an diesen Strukturen auf. Speziell das
endoplasmatische Retikulum mit einer Vielzahl von Ribosomen an seiner
Membranoberflache wird angefiarbt und in typischen Nissl-Schollen sichtbar. In
der Ubersicht sind Zellkorper der Neuronen deutlich zu erkennen, wogegen
andere Zellstrukturen (z. B. Dendrite und Axone) transparent bleiben. Die
Gesamtheit des Nervengewebes verfarbt sich blau-violett, wobei einzelne

Neuronen voneinander abgrenzbar bleiben.

Nach einer ca. 60-miniitigen Trocknung bei Raumtemperatur erfolgt ein
Reinigungsschritt in 70 % Ethanol (AppliChem GmbH, Darmstadt, DE) fiir 2 min.
Die Gehirnschnitte verbleiben nun fiir 10 min in Kresylviolett (Acetat)-Losung
(Merck KGaA, Darmstadt, DE), bevor iiberfliissiger Farbstoff durch mehrmaliges
Eintauchen in Aqua dest. (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE) entfernt
wird. Zur ersten Entwisserung durchlaufen die angefirbten Schnitte eine
aufsteigende Alkoholreihe mit jeweils zweimaligem Eintauchen in Ethanol 70 %
und 96 %. Weiterhin werden letzte Wasserreste bei 7 min in Roti®-Histol (Carl
Roth GmbH, Karlsruhe, DE) eliminiert, ehe die Gehirnschnitte mit dem
Eindeckmedium Roti®-Histokit (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE)
eingeschlossen werden. AbschlieBend wird ein Deckglas (Diagonal GmbH & Co
KG, Miinster, DE) zum mechanischen Schutz der Priparate auf dem Objektriger

fixiert.

7.2. Bestimmung des Schadenvolumens

Anhand der nach Nissl gefirbten Gehirnschnitte ldsst sich mit der Software
DeltaPix® InSight (Version 4.0, DeltaPix, Maalov, DK) unter dem Mikroskop
(Mikroskope Wild M420, Leica, Solms, DE) gesundes Nervengewebe abgrenzen
und das Schadensvolumen sowie das Hemisphidrenvolumen ermitteln. Von allen
Gehirnen und Ebenen wird die Gesamtfliache beider Hemisphiren (ipsilateral und

contralateral) sowie auf der ipsilateralen Seite zusitzlich die Fliche des gesunden
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Nervengewebes ausgemessen. Aus der Differenz zwischen Gesamtfliche und
gesundem Gewebe auf der ipsilateralen Seite ergibt sich die Schadensfliche, aus

welcher sich anhand folgender Formel das Schadensvolumen berechnen lésst:

16
V= z Axx500um
1

7.3. Iba-1-Fiarbung
Das Protein Ibal (ionized calcium binding adaptor molecule 1) wird spezifisch in
Mikroglia und Makrophagen exprimiert und kann im Gehirn als Mikroglia-

Marker verwendet werden. Weiterhin deutet eine verstidrkte Expression von Iba-1

auf die Aktivierung von Mikroglia/Makrophagen hin (95).

Fiir diese immunbhistologische Untersuchung werden die Gehirnschnitte zunichst
fir mindestens 30 min bei Raumtemperatur aufgetaut und getrocknet. Die
Fixierung der Schnitte erfolgt fiir 10 min in 4 % PFA (Paraformaldehyd). Nach
einem zweimaligen Waschschritt in PBS (phosphatgepufferte Salzlosung) folgt
zur Reduktion des Hintergrundsignals die Hemmung endogener Peroxidasen fiir 5
min in 0,3 % H>0O,. Nach erneutem Waschen mit PBS inkubieren die Schnitte 1 h
in einer Blockierungslosung (5 % NGS + 0,5 % BSA in PBST). Dies fiihrt zur
Sattigung freier Bindungsstellen mit dem Ziel, die Bildung unspezifischer
Bindungen zu minimieren. Der polyklonale Primirantikorper (1:500 in
Blockierungslosung, Anti-Ibal Rabbit, Wako Cat. #019-19741, WAKO
Chemicals, Neuss, DE) wirkt iiber Nacht bei 4 °C in einer Feuchtkammer ein. Am
zweiten Tag werden alle nicht gebundenen Antikorper bei zweimaligem Waschen
in PBST entfernt, bevor der Sekundirantikorper (1:500 in Blockierungslosung,
Biotinylated Goat Anti Rabbit IgG (H+L), #ab64256, Abcam®, Cambridge, UK)
fir 1,5 h bei Raumtemperatur inkubiert. An einen weiteren Waschschritt mit
PBST schlieit sich eine zweistiindige Einwirkzeit mit dem Avidin-Peroxidase-
Komplex (Vectastain® ABC Kit, Vector Laboratories, Burlingame, USA) an.
Dieser bindet an den Sekundirantikorper und die Peroxidase reagiert nach
erneutem PBST-Waschen mit Diaminobenzidin (DAKO, Hamburg, DE). Die
dabei schnell eintretende Braunfarbung wird nach exakt 65 s durch Waschen mit
PBS unterbrochen, um eine adidquate Signalstirke zu erhalten. Nun werden

unerwiinschte Riickstinde mit Aqua dest. (Braun, Melsungen, DE) entfernt und
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die Schnitte fiir 30 min getrocknet. Schlieflich erfolgt eine Entwésserung mit
Roti®-Histol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE) sowie ein Eindecken mit Roti®-
Histokit (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE) und Deckgldsern (Diagonal GmbH &
Co KG, Miinster, DE).

7.4. Bestimmung der Mikrogliazellaktivierung

Die Auswertung der Mikrogliazellaktivierung wird ausschlieBlich hinsichtlich der
Zellkorperzahl, nicht jedoch hinsichtlich der Zellmorphologie vorgenommen. Die
Iba-1-postiven Mikroglia sind dunkelbraun gefirbt und werden auf einer Fliche
von 0,52 x 0,65 mm (ROI) bei 10-facher VergroBerung (inverses Mikroskop
Axiovert 200, Carl Zeiss AG, Oberkochen, DE) beidseits im Kortex ausgezihlt.
Ipsilateral grenzt das auszuzidhlende Feld an den Schaden (Abb. 3), wobei
contralateral ein spiegelbildlicher Bereich (Achse ist Trennungslinie der
Hemisphiren) gewihlt wird. Fiir Sham-operierte Gehirne wird an den sich
entsprechenden kortikalen Arealen beidseits ausgezihlt. Die Zellkorperzahl wird
auf den vier Ebenen zwischen Bregma +0,14 cm und -1,86 cm beidseitig mit der
Software ImageJ (Version 1.47, National Institutes of Health, Bethesda, USA)

ermittelt und fiir jede Hemisphire das arithmetische Mittel errechnet.

Abbildung 3:  Schematische Darstellung des ausgezédhlten ipsilateralen Felds
hinsichtlich der Mikrogliazellaktivierung

Bei dieser quantitativen Zellzahlbestimmung besteht das Risiko einer Verzerrung
des Resultats durch Abweichungen des Extrazellularraumvolumens bzw.
Veridnderungen der Mikrogliamorphologie im Schadensbereich (96, 97). Die
durch ein SHT ausgeloste Storung der Blut-Hirn-Schranke fiihrt dabei zur
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Odematisierung des angrenzenden Hirngewebes wenige Stunden bis Tage nach
der Verletzung (98-102). Dieser Prozess erreicht sein Maximum 24 bis 48
Stunden nach dem CCI und nimmt danach stetig ab (103). Die hier untersuchten
Zeitpunkte liegen mehrere Wochen bis Monate nach der maximalen
Odematisierung im Schadensbereich, trotzdem kann eine Modifikation des

Extrazellularraums nicht ausgeschlossen werden.
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8. Molekularbiologische Methoden

Hier beschriebene molekularbiologische Methoden werden hinsichtlich der
Expression der Zielgene 111, 116, Gfap, Lcn2, Gadd45b, Gap43, Argl und LIcam
durchgefiihrt.

8.1. Ribonukleinsiure-Extraktion

Die in den dorsalen Gehirnquadranten enthaltene RNA wird nach der Methode
von Chomczynski und Sacchi (104) extrahiert. Alle verwendeten Substanzen und
die Mini-Spin-Sdulen sind im verwendeten RNeasy® Mini Kit (Qiagen N.V.,
Venlo, NL) enthalten.

Dabei werden zunéchst die Gewebeproben in 0,7 ml Qiazol-Reagenz fiir 2 min
mit einer Metallkugel im Mastermill (MM 300, Retsch Technology GmbH, Haan,
DE) bei 20 Hertz zerkleinert und danach fiir 5 min stehen gelassen. So wird das
Gehirnmaterial lysiert, enthaltene Proteine denaturiert und somit RNasen und
andere Enzyme inaktiviert. Nach Zugabe von 140 pl Chloroform (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) wird die Fliissigkeit fiir mindestens 15 s auf einem Schiittler
(Vortexmischer Reax control, Heidolph Instruments GmbH & Co KG, Hamburg,
DE) vermengt, bevor sie erneut fiir 2 min steht. Zur Phasentrennung wird des
Gemisch fiir 15 min bei 4 °C und 12000 x g-Kraft zentrifugiert (Centrifuge 5804
R, Eppendorf AG, Hamburg, DE), wonach drei Phasen abgrenzbar sind. Die obere
wissrige, RNA-haltige Phase wird vorsichtig abpipettiert und zu 500 pl 100 %
Ethanol (Carl Roth, Karlsruhe, DE) gegeben. Die weille, DNA-haltige Interphase
sowie die untere hell-rote, Protein-haltige Phase werden verworfen. Im Anschluss
wird zur Prézipitation der RNA das Ethanolgemisch auf eine Mini-Spin-Siule
aufgetragen und 15 s bei 8.000 x g-Kraft zentrifugiert (Mini Star silverline, VWR
international, Radnor, USA). Dabei binden sich RNA-Molekiile selektiv an die
Silikatmembran der Séule. In einem ersten Waschschritt werden 350 pul RWT-
Puffer auf die Mini-Spin-Sédule aufgetragen und 15 s bei 8.000 x g-Kraft
zentrifugiert (VWR international, Mini Star silverline, Radnor, USA). Zur
Minimierung moglicher DNA-Verunreinigungen werden 80 pl DNase-Mix (610
pl RDD-Puffer + 80 pul DNAse) auf die Membran aufgetragen und 15 min dort
belassen. An diesen DNase-Verdau schlieft sich ein Waschschritt mit 350 pl

RWT-Puffer sowie zwei weitere Waschschritte mit jeweils 500 ul RPE Puffer an.
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Wie schon zuvor werden die Waschpuffer 15 s bei 8.000 x g-Kraft durch die
Séulen zentrifugiert (VWR international, Mini Star silverline, Radnor, USA) und
der Durchlauf verworfen. Zum Trocknen der Sdulen werden sie fiir 1 min bei
maximaler Geschwindigkeit in der Minizentrifuge (VWR international, Mini Star

silverline, Radnor, USA) belassen.

Zur Eluierung der RNA aus der Silikatmembran werden 30 pul RNA-freies Wasser
auf die Sidule pipettiert und 1 min bei 8.000 x g-Kraft durch diese zentrifugiert.
Die RNA 16st sich im Wasser und ihre Konzentration und Reinheit kann nun
photometrisch bestimmt werden. Hierzu werden 2 ul RNA-Wassergemisch auf
das Photometer (NanoVue™, GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK) aufgetragen
und deren optische Dichte (OD) bei einer Wellenldnge von 260 nm und 280 nm
gemessen. Das Absorptionsmaximum von RNA liegt bei einer Wellenldinge von
260 nm, eine optische Dichte von 1,0 entspricht hier einer Konzentration von 40
pg/ml. Dementsprechend kann die Gesamtkonzentration in der Probe anhand

folgender Formel berechnet werden:

o ANA) = OD (260) x Verdiinnungsfaktor x 40[ ug/ ml|

Proteine haben ihr Absorptionsmaximum bei einer Wellenlidnge von 280 nm, so

dass sich mogliche Kontaminationen mit folgender Formel berechnen lassen:

OD (260)

Reinheitsgrad= ——————~
OD (280)

Reinheitsgrad-Werte zwischen 1,8 und 2,1 weisen auf eine geringe bis keine
Kontamination hin und koénnen zur Synthetisierung von komplementdrer DNA

(complementary DNA, cDNA) genutzt werden.

8.2. cDNA-Synthetisierung

Vor einer Polymerase Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) muss
die in der Probe enthaltene und zuvor extrahierte RNA in cDNA umgeschrieben
bzw. eine reverse Transkription durchgefiihrt werden. Die wird mit einem
QuantiTect® Reverse Transcription Kit (Qiagen N.V., Venlo, NL) entsprechend
dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Dabei werden zunédchst Reste der
genomischen DNA mittels einem gDNA wipeout buffer (Qiagen N.V., Venlo,

NL) eliminiert. Im néchsten Schritt wird eine DNA-Polymerase bzw. reverse
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Transkriptase zur Probe gegeben, welche vorhandene RNA-Stringe als Matrize
verwendet und dazu komplementire DNA-Stringe erzeugt. Die noch
zusammenhingenden DNA- und RNA-Stringe werden im Anschluss hydrolysiert
und voneinander separiert. Nach Abschluss der cDNA-Synthese wird das Produkt

bei -80 °C eingefroren und kann in dieser Form gelagert werden.

8.3. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Ziel dieser Methode ist eine kontrollierte Vervielfiltigung von DNA. Sie basiert
auf einer Abfolge von mehrere Zyklen, innerhalb derer die DNA verdoppelt wird
und das Produkt jedes Zyklus als Ausgangssubstanz fiir den nichsten Zyklus
dient. Das Ergebnis ist eine exponentielle Vermehrung der DNA. Der
amplifizierte Abschnitt der DNA kann durch die Auswahl spezieller
Oligonukleotid-Primer bestimmt werden. Diese bestehen aus ca. 20 Nukleotiden,
deren Sequenz sich unterscheidet und ausschlaggebend ist fiir die Bindungsstelle
des Primers auf dem DNA-Strang. Sie dienen als Ansatzstellen fiir DNA-
Polymerasen, welche einen komplementiren DNA-Strang zum zwischen den
Primern liegenden Abschnitt erstellen. Durch die Auswahl der Primerpaare kann

die Expression unterschiedlicher Gene untersucht werden.

Jeder PCR-Zyklus umfasst drei Schritte. Zunichst erfolgt mittels Erhitzung der
Probe auf 90 — 95 °C eine Denaturierung und Trennung der doppelstringigen
DNA durch Offnung der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
Einzelstrangen. Die Primerhybridisierung an die freiliegende DNA im zweiten
Schritt erfordert eine Abkiihlung, da die optimale Temperatur zur spezifischen
Anlagerung der Primer je nach Sequenz und GrofBe der Oligonukleotide i.d.R.
zwischen 55 — 65 °C liegt. AbschlieBend nutzt eine DNA-Polymerase den Primer
als Ansatzstelle zur Amplifikation der jeweils komplementédren Nukleotide an den
Einzelstrang. In Abhéngigkeit vom Arbeitsoptimum der DNA-Polymerase wird

dazu die Probe erneut leicht erhitzt.
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8.4. Quantitative Echtzeit-PCR (real-time PCR)

Bei der qPCR handelt es sich um eine Erweiterung des klassischen PCR-
Verfahrens. Sie erlaubt eine Quantifizierung der DNA-Menge in Echtzeit. Dazu
wird die amplifizierte DNA anhand von fluoreszierenden Sonden oder dem
Cyanin-Farbstoff SYBR Green (Absolute Blue qPCR SybrgreenMix, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) markiert. Diese werden durch Licht
angeregt und das darauf emittierte Fluoreszenzsignal nimmt proportional zur
Menge an PCR-Produkten zu. Die Durchfiihrung der gPCR und die Berechnung
der cDNA-Konzentration wurde mit einem LightCycler® 480 System (F.
Hoffmann-La Roche AG, Basel, CH) sowie der dazugehorigen LightCycler ®
Software (Version 4.5, F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, CH) ausgefiihrt.

Nach grafischer Auftragung des Fluoreszenzsignals gegen die Zahl an
durchlaufenen PCR-Zyklen entsteht eine Kurve, welche Riickschliisse auf die
Menge amplifizierter cDNA zulésst. Der typische Kurvenverlauf ldsst sich in eine
Anfangsphase mit niedrigem, eine exponentielle Wachstumsphase mit
ansteigendem und eine Plateauphase mit konstant hohem Fluoreszenzsignal
unterteilen. Nur wihrend der exponentiellen Wachstumsphase herrschen optimale
Reaktionsbedingungen bezogen auf die Temperatur sowie die Template-, Primer-,
Polymerase-, Substrat- und Produktmenge. In der Wachstumsphase werden
crossing points (CP) festgelegt. Der CP beschreibt den Zyklus, an dem die
Fluoreszenz erstmals signifikant die Hintergrund-Fluoreszenz iibersteigt. Ein
fritheres Erreichen des CP entspricht einer kleineren Zyklenzahl bzw. einer

hoheren Konzentration amplifizierter cDNA in der Probe.

Parallel zu den Probelosungen wird die Verdiinnungsreihe einer Standardlosung
mit bekannter cDNA-Konzentration im LightCycler® 480 System (F. Hoffmann-
La Roche AG, Basel, CH) untersucht und eine Standardkurve ermittelt. Ein
Abgleich der Probenergebnisse mit dieser Standardkurve lidsst Riickschliisse auf
die cDNA-Konzentration der untersuchten Proben bzw. auf die RNA-

Konzentration der Ausgangsprobe zu.

Um abschlieBend Aussagen zur Expression des Zielgens treffen zu konnen,
erfolgt eine Normalisierung gegeniiber des housekeeping-Gens Ppia (Cyclophilin-
A). Das Ppia-Gen wurde zuvor als valider Normalisator fiir das hier verwendete

CCI-Model beschrieben (105). Die Normalisierung der Expressionsergebnisse
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erfolgt mit einer effizienz-korrigierten relativen Quantifizierung nach der AACP-
Methode. Dabei wird zunichst der CP-Wert des zu untersuchenden Zielgens mit
dem CP-Wert des Referenzgens normalisiert und in einem zweiten Schritt auf
eine Standardprobe bezogen. Verschiedene Gene haben abweichende PCR-
Effizienzen mit einer 1,7- bis 1,9-fachen Vervielfiltigung pro PCR-Zyklus. Um
geringe Schwankungen in der Effizienz von Zielgen und Referenzgen zu
beriicksichtigen wird die zuvor ermittelte Effizienz fiir jedes Zielgen und das
Referenzgen beriicksichtigt. Daraus ergibt sich folge Formel zur Ermittlung der

Zielgenexpression prozentual zur Referenzgenexpression (106):

. ACP MW Kontrolle-Behandlung)
(Effizienz,y,,)  Zieger
MW Kontrolle- Behandlung)

F?atio( x100

Ziel jon) — . cP
S EffiZenZgengen) . PEfErenzgert
Somit konnen die Ergebnisse aller Proben trotz unterschiedlicher Probenmengen,
abweichender Effizienz der reversen Transkription und Messfehlern der RNA-
Konzentration hinsichtlich der Expression des Zielgens miteinander verglichen

werden.
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9. Statistische Datenauswertung

Die statistische Analyse und graphische Darstellung werden mit der Software
Prism 6 fiir Mac OS X (Version 6.0c, GraphPad Software, San Diego, USA)
berechnet und erstellt. Das Signifikanzniveau wird fiir alle Berechnungen
einheitlich festgelegt, so dass p-Werte <0,05 als signifikant gelten. Bei der
Untersuchung nach Shapiro-Wilk's zeigte sich, dass ein Grofteil der Ergebnisse
mit Ausnahme der Gewichtskontrolle, des MWM, des NDS und der
histologischen Bestimmung des Schadensvolumens keine Normalverteilung
aufweist.  Die  Ergebnisse  der  histologischen = Bestimmung  der
Mikrogliazellaktivierung und der molekularbiologischen Methoden lassen
aufgrund der niedrigen Kontrollgruppengrole (n = 5) keine Priifung der
Normalverteilung zu. Es wird daher bei allen Ergebnissen mit Ausnahme der
Gewichtskontrolle, des MWM, des NDS und der histologischen Bestimmung des

Schadensvolumens von keiner Normalverteilung ausgegangen.

Werden zwei Gruppen ohne Normalverteilung zu einem Zeitpunkt verglichen,
wird das Signifikanzniveau anhand des Mann-Whitney-U-Tests ermittelt und die
graphische Darstellung erfolgt als Boxplot (Median, oberes und unteres Quartil,
Whisker bis zum grofiten bzw. kleinsten Wert — deckt gesamte Spannweite der
Daten ab). Bei anzunehmender Normalverteilung wird das Signifikanzniveau
anhand des ungepaarten t-Tests bestimmt und die grafische Darstellung erfolgt als

Saulendiagramm + dem Standardfehler (SEM).

Zur Betrachtung einer Entwicklung iiber mehrere Zeitpunkte werden die Gruppen
mittels Two-way ANOVA-Test auf signifikante Unterschiede gepriift und
zusitzlich mit der area under the curve (AUC) verglichen. Dargestellt wird in
diesem Fall das arithmetische Mittel in einem Liniendiagramm * Standardfehler

(SEM).
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V. ERGEBNISSE

Die vorgestellten Ergebnisse beziehen sich auf zwei Vergleichsdimensionen.
Entsprechend dem Experimentcharakter der Untersuchung sind Unterschiede
zwischen CCI-Gruppe (mit induziertem SHT) und Sham-Gruppe (mit
Scheinoperation) zentral. Die Besonderheit der vorliegenden Untersuchung
besteht darin, dass diese Unterschiede nicht nur zu einem frithen (Testbeginn 14
Tage und Totung/Hirnentnahme 58 Tage nach OP), sondern auch zu einem spiten
Zeitpunkt (Testbeginn 184 Tage und Totung/Hirnentnahme 225 Tage nach OP)
untersucht werden. Um Unklarheiten hinsichtlich der Vergleichsdimensionen zu
vermeiden, wird der zentrale CCI/Sham-Vergleich im Folgenden jeweils zunéchst
fir den frithen und danach gesondert fiir den spiten Untersuchungszeitpunkt
dargestellt. Am Ende folgt, soweit sinnvoll, der Vergleich der beiden Zeitpunkte,
aus dem auf mogliche Entwicklungen geschlossen werden kann. Ein direkter
Vergleich ist auf dieser Ebene nur bedingt moglich, da die Versuchstiere zu den
verschiedenen Zeitpunkten ein anderes Alter aufweisen und alters- sowie

gewichtsbedingten Einfliissen unterliegen.
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1. Korpergewichtskontrolle

Die Entwicklung des Korpergewichts in den Langzeitiiberlebens-Gruppen stellt

sich wie folgt dar:

p < 0,0001 Two-way ANOVA

50+

a0- AUC =8930g x d
3 30 AUC = 83889 x d
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Abbildung 4: Entwicklung des mittleren Korpergewichts in der Langzeitiiberlebens-
Gruppe

Da aus vorherigen Studien bekannt ist, dass Mause nach einem CCI innerhalb von
24 h ca. 5 — 10 % Korpergewicht verlieren (107), wurden in dieser Studie schwere
Tiere in die CCI-Gruppe genommen und erst nach der Gruppenzuteilung
randomisiert. Daraus ergibt sich ein gewollter priaoperativer Unterschied zwischen
den Gruppen, der jedoch 24 h nach CCI nicht mehr besteht. Vorteil dieser
Versuchsplanung ist ein nahezu gleiches Gewichtsniveau 24 h nach SHT und die
Minimierung gewichtsbedingter Versuchseinfliisse. Weiterhin minimiert sich das
Risiko von Tierverlusten durch plétzliche Gewichtsabnahme bei Versuchstieren

im unteren Gewichtsspektrum.

Uber die gesamte Kontrollzeit zeigt sich, dass beide Gruppen an Korpergewicht
zunehmen, wobei die Gewichtszunahme in der CCI-Gruppe (Tag 1: AM 31,31 g +
SEM 0,4724; Tag 220: AM 40,54 g + SEM 1,259) mit durchschnittlich 9,14 g
deutlich niedriger ausfillt als bei scheinoperierten Tieren (Tag 1: AM 31,36 g +
SEM 0,3258; Tag 220: AM 46,01 g £ SEM 0,8948) mit durchschnittlich 14,65 g.
Ab Kontrolltag 18 ldsst sich ein deutlicher Unterschied bestimmen (p = 0,035),

der seinen maximalen Umfang kurz vor Totung der Tiere am Tag 220 (p =
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0,0008) erreicht. Die Berechnung der AUC ergibt eine Differenz von 542 g x d
(nach SHT 8388 g x d, Kontrollgruppe 8930 g x d).

Weiter fillt auf, dass die Gewichtszunahme in der CCI-Gruppe mit Beginn der
verhaltensbiologischen Untersuchungen an Tag 184 zum Erliegen kommt bzw.
sogar ein leichter Gewichtsverlust von durchschnittlich 1,27 g (Tag 177: AM
41,81 g £ SEM 0,9738; Tag 220: AM 40,54 g + SEM 1,259) bis zum
Versuchsende festzustellen ist, wihrend das mittlere Korpergewicht in der

scheinoperierten Gruppe weiter zunimmt.
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2. Verhaltensbiologische Untersuchungen

Unterschieden werden die Gruppen Kurzzeitiiberleben (Testbeginn 14 Tage post
OP) und Langzeitiiberleben (Testbeginn ca. sechs Monate post OP) sowie CCI
(mit SHT) und Sham (scheinoperiert).

2.1. Neurological Deficit Score (NDS)

2.1.1. CCI vs. Sham zum friihen Untersuchungszeitpunkt
Die mittlere Gesamtpunktzahl in beiden Testgruppen von kurzer Uberlebenszeit

zeigt folgendes Liniendiagramm:
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Abbildung 5: Mittlere Gesamtpunktzahl im NDS bei Kurzzeitiiberleben zu den
Testzeitpunkten prd OP, Tag 1 und Tag 54 post OP

Priaoperativ weist kein Tier eine Punktzahl von mehr als zwei auf und es zeigen
sich keine neurologischen Auffilligkeiten oder Unterschiede in den Gruppen.
Ausgehend von diesem Niveau steigt die Punktzahl in der CCI-Gruppe im
Vergleich zu den scheinoperierten Tieren auf ein Maximum (AM 6,533 Punkte +
SEM 0,3763) nach 24 h, mit einem hoch signifikanten Unterschied zu den
scheinoperierten Tieren (p < 0,001), der auch nach 54 Tagen deutlich bestehen
bleibt (AM 4,0 Punkte + SEM 0,4976, Signifikanz p < 0,001). Die Punktzahl in
der Kontrollgruppe steigt 24 h post OP geringfiigig an (pri OP: AM 0,6667
Punkte = SEM 0,6667; 24 h: AM 0,8667 Punkte + SEM 0,3065) und verbleibt auf
diesem Niveau bis zum Tag 54 (AM 0,5333 Punkte + SEM 0,1333, Abb. 5).

Die Berechnung mittels Two-way ANOVA liefert das gleiche Ergebnis bezogen
auf die Art der Operation (p < 0,001) und die zeitliche Entwicklung (p < 0,001).
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Um eine Aussage iiber die Entwicklung des neurologischen Defizits treffen zu
konnen, wird innerhalb der CCI-Gruppe zwischen den Tagen 1 und 54 mittels
Mann-Whitney-U-Test verglichen. Hier zeigt sich eine deutliche (24 h post OP:
AM 6,533 Punkte + SEM 0,3763; 54 Tage post OP: AM 4,0 Punkte + SEM
0,4976) und auch statistisch signifikante (p = 0,003) Abnahme der Punktzahl bzw.

der neurologischen Einschriankung.

2.1.2. CCI vs. Sham zum spiten Untersuchungszeitpunkt

In der Langzeitiiberlebens-Gruppe zeigt sich Folgendes:

10-
p < 0,0001 - CClI
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Abbildung 6: Mittlere Gesamtpunktzahl im NDS bei Langzeitiiberleben zu den
Testzeitpunkten prd OP, Tag 1 und Tag 225 post OP

Wie bei der Kurzzeitiiberlebens-Gruppe starten alle Tiere hinsichtlich des NDS
von einem niedrigen pri-operativen Niveau (CCI: 0,15 Punkte + SEM 0,109;
Sham: 0,0 £ SEM 0,0). Er ist einen Tag nach CCI im Vergleich zu
scheinoperierten Miusen signifikant erhoht (CCI: AM 5,150 Punkte £+ SEM
0,5538; Sham: AM 0,5 Punkte + SEM 0,2236 Punkte; p < 0,001). Am Tag 220
bleibt der NDS in den CCI-Tieren im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren
signifikant erhoht (CCI: AM 2,0 Punkte + SEM 0,2862; Sham: AM 1,125 Punkte
+ SEM 0,1548; p = 0,0087). Weiterhin ldsst sich eine geringfiigige (prd OP: AM
0,0 Punkte =+ SEM 0,0; 24 h post OP: AM 0,5 Punkte + SEM 0,2236), aber
statistisch signifikante (p = 0,0434) Punktzahlerh6hung der scheinoperierten Tiere
24 h post OP beobachten (Abb. 6). Das Ergebnis der Berechnung mittels Two-
way ANOVA liefert einen deutlichen Unterschied bezogen auf die Art der
Operation (p < 0,001) und die zeitliche Entwicklung (p < 0,001).
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2.1.3. Vergleich der Untersuchungszeitpunkte

Der Vergleich innerhalb der CCI-Gruppe zwischen Tag 1 und Tag 220 zeigt eine
hoch signifikante (p < 0,0001) Abnahme der im NDS erreichten Punktzahl (24 h
post OP: AM 5,150 Punkte + SEM 0,554; 220 Tage post OP: AM 2,0 Punkte +
SEM 0,286) um 3,15 Punkte und belegt hier wie bei der Kurzzeitiiberlebens-
Gruppe eine Verminderung der neurologischen Einschrinkung. Demgegeniiber
weisen die scheinoperierten Tiere im Vergleich dieser beiden Testzeitpunkte eine
signifikante (p = 0,0044) Zunahme der erreichten Punktzahl (24 h post OP: AM
0,5 Punkte + SEM 0,2236; 220 Tage post OP: AM 1,125 Punkte + SEM 0,1548)
um 0,6125 Punkte und damit verminderte neurologische Fiahigkeiten an Tag 220

auf.

Betrachtet man die Kurzzeit- und die Langzeitiiberlebensgruppe mit CCI, lasst
sich ab einem Maximum an Tag 1 post OP (AM 5,743 Punkte + SEM 0,369) fiir
alle Tiere mit einem SHT eine fortlaufende Abnahme der Punktzahl im NDS und
damit eine Zunahme der neurologischen Fihigkeit feststellen, was sich nach Tag
54 (AM 4,0 Punkte £ SEM 0,497) fortsetzt und den niedrigsten Wert an Tag 220
post OP (AM 2,0 Punkte + SEM 0,286) erreicht. Ein Vergleich dieser beiden
Testzeitpunkte ist in Abbildung 7 dargestellt und zeigt einen statistisch
signifikanten Unterschied (p = 0,002).

Eine Gegeniiberstellung der Kurzzeit- und Langzeitiiberlebensgruppen der
scheinoperierten Kontrollgruppen ergibt dagegen eine signifikante (p = 0,0143)
Steigerung (54 Tage post OP: AM 0,5333 Punkte £ SEM 0,1333; 220 Tage post
OP: AM 1,125 Punkte = SEM 0,1548) der Punktzahl um 0,5917 und somit eine

Abnahme der neurologischen Fihigkeiten.
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Abbildung 7:  Mittlere Gesamtpunktzahl im NDS prd mortem der Kurzzeitiiberlebens-
Gruppe (Tag 54) vs. Langzeitiiberlebens-Gruppe (Tag 220)
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2.2. Rotarod

2.2.1. CCI vs. Sham zum friihen Untersuchungszeitpunkt

Zum frithen Testzeitpunkt (21 Tage post OP) fallen Tiere mit einem SHT (Md. 42
s, Iga. 35 — 64 s) im Vergleich zu scheinoperierten Tieren (Md. 73 s, Iqa. 53 — 115
s) im Mittel 31 s frither vom rotierenden Rotarod-Zylinder. Dieser Unterschied ist
signifikant (p = 0,0035). Abbildung 8 veranschaulicht die Differenz zwischen den

Kurzzeitiiberlebens-Gruppen anhand der Dauer der Latenz bis zum Herabfallen.

2.2.2. CCI vs. Sham zum spiten Untersuchungszeitpunkt

Die Langzeitiiberlebensgruppe wurde 191 Tage post OP getestet und zeigte
gegeniiber der scheinoperierten Tiere keine Unterschiede im Rotarod-Test auf (p
= 0,7125). Es ldsst sich kein Unterschied zwischen Méusen mit (Md. 53 s, Iqa. 42
— 74 s) und ohne (Md. 56,5 s, Iqa. 45,25 — 65,75 s) SHT feststellen, wie
Abbildung 8 auf der rechten Seite zeigt.

2.2.3. Vergleich der Untersuchungszeitpunkte

Ein Vergleich der Kontrollgruppen zwischen dem frithen (Md. 73 s, Iqa. 53 — 115
s) und dem spiten Untersuchungszeitpunkt (Md. 56,5 s, Iqa. 45,25 — 65,75 s)
ergibt eine mittlere Abnahme von 16,5 s zum spiten Untersuchungszeitpunkt.

Diese Differenz ist statistisch nicht signifikant (p = 0,0529).
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Abbildung 8: Latenz bis zum Herabfallen vom Rotarod 21 und 191 Tage post OP
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2.3. CatWalk® XT
Aufgrund der Vielzahl an erfassten Parametern werden hier nur die wichtigsten

dargestellt, die einen signifikanten Gruppenunterschied aufweisen.

2.3.1. CCI vs. Sham zum friihen Untersuchungszeitpunkt

Der zentrale Messwert, der mit allen anderen Parametern zusammenhingt, ist die
durchschnittliche Geschwindigkeit (Average walk speed). Nach 40 — 42 Tagen
post OP ist diese bei Miusen mit SHT signifikant (p = 0,0066) niedriger, mit
einem durchschnittlichen Unterschied von 72,6 mm/s (Tiere mit SHT Md. 201,7
mm/s, Iqa. 162,6 — 228,6 mm/s, scheinoperierte Tiere Md. 274,3 mm/s, Iqa. 235,6
—312,6 mm/s) zwischen den Testgruppen (Abb. 9A).

Weitere Parameter mit signifikanten Abweichungen zwischen Gruppen mit SHT
und scheinoperierten sind die Print position (p = 0,0011, Abb. 9B), Cadence (p =
0,0075, Abb. 9C), Base of support (p = 0,0061, Abb. 9D), Stance (p = 0,0074,
Abb. 9E), Stride length (p < 0,0001, Abb. 9F), Swing speed (p < 0,0001, Abb.
9G), Swing (p < 0,0001, Abb. 9H), Print width (p = 0,0121, Abb. 9I) und Print
length (p = 0,0160, Abb. 9J). Eine Auswahl der Ergebnisse ist in Abbildung 9
dargestellt.



V. Ergebnisse 63

A B
50 2 i
- 3 ccl
o E 401 ! I Sham
i £
_:é' ,g 30 *k :19: 1
£35 g 1
228 2 e
£ z
asg 10 &
3 [ T T
0 T T Links Rechts
ccl Sham
Cc
301 12 = 0,0061
3 cal
_ 10 Two-way ANOVA B3 Sham
4
29- 20 *% E 8l
)
: | B== g ¢
c
§ 10 o 4
S 2
0 T T - Vorderglledm. Hlnterglledm
CcCl Sham
E
0.25 8 *
* * [ = cal |_| =3 cal
oo [ 1 I'7 B3 Sham T B Sham
—_ £ 6
- E
= 0.15 E
8 é E R G
c o
S 0.1 2
® 8
0.05 s 2
0.00- T T T T 0 T T T T
RV Lv RH LH RV Lv RH LH
G H
150
* 3 ccl 3 cal
i [ Sham [ Sham
£ . R
s I_‘ B o @
§ 2 o1 ‘ ‘
@ a
(=2
&
2
@
T T T T D'VV I L 1 L
RF LF RH LH RV Lv RH LH
1 J
8 3 ccl 1 ) p=00160 Two-way ANOVA O cal
= [ Sham = E Sham
E [ £
ok o2 o8 o
= <
EL R
H S 4
£ 1 E
a o
M ) K ) 1 i RV Lv RH LH

RV Lv RH LH

Abbildung 9:  Durchschnittliche Geschwindigkeit (A), Print position (B), Cadence (C),
Base of support (D), Stance (E), Stride length (F), Swing speed (G),
Swing (H), Print width (I) und Print length (J) im CatWalk® XT 40 — 42
Tage post OP
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2.3.2. CCI vs. Sham zum spiten Untersuchungszeitpunkt

Parameter mit signifikanter Differenz zwischen CCI- und Sham-Gruppe zum
spaten Untersuchungszeitpunkt (209 - 211 Tage post OP) sind die
durchschnittliche Geschwindigkeit (p = 0,0461, Abb. 10A), Cadence (p = 0,005,
Abb. 10B), Swing (p < 0,0001, Abb. 10C), Stance (p < 0,0001, Abb. 10D) und
Step pattern (p = 0,0004, Abb. 10E). Abbildung 10 veranschaulicht alle hier

aufgefiihrten Ergebnisse zum spiten Untersuchungszeitpunkt.
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Abbildung 10: Durchschnittliche Geschwindigkeit (A), Cadence (B), Swing (C), Stance
(D) und Step pattern (E) im CatWalk® XT 209 — 211 Tage post OP
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2.3.3. Vergleich der Untersuchungszeitpunkte
Die Gesamtzahl der abweichenden Parameter betrdgt zum frithen

Untersuchungszeitpunkt zehn und reduziert sich mehrere Monate spéter auf fiinf.

209 — 211 Tage post OP ist die durchschnittliche Geschwindigkeit von Tieren mit
SHT und scheinoperierten gegeniiber dem Kurzzeitiiberlebenszeitpunkt generell
erniedrigt. Die Verlangsamung féllt bei scheinoperierten Méusen deutlicher als
bei Tieren mit SHT aus (Tiere mit SHT Md. 174,6 mm/s, Iqa. 165,6 — 188,9
mm/s, scheinoperierte Tiere Md. 185,2 mm/s, Iga. 178,6 — 193,5,6 mm/s).
Dadurch ergibt sich zum spéten Untersuchungszeitpunkt eine niedrigere mittlere
Differenz von 10,6 mm/s zwischen Tieren mit CCI und scheinoperierten als zum

friihen Untersuchungszeitpunkt (72,6 mm/s).

Im Vergleich zum frithen Untersuchungszeitpunkt findet sich mehrere Monate
nach SHT eine andere Art der Schrittabfolge (Step pattern, Abb. 10E). Wihrend
Tiere mit SHT das Schrittmuster AB (LF-RH-RF-LH) bevorzugen, liegt bei
scheinoperierten Tieren die Priaferenz bei Schrittmuster AA (RF-RH-LF-LH).
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2.4. Elevated Plus Maze (EPM)

24.1. CCI vs. Sham zum friihen Untersuchungszeitpunkt

Abbildung 11 veranschaulicht das Abschneiden der Gruppen mit
Kurzzeitiiberleben 14 Tage post OP im EPM. Es lésst sich nach SHT eine um 32,8
s verldngerte Zeit im offenen Arm der plusférmigen Fliache (Md. 79,84 s, Iqa.
32,97 - 170,2 s) im Vergleich zu scheinoperierten Tieren (Md. 47,94 s, Iqa. 11,92
— 66,00 s) messen (Abb. 11A). Abbildung 11B verdeutlicht jedoch, dass der
Unterschied des Mittelwerts nur auf einen Teil (5 Tiere) der Gruppe mit SHT
zuriickzufiihren ist, weshalb sich keine Signifikanz im Mann-Whitney-U-Test (p =
0,0885) zeigt. Im Gegensatz dazu ist die im Mittel um 212,5 cm verkiirzte
zuriickgelegte Distanz bei Tieren mit SHT (Md. 669,5 cm, Iqa. 494,7 — 949,4 cm)
im Vergleich zur Kontrollgruppe (Md. 882,0 cm, Iqa. 770,7 — 1079,0 cm)
signifikant (p = 0,0164, Abb. 11C).

2.4.2. CCI vs. Sham zum spiten Untersuchungszeitpunkt

Zum spdten Untersuchungszeitpunkt, 184 Tage nach dem Eingriff, verbringen
Tiere mit SHT (Md. 66,48 s, Iqa. 14,88 — 116,1 s) gegeniiber scheinoperierten
Tieren im Mittel (Md. 18,36 s, Iqa. 0,160 — 51,66 s) 48,12 s mehr Zeit im offenen
Arm der pulsformigen Fliche (Abb. 11A). Trotz einer dhnlich ungleichméfigen
Verteilung (Abb. 11B) wie zum friihen Untersuchungszeitpunkt ist dieser
Unterschied signifikant (p = 0,0446). Demgegeniiber ldsst sich kein signifikanter
Unterschied bei der zuriickgelegten Distanz feststellen (Abb. 11C).

2.4.3. Vergleich der Untersuchungszeitpunkte

Die zuriickgelegte Distanz der Kontrollgruppen ist zum spiten gegeniiber dem
frithen Untersuchungszeitpunkt im Mittel um 365 cm verkiirzt (frither Md. 882,0
cm, Iga. 770,7 — 1079,0 cm und spiter Untersuchungszeitpunkt Md. 536,9 cm,
Iga. 292,9 — 704,4 cm, Abb. 11C). Diese Differenz ist signifikant (p < 0,0001).
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2.5. Open Field (OF)

2.5.1. CCI vs. Sham zum friihen Untersuchungszeitpunkt

Die ersten Messungen an Tag 15 nach OP ergeben, dass sich die Mause mit SHT
(Md. 24,48 s, Iga. 9,36 — 38,32 s) im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren
(Md. 51,2 s, Iga. 46,4 — 85,68 s) im Mittel 26,72 s kiirzer in der zentralen Zone
aufhalten und entsprechend lidngere Zeit Schutz an der Wand des Plastikzylinders
suchen (Abb. 12A). Dieser Unterschied erweist sich im Mann-Whitney-U-Test als
statistisch signifikant (p = 0,0002). Weiterhin vergehen durchschnittlich 14 s
mehr, bis sich die Tiere mit SHT vor Beginn der Messung selbststindig vom
Zentrum des Fliche zur Wand bewegen (p = 0,0006, Abb. 12B). Bei der mittleren
zuriickgelegten Distanz, die als Mal3 der Aktivitdt gilt, lassen sich zu diesem

Zeitpunkt keine signifikanten Unterschiede ermitteln (Abb. 12C).

2.5.2. CCI vs. Sham zum spiten Untersuchungszeitpunkt

Zum zweiten Untersuchungszeitpunkt, an Tag 185 post OP, kann der zuvor
beobachtete Unterschied zwischen Tieren mit SHT (Md. 30,08 s, Iga. 14,32 —
59,92 s) und Scheinoperierten (Md. 34,2 s, Iqa. 21,52 — 44,48 s) nicht mehr
festgestellt werden (Abb. 12A). Auch die Zeit bis zum Erreichen der
Zylinderwand vor Aufnahmebeginn ist nun nahezu gleich (Abb. 12B). Lediglich
die zuriickgelegte Distanz ist zu diesem Zeitpunkt in der CCI-Gruppe (Md. 4302
cm, Iga. 3630 — 5216 cm) gegeniiber der Kontrollgruppe (Md. 3159 cm, Iqa. 2499
— 3573 cm) um 1143 cm ldnger (Abb. 12C). Diese Differenz ist signifikant (p =
0,004).

2.5.3. Vergleich der Untersuchungszeitpunkte

Die Aufenthaltszeit im Zentrum des OF ist im Mittel um 17,0 s (frither Md. 51,2
s, Iqa. 46,4 — 85,68 s und spiter Untersuchungszeitpunkt Md. 34,2 s, Iqa. 21,52 —
44,48 s, p = 0,0048, Abb. 12A) und die zuriickgelegte Distanz um 898 cm (frither
Md. 4057 cm, Iga. 3483 — 4921 cm und spiter Untersuchungszeitpunkt Md. 3159
cm, Iqa. 2499 — 3573 cm, p = 0,0008, Abb. 12C) zwischen den Kontrollgruppen
zum spiten gegeniiber dem frithen Untersuchungszeitpunkt verkiirzt. Die Zeit bis
zum Erreichen der Zylinderwand ist in diesem Vergleich im Mittel um 27,5 s
(frither Md. 7 s, Iga. 4 — 10 s und spéter Untersuchungszeitpunkt Md. 34,5 s, Iqa.
18 —=98 s, p < 0,0001, Abb. 12B) verlingert.
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2.6. Social Interaction (SI) = Crawley Box

2.6.1. CCI vs. Sham zum friihen Untersuchungszeitpunkt

Die Versuchsgruppe mit kurzer Uberlebenszeit wurde an Tag 16 post OP in der
Crawley Box untersucht. Tiere mit SHT (durchschnittliche Zeit im leeren
Kompartiment 173,6 s und bei unbekannter Maus 319,7 s) und scheinoperierte
Tiere (durchschnittlich Zeit im leeren Kompartiment 172,2 s und bei unbekannter
Maus 338,7 s) verbringen mehr Zeit im Kompartiment mit einer unbekannten
Maus (Abb. 13B), was als normales Verhalten fiir Miduse angesehen wird. Der
errechnete Sozialindex (Abb. 13A) ergab keine signifikanten (p = 0,4555)
Unterschiede zwischen Tieren mit SHT (Md. 12,23 a.u., Iqa. 6,332 — 24,12 a.u.)
und scheinoperierten (Md. 16,31 a.u., Iqa. 8,391 — 24,61 a.u.).

2.6.2. CCI vs. Sham zum spiten Untersuchungszeitpunkt

188 Tage post OP verbringen beide Testgruppen im Schnitt mehr Zeit im
Kompartiment mit einer unbekannten Maus als im leeren Kompartiment und
zeigen somit Normalverhalten (Abb. 13C). Es lédsst sich daher sowohl fiir Mause
mit SHT (Md. 7,737 a.u., Iqa. -11,5 — 10,35 a.u.) und Scheinoperierte (Md. 6,704
a.u., Iga. -1,088 — 20,19 a.u.) ein positiver Sozialindex ohne signifikante (p =

0,5191) Gruppenunterschiede konstatieren (Abb. 13A).

2.6.3. Vergleich der Untersuchungszeitpunkte

Zum spiten Untersuchungszeitpunkt ldsst sich im Vergleich zum frithen sowohl
fiir Tiere mit SHT (durchschnittliche Zeit im leeren Kompartiment 214,1 s, und
bei unbekannter Maus 248,1 s) und Scheinoperierte (durchschnittliche Zeit im
leeren Kompartiment 218,3 s und bei unbekannter Maus 290,2 s) eine verlidngerte
Aufenthaltszeit im leeren bzw. eine verkiirzte Aufenthaltszeit im Kompartiment

mit unbekannter Maus feststellen.
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2.7. Prepulse Inhibition of Acoustic Startle Response (PPI)

2.7.1. CCI vs. Sham zum friihen und spéten Untersuchungszeitpunkt

Zu beiden Testzeitpunkten, also 19 und 189 Tage post OP, lisst sich kein Einfluss
des CCI auf das Verhalten der Testtiere im PPI feststellen. Abbildung 14A und
14B zeigt, dass sich eine Abschwichung der Schreckreaktion durch den Prepulse,
also eine Prepulse Inhibition, bei allen Gruppen zeigt. Weiterhin wird hier ein

Zusammenhang von Prepulseintensitit und Prepulse Inhibition sichtbar.

2.7.2. Vergleich der Untersuchungszeitpunkte

Auffallend ist, dass zum spiten (Md. 657,6 a.u., Iqa. 458,8 — 854,3 a.u.)
gegeniiber dem frithen Untersuchungszeitpunkt (Md. 380,8 a.u., Iga. 318,4 —
536,2 a.u.) gruppeniibergreifend ein im Mittel um 276,8 a.u. hoherer Wert bzgl.
der Amplitude der Schreckreaktion gemessen wird (Berechnung mit Two-way

ANOVA-Test bezogen auf den Zeitpunkt p = 0,0001, Abb. 14C).
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2.8. Tail Suspension (TS)

2.8.1. CCI vs. Sham zum friihen Untersuchungszeitpunkt

Zum frithen Untersuchungszeitpunkt 20 Tage nach OP ist die Immobilititszeit bei
Tieren mit einem SHT (Md. 47,11 s, Iga. 39,2 — 59,76 s) im Gegensatz zur
Kontrollgruppe (Md. 64,87 s, Iqa. 61,87 — 75,07 s) statistisch signifikant (p =
0,006) verkiirzt (Abb. 15).

2.8.2. CCI vs. Sham zum spiten Untersuchungszeitpunkt

Zum spiten Untersuchungszeitpunkt, 190 Tage nach OP, weisen die SHT-Gruppe
(Md. 175,5 s, Iga. 150,1 — 208,6 s) und die Kontrollgruppe (Md. 206,7 s, Iqa.
169,0 — 220,9 s) dhnlich lange Immobilititszeiten auf. Es ldsst sich auch keine

signifikante Differenz mehr nachweisen (p = 0,1795, Abb. 15).

2.8.3. Vergleich der Untersuchungszeitpunkte

Gruppeniibergreifend ist die Gesamtzeit der Immobilitit zum spiten gegeniiber
dem frithen Untersuchungszeitpunkt deutlich erhoht (20 Tage post OP Md. 61,73
s, Iga. 46,76 — 66,21 s, 190 Tage post OP Md. 184,2 s, Iqa. 151,7 — 220,5 s,
Mann-Whitney-U-Test p < 0,0001, Abb. 15).
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Abbildung 15: Immobilititsdauer im Tail Suspension Test 20 und 190 Tage post OP
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2.9. Morris Water Maze (MWM)

2.9.1. CCI vs. Sham zum friihen Untersuchungszeitpunkt

Die Morris Water Maze-Testreihe zum frithen Zeitpunkt wurde an den Tagen 22
und 23 nach OP mit einer sichtbaren Plattform (Abb. 16A) und zwischen den
Tagen 26 und 36 nach OP mit einer verborgenen Plattform durchgefiihrt (Abb.
16B). An beiden Tagen mit sichtbarer Plattform benétigten die Tiere mit SHT
signifikant (Two-way ANOVA bezogen auf die beiden Versuchsgruppen p =
0,0049) mehr Zeit, um auf diese zu gelangen (durchschnittlich erster Tag 15,0 s
und zweiter Tag 16,3 s lidnger). Es lésst sich fiir die CCI- und die Kontrollgruppe
eine dhnliche mittlere Zeitverkiirzung (nach SHT 15,33 s, Kontrollgruppe 16,62 s)
am zweiten Testtag feststellen (Two-way ANOVA bezogen auf die Testtage p <
0,0001, Abb. 16A). Am ersten Testtag mit verborgener Plattform ergibt sich kein
Unterschied zwischen der SHT- und der scheinoperierten Gruppe (AM nach SHT
44,06 s + SEM 4,198, Kontrollgruppe 39,64 s £+ SEM 4,564; p = 0,4806). Die
scheinoperierten Tiere verkiirzen die Zeit an den folgenden Tagen kontinuierlich,
bis sie an den letzten drei Testtagen ein konstant niedriges Niveau (AM letzter
Testtag 16,64 s + SEM 3,507) und eine durchschnittliche Zeitverkiirzung von 23,0
s erreichen. Hingegen zeigen die Tiere mit SHT lediglich eine Zeitverkiirzung von
6,15 s (AM letzter Testtag 37,91 s + SEM 7,040) und keine kontinuierliche
Verbesserung der Leistung, wodurch sich beide Gruppen in der grafischen
Darstellung voneinander entfernen (Two-way ANOVA bezogen auf die
Versuchsgruppen p < 0,0001, Abb 16B). Eine Berechnung der area under the
curve (AUC) belegt den Gruppenunterschied mit einer um 65,9 % groeren
Fliache bei der Gruppe mit SHT bzw. einer Differenz von 112,8 s x d (nach SHT
284 s x d, Kontrollgruppe 171,2 s x d).

Die Aufenthaltsdauer in der randnahen Zone des Beckens (Abb. 16C) verhiilt sich
dhnlich mit einer deutlichen und konstanten Zeitverkiirzung von 27,1 s (AM erster
28,11 s + SEM 3.4 und letzter Testtag 1,01 s + SEM 0,164) bei scheinoperierten
Tieren und einer diskontinuierlichen Entwicklung mit einer Zeitverkiirzung von
10,89 s (AM erster 26,16 s + SEM 4,121 und letzter Testtag 15,27 s £ SEM 3,645)
bei Tieren mit SHT sowie einer hoch signifikanten Differenz zwischen den
Versuchsgruppen (Two-way ANOVA bezogen auf die Versuchsgruppen p <
0,0001). Die Berechnung der AUC ergibt eine Differenz von 101,89 s x d (nach
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SHT 141 s x d, Kontrollgruppe 39,11 s x d). Die Darstellung der Aufenthaltszeit
in den vier Quadranten am letzten Untersuchungstag (probe trial) veranschaulicht,
dass der Plattformquadrant sowie der links danebenliegende Quadrant bevorzugt
werden, wobei kein Unterschied zwischen Tieren mit und ohne SHT besteht

(Abb. 16D).

Ein Vergleich der Durchschnittsgeschwindigkeit wihrend des ersten Testlaufs am
ersten Testtag soll Aufschluss iiber die motorischen Fahigkeiten beim
Schwimmen geben. Der Vergleich zeigte keine signifikanten (p = 0,1592)
Gruppenunterschiede (AM nach SHT 16,64 cm/s + SEM 0,86, Kontrollgruppe
AM 17,84 cm/s = SEM 1,729, Abb. 16E).
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2.9.2. CCI vs. Sham zum spiten Untersuchungszeitpunkt

Nach Langzeitiiberleben wurden die Tiere an den postoperativen Tagen 191 und
192 mit sichtbarer (Abb. 17A), und zwischen den postoperativen Tagen 195 und
205 mit verborgener Plattform untersucht (Abb. 17B). Zu diesem
Untersuchungszeitpunkt ist die Dauer bis zum Auffinden der sichtbaren Plattform
bei Tieren mit SHT im Vergleich zur Kontrollgruppe an beiden Testtagen
signifikant (Two-way ANOVA bezogen auf die beiden Versuchsgruppen p <
0,0001) verldangert (Differenz des AM erster Tag 21,7 s und zweiter Tag 7,919 s
langer), am zweiten Tag zeigen alle Tiere eine signifikante Zeitverkiirzung (Two-
way ANOVA bezogen auf die beiden Testtage p < 0,0001, Abb. 17A). Beide
Gruppen beginnen am ersten Testtag bei verborgener Plattform mit einer
dhnlichen durchschnittlichen Zeit (AM nach SHT 51,07 s + SEM 4,86,
Kontrollgruppe 44,42 s + SEM 5,451) und ohne signifikante Differenz (p =
0,1864). Die scheinoperierten Tiere verkiirzen die Zeit bis zum Erreichen der
verborgenen Plattform an den folgenden Tagen bis auf ein Minimum (AM letzter
Testtag 20,58 s £ SEM 4,061) mit einer durchschnittlichen Zeitverkiirzung von
23,84 s. Diese fillt mit lediglich 13,31 s (AM letzter Testtag 37,76 s + SEM 5,29)
bei Tieren mit SHT schwicher aus, so dass ein Unterschied zwischen den
Gruppen offenkundig ist (Two-way ANOVA bezogen auf die Versuchsgruppen p
< 0,0001, Abb. 17B). Die Berechnung der AUC ergibt eine um 46,74 % groBere
Fliache nach SHT und einer Differenz von 90,0 s x d (nach SHT 282,6 s x d,
Kontrollgruppe 192,6 s x d) zwischen den beiden Versuchsgruppen.

Bezogen auf die Aufenthaltsdauer in der randnahen Zone (Abb. 17C)
unterscheiden sich die Testgruppen ab dem ersten Tag der Untersuchung (AM
nach SHT 30,93 s + SEM 4,391, Kontrollgruppe 21,04 s £ SEM 3,209) mit
verborgener Plattform iiber die gesamte Zeitspanne mit einer diskontinuierlichen
Zeitverkiirzung von 11,72 s (AM erster 30,93 s + SEM 4,391 und letzter Testtag
19,21 s + SEM 5,039) bei Tieren mit SHT sowie einer deutlichen und konstanten
Zeitverkiirzung von 15,95 s (AM erster 21,04 s £ SEM 3,209 und letzter Testtag
5,090 s + SEM 2,395) bei scheinoperierten Miusen. Dieser Unterschied zwischen
den Versuchsgruppen ist ebenfalls signifikant (Two-way ANOVA bezogen auf
die beiden Versuchsgruppen p < 0,0001). Die Berechnung der AUC ergibt
bezogen auf die Aufenthaltszeit in der randnahen Zone eine deutliche Differenz

von 88,37 s x d (nach SHT 143,1 s x d, Kontrollgruppe 54,73 s x d).
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Der probe trial am letzten Testtag belegt bei allen Tieren eine Priferenz fiir den

Plattform- und den links daneben liegenden Quadranten ohne Beeinflussung

durch das SHT (Abb. 17D).

Die Analyse der Durchschnittsgeschwindigkeit (AM nach SHT 17,64 cm/s

SEM 0,5482, Kontrollgruppe 17,14 cm/s + SEM 0,6942) wihrend des ersten

Testlaufs am ersten Testtag weist auch zum spéten Untersuchungszeitpunkt keine

signifikanten Unterschiede auf (p = 0,9509, Abb. 17E).
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2.9.3. Vergleich der Untersuchungszeitpunkte

Ein Vergleich der Untersuchungszeitpunkte bezogen auf die durchschnittliche
Schwimmgeschwindigkeit ergibt keine nennenswerten Differenzen (Abb. 16E und
17E). Ein Vergleich weiterer Parameter ist aufgrund der altersabhingigen

Unterschiede in diesem Zusammenhang nicht sinnvoll.
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2.10. Fear Conditioning (FC)

2.10.1. CCI vs. Sham zum friihen Untersuchungszeitpunkt

An den Tagen 47 und 48 post OP wurde die Angst-assoziierte Lernfiahigkeit im
FC fiir die Gruppen mit Kurzzeitiiberleben ermittelt. Abbildung 18A
veranschaulicht, dass beide Testgruppen zunichst sehr mobil sind (baseline), nach
Angst-assoziierter Konditionierung deutlich inaktiver werden (context), durch
Verinderung der Umgebung wieder mehr Bewegung zeigen (cue baseline) und
schlieBlich beim Ertonen des akustischen Signals die hochste Immobilitidtsdauer
erkennen lassen. Dies ist das gesunde und erwartungsgemifle Verhalten und
bestidtigt einen korrekten Versuchsaufbau. Im Anschluss an die Angst-assoziierte
Konditionierung (context) ldsst sich eine signifikant (p = 0,0359) erhohte
Immobilitdt bei Tieren nach CCI errechnen. Die anderen drei Versuchsphasen
weisen hinsichtlich der Immobilitit keine Unterschiede zwischen den Testgruppen

auf.

2.10.2. CCI vs. Sham zum spiten Untersuchungszeitpunkt

Fiir die Langzeitiiberlebensgruppe erfolgte die Untersuchung in der Fear
Conditioning-Testreihe (FC) 212 und 213 Tage nach OP (Abb. 18B). Ebenso wie
zum frithen Untersuchungszeitpunkt ldsst sich eine Angst-assoziierte
Konditionierung mit den entsprechenden Immobilititsverdnderungen erzeugen. In
keiner der vier Testphasen tritt ein signifikanter Unterschied zwischen Tieren mit

CCI und scheinoperierten Méusen auf.

2.10.3. Vergleich der Untersuchungszeitpunkte

Die Dauer der Immobilitit ist gruppeniibergreifend und in allen vier Testphasen
zum spiten Untersuchungszeitpunkt gegeniiber dem frithen Zeitpunkt leicht
erhoht (durchschnittliche Differenz zwischen den Zeitpunkten in den Phasen

baseline 19,27 s, context 25,84 s, cue baseline 2,19 s, cue 9,65 s).
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2.11. Visual CIiff Test

Die Entscheidung, diesen Test durchzufithren, um visuelle Storungen
ausschlieBen zu konnen, wurde erst nach Beendigung der frithen
Untersuchungsreihe  getroffen.  Daher liegen nur  Ergebnisse nach

Langzeitiiberleben mehrere Monate nach CCI vor.

2.11.1. CCI vs. Sham zum spiten Untersuchungszeitpunkt

An Tag 224 nach OP verbrachten Tiere mit SHT (Md. ebenerdig 162,6 s und
erhoht 137,5 s) als auch scheinoperierte (Md. ebenerdig 233,7 s und erhoht 66,4 s)
mehr Zeit im ebenerdigen als im erhohten Areal (Abb. 19). Sowohl innerhalb der
Gruppe mit SHT (Mann-Whitney-U-Tests p = 0,0369) als auch bei der
Kontrollgruppe (p < 0,0001) ist diese Priferenz signifikant, wobei Abbildung 19

veranschaulicht, dass die Differenz bei scheinoperierten Tieren deutlicher ist.
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Abbildung 19: Aufenthaltsdauer in verschiedenen Arealen des VC 224 Tage post OP
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2.12. Messung Pentylentetrazol-induzierter Krampfanfille (PTZ)

2.12.1. CCI vs. Sham zum friihen Untersuchungszeitpunkt

Nach Abschluss aller verhaltensbiologischen Untersuchungen wurde die
Pentylentetrazol-induzierte Krampfneigung (50 mg/kg) zunéchst 57 Tage post OP
fiir die Gruppen mit Kurzzeitiiberleben ermittelt. Der errechnete Anfallswert zeigt,
dass sich nach SHT schneller stirkere Krampfanfille (Md. 23,2, Iqa. 15,83 —
29,88) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Md. 16,11, Iga. 13,48 — 19,36)
induzieren lassen (Abb. 20). Diese Differenz ist im Mann-Whitney-U-Test
signifikant (»p = 0,0098). Die Latenzzeit bis zum Auftreten erster
Anfallssymptome nach SHT (Md. 150 s, Iqa. 100 — 167 s) ist im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Md. 160 s, Iga. 122 — 170 s) geringfiigig verkiirzt. Zwei Méuse
mit SHT verstarben innerhalb eines tonischen Anfalls gegeniiber einem Tier der

Kontrollgruppe.

2.12.2.  CCI vs. Sham zum spiten Untersuchungszeitpunkt

Bei Langzeitiiberleben wurden die Pentylentetrazol-induzierten Krampfanfille
225 Tage nach OP bewertet. Auch hier liegt der Anfallswert nach einem SHT
(Md. 51,11, Iqga. 24,02 — 62,49) mit einer signifikanten Differenz (p = 0,0403)
hoher als bei scheinoperierten Tieren (Md. 24,91, Iga. 20,49 — 27,93, Abb. 20).
Die Latenzzeit bis zum Auftreten erster Anfallssymptome nach SHT (Md. 220 s,
Iga. 162 — 268 s) weicht im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht ab (Md. 223 s,
Iqa. 214 — 256 s). Zehn Miuse mit SHT verstarben innerhalb eines tonischen

Anfalls gegeniiber vier Tieren der Kontrollgruppe.

2.12.3. Vergleich der Untersuchungszeitpunkte

Es ldsst sich feststellen, dass die Anfallsanfélligkeit im Vergleich zum frithen
Testzeitpunkt bei allen Tieren signifikant (p = 0,0001) erhoht ist (Md. friither
Zeitpunkt 18,14 und spiter Zeitpunkt 25,93). Auch die Anzahl verstorbener Tiere
wihrend des Versuchs ist mit zehn Miusen der CCI-Gruppe und vier der Sham-

Gruppe zum spiten Zeitpunkt deutlich erhoht.
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3. Histologische Farbung und Auswertung

Unmittelbar im Anschluss an die Messung Pentylentetrazol-induzierter
Krampfanfilligkeit, also 57 und 225 Tage post OP, wurden die Tiere getdtet und
die Gehirne fiir histologische und molekularbiologische Untersuchungen

entnommen.

3.1. Bestimmung des Schadenvolumens

Nach Nissl gefiarbte Gehirnschnitte, eines scheinoperierten Gehirns (Abb. 21A)
sowie jeweils des Gehirns das dem mittleren Schaden am nichsten kommt (Abb.
21B und 21C) sind fiir beide Untersuchungszeitpunkte in Abbildung 21
dargestellt. Makroskopisch konnen motorische und somatosensible Areale des
Kortex sowie der Hippocampus als primidr am Schaden beteiligte anatomische

Strukturen ausgemacht werden.

Abbildung 21: Beispielhaft nach Nissl gefirbte Gehirnschnitte eines scheinoperierten
Gehirns (A) sowie 57 (B) und 225 (C) Tage post SHT
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3.1.1. CCI vs. Sham zum friihen Untersuchungszeitpunkt

Zum  friihen  Untersuchungszeitpunkt ergibt die  Ausmessung der
Hemispharengrofe nach CCI eine mittlere Verkleinerung der ipsilateralen um
15,3 mm? (p < 0,0001) und eine VergroBerung der contralateralen Hemisphire um

3,8 mm? (p = 0,0303) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 22A).

3.1.2. CCI vs. Sham zum spiten Untersuchungszeitpunkt

Mehrere Monate nach SHT ergibt die Ausmessung der Hemisphirengroflen eine
im Mittel um 18,7 mm? signifikant verkleinerte (p < 0,0001, Abb. 22B)
ipsilaterale Gehirnhemisphédre im Vergleich zur Kontrollgruppe. Eine Diskrepanz
des contralateralen Hemisphidrenvolumens lésst sich nun jedoch nicht (p = 0,1866)
mehr feststellen (AM nach SHT 155 mm? + SEM 1,408 und Kontrollgruppe 157,7
mm® + SEM 1,369).
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Abbildung 22: Hemisphédrenvolumen (A und B), absolutes Kontusionsvolumen (C)
sowie Kontusionsvolumen in Prozent der ipsilateralen Hemisphire (D) 57

und 225 Tage post OP

3.1.3. Vergleich der Untersuchungszeitpunkte

ischen Mallnahmen in debeider Untersuchungszeitpunkte ergibt eine Reduzierung
des  ipsilateralen und  contralateralen =~ Hemisphdrenvolumens  nach
Langzeitiiberleben bei scheinoperierten Tieren (Ipsi 2,7 mm?, Contra 2,8 mm?,

Abb. 23B) sowie nach SHT (Ipsi 6,1 mm?, Contra 9,3 mm? Abb. 23A). Die
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langfristige Gehirnvolumenabnahme ist jedoch ausschlieBlich nach SHT
signifikant (Ipsi p = 0,0078, Contra p < 0,0001). Das Kontusionsvolumen
unterscheidet sich zwischen den Untersuchungszeitpunkten nicht signifikant (p =
0,0586, Abb. 22C), so dass der prozentuale Anteil des Schadens an der
ipsilateralen Gehirnhélfte nach Langzeitiiberleben um 21 % (frither 5,931 % und
spiter Zeitpunkt 7,18 % von Ipsi) zunimmt (p = 0,0215, Abb. 22D). Anders
ausgedriickt wird eine Atrophie des Hirngewebes der geschiddigten Hemisphire

mehrere Monate nach SHT beobachtet.
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Abbildung 23: Gegeniiberstellung des Hemisphédrenvolumens der CCI (A) und Sham (B)

Gruppen nach Kurz- und Langzeitiiberleben
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3.2. Bestimmung der Mikrogliazellaktivierung

Fiir die Analyse der Mikrogliazellaktivierung wurde eine Auswahl von je zehn
Tieren der CCI-Gruppen und fiinf der Sham-Gruppen getroffen. Ausschlaggebend
bei der Selektion war das Ergebnis der Nissl-Farbung hinsichtlich der Nihe zum
arithmetischen  Mittel des  Kontusionsvolumens (CCI) bzw. des

Gesamtgehirnvolumens (Sham).

Beispiele fir die ausgezdhlten  kortikalen  Bereiche zu  beiden

Untersuchungszeitpunkten nach Iba-1-Firbung sind in Abbildung 24 dargestellt.

Abbildung 24: Beispielhafte ausgezihlte kortikale Bereiche der ipsilateralen Hemisphére

eines scheinoperierten Gehirn (A) sowie 57 (B) und 225 (C) Tage post
SHT

3.2.1. CCI vs. Sham zum friihen Untersuchungszeitpunkt

Die quantitative Analyse aktivierter Mikroglia 57 Tage nach SHT im Kortex
(Abb. 25A) ergibt eine im Mittel um 31,82 n/ROI (AM nach SHT 94,65 n/ROI +
SEM 3,695 und Kontrollgruppe 62,83 n/ROI £ SEM 0,6136) signifikant (p <
0,0001) erhohte Zellkonzentration in der ipsilateralen Hemisphére gegeniiber der

Kontrollgruppe, wihrend die Zahl Iba-1-positiver Zellen der contralateralen
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Hemisphire unveridndert zu den scheinoperierten Tieren ist (AM nach SHT 58,08

n/ROI + SEM 1,442, Kontrollgruppe 57,6 n/ROI = SEM 2,598).

3.2.2. CCI vs. Sham zum spiten Untersuchungszeitpunkt

Nach Langzeitiiberleben, also 225 Tage post OP (Abb. 25B), ist die Anzahl Iba-1-
positiver Mikroglia der ipsilateralen Hemisphire im Vergleich zur Kontrollgruppe
im Mittel um 6,03 n/ROI (AM nach SHT 62,83 n/ROI + SEM 0,6136 und
Kontrollgruppe 56,8 n/ROI + SEM 2,474) erhoht. Dieser Differenz ist nicht
signifikant (p = 0,0539).

3.2.3. Vergleich der Untersuchungszeitpunkte

Die Anzahl aktivierter Mikroglia der ipsilateralen Hemisphiare (Abb. 25C)
mehrere Monate nach CCI ist im Vergleich beider Testzeitpunkte deutlich (p <
0,0001) reduziert (AM frither 94,65 n/ROI + SEM 3,695 und spiter Zeitpunkt
62,83 n/ROI + SEM 0,6136), der Wert ist nahezu auf dem Niveau scheinoperierter
Tiere (56,8 n/ROI + SEM 2,474).
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Abbildung 25: Kortikale Anzahl Iba-1-positiver Mikroglia 57 (A) und 225 (B) Tage post
OP sowie ein Vergleich zwischen den Zeitpunkten der ipsilateralen

Hemisphiren (C)



V. Ergebnisse 89

4. Molekularbiologische Ergebnisse

Genexpressionsanalysen mittels qPCR wurden fiir jeweils zehn Tiere mit SHT

und fiinf scheinoperierte Tiere zu beiden Untersuchungszeitpunkten durchgefiihrt.

4.1. Expression des Gens 111

4.1.1. CCI vs. Sham zum friihen Untersuchungszeitpunkt

111 ist ein Inflammationsmarkergen im Gehirn (108). Seine Expression ist in der
ipsilateralen Hemisphéare 57 Tage nach SHT im Vergleich zu scheinoperierten
Tieren um das 2,28-fache (Md. nach SHT 228,8 % Sham, Iqa. 162 — 365 % Sham)
erhoht (Abb. 26A). Diese Differenz ist signifikant (p = 0,0009). In der
contralateralen Hemisphdre ist zu diesem Zeitpunkt die [//5-Expression
signifikant (p = 0,0087) um das 1,45-fache (Md. nach SHT 145,5 % Sham, Iqa.
121,1 — 191,9 % Sham) gegeniiber der Kontrollgruppe gesteigert (Abb. 26B).
Aufgrund eines sehr hohen Maximalwerts in der ipsilateralen Hemisphére (1565
% Sham) wird zur besseren Erkennbarkeit der niedrigen Werte eine

logarithmische Skalierung der y-Achse in Abbildung 26A verwendet.

4.1.2. CCI vs. Sham zum spiten Untersuchungszeitpunkt

Abbildung 26A zeigt, dass eine I/15-Uberexpression 225 Tage nach SHT in der
ipsilateralen (Md. nach SHT 106,1 % Sham, Iqa. 92,56 — 130,6 % Sham) und der
contralateralen (Md. nach SHT 106,8 % Sham, Iqa. 89,2 — 118,1 % Sham) nicht
mehr nachweisbar ist und sich die CCI- und die Sham-Gruppen auf einem

dhnlichen Niveau befinden.

4.1.3. Vergleich der Untersuchungszeitpunkte

Aus oben aufgefithrten Ergebnissen ergibt sich eine signifikante 1114-
Expressionsabnahme mehrere Monate nach SHT in der ipsilateralen um das 0,46-
fache (p > 0,0001) und in der contralateralen Hemisphére um das 0,73-fache (p =
0,0156). Die Maximalwerte der contralateralen Hemisphire erreichen weniger

hohe Werte als sie im Schadensbereich festgestellt werden.
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4.2. Expression des Gens 116

4.2.1. CCI vs. Sham zum friihen Untersuchungszeitpunkt

116 ist ein Inflammationsmarkergen im Gehirn (109). Seine mittlere Expression 57
Tage nach SHT ist in der ipsilateralen (Md. nach SHT 144,9 % Sham, Iqa. 105,9 —
176,3 % Sham, Abb. 27A) als auch in der contralateralen Hemisphire (Md. nach
SHT 108,8 % Sham, Iqa. 88,8 — 123,5 % Sham, Abb 27B) auf einem #hnlichen
Niveau wie in den Kontrollgruppen. Weder in der ipsilateralen (p = 0,0664) noch
in der contralateralen Hemisphire (p = 0,4753) gibt es zu diesem Zeitpunkt einen

signifikanten Gruppenunterschied.

4.2.2. CCI vs. Sham zum spiten Untersuchungszeitpunkt

225 Tage nach SHT weicht die 1l6-Expression sowohl in der ipsilateralen (Md.
nach SHT 74,16 % Sham, Iqa. 65,57 — 101,8 % Sham, Abb. 27A) als auch in der
contralateralen Hemisphire (Md. nach SHT 83,02 % Sham, Iqa. 75,74 — 97,69 %
Sham, Abb. 27B) nur geringfiigig vom Niveau der Kontrollgruppe ab. Ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen lédsst sich in der
ipsilateralen (p = 0,1703) und der contralateralen Hemisphire (p = 0,1703) zu

diesem Zeitpunkt nicht ermitteln.

4.2.3. Vergleich der Untersuchungszeitpunkte

Die 116-Expression nimmt in der ipsilateralen Hemisphére zum spéten (Md. nach
SHT 74,16 % Sham, Iqga. 65,57 — 101,8 % Sham) im Vergleich zum friihen
Untersuchungszeitpunkt (Md. nach SHT 144,9 % Sham, Iqa. 105,9 — 176,3 %
Sham) um das 0,51-fache statistisch signifikant ab (p = 0,0001, Abb. 27A). In der
contralateralen Hemisphire lédsst sich keine nennenswerte Differenz zwischen den

Untersuchungszeitpunkten feststellen (Abb. 27B).
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Abbildung 27: [l6-Expression in der ipsilateralen (A) und contralateralen (B)
Hemisphire 57 und 225 Tage post OP
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4.3. Expression des Gens Gfap

4.3.1. CCI vs. Sham zum friihen Untersuchungszeitpunkt

Gfap ist ein Markergen fiir reaktive Astrozyten (110). Seine Expression ist in der
ipsilateralen Hemisphére 57 Tage nach SHT um das 3,89-fache (Md. nach SHT
389,7 % Sham, Iqa. 272,2 — 1028 % Sham) gegeniiber der Kontrollgruppe erhtht
(Abb. 28A). Dieser Unterschied ist signifikant (p = 0,0005). In der contralateralen
Hemisphidre weichen zu diesem Zeitpunkt die Tiere mit SHT nicht von der
Kontrollgruppe ab (Md. nach SHT 120,1 % Sham, Iqa. 68,7 — 185,2 % Sham,
Abb. 28B) und eine signifikante Differenz ldsst sich nicht ermitteln (p = 0,6172).
Aufgrund der groBBen Spannweite wird zur besseren Erkennbarkeit der niedrigen

Werte eine logarithmische Skalierung der y-Achse in Abbildung 28A verwendet.

4.3.2. CCI vs. Sham zum spiten Untersuchungszeitpunkt

Mehrere Monate spiter, 225 Tage nach OP, ist die Gfap-Expression in der
ipsilateralen Hemisphére noch um das 2,45-fache (Md. nach SHT 245,6 % Sham,
Iga. 132,9 — 461,8 % Sham) erhoht, jedoch nicht rechnerisch signifikant (p =
0,0725). In der contralateralen Hemisphdare weichen zum  spiten
Untersuchungszeitpunkt die Tiere mit SHT nicht von der Kontrollgruppe ab (Md.
nach SHT 134,7 % Sham, Iqa. 88,93 — 160,6 % Sham, Abb. 28B) und eine
signifikante Differenz zwischen den Gruppen ldsst sich nicht ermitteln (p =

0,4736).

4.3.3. Vergleich der Untersuchungszeitpunkte
Eine nennenswerte Differenz der  Gfap-Expression zwischen den
Untersuchungszeitpunkten ldsst sich weder in der ipsilateralen (Abb. 28A) noch in

der contralateralen Hemisphére (Abb. 28B) beobachten.
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Abbildung 28: Gfap-Expression in der ipsilateralen (A) und contralateralen (B)
Hemisphire 57 und 225 Tage post OP
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4.4. Expression des Gens Lcn2

4.4.1. CCI vs. Sham zum friihen Untersuchungszeitpunkt

Lcn2 ist ein Markergen fiir reaktive Astrozyten (111). Seine Expression in der
ipsilateralen Hemisphére ist 57 Tage nach SHT um das 55,4-fache (Md. nach SHT
5539 % Sham, Iqa. 4544 — 6247 % Sham) im Vergleich zu scheinoperierten
Tieren erhoht (Abb. 29A). Diese Differenz ist statistisch signifikant (p = 0,0005).
In der contralateralen Hemisphére ist die Lcn2-Expression zu diesem Zeitpunkt
um das 7,22-fache (Md. nach SHT 722,8 % Sham, Iqa. 58,6 — 1420 % Sham)
gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht (Abb. 29B). Diese Differenz ist jedoch nicht
statistisch signifikant (p = 0,0861).

4.4.2. CCI vs. Sham zum spiten Untersuchungszeitpunkt

225 Tage nach SHT ist die Lcn2-Expression in der ipsilateralen Hemisphidre um
das 6,32-fache (Md. nach SHT 632,2 % Sham, Iqa. 384,3 — 1720 % Sham) im
Vergleich zu scheinoperierten Tieren erhoht (Abb. 29A). Dieser Unterschied ist
statistisch signifikant (p = 0,0077). In der contralateralen Hemisphire befinden
sich beide Gruppen auf einem dhnlichen Lcn2-Expressionsniveau (Md. nach SHT
112,3 9% Sham, Iqa. 53,58 — 417,8 % Sham) und weisen wie schon zuvor keine
signifikanten Unterschiede auf (p = 0,8813).

4.4.3. Vergleich der Untersuchungszeitpunkte

In der ipsilateralen Hemisphire lédsst sich eine wesentliche Abnahme der Lcn2-
Expression um das 0,11-fache (Md. frither 5539 % Sham, Iqa. 4544 — 6247 %
Sham und spiter Untersuchungszeitpunkt 632,2 % Sham, Iqa. 384,3 — 1720 %
Sham) bei Tieren mit SHT feststellen (p > 0,0001). In der contralateralen
Hemisphidre ldsst sich keine nennenswerte Differenz zwischen den
Untersuchungszeitpunkten feststellen, wobei die Daten zu diesem Zeitpunkt eine

besonders grofle Streuung aufweisen (Abb. 29B).

Aufgrund der groBen Spannweite wird zur besseren Erkennbarkeit der niedrigen
Werte eine logarithmische Skalierung der y-Achse in beiden Abbildungen

verwendet.
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4.5. Expression des Gens Gadd45b

Gadd45b ist ein Markergen fiir neuronale Aktivitdt und Plastizitit (112). Eine
nennenswerte Differenz seiner Expression in der ipsilateralen oder contralateralen
Hemisphire zwischen Tieren mit SHT und der Kontrollgruppe lédsst sich zu
beiden Untersuchungszeitpunkten nicht beobachten. Auch ein Vergleich zwischen
den Zeitpunkten ergibt sowohl in der ipsilateralen als auch in der contralateralen

Hemisphire keine nennenswerten Unterschiede (Abb. 30A und 30B).
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4.6. Expression des Gens Gap43

4.6.1. CCI vs. Sham zum friihen Untersuchungszeitpunkt

Gap43 ist ein Markergen fiir Neuritenwachstum und -regeneration (113). Seine
Expression in der ipsilateralen Hemisphére ist 57 Tage nach SHT auf einem
dhnlichen Niveau wie bei der Kontrollgruppe (Md. nach SHT 107,7 % Sham, Iqa.
103,5 — 125,7 % Sham, Abb. 31A). Diese Differenz ist statistisch nicht signifikant
(p =0,0861). Auch in der contralateralen Hemisphére ist zu diesem Zeitpunkt kein
Effekt des SHT auf die Gap43-Expression festzustellen (Md. nach SHT 100,4 %
Sham, Iqa. 96,44 — 102,9 % Sham, p = 0,8228, Abb. 31B).

4.6.2. CCI vs. Sham zum spiten Untersuchungszeitpunkt

225 Tage nach SHT ist die Gap43-Expression in der ipsilateralen Hemisphidre um
das 1,3-fache (Md. nach SHT 130 % Sham, Iqa. 115,6 — 134,7 % Sham)
gegeniiber den scheinoperierten Tieren gesteigert (Abb. 31A). Diese Differenz ist
statistisch signifikant (p = 0,0286). In der contralateralen Hemisphire ist zum
spiaten Untersuchungszeitpunkt kein Effekt des SHT auf die Gap43-Expression
festzustellen (Md. nach SHT 99,41 % Sham, Iqa. 95,77 — 106,1 % Sham, p =
0,8813, Abb. 31B).

4.6.3. Vergleich der Untersuchungszeitpunkte
Eine nennenswerte Differenz der Gap43-Expression zwischen den
Untersuchungszeitpunkten ldsst sich weder in der ipsilateralen (Abb. 31A) noch in

der contralateralen Hemisphére (Abb. 31B) beobachten.
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Abbildung 31: Gap43-Expression in der ipsilateralen (A) und contralateralen (B)
Hemisphire 57 und 225 Tage post OP
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4.7. Expression des Gens LIcam

4.7.1. CCI vs. Sham zum friihen Untersuchungszeitpunkt

Llcam ist ein Markergen fiir axonale Entwicklung und Regeneration (114). In der
ipsilateralen Hemisphire kann 57 Tage nach OP eine Beeinflussung der Llcam -
Expression durch das SHT nicht beobachtet werden (Md. nach SHT 95,19 %
Sham, Iqa. 83,71 — 106,1 % Sham, Abb. 32A). Diese geringfiigige Differenz ist
statistisch nicht signifikant (p = 0,4405). Demgegeniiber ist in der contralateralen
Hemisphire zu diesem Zeitpunkt eine 0,8-fache Reduktion (Md. nach SHT 80,4
% Sham, Iqa. 74,39 — 100,9 % Sham) gegeniiber der Kontrollgruppe festzustellen
(Abb. 32B). Dieser Unterschied ist signifikant (p = 0,038).

4.7.2. CCI vs. Sham zum spiten Untersuchungszeitpunkt

Zum spiten Untersuchungszeitpunkt, 225 Tage nach OP, ist eine Beeinflussung
der Llcam -Expression durch das SHT weder in der ipsilateralen (Md. nach SHT
103,9 % Sham, Iqa. 98,34 — 116,7 % Sham, p = 0,4405, Abb. 32A) noch in der
contralateralen Hemisphidre (Md. nach SHT 101,7 % Sham, Iga. 98,46 — 109,6 %
Sham, p = 0,7066, Abb. 32B) festzustellen.

4.7.3. Vergleich der Untersuchungszeitpunkte

Eine nennenswerte Differenz der Llcam-Expression zwischen den
Untersuchungszeitpunkten ldsst sich in der ipsilateralen Hemisphédre nicht
beobachten (p = 0,0509, Abb. 32A). In der contralateralen Hemisphire kommt es
zu einer 1,26-fachen (Md. frither 80,4 % Sham, Iqa. 74,39 — 100,9 % Sham und
spater Untersuchungszeitpunkt 101,7 % Sham, Iqa. 98,46 — 109,6 % Sham) und
statistisch signifikanten (p = 0,0045) Expressionssteigerung im Vergleich zum

spiaten Untersuchungszeitpunkt (Abb. 32B).
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Abbildung 32: Llcam-Expression in der ipsilateralen (A) und contralateralen (B)
Hemisphire 57 und 225 Tage post OP
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4.8. Expression des Gens Argl

4.8.1. CCI vs. Sham zum friihen Untersuchungszeitpunkt

Argl ist ein Markergen fiir M2-aktivierte Mikroglia (115). Seine Expression in
der ipsilateralen Hemisphére 57 Tage nach SHT ist um das 1,81-fache (Md. nach
SHT 181,9 % Sham, Iqa. 141,8 — 387,4 % Sham) gegeniiber scheinoperierten
Miusen erhoht (Abb. 33A). Dieser Unterschied ist statistisch signifikant (p =
0,0087). In der contralateralen Hemisphire weichen Tiere mit SHT zu diesem
Zeitpunkt nicht nennenswert vom Niveau der Kontrollgruppe ab (Md. nach SHT
108,7 % Sham, Iqa. 75,34 — 114,6 % Sham, p = 0,7237 Abb. 33B). Aufgrund der
groBen Spannweite wird zur besseren Erkennbarkeit der niedrigen Werte eine

logarithmische Skalierung der y-Achse in Abbildung 33A verwendet.

4.8.2. CCI vs. Sham zum spiten Untersuchungszeitpunkt

225 Tage nach SHT ist die Argl-Expression in der ipsilateralen Hemisphédre um
das 1,86-fache (Md. nach SHT 186,6 % Sham, Iga. 147,7 — 211,8 % Sham)
gegeniiber scheinoperierten Midusen erhoht (Abb. 33A). Diese Differenz ist
statistisch signifikant (p = 0,0132). In der contralateralen Hemisphire befinden
sich beide Gruppen auf einem dhnlichen Arg/-Expressionsniveau (Md. nach SHT
114,2 % Sham, Iqa. 92,3 — 137,4 % Sham, Abb. 33B) und weisen wie schon zuvor
keine signifikanten Unterschiede auf (p = 0,4456).

4.8.3.  Vergleich der Untersuchungszeitpunkte
Eine nennenswerte  Differenz der Argl-Expression zwischen den
Untersuchungszeitpunkten ldsst sich weder in der ipsilateralen (Abb. 33A) noch in

der contralateralen Hemisphére (Abb. 33B) beobachten.
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Abbildung 33: Argl/- Expression in der ipsilateralen (A) und contralateralen (B)
Hemisphire 57 und 225 Tage post OP
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VL DISKUSSION

Zum besseren Verstindnis werden mehrere Testverfahren, die den gleichen bzw.
einen dhnlichen Verhaltenskomplex untersuchen, zunichst einzeln und spiter
gesammelt in einer auf den gesamten Verhaltenskomplex bezogenen
Schlussfolgerung  diskutiert. Wurde nur ein Testverfahren zu einem

Verhaltenskomplex durchgefiihrt, wird auf diese Schlussfolgerung verzichtet.

1. Korpergewichtskontrolle

Eine Verminderung des Korpergewichts nach SHT ist von humanen Patienten
(116) sowie von tierexperimentellen Studien (117) bekannt. Es wird vermutet,
dass ein CCI beim Nager zu einer neuroendokrinen Storung fiihrt (118), welche
iiber negative Feedbackmechanismen der Glucocorticoide Einfluss auf
Funktionen des Hypothalamus nimmt und dadurch die Futteraufnahme hemmt

(119-121).

Dieser neuroendokrine Effekt kann die hier beobachtete reduzierte
Gewichtszunahme der CCl-operierten Gruppe gegeniiber den Sham-Tieren
erkldren. Weiterhin liegt es nahe, dass sich dieser Mechanismus stressbedingt
nach Beginn der verhaltensbiologischen Untersuchungen verstirkt und die
geringfiigige Korpergewichtsabnahme wihrend der Untersuchungsphase (letzte

vier Wochen pra mortem) erklért.
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2. Verhaltensbiologische Untersuchungen

2.1. Motorische Koordination und Kombinationstests zur allgemeinen

Verhaltensbeurteilung

2.1.1. Neurological Deficit Score (NDS)

Vorliegende Studien belegen, dass der verwendete NDS zur Evaluierung des
neurologisch-motorischen Status bei Miusen nach einem SHT erfolgreich
verwendet werden kann (122). Auch wurde anhand dieses Score-Systems bereits

eine zeitliche Entwicklung des funktionellen Schadens nach CCI beobachtet

(123).

Auffillig ist, dass in dieser Versuchsreihe die Regeneration iiber mehrere Monate
anhilt, wogegen scheinoperierte Tiere im selben Zeitraum eine Verschlechterung
ihrer neurologisch-motorischen Fihigkeiten erfahren. Vermutlich héngt dieses
Defizit in der Sham-Gruppe mit dem parallel zunehmenden Korpergewicht und

damit verbundenen Erschwernissen beim Beam-Balance-Test zusammen.

Das hier verwendete Score-System inkl. des Beam-Balance-Tests eignet sich, um
motorische Storungen nach einem CCI selbst nach mehreren Monaten zu
veranschaulichen und gleichzeitig eine Genesung dieser Beeintrichtigung

nachzuweisen.

2.1.2. Rotarod

Das Rotarod wurde schon oft erfolgreich zur Beurteilung des motorischen Status
nach einem SHT bei Nagern herangezogen (124, 125). Die in diesem
Versuchsaufbau beobachteten motorischen Storungen in der subakuten Phase
nach einem CCI sowie eine Reduktion dieser Beeintrdachtigung innerhalb von

wenigen Wochen ist bekannt (126-129).

Wir konnten eine Fortsetzung dieser motorischen Regeneration bei den
Langzeitiiberlebenden beobachten und 191 Tage post OP keine Unterschiede
zwischen scheinoperierten Tieren und Tieren mit SHT im Rotarod mehr

feststellen.
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Die verkiirzte Latenz bis zum Herabfallen der Tiere 191 Tage post OP héngt
vermutlich vor allem mit dem gestiegenen Korpergewicht und daraus
resultierenden Erschwernissen wihrend des Laufens auf dem rotierenden Zylinder

zusammen.

2.1.3. CatWalk® XT

Computerbasierte dreidimensionale Schritt- und Ganganalyse-Systeme finden bei
Studien an humanen Patienten schon seit ldngerer Zeit erfolgreiche Anwendung
(130, 131). Die CatWalk® XT-Technologie hat diese Methoden auf den Nager
iibertragen und wurde hier bei der Erforschung einer Reihe von zentralnervosen

Erkrankungen verwendet (132-134).

Auch in der Akutphase nach einem CCI bei der Maus wurde diese Art der Schritt-
und Ganganalyse bereits durchgefiihrt und ergab weitgehend @hnliche Resultate,
wie sie hier 40 — 42 Tage post OP beobachtet werden (135). Die oben
beschriebenen Daten bei Langzeitiiberleben nach CCI (209 — 211 Tage post OP)
zeigen im Vergleich dazu eine Reduktion der Abweichungen bei zunéchst zehn zu
nur noch fiinf auffilligen Parametern. Weiterhin féllt die Differenz beim
wichtigsten Parameter, der durchschnittlichen Geschwindigkeit, nach mehreren
Monaten weniger deutlich aus. Insgesamt ergibt sich aus diesen Beobachtungen
ein Bild, das auf eine Abnahme der motorischen Storungen schlieBen lisst.
Aufgrund der immer noch bestehenden Schritt- und Gangunterschiede kann
jedoch nicht von einer absoluten Wiederherstellung der motorischen Fahigkeiten

innerhalb des langen Untersuchungszeitraums gesprochen werden.

Die sich erst nach 209 — 211 Tagen entwickelnde Schrittfolgeabweichung (Step
pattern) der Tiere mit SHT konnte einen Hinweis auf Mechanismen zur

funktionellen Kompensation motorischer Defizite geben.

Mit der in VI 1. diskutierten Korpergewichtszunahme und damit verbundenen
motorischen Einschriankungen ldsst sich hochst wahrscheinlich die Verminderung

der durchschnittlichen Geschwindigkeit zum spiten Testzeitpunkt erklédren.
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2.14. Schlussfolgerung: Motorische Koordination

Sensomotorische Defizite nach CCI wurden mehrfach beobachtet und lassen sich
v. a. mit Gewebeverlust im priméiren Schadensgebiet, neuronalem Zelluntergang
in der Penumbra sowie diffusen axonalen Storungen im gesamten ZNS erklidren
(136-139). Auch eine Besserung dieser Schiden im Anschluss an die akute Phase,
also innerhalb weniger Wochen, wurde bereits beschrieben (136, 140). Die
Regeneration erkldrt sich vermutlich mit zunehmender Adaptation an die
Einschrinkung und damit verbundener zentralnervoser Plastizitit (141-143) mit
axonaler Neubildung als zentralem Mechanismus (144-146). Weiterhin sind
wahrscheinlich reaktive Astrozyten und die Neubildung von Synapsen an diesem
Prozess beteiligt (147, 148). Diese Umbauprozesse manifestieren sich auch in der

contralateralen Gehirnhemisphire (149, 150).

Bei Haustieren sind motorische Ausfallerscheinungen eine der haufigsten
beobachteten Folgen eines SHT und werden u. a. zur Beurteilung des
Schadenumfangs herangezogen (9, 10, 151, 152). Von kleinen Haustieren ist eine
gute funktionelle Regeneration nach Gehirngewebeverlust bekannt (153) und
sollte bei der Beratung von Patientenbesitzern bzgl. einer langfristigen Prognose

beachtet werden.

Bezogen auf das Langzeitiiberleben nach einem CCI, das hier erstmals so
umfassend untersucht wurde, lasst sich festhalten, dass die oben beschriebene
Regeneration iiber mehrere Monate anhilt und mit den verwendeten Tests
evaluiert werden kann. Sechs bis sieben Monate post OP wird die Differenz
zwischen CCI- und Sham-Gruppe aufgrund der beschriebenen Rekonvaleszenz
motorischer Defizite nach CCI sowie einer Korpergewichtszunahme aller Tiere
kleiner. Dies hat zur Folge, dass im CatWalk® XT weniger Parameter zur
Beurteilung des motorischen Status herangezogen werden konnen und der NDS
geringere Gruppenunterschiede aufweist. Der Rotarod-Test ldsst zu diesem
Zeitpunkt gar keinen Nachweis einer Differenz zwischen scheinoperierten und

Tieren mit CCI mehr zu.

Die Korpergewichtszunahme beeinflusst die Ergebnisse bei den verwendeten
Experimenten derart, dass absolute Werte zwischen beiden Testzeitpunkten bei ad

libitum Fiitterung nur schwer verglichen werden kénnen.
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2.2. Depressions-idhnliches, Schizophrenie-dhnliches, Angst-assoziiertes

und soziales Verhalten

2.2.1. Elevated Plus Maze (EPM)

Im Elevated Plus Maze Test wurde bereits frither eine Storung des
Angstverhaltens nach einem CCI bei Miusen nachgewiesen. Wihrend in der
akuten Phase (24 h und 48 h post OP) noch eine verstirkte Aversion gegen die
offenen Arme anhand verkiirzter Aufenthaltszeiten in diesem Bereich beobachtet
wurde (154), scheint sich dieses Verhalten in der subakuten Phase (21 Tage post
OP) umzukehren und zu einer Priferenz fiir die offenen Arme zu entwickeln

(155).

Der erste hier untersuchte Zeitpunkt liegt moglicherweise im Ubergang von
verstirkter zu gehemmter Aversion vor den offenen Armen, so dass keine Stérung
des Angstverhaltens gemessen werden kann. Das reduzierte Angstverhalten bei
einigen Tieren mit SHT (Ausreifer im Dotplot) konnte hier auf eine
unterschiedlich schnelle individuelle Entwicklung zum bekannten subakuten

Phinotyp hindeuten.

Die festgestellte Zunahme der Aufenthaltszeit in den offenen Armen zum spiten
Untersuchungszeitpunkt (184 Tage post OP) nach einem SHT belegt, dass bereits
frither untersuchte Storungen im Angstverhalten mehrere Monate anhalten
konnen. In Relation zu den Ergebnissen bei der friihen Untersuchungsgruppe
scheinen sich die Abweichungen des Angstverhaltens sogar erst im Verlauf

mehrerer Monate auszupriagen und zu manifestieren.

Diskrepanzen bei der zuriickgelegten Distanz zwischen den
Untersuchungszeitpunkten erkldren sich vermutlich mit altersabhingigen
Verhaltensdnderungen und dem gestiegenen Korpergewicht  bei

Langzeitiiberleben.

2.2.2. Open Field (OF)

Daten von Méusen wenige Tage, Wochen und Monate nach einem CCI liegen
bereits vor und zeigen in einigen Fillen keine Einfliisse auf die Aktivitit und das
Angstverhalten (155, 156). Andere Studien beschreiben eine gesteigerte Aktivitét
und ein vermehrtes Angstverhalten als Folge des CCI (136).
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Wir beobachteten 15 Tage post OP eine verstdrkte Angst vor freien Flichen und
nach 185 Tagen eine erhohte Aktivitit in folge des CCIL. Da die beobachteten
Ergebnisse in diesem Test interagieren (Zusammenhang von Aufenthaltszeit in
verschiedenen Bereichen des OF und der Aktivitit sowie motorischen Féahigkeiten
des Versuchstiers) und zudem vermutlich ein Einfluss von in VI. 2.1.4.
diskutierten motorischen Defiziten besteht, kann aufgrund dieser Ergebnisse keine
endgiiltige Aussage bzgl. des Verhaltens getroffen werden. Nur eine Differenz des
Verhaltens zu beiden Untersuchungszeitpunkten und eine Entwicklung der

Verhaltensirritationen kann zusammenfassend festgestellt werden.

Diskrepanzen der Kontrollgruppen zwischen den Untersuchungszeitpunkten
erkliren sich vermutlich mit dem gestiegenen Korpergewicht sowie

altersabhingiger Verhaltensidnderungen bei Langzeitiiberleben.

2.2.3. Social Interaction (SI) = Crawley Box

Storungen des Sozialverhaltens sind die hiufige Folge eines SHT beim Menschen
(5, 157-159). Auch bei Miusen ist bekannt, dass Defizite im Sozialverhalten nach
einem SHT auftreten konnen (160, 161). Die hier verwendete Testmethode wurde
schon haufig zur Beurteilung des Sozialverhaltens bei Miusen eingesetzt und das
untersuchte Verhalten in Zusammenhang zu Autismus-assoziierten Stdrungen

gebracht (162-164).

Wir konnten zu beiden Testzeitpunkten keine Einschrinkungen des
Sozialverhaltens feststellen. Die beobachtete Abnahme des Interesses an der
unbekannten Maus ldsst sich vermutlich mit einer natiirlichen Entwicklung des
Sozialverhaltens in Abhidngigkeit vom Alter der Testméduse und ihrer Haltung
erkldaren (165). Die Abnahme des Interesses fiel fiir Tier mit SHT deutlicher aus,
da Sie jedoch weiterhin mehr Zeit im Kompartiment der unbekannten Maus
verbachten, kann aufgrund dieser Daten noch kein soziales Defizit festgestellt
werden. Das induzierte CCI scheint lediglich entwicklungsbedingte Anderungen

des Sozialverhaltens zu beeinflussen bzw. zu beschleunigen.
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2.24. Prepulse Inhibition of Acoustic Startle Response (PPI)

Die Messung der Prepulse Inhibition wird beim Menschen mit bipolaren
Storungen in Zusammenhang gebracht und kann hier zur Diagnose von
Schizophrenie und anderen neuropsychiatrischen Erkrankungen verwendet
werden (166, 167). Zur Erforschung bipolarer Stérungen wird diese Methode
schon seit langem auch bei Labornagern eingesetzt (168-170). Es wurde bereits
nachgewiesen, dass SHT-Modelle (u. a. das CCI) zu Defiziten der in diesem Test

untersuchten Reizverarbeitung fithren kdnnen (155, 171).

Der Effekt, dass eine Zunahme der Intensitdt des Prepulse mit einer Steigerung
der Prepulse Inhibition einhergeht, wird erwartet und als gesundes Verhalten
angesehen (172, 173). Die scheinbar gesteigerte Schreckreaktion bei allen Miusen
zum spiten Untersuchungszeitpunkt ldsst sich wahrscheinlich auf das gesteigerte
Korpergewicht und damit einhergehende stirkere Krafteinwirkung an den

Vibrationssensoren des Kéfigbodens zuriickfiihren.

In dieser Versuchsreihe war es weder in der subakuten Phase noch bei
Langzeitiiberleben nach einem CCI moglich, einen Einfluss auf die Prepulse
Inhibition festzustellen. Abweichungen von oben aufgefiihrten Studien lassen sich
vermutlich mit unterschiedlichen Versuchsanordnungen und anders definierter
Schadensgrofle erkldren. Da eine physiologische Prepulse Inhibition bei allen
Tieren festgestellt wurde, scheint es keine grundlegenden Fehler bei der

Versuchsdurchfithrung gegeben zu haben.

2.2.5. Tail Suspension (TS)

Der Tail Suspension Test ist einer der Standardtests, um das Depressions-
assoziierte Verhalten bei Nagern zu untersuchen (174-176). Der Forced Swim
Test untersucht das gleiche Verhaltensmuster, konnte hier jedoch aufgrund
moglicher negativer Beeinflussung auf den Morris Water Maze Test nicht
angewandt werden (177, 178). Nach einem CCI wurde schon eine erhohte
Immobilitat im Tail Suspension Test (179) und im Forced Swim Test (155)

nachgewiesen, also eine Neigung zu Depressions-assoziiertem Verhalten.

Unsere Ergebnisse zeigen 20 Tage nach OP eine verkiirzte Immobilititszeit bei

Tieren mit SHT. Die als Folge eines SHT mehrfach beobachtete Neigung zu
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Depressions-assoziiertem Verhalten kann somit nicht nur nicht belegt werden, es

zeigt sich sogar eine erhohte Aktivitit als Folge des CCIL.

Eine verzogerte Wundheilung hatte zur Folge, dass 20 Tage nach OP die
Operationswunden sowie das Knochenfenster noch nicht ganz verschlossen
waren. Dies in Kombination mit erhdhtem Blutdruck beim Uber-Kopf-hingen
konnte schmerzhafte Prozesse im Wundbereich und eine damit einhergehende
Hyperaktivitdat ausgelost haben. Diese Vermutung wird dadurch gestiitzt, dass
zum zweiten Untersuchungszeitpunkt die Wunden aller Tiere génzlich verheilt
waren und kein Unterschied zwischen den Testgruppen mehr nachweisbar war.
Deshalb sollte aus unseren Ergebnissen im Tail Suspension Test kein endgiiltiger
Riickschluss auf Depressions-assoziiertes Verhalten gezogen und fiir folgende
Studien bei Wundheilungsstorungen z. B. der Forced Swim Test bevorzugt

werden.

2.2.6.  Schlussfolgerung: Depressions-dhnliches, Schizophrenie-ihnliches,
Angst-assoziiertes und soziales Verhalten

Depressionen, bipolare Storungen und Defizite im Sozial- und Angstverhalten

sind hdufige Folgen eines SHT bei humanen Patienten (180, 181). Sie sind die

schwersten Langzeitschiden und stellen die Betroffenen oft noch Jahre nach dem

Trauma vor Probleme im alltéiglichen Leben (182-184).

Da die Diagnose von neuropsychiatrischen Storungen bei Haustieren sehr
beschwerlich ist, liegen dazu keine Daten nach einem SHT vor. Aufgrund der
Deutlichkeit von Ergebnissen aus humanmedizinischen Studien und aus
Untersuchungen an Labornagern ist das Vorkommen dieser Defizite auch bei

Haustieren als sehr wahrscheinlich anzusehen.

Die hier aufgefiihrten Resultate veranschaulichen, dass es sowohl in der
subakuten als auch in der chronischen Phase nach einem SHT zu Defiziten im
Angstverhalten kommt und sich diese im Verlauf mehrerer Monate wandeln. In
Anbetracht der Multiperspektivitdt der untersuchten Verhaltensart ist eine
umfassende qualitative Aussage zur Entwicklung der beobachteten
Beeintrichtigungen jedoch nicht moglich. Anderungen des Schizophrenie-
dhnlichen und des Sozialverhaltens nach einem SHT lassen sich mit der hier

angewandten Methode nicht nachweisen. Vermutlich kommt es auch zu Defiziten
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beim Depressions-dhnlichen Verhalten und der Aktivitit, wobei im verwendeten
Test wahrscheinlich Schmerzen im Wundbereich auftreten und auf das Verhalten
einwirken. Hier sollten kiinftig andere Untersuchungsmethoden bevorzugt

werden.

2.3. Kognitive Fihigkeiten

2.3.1. Morris Water Maze (MWM)

Beeintridchtigungen der rdumlichen Erinnerungs- und Lernféhigkeit wenige
Wochen nach einem CCI wurden bei Midusen im MWM bereits nachgewiesen
(129, 136, 155). Die dargestellten Ergebnisse zum frithen Untersuchungszeitpunkt
belegen solche kognitiven Defizite in der subakuten Phase nach einem CCI. Da
bereits beim Auffinden der sichtbaren Plattform Beeintrichtigungen durch das
SHT beobachtet wurden, muss von einer iibergeordneten kognitiven und nicht
rein hippocampalen Storung ausgegangen werden, wie man sie im MWM
vornehmlich untersucht (185-188). Weitere Griinde fiir das beobachtete Verhalten
konnen eine Schidigung der visuellen Wahrnehmung oder gestorte motorische
Funktionen sein. Allerdings konnen spiter im Visuell Cliff Test keine Storungen
der visuellen Fahigkeiten nachgewiesen werden. Da die
Durchschnittsgeschwindigkeit wihrend des ersten Testlaufs am ersten Testtag
unverdndert ist, kann keine Beeintrachtigung von motorischen Féahigkeiten bzgl.
des Schwimmens beobachtet werden. Somit sind wahrscheinlich kognitive
Defizite allein fiir das verzogerte Auffinden der sichtbaren und verborgenen
Plattform nach einem SHT verantwortlich. Scheinoperierte Tiere verkiirzen nicht
nur die Zeit bis zum Erreichen der Plattform, sondern auch die Aufenthaltszeit in
der randnahen Zone. Dies zeigt, dass diese Mduse die Fihigkeit haben, eine
Strategie zur gezielten Suche der Plattform zu entwickeln. Im Vergleich dazu
suchen Tiere mit SHT tiglich fiir lange Zeit die Beckenwand auf und entwickeln
keine gezielte Strategie zum Auffinden der Plattform. Dieses Verhalten wird auch
als Thigmotaxis bezeichnet und unterstiitzt die Annahme kognitiver Defizite nach
einem SHT. Das Ergebnis des probe trial belegt, dass alle Miuse trotz fehlender
Plattform den Plattformquadranten bevorzugen und sich rdumlich orientieren
konnen. Daneben wird der links neben dem Plattformquadranten gelegene

Quadrant vermutlich bevorzugt, weil er sich zwischen dem Plattformquadranten
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und der Tir des Versuchsraums befindet und diese Tiir einen der

augenscheinlichsten Hinweise fiir die rdumliche Orientierung der Méuse darstellt.

Persistierende kognitive Defizite bis zu einem Jahr nach einem SHT konnten beim
Labornager schon nachgewiesen werden (189, 190). Die beobachtete kognitive
Leistung im MWM an den Tagen 191 bis 205 post OP, zeigt @hnliche
Abweichungen wie in der subakuten Phase nach dem SHT. Miuse nach einem
CCI benétigen im Vergleich mit scheinoperierten Tieren langer zum Auffinden
der sichtbaren und verborgenen Plattform, starten jedoch am ersten Tag bei
verborgener  Plattform  vom  selben  Niveau, weichen bei  der
Durchschnittsgeschwindigkeit wéhrend des ersten Testlaufs am ersten Testtag
nicht ab, verbringen aber iiber die gesamte Zeitspanne mehr Zeit in der Randzone
und bevorzugen im probe trial den Plattform- sowie den links daneben gelegenen

Quadranten.

Somit lassen sich Beeintrachtigungen bei der in diesem Test untersuchten
rdaumlichen Erinnerungs- und Lernfahigkeit nachweisen, die im Verlauf mehrerer

Monate nach einem SHT in dhnlicher Form bestehen bleiben.

2.3.2. Fear Conditioning (FC)

Die in diesem Versuch untersuchte Lernfdhigkeit basiert auf der klassischen
Konditionierung (191-193). Dieses emotionale Lernen ist primdr mit der
Amygdala-assoziiert (194-196) und nur untergeordnet von Hippocampus (197,
198) und prifrontalem Kortex abhidngig (199, 200). Abgewandelte
Versuchsprotokolle konnen den Anteil der letztgenannten Hirnstrukturen am

getesteten Verhalten erhohen (201-203).

Defizite der Angst-assoziierten Lernfidhigkeit wurden bei Nagern als Auswirkung
eines SHT schon mehrfach beobachtet (204-206). Die hier dargestellten
Ergebnisse konnen solche Storungen nicht belegen. Vor allem die gleichméBig
erhohte Immobilitdtsdauer nach Ertonen des Signaltons (cue) in beiden Gruppen
zu beiden Testzeitpunkten zeigt, dass alle Tiere dieses Gerdusch im gleichen
Male negativ assoziieren und deshalb ein gesteigertes Angstverhalten zeigen. Die
zum frithen Testzeitpunkt beobachtete verldngerte Immobilitdt im Anschluss an
die Angst-assoziierte Konditionierung (context) bei Tieren mit SHT deutet auf

eine verstirkte Schreckhaftigkeit, nicht jedoch auf ein Defizit der Angst-
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assoziierten Lernfdhigkeit zu diesem Zeitpunkt hin. Daher ist aufgrund der
Ergebnisse im FC eine Beteiligung der Amygdala am Hirnschaden
unwahrscheinlich. Vermutlich héngt die mehrere Monate nach OP beobachtete
Mobilitatsminderung aller Tiere mit einer altersabhingigen Hypoaktivitit und

dem gesteigerten Korpergewicht zusammen.

2.3.3. Schlussfolgerung: Kognitive Fihigkeiten
Kognitive Einschrinkungen sind eine bekannte Folge des SHT sowohl beim

Menschen (207-209) als auch beim Labornager (136, 204, 210).

Die in dieser Studie verwendeten Verfahren testen die Leistungsfiahigkeit
unterschiedlicher Hirnregionen. Nicht nur die Arten der ermittelten Kognition,
sondern auch der Schwierigkeitsgrad der zu erlernenden Aufgaben weicht
zwischen den Testverfahren ab. Aufgrund der Kombination aus rdaumlicher
Orientierung anhand von Hinweisschildern an einem unbekannten Ort mit der Art
der Fortbewegung muss das Verhalten im MWM iiber eine lingere Zeit erlernt
werden. Der Test stellt somit eine vergleichsweise schwierige Aufgabe fiir das
Versuchstier dar. Er liefert Informationen iiber die hippocampale rdumliche
Erinnerungs- und Lernfihigkeit, welche iiber mehrere Monate nach einem CCI
deutlich eingeschrinkt ist. Demgegeniiber wird im FC primédr das Amygdala-
assoziierte emotionale Lernen erforscht (194-196), welches keine Abweichungen
wenige Wochen bis Monate nach CCI aufweist. Die erzeugte Konditionierung
wird im Vergleich zur Aufgabenstellung im MWM innerhalb kurzer Zeit erlernt
und es muss keine Losungsstrategie entwickelt werden. Dies zeigt, dass im FC

eine verhiltnismifBig einfach zu erlernende kognitive Funktion untersucht wird.

Folglich ist fiir das beobachtete kognitive Defizit charakteristisch, dass es keinen
messbaren Einfluss auf einfache Amygdala-assoziierte emotionale Funktionen im
FC nimmt, aber negative Auswirkungen auf die komplexere hippocampale
rdaumliche Erinnerungs- und Lernfahigkeit im MWM hat. Der Hirnschaden scheint
sich funktionell nur auf den Hippocampus sowie den prifrontalen Kortex
auszuwirken und die Amygdala nicht miteinzubeziehen. Diese Beobachtung
stimmt mit der histologischen Schadensanalyse in der Nissl-Firbung iiberein.
Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse muss angenommen werden, dass sich diese

kognitive Storung auch im Verlauf mehrerer Monate nicht veridndert.
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24. Visuelle Wahrnehmung

24.1. Visual CIiff Test

Es wurde bereits nachgewiesen, dass Neurodegeneration im visuellen Kortex eine
mogliche Folge des CCI ist, auch wenn diese Hirnregion nicht primdr vom
neuronalen Schaden betroffen ist (211). Da eine verminderte visuelle
Wahrnehmung viele der durchgefiihrten Tests beeinflussen kann, soll diese

Moglichkeit mit dem VC ausgeschlossen werden.

Die vorliegenden Ergebnisse 224 Tage nach OP konnen mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf alle Tiere iibertragen werden, da man mit steigendem
Alter eine Verschlechterung der visuellen Fihigkeiten erwarten wiirde und keine
offensichtlichen Einfliisse auf das Sehvermégen im Verlaufe der Tests gegeben
waren. Da sowohl scheinoperierte als auch Tiere mit SHT eine lidngere
Aufenthaltsdauer im ebenerdigen (grounded) Areal zeigen, kann fiir beide
Gruppen kein Defizit des Sehvermogens nachgewiesen werden. Die deutlichere
Priferenz der scheinoperierten Tiere kann auf eine zuvor im EPM schon

beobachtete Storung des Angstverhaltens nach CCI zuriickgefiihrt werden.

2.5. Krampfneigung

2.5.1. Messung Pentylentetrazol-induzierter Krampfanfille (PTZ)

Es wird vermutet, dass mehrere Wirkmechanismen die konvulsive Wirkung von
Pentylenetetrazol induzieren und dabei interagieren (212-214). Eine zentrale Rolle
wird der hohen Affinitit zur Picrotoxin-Bindungsstelle am GABAAa-Rezeptor
zugeschrieben. Dies hat eine Hemmung der GABAa-Rezeptoren und dadurch

gestorte neuronale Inhibition zur Folge (215-218).

Eine durch ein SHT ausgeloste gesteigerte Krampfanfilligkeit wurde sowohl beim
Menschen (219-223) und beim Labornager (224-227) als auch beim Hund (33, 39,
228, 229) beschrieben. Grund fiir dieses Krampfleiden sind vermutlich
vornehmlich im Gyrus dentatus lokalisierte Storungen neuronaler Kreisbahnen

sowie hippocampaler Zelluntergang (230-233).

Krampfleiden sind tiermedizinisch vermutlich die fiir Tierbesitzer relevanteste

Folge eines SHT. Da eine Behandlung nur in seltenen Fillen moglich ist, spielt
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eine langfristige Prognose ohne Therapie hinsichtlich der Euthanasieentscheidung

eine zentrale Rolle.

Die Messung Pentylentetrazol-induzierter Krampfanfille (PTZ) ist ein akutes
Anfallsmodell, welches oft zur Untersuchung der antikonvulsiven oder
prokonvulsiven Wirkungen von Substanzen genutzt wird (234). Die primir bei
der  Entstethung  Pentylentetrazol-induzierter = Krampfanfille  beteiligten
Mechanismen sind nicht mit den Vorgéingen identisch, die zur posttraumatischen
Epilepsie fithren (218, 234-236). Daher hat dieses Modell eine eingeschriankte
pradiktive Validitit fiir die Untersuchung des Krampfleidens nach SHT. Die
langfristige Erfassung spontan auftretender Anfille konnte beispielsweise
aussagekriftigere Ergebnisse zur posttraumatischen Epilepsie liefern. Im Hinblick
auf moglichst geringen zeitlichen und apparativen Aufwand wurde die Messung
Pentylentetrazol-induzierter Krampfanfille als die einzig praktikable Methode zur
Untersuchung der Krampfanfilligkeit in dieser Studie ausgemacht. Dieses
Testverfahren wurde bereits mehrfach erfolgreich zur Untersuchung der
Krampfanfilligkeit nach SHT genutzt (225, 227), die zudem nur eine von

mehreren untersuchten verhaltensbiologischen Folgen des SHT ist.

Die dargestellten Ergebnisse belegen eine erhohte Krampfneigung sowohl in der
subakuten als auch in der chronischen Phase nach einem SHT. Weder eine
Erholung noch eine Verschlechterung der gesteigerten Auslosbarkeit von
Pentylentetrazol-induzierten Krdmpfen kann bei langzeitiiberlebenden Méusen
beobachtet werden. Zu beachten ist dabei, dass sich die Krampfneigung
unabhingig vom SHT mit steigendem Alter erhoht. Der altersabhéngige Anstieg
von Krampfleiden ist vom Menschen bekannt (237-240) und hat beim Labornager
Einfluss auf die Wirkung konvulsiver Substanzen (241), darunter PTZ (242, 243).
Eine herabgesetzte hippocampale Plastizitdit und altersbedingte neuronale
Zellverluste konnten eine Erklarung fiir den Alterseinfluss auf die

Krampfinduktion liefern (244-246).
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3. Histologische Farbung und Auswertung

3.1. Bestimmung des Schadenvolumens
Die Farbung histologischer Schnitte nach Nissl ist eine Standardmethode zur
Evaluierung des Schadensvolumens nach einem SHT und zur Erginzung

verhaltensbiologischer Untersuchungen (247-249).

Auch wenn das Kontusionsgebiet mitberiicksichtigt wird, ist eine Atrophie der
ipsilateralen Hemisphére zu beiden Untersuchungszeitpunkten festzustellen. Dies
hingt mit Gewebeverlust, Zelluntergang und Umorganisation im priméren und

sekundiren Schadensbereich zusammen (250-252).

Umbauprozesse der contralateralen Hemisphére nach einem fokalen SHT wurden
experimentell beim Labornager bereits beschrieben und konnen als Erkldrung fiir
die in VI. 2.1.4 diskutierte funktionell-motorische Regeneration dienen (149,
150). Es ist naheliegend, dass die bei diesem Geschehen im Vordergrund stehende
axonale Neubildung (144-146) zu einer Hypertrophie des Nervengewebes fiihrt
und die beobachtete contralaterale Volumenzunahme wenige Wochen nach SHT
erklart. Dass es zur selben Zeit zur Atrophie der ipsilateralen Hemisphédre kommt,
konnte diesen Prozess hinsichtlich der intrakraniellen Platzverhiltnisse
begiinstigen. Das contralaterale Hemisphirenvolumen nach CCI weicht nach
Langzeitiiberleben nicht mehr von dem scheinoperierter Tiere ab und weist darauf
hin, dass oben aufgefiihrte Umbauprozesse mehrere Monate nach SHT

weitgehend abgeschlossen sind.

Eine altersabhingige Gehirnatrophie ist beim Menschen (253) und beim
Labornager (102) bereits beobachtet worden und erklart die festgestellte
Hemisphédrenvolumenreduzierung nach Langzeitiiberleben. Die Zunahme des
prozentualen Anteils des Schadens an der ipsilateralen Hemisphire erklirt sich
dementsprechend ebenfalls mit dieser Gehirnatrophie, da ein alters- oder
zeitabhingiger Einfluss auf das absolute Kontusionsvolumen nach SHT nicht

festgestellt werden konnte.

3.2. Bestimmung der Mikrogliazellaktivierung
Es ist bekannt, dass die Expression von Ibal bei aktivierten Mikroglia erhoht ist
(95). Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass Mikroglia bei einer

Verletzung des ZNS aktiviert werden und ihre Morphologie @ndern (254-257).



VI. Diskussion 113

Mikroglia wird sowohl eine degenerative neurotoxische als auch eine regenerative
neuroprotektive Funktion im verletzten und ausheilenden Gehirn zugewiesen
(258). Zudem wurde bereits ein Zusammenhang zwischen der Aktivitdt von
Mikroglia und synaptischer Aktivitidt sowie Synaptogenese, also neuroplastischen
Prozessen, im Nervengewebe beschrieben (259-262). Diese unterschiedlichen
Effekte sind vermutlich von Subtyp-spezifischen molekularen Signaturen der
Mikroglia abhingig und iiberlagern sich im Verlauf der Heilung nach einer

Verletzung des ZNS (263-265).

Ein Anstieg der Anzahl aktivierter Mikroglia im perikontusionalen Gewebe wurde
schon héufig als Folge eines experimentellen SHT beim Labornager beobachtet
(266-268). Auch eine langfristige Abnahme der Mikrogliaaktivierung nach
Erreichen eines Maximums wenige Tage nach SHT wurde bereits festgestellt

(267).

Die in der Ibal-Farbung nachgewiesene Mikrogliazellzahl  stimmt
erwartungsgemill weitestgehend mit diesen Resultaten iiberein. Aufgrund der
Zellzahl kann keine Aussage zum funktionellen Zustand der Mikroglia getroffen
werden. Es kann vermutet werden, dass wenige Wochen nach dem SHT in der
contralateralen Hemisphire aufgrund von neuroplastischen Prozessen Mikroglia
einwandern und hier ggf. einen positiven Einfluss nehmen (259-262). Eine
weitere Erkldrung fiir die erhohte Mikrogliazellzahl in diesem Bereich kann auch
eine systemische Inflammationsreaktion aufgrund des SHT liefern, welche unter

anderem auch in der contralateralen Hemisphire zum tragen kommt (269-271).

Im perikotusionalen Bereich der ipsilateralen Hemisphére spricht die stark erhohte
Mikrogliaaktivierung fiir ein inflammatorisches Geschehen als direkte Folge der
Verletzung. Neben seiner inflammatorischen Wirkung besteht auch in der
ipsilateralen Hemisphire die Moglichkeit einer neuroplastischen Einwirkung auf
das Nervengewebe. Der Einfluss auf die Zahl an Mikroglia durch diese Vorgénge
kann mehrere Monate nach SHT nur noch in sehr geringem Mall nachgewiesen
werden. Es liegt nahe, dass sich die inflammatorischen und ggf. auch
neuroplastischen Prozesse bei Langzeitiiberleben nach SHT nahezu auf ein

Normalmafl reduzieren.
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4. Molekularbiologische Genexpression
4.1. Inflammationsmarker
41.1. I1Ip

Das 111p-Gen kodiert iiber eine Reihe inaktiver Vorlduferproteine das Zytokin
Interleukin-1B. Dieser Entziindungsmediator wird im ZNS vornehmlich von
Mikroglia sezerniert und bewirkt im Zusammenspiel mit anderen endogenen
Mediatoren eine lokale und systemische Entziindung nach einer Verletzung des
ZNS (108, 272). Innerhalb kurzer Zeit nach einem SHT steigt die Konzentration
von Interleukin-1f im Schadensgebiet an und verstiarkt die Entwicklung des
sekundidren Hirnschadens. Die gesteigerte Verletzung des Hirngewebes
manifestiert sich unter anderem im Hippocampus (273). Ein erschwerender
Einfluss hoher 111p-Expression auf funktionelle Defizite nach einem SHT wurde
in humanmedizinischen Studien bereits nachgewiesen (274, 275). Unter anderem
konnte ein positiver Zusammenhang zwischen der posttraumatischen Interleukin-
1B-Konzentration im Serum und der Ausbildung von posttraumatischen

Krampfleiden ermittelt werden (276).

Die dargestellte Uberexpression des //1-Gens 57 Tage nach OP ist ein Hinweis
auf eine prignante Entziindungsreaktion mit erhohter Mikrogliazellaktivierung im
Schadensgebiet und in der contralateralen Hemisphire wenige Wochen nach dem
SHT. Da vornehmlich M1-Mikroglia zur Il1f-Expression neigen (277), scheint
dieser proinflammatorische Subtyp in der subakuten Phase nach einem SHT einen
deutlich groBeren Anteil an der Gesamtheit der beobachteten Mikroglia im
Schadensgebiet auszumachen als spiter in der chronischen Phase. Weiterhin
bestitigt dieses Ergebnis die zuvor durch die Ibal-Farbung gestiitzte Vermutung
einer Abnahme der Inflammation im Schadensgebiet mit zunehmender Zeit nach
SHT. Ebenso kann die, aufgrund der Volumenzunahme wenige Wochen nach
SHT, vermutete Mitbeteiligung der contralateralen Hemisphire am

inflammatorischen Geschehen belegt werden.

4.1.2. Il6
Das 1l6-Gen kodiert das Zytokin Interleukin-6. Dieser Entziindungsmediator
nimmt eine Schliisselstellung in der akuten Entziindungsphase nach einem SHT

ein und beeinflusst dessen funktionelle Folgen (109, 278). Im ZNS wird es
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vornehmlich von Gliazellen, endothelialen Zellen und Neuronen sezerniert und
hat Einfluss auf die Einwanderung und Aktivierung von Immunzellen im
Schadensgebiet (279, 280). Da eine neurotrophe Wirkung bereits nachgewiesen
werden konnte (281), ist Interleukin-6 sowohl eine neuroprotektive als auch eine
neurotoxische Wirkung nach Schidigungen das ZNS zuzuschreiben (282). Eine
Messung der I/6-Expression kann ebenso wie die Interleukin-6-Expression als

Anhaltspunkt fiir aktuelle Inflammationsprozesse herangezogen werden.

Die festgestellte [Il6-Expression gibt keine Hinweise auf ein vermehrtes
Entziindungsgeschehen im Schadensgebiet und der contralateralen Hemisphire,
Interleukin-6 scheint mehrere Wochen bis Monate nach SHT keinen Einfluss auf
den Schaden zu nehmen. Eine Steigerung der IL6-Expression 24 h nach CCI in
der ipsilateralen Hemisphdre konnte bereits nachgewiesen werden (107). Es ist
wahrscheinlich, dass die akute Entziindungsphase zu den hier untersuchten
Zeitpunkten bereits zu groBen Teilen abgeschlossen und die //6-Expression
wieder auf ein NormalmaBl gesunken ist. Die beobachtete [1/6-
Expressionsabnahme in der ipsilateralen Hemisphdre hidngt vermutlich mit

Alterungsprozessen im Gehirn zusammen (102).

4.2, Astrozytenmarker

4.2.1. Gfap

Das Gfap-Gen kodiert das gleichnamige saure Gliafaserprotein (glial fibrillary
acidic protein), welches eine zentrale Komponente des Intermediirfilaments von
Astrozyten ist (110). Als Bestandteil des Zytoskeletts spielt es eine wichtige Rolle
bei der Formgebung, mechanischen Stabilitidt und Beweglichkeit dieser Zellen im
ZNS (283). Hiufig wird dieses Protein bzw. seine Genexpression in der
klinischen Diagnostik und tierexperimentellen Forschung als Marker fiir
Astrozyten verwendet (284, 285). Ein vermehrtes Auftreten hyperplastischer
Astrozyten im Schadensgebiet wird als Astrogliose bezeichnet und ist eine
typische Reaktion nach Schéadigungen des ZNS und neuronalem Zelluntergang
(286). Einerseits wird den beteiligten reaktiven Astrozyten eine Rolle bei der
neuronaler Regeneration und Wundheilung nach Verletzungen des ZNS
zugeschrieben (147, 287, 288), andererseits scheinen sie diese Regeneration zu

hemmen (289) und sind eine Begleiterscheinung einiger zentralnervoser
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Erkrankungen (290, 291). Die Funktion der Astrogliose nach SHT wurde noch
nicht abschlieBend geklédrt, wobei sowohl eine neurotoxische als auch eine
neurprotektive Wirkung moglich sind (292). Reaktive Astrozyten weisen vor
allem in den ersten Tagen nach SHT eine erhohte Gfap-Expression auf (293). Die
hier untersuchte Gfap-Expression ist daher sowohl ein Indikator fiir die
Ausbreitung der Astrogliose im Schadensgebiet als auch fiir den Grad der
Reaktivitit beteiligter Astrozyten. Ihre abschlieBende Interpretation ist daher

problematisch.

Die beobachteten Ergebnisse deuten auf eine erwartungsgemifle Astrogliose nach
57 Tagen mit einer vermehrten Anzahl reaktiver Astrozyten im Schadensgebiet
hin. Vermutlich nimmt die Anzahl und die Reaktivitit dieser Astrozyten in den
folgenden Monaten so weit ab, dass 225 Tage nach SHT keine signifikante Gfap-
Expressionssteigerung mehr nachweisbar ist. Ein Absinken auf Normalniveau
kann jedoch bis zum spiten Untersuchungszeitpunkt nicht endgiiltig festgestellt
werden und es ist weiterhin eine Tendenz zu einer Erhohung der Gfap-Expression

zu beobachten.

In der contralateralen Hemisphire gibt es keine Hinweise auf eine Beeinflussung
der Astrozytenaktiviit durch das SHT aufgrund der hier beobachteten Gfap-

Expression.

4.2.2. Lcn2

Das Lcn2-Gen kodiert das gleichnamige Lipocalin-2, auch bekannt als
Neutrophilengelatinase-assoziiertes Lipocalin (NGAL). Kurz nach seiner
Entdeckung (294) konnte diesem Protein eine Beteiligung an Akute-Phase-
Reaktionen nachgewiesen werden (295). Die Lcn2-Expression ist nach
zentralnervosen Schiddigungen bei reaktiven Astrozyten erhoht (296) und nimmt
Einfluss auf Inflammationsprozesse im ZNS (297, 298). Mehrere pathologische
Prozesse im ZNS schlieBen Abweichungen der Lcn2-Expression ein, es wird
vermutet, dass in diesem Zusammenhang eine proapoptotische Wirkung als
neurotoxischer Mediator vorliegt (299-302). Zugleich konnte Lipocalin-2 auch
das Uberleben von Zellen nach Schidigung férdern (303). Unabhiingig von seiner
nicht endgiiltig aufgekldarten Wirkung kann die Lcn2-Expression als Indikator fiir

reaktive Astrozyten und Inflammationsgeschehen genutzt werden (111).
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Die festgestellte Lcn2-Expression belegt eine aufgrund der vorliegenden Gfap-
Expression bereits vermutete Astrogliose im perikontusionalen Schadensgebiet.
Auch eine Abnahme der Astrozytenanzahl und Reaktivitit in den folgenden
Monaten bestitigt sich durch die nach 225 Tagen festgestellte Lcn2-Expression in
der ipsilateralen Hemisphire. Jedoch ldsst sich zu diesem spéten Zeitpunkt, im
Gegensatz zur Gfap-Expression, weiterhin eine Expressionserhohung nach SHT
erkennen. Daraus ldsst sich folgern, dass es selbst in der chronischen Phase
mehrere Monate nach SHT zu astrogliotischen Prozessen im Schadensgebiet

kommt und eine Glianarbe bestehen bleibt.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kann eine vermehrte
Astrozytenaktivierung in der contralateralen Hemisphire nach SHT weder
bestitigt noch wiederlegt werden. Die Lcn2-Expressionserhohung wenige
Wochen nach SHT konnte bei hoherer Probenanzahl signifikant werden und auf
Umbauprozesse in der contralateralen Hemisphire hindeuten. Zum spiten
Untersuchungszeitpunkt gibt es keine Hinweise auf einen Effekt des SHT auf die

Lcn2-Expression in der contralateralen Hemisphire.

4.3. Plastizititsmarker

4.3.1. Gadd45b

Bei Gadd45b handelt es sich um ein Gen, welches das gleichnamige Growth
arrest and DNA damage-inducible 45 Protein kodiert. Die Proteine der Gadd45-
Familie sind an einer aktiven Demethylierung von DNA beteiligt (304, 305). Ein
Zusammenhang zwischen der hippocampalen Gadd45p-Expression und daraus
folgender Synaptogenese nach induzierten Krampfanfillen wurde schon friih
nachgewiesen (306). Auch eine Beeinflussung der Lernfihigkeit durch
Manipulation der Gadd45p-Expression (307) sowie eine gesteigerte Gadd45p-

Expression nach neuronaler Aktivitit (112) wurden bereits beobachtet.

Da zu beiden Untersuchungszeitpunkten und in beiden Hemisphiren keine
Beeinflussung der Gadd45b-Expression durch das SHT zu beobachten ist, kann
daraus kein Riickschluss auf neuroplastische Prozesse im Schadensgebiet gezogen

werden.
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4.4. Marker fiir Neuritenwachstum

44.1. Gap43

Das Gap43-Gen kodiert das gleichnamige Growth Associated Protein 43. Dieses
Protein ist beteiligt an der Ausbildung von Dendriten und Axonen in der
Gehirnentwicklung sowie an deren Plastizitit und Regeneration (113). Eine
erhohte Gap43-Expression wurde nach einem SHT schon beobachtet, dadurch
induzierte neuroplastische Prozesse werden mit der Rehabilitation kognitiver
Defizite in Verbindung gebracht (308, 309). Die Gap43-Expression soll in diesem

Zusammenhang als Indikator fiir neuroplastische Vorginge an Neuriten dienen.

Die zunichst festgestellte Tendenz zur Uberexpression des Gap43-Gens 57 Tage
nach SHT in der ipsilateralen Hemisphire intensiviert sich in den folgenden
Monaten zu einer deutlichen Erhohung 225 Tagen nach SHT. Dies deutet auf ein
sich steigerndes Neuritenwachstum im Schadensbereich des Gehirns hin. Dadurch
neugebildete Verbindungen zwischen Neuronen und daraus folgende
Umstrukturierungen der Informationsiibertragung im geschiddigten Gewebe
konnen eine Erkldrung fiir die beobachtete funktionelle Regeneration mehrere
Monate nach SHT liefern. Anscheinend nehmen diese Vorginge iiber mehrere

Monate zu und bleiben selbst nach 225 Tagen deutlich bestehen.

Die ermittelte Gap43-Expression in der contralateralen Hemisphire liefert keine

Hinweise auf ein veriandertes Neuritenwachstum in diesem Bereich.

44.2. Llcam

Das LIcam-Gen kodiert das gleichnamige cell adhesion molecule LI. Es findet
sich vornehmlich auf der Oberfliche von Neuronen mit einer groB3en
extrazelluldren Transmembrandoméne und einer kurzen Zytoplasmadoméne. Wie
alle Zelladhidsionsmolekiile vermittelt es den Kontakt zwischen Zellen sowie
Molekiilen der extrazelluliren Matrix und den Mikrofilamenten des Zytoskeletts.
Dabei hat es entscheidende Funktionen bei der Interaktion von extrazelluldren und
intrazelluldaren Strukturen (310, 311). Llicam wird am stdrksten auf Axonen
withrend des axonalen Wachstums exprimiert (312) und spielt eine Rolle bei der
Zellmigration, Myelinisierung und neuronalen Adhédsion im Verlauf der

Entwicklung des Nervensystems (313, 314). Weiterhin beeinflusst die L/cam-
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Expression die Lernfihigkeit und Synaptogenese nach Abschluss der
Gehirnentwicklung (315) sowie axonale Regenerationsprozesse nach
Verletzungen des ZNS (114). Ahnlich wie die Gap43-Expression wird die LIcam-
Expression in dieser Studie als Indikator fiir Umbauprozesse an Axonen

untersucht.

Da zu beiden untersuchten Zeitpunkten nach SHT keine Beeinflussung der
Llcam-Expression in der ipsilateralen Hemisphire feststellbar ist, bietet sie
keinen Anhaltspunkt fiir verdnderte axonale Umbauvorginge im Schadensgebiet
nach SHT. Aufgrund der ermittelten Daten kann auch keine Beeinflussung der

L1cam-Expression durch das Alter der Tiere festgestellt werden.

Die beobachtete LIcam-Expressionsabnahme in der contralateralen Hemisphére
zum frilhen Untersuchungszeitpunkt deutet auf eine Beeinflussung des
Neuritenwachstums und vor allem des axonalen Wachstums in diesem Bereich
durch das SHT hin. Dieser Effekt ist mehrere Monate nach SHT nicht mehr
nachweisbar. Die Auswirkungen der Veridnderung hinsichtlich neuroplastischer

Prozessen kann aufgrund der vorliegenden Ergebnisse nicht beurteilt werden.

4.5. Mikrogliamarker

45.1. Argl

Das Argl-Gen kodiert das gleichnamige Enzym Arginase 1, welches den Abbau
der Aminosdure Arginin zu Ornithin und Harnstoff katalysiert. Da ARG1 mit der
NO-Synthase um das Substrat Arginin konkurriert, fiihrt eine Uberexpression
dieses Enzyms zur verminderten Verfiigbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO). In
Makrophagen/Mikrogliazellen wird NO in groen Mengen zur Immunabwehr

produziert und nimmt Einfluss auf weitere Signalwege der Inflammation (316).

Mikroglia lassen sich nach einer Schiadigung des ZNS in zwei
Aktivierungsformen unterteilen, dabei wird zwischen klassisch aktivierten (M1)
und alternativ aktivierten (M2) unterschieden (115, 317). Wihrend M1-Mikroglia
durch Sezernierung proinflammatorischer Substanzen (z.B. IL-6, IL-1p und NO)
die Entziindungsreaktion anregen, wird M2-Mikroglia eine
entziindungshemmende und wundheilungsférdernde Wirkung zugeschrieben (115,

318). Alternativ aktivierte M2-Mikrogliazellen sind unter anderem durch eine
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hohe Arginase 1-Expression gekennzeichnet, welche daher als Indikator fiir die
Mikrogliaaktivierung im Allgemeinen und M2-Aktivierung im Speziellen dienen
kann. Es gibt nach aktuellen Erkenntnissen eine Reihe von Ubergangsstufen
zwischen klassisch aktivierten (M1) und alternativ aktivierten (M2) Mikroglia, so
dass diese Klassifikation eine deutliche Vereinfachung der realen Zustdnde

darstellt (319-321).

Die beobachtete Argl-Expressionssteigerung in der ipsilateralen Hemisphére und
deren langfristige Abnahme nach SHT stimmt weitgehend mit den Ergebnissen
der Ibal-Firbung zur Mikrogliaquantifizierung in diesem Bereich iiberein. Die
zuvor in der histologischen Untersuchung beobachtete Zunahme der
Mikrogliazahl fiihrt auch zu einer Steigerung der Argl-Expression im
Schadensbereich. Folglich ist von einer alternativen M2-Aktivierung bei einem
Teil der Mikrogliazellen im perikontusionalen Gewebe auszugehen. Wie grof3 der
Anteil M2-aktivierter im Vergleich zu klassisch aktivierten M1-Mikrogliazellen
ist, kann aufgrund dieser Ergebnisse nicht beurteilt werden. M2-Mikrogliazellen
konnen die Wundheilung fordern sowie Entziindungsreaktionen hemmen und
schaffen so die Voraussetzung fiir Regenerationsprozesse im geschidigten
Gewebe (115, 318). Ihr langanhaltendes Auftreten kann daher in Zusammenhang
mit den beobachteten funktionellen Regenerationsvorgingen gebracht werden,
welche auf zelluldrer Ebene moglicherweise selbst Monate nach dem SHT noch
nicht abgeschlossen sind. AuBlerdem geben die Ergebnisse der contralateralen
Hemisphire keine Hinweise auf eine Beeinflussung der Arg/-Expression bzw. der
Mikrogliazellaktivierung durch das SHT in diesem Gehirnbereich.
Alterungsabhingige Verdnderungen der Argl-Expression sind bekannt und

konnten einen Einfluss auf die vorliegenden Ergebnisse haben (322).
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S. Ubergreifender  Vergleich der Ergebnisse mit

vorhandenen Erkenntnissen

Der GroBteil publizierter tierexperimenteller verhaltensbiologischer Studien
untersucht kurzfristige Folgen wenige Tage bis Wochen nach einem SHT. Daher
steht fiir den frithen Untersuchungszeitpunkt eine deutlich groere Zahl von
Vergleichsergebnissen zur Verfiigung, als dies mehrere Monate nach SHT der

Fall ist.

Die breitgeficherte Testauswahl in Kombination mit dem Vergleich zu einem
zweiten Untersuchungszeitpunkt mehr als sechs Monate nach SHT ist ein
Alleinstellungsmerkmal dieser Untersuchung. Dabei ergibt sich zwangsldufig eine
Uberschneidung mit bereits publizierten Konsequenzen des SHT vornehmlich

zum frithen Untersuchungszeitpunkt.

Zu Abschnitt VI. 2.1.: Die in anderen Studien beschriebene motorische
Beeintrichtigung wenige Wochen nach einem SHT konnte in den hier
verwendeten Testverfahren bestitigt werden. Neu ist die Erkenntnis, dass eine
ebenfalls bereits beobachtete Regeneration dieser Defizite sich iiber mehrere
Monate fortsetzt, sodass sie sich nicht mehr (Rotarod) oder nur noch in
abgeschwichter Form (NDS, CatWalk® XT) nachweisen lassen. Die motorische
Regeneration hdngt vermutlich mit der oben beschriebenen Adaptation an die
Einschrinkung, mit zentralnervoser Plastizitdt sowie axonaler und synaptischer

Neubildung zusammen.

Zu Abschnitt VI. 2.2.: Wenige Tage bis Wochen nach einem SHT wurden in
fritheren Untersuchungen Abweichungen im Depressions-dhnlichen (TS, Forced
Swim Test), Schizophrenie-dhnlichen (PPI), Angst-assoziierten (OF, EPM) und
sozialen Verhalten (SI) beobachtet. Einerseits konnten diese Ergebnisse bezogen
auf des Angst-assoziierte und das Depressions-dhnliche Verhalten in weniger
deutlicher Form reproduziert werden. Andererseits lassen die hier vorgestellten
Ergebnisse keine Riickschliisse auf Defizite im Schizophrenie-dhnlichen und
sozialen Verhalten zu. Bereits publizierte Ergebnisse tierexperimenteller Studien
bezogen auf neuropsychiatrische  Storungen zeigen  unterschiedliche
Storungsmuster mit teilweise widerspriichlichen Resultaten in den gleichen
Testverfahren. Dies geht vermutlich auf die Komplexitidt neuropsychiatrischer

Storungen sowie eine fehlende neuroanatomische Zuordnung ihres Ursprungs
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zuriick. Geringfiigige Haltungsunterschiede, individuelle
Verhaltensabweichungen trotz der Nutzung von Inzuchtstimmen, geringe
Differenzen der beteiligten Hirnareale beim SHT wund abweichende
Testreihenfolgen miissen beim Vergleich mit bereits publizierten Ergebnissen

beachtet werden.

Die hier vorgestellten Ergebnisse mehrere Monate nach SHT sind hinsichtlich der
Vielzahl der untersuchten neuropsychiatrischen Verhaltenstypen neu, es finden
sich keine vergleichbaren Resultate in der Literatur. Daher ldsst sich lediglich
festhalten, dass das Angst-assoziierte Verhalten nach SHT zu beiden
Testzeitpunkten  gestort  ist, sich  weiterentwickelt und je  nach
Untersuchungszeitpunkt in einem anderen neuropsychiatrischen Muster sichtbar
wird. Eine Beeinflussung des sozialen und Schizophrenie-dhnlichen Verhaltens

durch das SHT kann anders als in Vergleichsstudien nicht festgestellt werden.

Zu Abschnitt VI. 2.3.: Storungen der kognitiven Fihigkeiten wenige Tage bis
Wochen nach einem SHT wurden in beiden hier verwendeten Testverfahren
(MWM, FC) bereits frither beobachtet. Die Defizite konnten hinsichtlich der
primédr Hippocampus-assoziierten (MWM) Kognition, nicht jedoch hinsichtlich
der Amygdala-assoziierten Kognition reproduziert werden. Neu in dieser Studie
ist die beide Testverfahren kombinierende Untersuchung der kognitiven Fiahigkeit
mehr als sechs Monate nach SHT. Das beobachtete Defizit Hippocampus-
assoziierter Kognition bleibt dhnlich wie zum frithen Untersuchungszeitpunkt
ohne Beeinflussung der Amydala-assoziierten Kognition bestehen. Dies hingt
vermutlich mit einer ausbleibenden Einbeziehung der Amygdala in das
Schadensgebiet zusammen und legt eine eingeschrinkte regenerative Plastizitit

des Hippocampus nach SHT nahe.

Zu Abschnitt VI. 2.4.: Eine Einschrinkung der visuellen Wahrnehmung der Maus
nach SHT wurde bereits frither beschrieben und konnte das Verhalten in den
meisten der angewandten Testverfahren beeinflussen. Im VC konnte dieses
Defizit nicht beobachtet werden, was gegen eine Beteiligung des visuellen Kortex

am Hirnschaden beim CCI-Modell spricht.

Zu Abschnitt VI. 2.5.: Die in dieser Untersuchung beobachtete erhohte
Krampfauslosbarkeit sowohl wenige Wochen als auch mehrere Monate nach SHT

hat sich bereits in anderen Studien gezeigt. Auch eine ausbleibende spontane
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Erholung von diesem Defizit stimmt mit den Ergebnissen vorhergehender
Untersuchungen iiberein. Mechanismen, die zu einem posttraumatischen
Krampfleiden fiihren, sind bis jetzt nur unvollstindig bekannt, legen jedoch eine
Beteiligung des Hippocampus an ihrer Entstehung nahe, so dass die Ergebnisse
unter anderem als weiterer Hinweis auf eine eingeschrinkte regenerative

hippocampale Plastizitidt gedeutet werden konnen.

Zu den Abschnitten VI. 3. und VI. 4.: Publizierte histologische und
molekularbiologische Untersuchungen wenige Wochen nach einem SHT stimmen
weitgehend mit der hier beobachteten  Atrophie, Inflammation,
Mikrogliazellaktivierung und Astrogliose im Schadensgebiet zum frithen
Untersuchungszeitpunkt iiberein. Auch eine Beteiligung der contralateralen
Hemisphire wenige Wochen nach einem SHT wurde bereits beobachtet und zeigt
sich in dieser Untersuchung als Hypertrophie und Inflammation. Weiterhin finden
sich in der aktuellen Fachliteratur vereinzelt Ergebnisse zur Entwicklung des
histologisch und molekularbiologisch messbaren Schadens mehrere Monate nach
SHT. Fiir die hier vorgestellten Ergebnisse zum spéten Untersuchungszeitpunkt
finden sich in ihrer Vielseitigkeit und Kombination jedoch keine vergleichbaren
Feststellungen in der Literatur. Die beobachtete nachlassende Inflammation,
Mikrogliazellaktivierung und Astrogliose im Schadensgebiet néhert sich mit
fortschreitender Zeit nach SHT dem Normalwert weiter an. Dafiir gibt es
Anzeichen fiir eine gesteigerte neuronale Plastizitdt in diesem Bereich mehrere
Monate nach SHT. Eine Beteiligung der contralateralen Hemisphire am
Krankheitsgeschehen kann zu diesem spiten Zeitpunkt nicht mehr beobachtet

werden.
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6. Validitidtsbeurteilung der angewandten Methoden

Das verwendete CCI-Modell ist zusammen mit der Fluid Percussion-Methode
(Flissigkeitsimpuls nach Kraniotomie) das in den letzten Jahren am hiufigsten
verwendete tierexperimentelle SHT-Modell. 2013 gab eine Studie einen
Uberblick iiber 314 experimentelle Publikationen zum SHT beim Labornager und
ermittelte bei 42 % dieser Untersuchungen das CCI als angewandtes SHT-Modell
(20). Dabei wurde das CCI-Modell auch als besonders geeignete Methode bei den
wenigen Langzeitstudien iiber mehr als einen Monat nach SHT festgestellt. Sie
kann bei einer Reihe von Versuchstierspezies wie dem Frettchen, dem Affen, dem

Schwein und dem Labornager angewandt werden (19, 138, 323-326).

Ein Vorteil dieses experimentellen SHTs gegeniiber anderen Modellen, z.B. dem
Fluid Percussion-Modell, ist eine hohe Reproduzierbarkeit und Reliabilitdt durch
prazise Kontrolle der Bolzengeschwindigkeit, der Eindringtiefe, der Aufpralldauer

und der Schadenslokalisation (19).

AuBlerdem sind die gewonnenen FEinsichten realititsnah: Beim CCI-Modell
werden nicht nur die primir betroffene Region des Kortex, sondern auch
subkortikale Strukturen wie der Hippocampus geschiadigt (211). Diese
Hirnstrukturen sind aufgrund ihrer exponierten Lage auch hiufig bei einem
klinischen SHT nach duflerer Gewalteinwirkung ladiert. Aufgrund der klaren
neuroanatomischen Schadenszuordnung beim CCI konnten fiir eine Verletzung
dieser Strukturen typische sensomotorische und kognitive Defizite sowie eine
erhohte Neigung zu Krampfleiden festgestellt werden. Diese sind als hiufige und
schwerwiegende posttraumatische Storungen bei human- wie
veterindrmedizinischen Patienten nach einem SHT bekannt. Realitdtsnahe
Einsichten dieser Art sind moglich, weil das CCI-Modell die auBerexperimentelle
Wirklichkeit einer Gewalteinwirkung auf das Gehirn besonders prizise

rekonstruiert.

Aufgrund der festgestellten hohen Uberlebensrate, persistenter sensomotorischer
und kognitiver Storungen sowie der dauerhaft erhohten Krampfneigung belegt die
hier vorgestellte Untersuchung, dass sich das CCI-Modell zur Untersuchung
solcher Defizite auch bei Langzeitiiberleben eignet. Dabei haben sich besonders
der CatWalk® XT und der NDS (sensomotorische Koordination) sowie der

MWM (Kognition) als valide Verfahren zur Messung von Folgeschidden eines
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SHT  herausgestellt. Auch die Messung Pentylentetrazol-induzierter
Krampfanfille (PTZ) erweist sich trotz deren limitierter priadiktiver Validitit als
verwertbare Methode zur Untersuchung einer posttraumatischen Krampfneigung,
zumal sie sich mit anderen Testverfahren aufgrund ihres geringen zeitlichen und
apparativen Aufwands leicht kombinieren ldsst. Die zur Beobachtung
neuropsychiatrischer ~ Storungen  angewandten Methoden sind  wegen
ausbleibender Beeinflussung des untersuchten Verhaltens durch das SHT (SI,
PPI), zu vermutender storender Einwirkung von Wundschmerzen (TS) und
undeutlicher Verhaltensentwicklung nach Langzeitiiberleben (EPM, OF) nur
bedingt aussagekriftig. Wobei sich in diesem Verhaltensbereich aufgrund seiner
Komplexitit und fehlender Kenntnisse iiber die neuroanatomische Zuordnung von

Storungen besonders schwer messbare Folgen des SHT zeigen.

AbschlieBend ldsst sich festhalten, dass sich etliche der angewendeten
Testverfahren zur Untersuchung der funktionellen Langzeitfolgen eines SHT in
der Maus gut eignen (NDS, CatWalk® XT, MWM, PTZ). Die in dieser Studie
erworbenen Erkenntnisse sind bereits als Grundlage fiir die Untersuchung von
Xenon zur Therapie eines SHTs genutzt worden (327). Entsprechende Studien zur
therapeutischen Anwendbarkeit von Propofol fiir die Behandlung der
Langzeitfolgen eines SHTs wurden ebenfalls bereits durchgefiihrt und werden in

naher Zukunft publiziert (328).
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VII. ZUSAMMENFASSUNG

Ein Schidel-Hirn-Trauma (SHT) kann zu langfristigen neuropathologischen
Storungen fiihren. Diese Verdnderungen zeigen sich klinisch u. a. als motorische
Ausfille, kognitive Einschrinkungen, erhohte Neigung zu Krampfleiden,
Verinderungen des Sozialverhaltens und vermehrtes Auftreten von
neuropsychiatrischen Erkrankungen. Ziel der vorliegenden Studie ist eine
verhaltensbiologische, histologische und molekularbiologische Charakterisierung
der Langzeitauswirkung eines SHT im Mausmodell. Dabei soll festgestellt
werden, welche der etablierten Testverfahren zur Validierung eines SHT nach
mehreren  Monaten  genutzt werden konnen und wie sich  ein
verhaltensbiologisches Schadensmuster ohne Behandlung in diesem Zeitraum
entwickelt. Histologische und molekularbiologische Analysen sollen erste

Erklarungen fiir beobachtete verhaltensbiologische Effekte liefern.

Als Modell fiir das SHT dient der Controlled Cortical Impact (CCI), Testobjekte
sind geschlechtsreife ménnliche Méduse vom Stamm C57BL/6, die zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten (Testbeginn der verhaltensbiologischen
Untersuchungen 14 Tage und ca. sechs Monate nach CCI) gemeinsam mit je einer
Kontrollgruppe untersucht wurden. Folgende Testverfahren werden in
chronologischer Reihenfolge durchgefiihrt: Neurological Deficit Score (NDS),
Elevated Plus Maze (EPM), Open Field (OF), Social Interaction (SI), Prepulse
Inhibition (PPI), Rotarod, Morris Water Maze (MWM), CatWalk® XT,
Pentylentetrazol-induzierte Krampfanfille (PTZ) und der Visual Cliff Test (VC).
Erginzt werden diese Untersuchungen durch die Bestimmung des Schadens- und
Gehirnvolumens (Nissl-Farbung), der Mikrogliazellaktivierung (Iba-1-Firbung)
sowie der Genexpression einer Reihe von Inflammations-, Astrozyten-,

Plastizitits-, Mikroglia- und Neuritenwachstumsmarkergene.

Wenige Wochen nach CCI zeigen sich Storungen der kognitiven (MWM) und
motorischen (NDS; Rotarod; CatWalk® XT) Fihigkeiten sowie eine erhohte
Auslosbarkeit von Krampfanfillen (PTZ). Ein Teil der auf Angststdrungen
gerichteten Tests (OF; TST) zeigt ebenfalls signifikante Abweichungen zwischen
den Testgruppen, wogegen andere Angstindikatoren (EPM; PPI) sowie das
Sozialverhalten (SI) unbeeinflusst vom SHT bleiben. Mehrere Monate nach CCI
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ist keine bzw. nur eine deutlich abgeschwichte motorische Beeintrichtigung
nachweisbar (NDS; Rotarod; CatWalk® XT). Die erhohte Krampfneigung (PTZ)
und die kognitiven Stérungen (MWM) bleiben bestehen. Im Vergleich zum
frithen Testzeitpunkt zeigt sich nach sechs Monaten eine verminderte Akrophobie
(EPM). Demgegeniiber konnen zum spéten Testzeitpunkt keine Beeintrachtigung
der Angst vor freien Flichen (OF) und keine Depressions-assoziierten
Verhaltensmuster (TST) mehr nachgewiesen werden. Lediglich das
Schizophrenie-assoziierte Verhalten (PPI), die visuelle Wahrnehmung (VC) und
das Sozialverhalten (SI) bleiben zu beiden Zeitpunkten ohne Beeinflussung durch

das SHT.

Die histologischen und molekularbiologischen Untersuchungen zeigen im
Schadensbereich eine konstante Atrophie zu beiden Untersuchungszeitpunkten,
regressive Inflammation, Mikrogliazellaktivierung und Astrogliose mit einem
Maximum zum friihen Untersuchungszeitpunkt sowie eine lediglich mehrere
Monate nach SHT geringfiigig gesteigerte neuronale Plastizitit. In der
contralateralen Hemisphire fallt Hypertrophie und Inflammation zum frithen
Untersuchungszeitpunkt auf, wogegen mehrere Monate nach CCI keine

Abweichung von der Kontrollgruppe mehr feststellbar ist.

Die beobachtete Regeneration motorischer Defizite erklirt sich vermutlich mit
zunechmender Adaptation an diese Einschrinkung und damit verbundener
zentralnervoser Plastizitédt u. a. auch in der contralateralen Hemisphire. Dagegen
wurde keine Rehabilitation der Storungen hippocampaler Funktionen
(Beeintrachtigung der Orientierung und Kognition bzw. Neigung zu
Krampfleiden) beobachtet, was auf eine eingeschrinkte regenerative Plastizitit
des Hippocampus nach SHT hindeutet. Eine traumatisch bedingte Verdnderung
der Neurogenese oder der Balance zwischen synaptischer Inhibition und
Exzitation konnen diesem Phinotyp zu Grunde liegen. Die Angst-assoziierten
Veridnderungen zeigen deutliche Abweichungen zu beiden Testzeitpunkten.
Allerdings ldsst sich hier festhalten, dass sich die Art der Beeintrichtigung
weiterentwickelt und je nach Untersuchungszeitpunkt in einem anderen

neuropsychiatrischen Muster sichtbar wird. Eine FEinflussnahme bereits
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bestehender Storungen auf die Entwicklung neuer Defizite konnte dies erkléren.
Eine Beeinflussung des sozialen und Schizophrenie-dhnlichen Verhaltens, der
visuellen Wahrnehmung sowie der klassischen Konditionierung durch das SHT

kann nicht festgestellt werden.

Zusammenfassend ermoglicht die Studie eine verbesserte Prognose bzgl. der
Entwicklung von Verhaltensstorungen nach einem SHT in der kurativen Praxis
und liefert zugleich eine Messbasis fiir die zukiinftige Erforschung neuer
Behandlungsstrategien des SHT. Die hier erworbenen Erkenntnisse konnten
bereits erfolgreich als Grundlage fiir die Untersuchung von Propofol bzw. Xenon

zur Therapie des SHT's genutzt werden.
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VIII. SUMMARY

Neurological deficits are a common consequence of traumatic brain injury (TBI).
These deficits are characterized clinically by motor and cognitive dysfunctions,
seizure disorders, social behavior changes and increased incidence of
neuropsychiatric diseases. The aim of the present thesis is to characterize long-

term effects of TBI in mice at the behavioral, histological and molecular level.

In this thesis controlled cortical impact (CCI) is used as an experimental model
for TBI. Adult male C57BL/6 mice were tested at two different post-traumatic
time points (starting point 14 days and approximately six months post injury) and
compared to sham operated mice. To this end various behavioral tests such as
neurological deficit score (NDS), elevated plus maze (EPM), open field (OF),
social interaction (SI), prepulse inhibition (PPI), Rotarod (RR), morris water maze
(MWM), CatWalk® XT (CW), pentylenetetrazol-induced seizure (PTZ) and
visual cliff test (VC) were used in chronological order. Additionally, the brain
damage extension, brain volume, the activation of microglia/macrophages and the
gene expression of several markers for inflammation, gliosis and neural plasticity

were determined.

The results demonstrate the presence of cognitive (MWM) and motor deficits
(NDS; RR; CW) between two and eight weeks after brain trauma. One anxiety
test (OF) and the depressive-like behavior test (TST) revealed differences between
the experimental groups, whereas other anxiety indicators (EPM; PPI) and the
social behavior (SI) were unchanged. However, traumatized mice showed
increased sensitivity towards PTZ-induced seizures compared to sham-operated

mice.

Several months after CCI motor disabilities were not any longer observed (RR) or
less obvious (NDS; CW) compared to sham-operated mice. In contrast, the
cognitive dysfunctions (MWM) and increased seizure sensitivity (PTZ) persisted
as a long-term consequence. Compared to the earlier post-traumatic time point,
acrophobia (EPM) is decreased after six months, whereas the OF task revealed
increased anxiety. Furthermore, disturbance of depressive-like behavior disappear

several months after brain trauma (TST). Schizophrenia-like behavior (PPI),
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visual perception (VC) and social behavior (SI) are unaffected at both time points

in traumatized compared to sham mice.

Histological analysis shows brain atrophy of the injured hemisphere at both time
points. While microglia activation, astrogliosis and inflammation marker genes
are increased eight weeks after trauma, these effects became largely normalized
seven months after trauma. The expression of a plasticity marker gene is increased
only several months post CCI in this region. Within the contralateral hemisphere,
hypertrophy and inflammation were present in the early time point compared to

the later time point where no aberrations between those groups occurred.

Histological and molecular results indicate that motor recovery is explained by
assimilation to existing disabilities and an increase of neuronal plasticity, also
including the contralateral hemisphere. In contrast the persistent hippocampal
dysfunctions (inhibited hippocampal cognition and seizure disorders) could be
caused by a limited regenerative plasticity of hippocampus after TBI. Reduced
neurogenesis and the imbalance of synaptic inhibition and excitation might lead to
these alterations. During both time points anxiety show obvious aberrances in a
developing manner, whereas a recovery of depressive-like behavior occur. An
interaction between existing with newly developed anxiety disorders might lead to
further disabilities. An influence of visual perception, social and schizophrenia-

like behaviors after CCI have not been shown.

The obtained findings should enhance the quality of clinical prognosis respective
behavioral deficits and psychiatric diseases after TBI and provides a baseline for
further treatment studies. Simultaneously, histological and molecular analysis
should give explanations for recovery processes in the brain explaining the
functional outcome. However, the results were used successful in the investigation

of Propofol and Xenon as a therapy of TBI.
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