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1 Einleitung 

Das Schädel-Hirn-Trauma (SHT) zählt zu den häufigsten Todesursachen in Europa 

und Deutschland (Sundstrøm et al., 2007; Statistisches Bundesamt 2019). Weltweit 

stellt es vor allem in der Altersgruppe von 29 bis 45 Jahren eine der Hauptgründe für 

Tod und erworbene Behinderung dar. Aufgrund des demographischen Wandels hat 

sich das Durchschnittsalter von Patienten mit SHT in den letzten Dekaden kontinu-

ierlich erhöht und liegt aktuell in Deutschland bei 60 Jahren (Maegele et al., 2019). 

Insgesamt sind Stürze aus niedriger Höhe < 3 m die häufigste Ursache für ein SHT, 

was vor allem im Rahmen von häuslichen Sturzereignissen die ältere Patienten-

gruppe betrifft. In dieser Gruppe liegt das Durchschnittsalter bei 75 Jahren (Maegele 

et al., 2019). Bei den jüngeren Patienten bleiben die Verkehrsunfälle und Stürze aus 

Höhen > 3 m führend. Damit hat das SHT medizinisch und sozioökonomisch eine 

hohe Relevanz im aktuellen Zeitgeschehen sowohl in Europa als auch weltweit 

(Karthigeyan et al., 2021; Peeters et al., 2015).  

Die Pathophysiologie des Traumas ist komplex und multifaktoriell. Sie variiert je nach 

Ort, Schwere und Art des Schadens. Interindividuell können sich dabei bei vergleich-

barem Schädigungsmuster unterschiedliche Verletzungsfolgen zeigen (Yue et al., 

2013). Die Pathologie setzt sich aus dem Primär- und Sekundärschaden zusammen. 

Der Primärschaden entsteht durch direkte mechanische Zerstörung des Gewebes 

und ist pathophysiologisch vor allem durch die Nekrose gekennzeichnet (Newcomb 

et al., 1997). Der Sekundärschaden entwickelt sich innerhalb von Stunden, Tagen, 

Wochen oder gar Monaten als komplexe Reaktion des Organismus auf die Primär-

verletzung und besteht aus einer Reihe pathologischer Prozesse, die letzten Endes 

zu weiterem Zell- und Funktionsverlust im umliegenden Gewebe führen (Nikolian et 

al., 2018). Während man auf das Ausmaß des Primärschadens nur durch präventive 

Maßnahmen Einfluss nehmen kann, bieten die nachgeschalteten biochemischen und 

molekularen Prozesse Angriffspunkte für mögliche Interventionen. Die Ausdehnung 

des Sekundärschadens hängt nicht zuletzt von der Vulnerabilität der verschiedenen 

Zellarten ab.  

Patienten mit zunächst vermeintlich gutem Outcome haben Jahrzehnte später mit 

den Langzeitfolgen wie Schlafstörungen, psychischen Erkrankungen und chron-

ischen Schmerzen zu kämpfen. Das SHT gilt ebenfalls als ein Risikofaktor für neuro-

degenerative Erkrankungen wie Parkinson und Alzheimer. Es kann also chronisch 
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und fortschreitend verlaufen. Dieser Umstand verdeutlicht den mehrphasigen Verlauf 

des Sekundärschadens und die große soziökonomische Bedeutung des SHT 

(Johnson et al., 2013). Deshalb werden in der Therapie des SHTs, der Komplexität 

des Sekundärschadens geschuldet, multifunktionale Ansätze benötigt. 

All-trans-Retinsäure (ATRA, auch Tretinoin genannt) ist ein Abkömmling des 

fettlöslichen Vitamins A (Retinol). Retinol wird im Körper zu Retinoic Acid (RA, 

deutsch: Retinsäure) verstoffwechselt und existiert in mehreren Stereoisomeren, von 

denen das ATRA als biologisch aktive Form des Vitamin A gilt (Sato et al., 2008). 

ATRA ist ein pleiotropes Molekül, das an zahlreichen physiologischen und patho-

logischen Prozessen im Organismus beteiligt ist. Sie nimmt regulatorischen Einfluss 

auf Zelldifferenzierung, -proliferation und Apoptose und ist an der Physiologie des 

Sehens, des Immunsystems und der Spermatogenese beteiligt (Chu et al., 2015; 

Kampmann et al., 2008; Sakamoto et al., 2010). RA-gesteuerte Signalwege spielen 

eine essenzielle Rolle in der Embryonalentwicklung des ZNS und der Neurogenese. 

Mit der Fähigkeit die Neurogenese zu induzieren kann ATRA einen positiven Effekt 

auf die nach einem Schaden nachgeschalteten Reparaturvorgänge haben (Jung et 

al., 2007). Als Immunmodulator hat ATRA Einfluss auf die Integrität der Blut-Hirn-

Schranke (BHS) und reduziert die reaktive Mikrogliaaktivierung. Beides sind 

Vorgänge, die im Rahmen des Sekundärschadens auftreten und zur letztendlichen 

Schadensgröße beitragen (Hummel et al., 2020; Kong et al., 2015; Schrage et al., 

2006).  

Die vorliegende Studie untersucht einen möglichen neuroprotektiven Effekt von all-

trans-Retinsäure im tierexperimentellen Mausmodell eines SHT. Dazu erfolgte eine 

intrazerebroventrikuläre und prätraumatische Applikation von ATRA. Die Auswirkung 

auf den Sekundärschaden wird 24 Stunden (h) nach dem Trauma untersucht. Dazu 

werden prämortal zunächst verhaltens-biologische Tests an den Tieren durchgeführt, 

um im Anschluss Gewebe für die histologischen, biochemischen und molekular-

biologischen Verfahren zu gewinnen. Die durchgeführten Analysen sollen 

Erkenntnisse zum möglichen Therapieansatz mit ATRA im Rahmen eines SHT 

liefern.  
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2 Literaturdiskussion 

2.1 Definition und Einteilung des SHT 

Das SHT ist definiert als ein vielschichtiger pathophysiologischer Vorgang, der als 

Folge einer externen mechanischen Krafteinwirkung auftritt und eine Funktions-

störung des Zerebrums hervorruft (Menon et al., 2010). Die Einteilung erfolgt nach 

offenem und geschlossenem SHT. Das offene SHT ist gekennzeichnet durch die 

simultane Eröffnung des Schädelknochens und der Dura mater (Firsching et al., 

2015). Diese Verletzungen sind in der Regel durch eine besondere Schwere der 

Symptomatik und einem schlechten Outcome vergesellschaftet (Pavlovic et al., 

2019).   

Im klinischen Alltag erfolgt die Bewertung der Schwere des SHT meist nach der 

Glasgow Coma Scale. Dabei werden die Kriterien „Augen öffnen“, „verbale 

Kommunikation“ und „motorische Reaktion“ entsprechend der aufgetretenen Defizite 

einzeln mit einem absteigenden Punktesystem von 6 bis 1 bewertet und 

anschließend zusammenaddiert. Ein gesunder Patient erreicht 15 Punkte (siehe 

Tab. 2.1). Je schwerer die Vigilanzminderung, desto geringer die Punktesumme. Die 

Einteilung erfolgt anhand der Punktzahl in ein leichtes, mittelschweres und schweres 

SHT (Teasdale und Jennett, 1974). 

 

Tab. 2.1: Glasgow Coma Scale 

Punkte Augen öffnen Verbale Kommunikation Motorische Reaktion 

6   befolgt Aufforderung 

5  voll orientiert gezielte Schmerzabwehr 

4 spontan desorientiert ungezielte 

Schmerzabwehr 

3 auf Ansprache unzusammenhängende 

Worte 

Beugesynergismen 

2 auf Schmerz unzusammenhängende 

Laute 

Strecksynergismen 

1 keine Reaktion keine Reaktion keine Reaktion  
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2.2 Zentrales Nervensystem 

2.2.1 Makroskopische Anatomie 

Das Nervensystem lässt sich topographisch unabhängig von der Funktion in ein 

zentrales Nervensystem (ZNS) und ein peripheres Nervensystem einteilen. Das 

Gehirn und das Rückenmark, die das ZNS bilden, liegen in knöchernen Hüllen, der 

Schädelhöhle und dem Wirbelkanal, und sind von Meningen (Hirnhäuten) vollständig 

umhüllt. Die Hirn- und Rückenmarkshäute sind dreigeschichtet und wie folgt von 

innen nach außen aufgebaut: Die Pia mater (weiche Hirnhaut), die Arachnoidea 

mater (Spinnengewebshaut) und die Dura mater (harte Hirnhaut). Die Pia mater liegt 

dem ZNS direkt auf. Sie wird durch den Subarachnoidalraum, von der Arachnoidea 

mater getrennt. Der Subarachnoidalraum ist mit Liquor cerebrospinalis gefüllt und 

bildet den sog. äußeren Liquorraum. Die Dura mater liegt dem Schädelknochen 

direkt an und bildet gleichzeitig das innere Periost der Schädelknochen. Im Wirbel-

kanal liegt zusätzlich zwischen der Dura und dem Periost der Epiduralraum. 

Strukturell und makroskopisch lässt sich das Nervensystem in weiße und graue 

Substanz gliedern. Dabei stellt die Graue Substanz eine Ansammlung von 

Nervenzellkörpern (Perikaryon) dar und die weiße Substanz wird hauptsächlich aus 

den myelinisierten Axonen gebildet (Schünke, 2006). 

Das Encephalon (Gehirn) umfasst drei große Teile. Das Rhombencephalon 

bestehend aus Medulla oblongata (verlängertes Mark), Pons (Brücke) und 

Cerebellum (Kleinhirn). Das Mesencephalon (Mittelhirn), bildet zusammen mit dem 

Rhombencephalon den Truncus encephali (Hirnstamm). Das Prosencephalon 

(Vorderhirn) besteht aus Telencephalon (Endhirn) sowie dem Diencephalon 

(Zwischenhirn). Medulla oblongata ist Ort der Kontrolle von Kreislauf und Atmung. 

Der Pons enthält viele Hirnnervenkerne und ist eine Art Durchgangsstation für die 

Pyramidenbahn, die absteigende Neurone des Motokortex in die Peripherie führt. 

Das Kleinhirn ist bedeutend für die Feinabstimmung der Motorik und das 

Gleichgewicht. Die Hauptbestandteile des Diencephalon sind der Thalamus und der 

Hypothalamus. Der Thalamus ist die wichtigste Schaltstation von Sinnesbahnen, 

bevor sie durch kortikale Verarbeitung im Telencephalon bewusst wahrgenommen 

werden. Der Hypothalamus ist ein Kerngebiet, das ein übergeordnetes Zentrum für 

alle vegetativen Funktionen im Körper darstellt (Aumüller, 2010). 

Das Telencephalon hat als komplexester Teil des ZNS multiple Funktionen, darunter 



 Literaturdiskussion             5 

alle höheren kognitiven Fähigkeiten wie Bewusstsein, Emotionen, Kommunikations-

fähigkeit, Gedächtnis und Durchführung von komplexen Bewegungen. Morpholo-

gisch unterteilt sich das Großhirn in zwei Hemisphären, die durch die Fissura 

longitudinalis cerebri (Längsfurche) unvollständig getrennt sind. Beim Menschen 

richtet sich die weitere grobe Gliederung nach den tiefen Sulci (Furchen), die die 

einzelnen Lobi (Lappen) voneinander trennen. Der menschliche Kortex lässt sich in 

sechs Lappen unterteilen, von denen vier sichtbar liegen und zwei, die Lobi insularis 

(Insellappen) und limbicus (Randlappen), erst zum Vorschein kommen, wenn man 

die umliegenden Hirnteile verdrängt. Der Lobus frontalis (Frontallappen) ist das 

kognitive und motorische Zentrum. Hier werden das Bewusstsein gebildet und 

Emotionen kontrolliert und hier befindet sich auch der primäre und sekundäre 

motorische Kortex, der der neuronale Programmgeber für komplexe Bewegungs-

abfolgen inklusive der Sprachbildung ist. Der Lobus parietalis (Scheitellappen) dient 

der somatosensorischen Informationsverarbeitung. Im primären und sekundären 

visuellen Kortex werden visuelle Reize abgebildet und verarbeitet. Diese befinden 

sich im Lobus occipitalis (Hinterhauptslappen). Im Lobus temporalis (Schläfenlappen) 

befindet sich der primäre und sekundäre auditorische Kortex, der auch das senso-

rische Sprachzentrum beinhaltet. So wie das ganze ZNS baut sich das Großhirn aus 

grauer und weißer Substanz auf. Der Cortex (Rinde) bestehend aus grauer Substanz 

bildet die gesamte äußere Oberfläche. Darunter liegt die weiße Substanz Medulla 

(Mark), in die die Basalkerne, eine isolierte innen liegende Ansammlung von Nerven-

zellkörpern, eingebettet sind (Aumüller, 2010; Schünke, 2006).  

Die Neuroanatomie der Maus ist wie bei allen Säugetieren identisch mit dem oben 

beschriebenen Grundaufbau des ZNS. Wie auch bei anderen Nagern ist das 

Maushirn lissenzephal. Das bedeutet, dass im Gegensatz zu Primaten die Gehirn-

oberfläche weder Sulci noch Gyri aufweist. Wie beim Menschen kann man den 

Kortex in Rindenfelder (Areae) unterteilen, die bestimmten Funktionen zugeordnet 

werden können. Die Einteilung der Areale basiert auf der histologischen Zyto-

architektur des Kortex und wurde bereits 1909 von Brodmann für das menschliche 

Gehirn erstellt (Brodmann, 1909). Im Rahmen dieser Arbeit wurde den Tieren der 

Schaden im Bereich des motorischen Systems gesetzt. Dieses besteht aus deszen-

dierenden Bahnen, die Befehle von den motorischen Kortexarealen zu den Motoneu-

ronen im Hirnstamm und Rückenmark leiten, die wiederrum die Signale an die 

Muskulatur in der Peripherie weitergeben. Dabei sind eine Reihe Rückkopplungs-

kreise, das Kleinhirn und die Basalganglien modulierend beteiligt. Bevor die Informa-
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tion am Muskel ankommt kreuzen die motorischen Bahnen zu 80 % auf Höhe der 

Medulla oblongata und die restlichen 20 % auf Höhe des Rückenmarks auf die 

kontralaterale Seite, sodass der bei den Versuchstieren erwartete neurologische 

Ausfall auf der kontralateralen Seite zu finden ist (Schröder et al., 2020).   

2.2.2 Mikroanatomie 

Das Neuron (Nervenzelle) ist die kleinste funktionelle Einheit im Nervensystem und 

dient der Erregungsbildung, Informationsweiterleitung und -verarbeitung. Der polare 

Aufbau des Neurons lässt sich in folgende Segmente gliedern: lange Zellfortsätze 

sog. Dendriten dienen der Signalaufnahme. Die Informationen aus den Dendriten 

werden dann weiter an das Perikaryon, das ebenfalls zur Reizaufnahme fähig ist, 

weitergeleitet und dort verarbeitet. Über das Axon, einem singulären Zellfortsatz, der 

als Überleitungssegment dient und an seinem Ende meist verzweigt ist, wird die 

Erregung an die nächste Nervenzelle bzw. das Effektororgan über den sog. Bouton 

(Endkolben) weitergeleitet. Die Synapse ist eine weitere wichtige Baueinheit im 

Nervensystem, über die die Kommunikation zwischen zwei Neuronen möglich ist. 

Dabei bildet der Kolben des ersten Neurons die präsynaptische Membran, die durch 

den synaptischen Spalt von der postsynaptischen Membran, die von der 

nachgeschalteten zweiten Nervenzelle gebildet wird, getrennt (Batool et al., 2019; 

Schmidt et al., 2007). 

Kommt eine Erregung an der postsynaptischen Membran an, werden dort trans-

mittergesteuerte Ionenkanäle geöffnet und der Ioneneinstrom bewirkt eine Membran-

potentialänderung. An einem Neuron kommen gleichzeitig sowohl exzitatorische als 

auch inhibitorische Neurotransmitter an. Die exzitatorischen binden an Rezeptoren, 

die daraufhin das Membranpotential heben. Die inhibitorischen Transmitter dagegen 

senken es. Am Axonhügel werden die ankommenden Potentiale gegeneinander 

verrechnet und bei einem ausreichend hohen Membranpotential wird ein Aktions-

potential generiert, das nach dem Alles-oder-nichts-Gesetz über spannungsge-

steuerte Ionenkanäle bis zum Endkolben weitergeleitet wird. An der präsynaptischen 

Membran erfolgt dann spannungsabhängig die Transmitterfreisetzung in den 

synaptischen Spalt. Die Neurotransmitter diffundieren durch den Spalt und docken 

an den Rezeptoren der postsynaptischen Membran an (Lüllmann-Rauch und 

Paulsen, 2012; Raghavan et al., 2019).  
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2.2.2.1 Neuroglia 

Als Informationsübertragungsspezialisten sind Neurone auf die Unterstützung 

anderer Zellen angewiesen. Deshalb sind Neurone in ein dichtes Netz aus Gliazellen 

eingebettet, sodass sich im ZNS fast keine extrazelluläre Matrix befindet.  

Konstanthaltung des Mikromilieus, Immunabwehr, Bildung der Myelinscheide und 

Produktion u. a. von Wachstumsfaktoren werden von der Neuroglia übernommen, zu 

der die Oligodendrozyten, Astrozyten und die Mikroglia gehören. Dabei teilen sie die 

verschiedenen Aufgaben untereinander auf. 

Oligodendrozyten bilden Plasmamembranausläufer, die sich in mehreren Schichten 

um ein Axon wickeln und so die elektrisch isolierende Myelinscheide des Axons 

bilden. Im peripheren Nervensystem bilden die Schwann-Zellen das Korrelat zu den 

Oligodendrozyten. Überall, wo eine schnelle Informationsweiterleitung notwendig ist, 

besitzt das Axon eine Myelinscheide (Kuhn et al., 2019).  

Astrozyten, auch Makroglia genannt, haben multiple Funktionen. Sie besitzen ein für 

Astrozyten spezifisches Protein, das Glial fibrillary acidic protein (GFAP, deutsch: 

saures Gliafaserprotein), aus dem Intermediärfilamente im Zytoplasma gebildet 

werden, womit die Astrozyten dem Nervengewebe mechanische Stabilität verleihen 

(siehe auch Abschnitt 2.3.4). Darüber hinaus kontrollieren die Astrozyten die ionische 

und chemische Zusammensetzung des Extrazellulärraums. Sie produzieren eine 

Reihe neurotropher Faktoren, die für die Differenzierung und das Überleben von 

Neuronen essenziell sind. Astrozyten beugen Exzitotoxizität vor, indem sie über-

schüssige Neurotransmitter aus dem synaptischen Spalt inaktivieren und entsorgen. 

Vor allem die Neurotransmitter Glutamat und die  γ-Aminobuttersäure wirken in 

hohen Dosen neurotoxisch (reviewed in Karve et al., 2016). Wenn Reparatur-

vorgänge im ZNS nicht mehr möglich sind, wird dann im betroffenen Gebiet eine 

astrogliale Narbe gebildet. Weiter sind Astrozyten in der Lage alte, nicht mehr 

benötigte Synapsen abzubauen und sind somit auch indirekt am Lernprozess 

beteiligt (reviewed in Yang und Wang, 2015).  

Mikrogliazellen werden ebenfalls in die Reihe der Neuroglia gezählt und sind die 

Makrophagen des Gehirns. Als solche sind sie ein Teil des mononukleären Phago-

zytensystems. Sie sind auf Phagozytose und Antigenpräsentation spezialisiert und 

können so wie die peripheren Immunzellen Zytokine und Wachstumsfaktoren sezer-

nieren (siehe auch Abschnitt 2.3.2) (Gehrmann et al., 1995; Ohsawa et al., 2004). 
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2.2.2.2 Blut-Hirn-Schranke 

Damit das Gehirn optimal arbeiten kann, muss das neuronale Milieu in einem engen 

Rahmen konstant gehalten werden. Das erfordert einen streng selektierten 

Austausch von Zellen, Molekülen und Ionen zwischen dem ZNS und dem Blut, 

dessen Stoffkonzentrationen natürlichen Schwankungen unterliegen. Eine physiolo-

gische Besonderheit stellt die BHS dar, die als Barriere das Gehirn vom Rest des 

Organismus trennt. Die BHS ist eine funktionelle Grenzschicht bestehend aus konti-

nuierlichem Endothel, Perizyten, Basallamina und dem perikapillär lückenlos 

angeordneten Besatz von Astrozyten. Anders als jenes Endothel, das je nach Vor-

kommen im Organismus fenestriert und durchlässig für verschiedene Substanzen ist, 

ist das Hirnendothel nicht fenestriert und nahezu dicht für Antikörper, Toxine sowie 

eine Vielzahl von Medikamenten und Blutbestandteilen. Interzellulär sind die 

Endothelien über apikal angeordnete Tight Junctions abgedichtet, sodass ein para-

zellulärer Stofftransport nicht möglich ist (reviewed in Prakash und Carmichael, 

2015). Freien Durchtritt durch die BHS haben nur O2, CO2 und andere kleine Gas-

moleküle wie Helium, Xenon, N2 und einige Inhalationsanästhetika. Alle anderen 

Stoffe können die BHS nur durch aktiven, passiven oder vesikulären Transport 

passieren, der für alle Substanzen streng reglementiert ist. Lipophile Substanzen 

können zwar zunächst durch die Lipiddoppelmembran in die Endothelzelle diffun-

dieren, werden aber durch Transporter wieder aus der Zelle entfernt (Wolburg et al., 

2009). Perizyten sind perikapillär angeordnete kontraktile Zellen, die u. a. über den 

Einfluss auf den Kapillarendurchmesser den Blutfluss im Gehirn steuern. Sie bilden 

um die Endothelzellen lange Ausläufer und fungieren als Stützzellen für die 

Kapillaren. Darüber hinaus spielen Perizyten eine wichtige Rolle bei der Angio-

genese und der embryonalen Entwicklung der BHS (Armulik et al., 2010; Daneman 

et al., 2010). Die Barrierefunktion der BHS ist dynamisch und ihre selektive 

Permeabilität kann je nach regulatorischen Einflüssen und den Erfordernissen des 

Gehirns variieren (reviewed in Serlin et al., 2015).  

 

2.3 Pathophysiologie des SHT  

Der Primärschaden kann fokal durch direkte externe Krafteinwirkung oder als Folge 

eines Beschleunigungstraumas, bei dem die weiche Gehirnmasse gegen die 

Innenseite der Schädelkalotte prallt, entstehen. Die Kontusion führt zur Zerstörung 
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von Zellen, der BHS und dadurch zur Freisetzung von intrazellulären Bestandteilen. 

Der so entstandene Schaden lässt sich nicht beeinflussen und ist auch den 

Reparaturmechanismen nicht zugänglich (reviewed in Dixon, 2017). Die 

freigesetzten Botenstoffe lösen eine Kaskade an zellulären und biochemischen 

Reaktionen im umliegenden Gewebe aus. Diese Vorgänge führen im zeitlichen 

Verlauf letzten Endes zum weiteren Zelluntergang und damit zum Sekundärschaden 

(siehe Abb. 2.1). Das Ausmaß der Gesamtschadensgröße wird maßgeblich durch 

diese nachgeschalteten Vorgänge beeinflusst und gleichzeitig bieten sie auch die 

Möglichkeit zum therapeutischen Ansatz (reviewed in Bramlett und Dietrich, 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2.1: Zeitlicher Verlauf der Pathophysiologie im Rahmen des Sekundärschadens 

Bild modifiziert nach (Bramlett und Dietrich, 2015). Graphisch dargestellt ein Überblick über den 

zeitlichen Ablauf der pathologischen Prozesse nach einem SHT. 

 

Zu den frühesten detektierbaren Veränderungen im Rahmen des multifaktoriellen 

Sekundärschadens gehören u. a. axonale Schäden, Exzitotoxizität, Veränderungen 

in den Neurotransmitterkonzentrationen und Permeabilitätsstörung der BHS. Bei den 

meisten hier genannten Pathologien führen die initiierten Signalwege innerhalb von 

Stunden und Tagen zur reaktiven Gliose, Neuroinflammation und Apoptose 

(reviewed in Dash et al., 2010). Drüber hinaus führen die Signalkaskaden zu gene-

ralisierten Reaktionen im Organismus wie Hypotension, erhöhter intrakranieller 

Druck, der mit erniedrigter zerebraler Perfusion einhergeht, Gewebshypoxie, 

Ischämie, Ödembildung und als Langzeitfolgen nach Jahrzehnten unter anderem zur 

chronisch traumatischen Enzephalopathie oder zu neurodegenerativen Erkran-

kungen, womit der mehrphasige Verlauf des Sekundärschadens deutlich wird. 

(reviewed in Dash et al., 2010; Johnson et al., 2013; Maas et al., 2017). Die im 
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Nachfolgenden aufgeführten Pathologien, darunter Apoptose, Neuroinflammation 

und BHS-Störung, wurden ausgewählt und detailliert besprochen, um im Rahmen 

dieser Arbeit das Ausmaß und die Auswirkungen eines SHT zu untersuchen, 

wohingegen die anderen Sekundärschädigungsmechanismen nicht weiter ausgeführt 

werden, da diese nicht untersucht wurden. 

2.3.1 Blut-Hirn-Schranken-Störung 

Im Rahmen des Primärschadens eines SHT kommt es neben dem mechanischen 

Schaden am Nervengewebe auch zur Destruktion von vaskulären Strukturen und der 

BHS. Die einwirkenden Scherkräfte zerstören Tight Junctions und es kommt zur 

Erweiterung der Interzellularräume. Diese Mechanismen führen zur Hämorrhagie, 

gestörtem Blutfluss und Ödembildung im betroffenen Hirngewebe (Nag et al., 2009). 

Das ins Hirnparenchym austretende Blut enthält vasoaktive Substanzen und 

verschiebt u. a. die extrazelluläre Ionenzusammensetzung. Dies führt zum 

metabolischen Ungleichgewicht in den Zellen, Störung im Energiehaushalt und als 

weitere Folge zur Gewebshypoxie. Es kommt zur Dysfunktion des Endothels und 

zum gesteigerten para- und transzellulären Transport (Schwarzmaier et al., 2015). 

Eine Ödembildung entsteht aufgrund verschiedener Prozesse. Die erhöhte Permea-

bilität führt zum gesteigerten Wassertransport durch die Barriere. Durch die Protein- 

und Ionenverschiebung kommt es zum erhöhten onkotischen Druck im Gewebe, das 

zur weiteren Flüssigkeitsverschiebung führt. Die Ödembildung kann zur intrakra-

niellen Drucksteigerung führen, die zu Veränderungen im zerebralen Blutfluss führt. 

Nicht selten kann die Ödembildung vor allem beim geschlossenen SHT zur 

Kompression und Herniation von intrakranialen Strukturen führen (Winkler et al., 

2016).   

Im Rahmen des Sekundärschadens führen Prozesse wie Mikrogliaaktivierung, 

Astrogliose und Neuroinflammation durch freigesetzte Signalmoleküle und Metabolite 

im umliegenden Gewebe zur Verstärkung und Ausweitung der Hyperpermeabilität 

der BHS oder gar zum kompletten Verlust der Barrierefunktion (reviewed in Sulhan et 

al., 2020). Der Barriereverlust führt zur Extravasation von Immunzellen und anderen 

großen Blutbestandteilen wie Immunglobulin (Ig) G, die ihrerseits zusätzlich 

neurotoxisch wirken (Johnson et al., 2018). Die einwandernden Immunzellen 

forcieren weiter die Neuroinflammation, das wiederrum im Sinne eines Circulus 

vitiosus die sekundären Prozesse weiter antreibt. 
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Der Zusammenbruch der BHS ist ein biphasischer Vorgang. Innerhalb der ersten 

Stunden entsteht die erste Phase, die mehr mit dem Primärschaden im 

Zusammenhang steht. Die zweite Phase tritt verspätet drei bis sieben Tage nach 

dem Trauma auf und ist die Folge der oben genannten Sekundärprozessen 

(Başkaya et al., 1997). Es gibt Untersuchung die zeigen, dass Patienten Jahre nach 

einem SHT veränderte BHS-Permeabilität aufweisen, was wiederrum zur 

chronischen Neuroinflammation führen kann, die als Ursache für neurodegenerative 

Prozesse gilt (reviewed in Sweeney et al., 2018; Zenaro et al., 2017).  

2.3.2 Neuroinflammation 

Neuroinflammation ist eine komplexe zelluläre und molekulare Antwort auf Stress, 

Verletzung oder Infektion im ZNS. Innerhalb von Minuten nach dem Schaden wird 

eine Kaskade ausgelöst, an deren Ende eine generalisierte Entzündungsreaktion 

entsteht. Es findet eine Aktivierung der im ZNS ansässigen Mikroglia, Astrozyten und 

aus der Peripherie angelockten Leukozyten statt, die alle zusammen eine Vielzahl 

von anti- und pro-inflammatorischen Zytokinen, Chemokinen, Neurotransmitter und 

reaktive Sauerstoffspezies freilassen (reviewed in Whitney et al., 2009). Auf diese 

Weise entsteht ein komplexes Kommunikationsnetzwerk aus Botenstoffen, durch das 

eine gegenseitige Aktivierung der Zellen stattfindet, indem die sezernierten 

Entzündungsmediatoren weitere ruhende Zellen aktivieren, die wiederum weitere 

Mediatoren freisetzen (reviewed in Mele et al., 2021; Sulhan et al., 2020; 

Tuttolomondo et al., 2014). Die Hochregulation der Gene für die proinflamma-

torischen Zytokine wie z. B. Interleukin-1β (IL-1β), Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) 

oder das von den aktivierten Mikroglia sezernierte, ionisierte Calcium-bindende 

Adaptermolekül 1 (Iba1) wird in den ersten Minuten nach dem Schaden initiiert 

(Frugier et al., 2010; Ito Daisuke et al., 2001). Diese und andere Zytokine bewirken 

unterschiedlichen Effekte: Zum einem werden Reparaturvorgänge wie Angiogenese, 

Narbenbildung und Neurogenese initiiert. Zum anderen trägt die Hochregulation 

dieser Gene zum Sekundärschaden bei, indem u. a. die Permeabilitätsstörung der 

BHS, Hirnödem sowie neuronale Schäden durch Apoptose und Zytotoxizität forciert 

werden (Addington et al., 2015; Giulian und Lachman, 1985). Suppression von 

proinflammatorischen Mediatoren bietet eine therapeutische Möglichkeit zur 

Intervention, um den Sekundärschaden abzumildern oder ganz zu verhindern und 

das Outcome zu verbessern (Lloyd et al., 2008). Es wurde die Korrelation zwischen 

den Konzentrationsänderungen der an der Entzündungsreaktion beteiligten Media-
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toren und der Schwere des SHT gezeigt. Zu diesen Mediatoren gehören auch die an 

der Akutphase beteiligten proinflammatorischen Zytokine IL-1 und TNF-α. Entzün-

dungsmarker besitzen jedoch eine eingeschränkte Aussagekraft bezüglich der 

Schwere des SHT oder des Outcome, wenn im Organismus gleichzeitig andere 

Organschäden oder Erkrankungen vorliegen (Chiaretti et al., 2005; Di Battista et al., 

2016).  

Das proinflammatorische Zytokin IL-1β gehört zur Interleukin-1-Familie und ist einer 

der zentralen Mediatoren im Rahmen einer Entzündungsreaktion. Fast alle Zelltypen 

im neuronalen Gewebe sind in der Lage Zytokine der IL-1-Familie zu synthetisieren 

(Andersson et al., 2005; Zhang et al., 2000). Zu seinen Wirkungen gehören u. a. 

Leukozytenadhäsion an Endothelzellen, Apoptose, Permeabilitätserhöhung der BHS 

und Ödembildung, womit es maßgeblich zum Sekundärschaden beiträgt (reviewed in 

Fogal und Hewett, 2008). In Studien wurde gezeigt, dass die Expression der 

messenger ribonucleic acid (mRNA, deutsch: Boten-Ribonukleinsäure) und der 

Proteine von IL-1β innerhalb von Stunden nach dem Trauma ansteigt und mit der 

Schwere des SHT sowohl im Tiermodell als auch beim Menschen korreliert (Frugier 

et al., 2010; Lagraoui et al., 2012; Lloyd et al., 2008).  

TNF-α ist ein pleiotropher Entzündungsmediator, der an einer Vielzahl von 

pathologischen Prozessen beteiligt ist, darunter Entzündungen, Autoimmun-

erkrankungen und Kanzerosen. Im ZNS wird TNF-α sowohl als pro- wie auch als 

antiinflammatorisches Zytokin hauptsächlich von den aktivierten Mikroglia sezerniert 

und im kleineren Umfang auch von Astrozyten und Neuronen (reviewed in 

Tuttolomondo et al., 2014). Nach einem SHT besteht seine Hauptwirkung darin 

weitere Mikroglia und Astrozyten zu aktivieren, periphere Immunzellen wie die 

neutrophilen Granulozyten und Monozyten anzulocken und deren Infiltration ins 

Hirngewebe zu erleichtern, indem es die Bildung von Adhäsionsmolekülen auf der 

Zelloberfläche von Leukozyten und Endothelzellen forciert (Eissner et al., 2000; 

Sébire et al., 1993). Die angelockten Immunzellen haben dann u. a. die Aufgabe die 

entstandenen Zelltrümmer zu phagozytieren. Weiter beeinflusst TNF-α die Perme-

abilität der BHS und hat über verschiedene Signalwege direkte neurotoxische Effekte 

(Chen et al., 2019; Gelbard et al., 1993). Sowohl im Tiermodell als auch bei 

Patienten mit SHT lassen sich posttraumatisch bereits nach wenigen Minuten eine 

Induktion der mRNA und erhöhte Proteinkonzentrationen von TNF-α in 

verschiedenen Proben wie Gewebe, Serum oder Liquor finden. Insgesamt scheint es 
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so, dass beim schweren SHT korreliert die TNF-α-Konzentration mit dem Ausmaß 

des Schadens, während bei milden Traumen keine Korrelation gezeigt werden 

konnte (reviewed in Dash et al., 2010; Woodcock und Morganti-Kossmann, 2013).  

Iba1 ist ein makrophagen- und mikrogliaspezifisches Protein. Iba1 bindet an die 

Aktinfilamente der Zellmembran und ist so an den morphologischen Veränderungen 

der aktivierten Mikroglia und ihrer phagozytotischen Aktivität beteiligt (Ohsawa et al., 

2004). Ihre Aktivierung entsteht im Rahmen der schnellen Immunantwort im ZNS 

nach einer Reihe pathologischer Stimuli, darunter Axotomie, Trauma, Inflammation, 

Degeneration und Ischämie (Li et al., 2018; Shapiro et al., 2008; Wang et al., 2013). 

Die Transformation von der inaktiven in die aktive Form geht neben der 

morphologischen Veränderung auch mit vermehrter Expression von Iba1 einher. 

Aktivierte Mikroglia ist in der Lage ähnlich wie Makrophagen in der Peripherie 

Antigene zu erkennen und zu präsentieren, Phagozytose zu betreiben und 

zytotoxisch auf zu stark geschädigte Zellen zu wirken, indem es reaktive 

Sauerstoffspezies und eine Reihe von inflammatorischen Zytokinen sezerniert. 

Weiter trägt es zur Neuroprotektion bei, indem es neurotrophe Faktoren sezerniert 

(Ito et al., 2001).  

2.3.3 Apoptose 

Als Apoptose wird der programmierte Zelltod bezeichnet, der sowohl im Rahmen von 

physiologischen als auch pathologischen Prozessen stattfinden kann. Apoptose ist 

ein sich nach einem festgelegten Ablauf ereignender energieabhängiger aktiver 

biochemischer Prozess, der in vitalen Zellen stattfindet, und im Verlauf typische 

lichtmikroskopisch morphologische Kennzeichen aufweist wie Zellschrumpfung, 

Kernpyknose, Karyorhexis und am Ende die Apoptosekörperchen, die von 

Makrophagen phagozytiert werden (reviewed in Häcker, 2000). Ein wichtiger Unter-

schied zur Nekrose, die im Rahmen des Primärschadens auftritt, ist, dass bei der 

Apoptose keine Entzündungsreaktion in der Umgebung ausgelöst wird. Bei der 

Regulation der Apoptose gibt es eine große Bandbreite an Schlüsselproteinen, deren 

Aktivierung oder Inaktivierung den Vorgang initiieren. So haben manche Zellen TNF-

α-Rezeptoren auf der Oberfläche, die bei Ligandenbindung die Apoptose auslösen. 

In anderen Zellen muss der Vorgang der Apoptose permanent aktiv geblockt werden 

z. B. durch Wachstumsfaktoren, bei deren Wegfall der programmierte Zelltod einge-

leitet wird (reviewed in Elmore, 2007). Die vielfältigen Stimuli, die den Zelltod triggern 

können, lösen entweder die Apoptose oder in höheren Dosen die Nekrose aus. Der 
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Übergang zwischen diesen beiden Prozessen ist oft fließend (reviewed in Zeiss, 

2003).  

Es gibt drei Signalwege, über die eine Apoptose ausgelöst werden kann, deren 

terminale Signalstrecke identisch abläuft. Diese Endstrecke wird durch die 

Aktivierung der ubiquitär vorhandenen inaktiven Proenzyme der proteinspaltenden 

Caspasen initiiert und mündet in Deoxyribonucleic acid (DNA, deutsch: Desoxyribo-

nukleinsäure)-Fragmentation, Zytoskelettdegeneration, Proteinabbau, Bildung von 

Apoptosekörperchen und Ligandenexpression auf der Zelloberfläche, um 

phagozytotische Zellen anzulocken und zu aktivieren, die die anfallenden 

Zelltrümmer am Ende beseitigen (reviewed in Elmore, 2007).  

Auf jeder Zelloberfläche befinden sich Todes-Rezeptoren aus der Familie der TNF-

Rezeptoren, die nach Ligandenbindung den extrinsichen Weg einleiten. Zu den meist 

untersuchten Liganden dieser Rezeptoren gehören das TNF-α und der First-

apoptosis-signal (Fas)-Ligand (Ashkenazi und Dixit, 1998; Locksley et al., 2001). 

Nach der Ligandenbindung werden zytoplasmatische Adapterproteine rekrutiert, die 

an den zytoplasmatischen Teil der Todesrezeptoren binden. Nach dieser Bindung 

entsteht die sog. Todeseffektordomäne, die die inaktive Procaspase-8 in das aktive 

Enzym überführt. Über Autokatalyse aktiviert Caspase-8 weitere inaktive 

Procaspasen-8 (Suliman et al., 2001).  

Der intrinsische Weg der Apoptose unterscheidet sich vor allem dadurch, dass er 

nicht rezeptorvermittelt ist. Unterschiedliche Stimuli initiieren diverse Signale, die die 

Membranintegrität von Mitochondrien beeinflussen und damit die Apoptose 

intrinsisch einleiten. Es gibt negative Signale wie z. B. Wachstumsfaktoren, Hormone 

oder bestimmte Zytokine, deren Anwesenheit die Apoptose aktiv unterdrücken. 

Stimuli wie Strahlung, Toxine, Hypoxie, Hyperthermie und andere werden als positiv 

bezeichnet, da ihre Anwesenheit die Apoptose initiiert. Durch die erhöhte Membran-

permeabilität verliert das Mitochondrium sein Membranpotential und es treten aus 

dem Intermembranraum proapoptotische Proteine ins Zytosol aus (reviewed in 

Saelens et al., 2004). Ein Teil dieser Proteine aktiviert den caspaseabhängigen 

mitochondrialen Weg, an dessen Ende die aktivierte Form von Caspase-9 steht (Hill 

et al., 2004). Die anderen aktivieren die Enolase G, die zum Nukleolus wandert und 

dort die DNA-Fragmentation initiiert (Susin et al., 2000). 

Neben den oben genannten Apoptosewegen gibt es noch den sog. stressinduzierten 
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Weg. Zytotoxische T-Lymphozyten der Familie CD8+ sezernieren Granula mit dem 

porenbildenden Perforin und den Serinproteasen Granzym A und B. Perforin ist ein 

Transmembranprotein, das in der Targetzelle Poren auf der Zelloberfläche bildet, 

über die die Granzyme in die Zelle eindringen können (Law et al., 2010). Granzym A 

aktiviert einen caspaseunabhängigen Weg an deren Ende der DNA-Abbau steht 

(Fan et al., 2003). Granzym B aktiviert Caspase-10, die genauso wie die bisher 

beschriebenen Caspasen zu den Initiatorcaspasen zählt und die die gemeinsame 

Endstrecke einleitet. Alternativ kann Granzym B auf direktem Weg Caspase-3 

aktivieren, die zu den Effektorcaspasen gehört (Pardo et al., 2004).  

Die exekutive Phase ist die gemeinsame Endstrecke aller Apoptosewege, in der der 

finale Abbau der verschiedenen Zellbestandteile wie DNA, Proteine und weiterer 

Moleküle stattfindet. Die verschiedenen Initiatorcaspasen aktivieren die 

Effektorcaspasen Caspase-3, -6 und -7, die wiederrum zytoplasmatische 

Endonukleasen und Proteasen aktivieren (reviewed in Slee et al., 2001). 

Bevor der Vorgang der Apoptose in einer Zelle initiiert wird, lässt er sich auf 

vielfältige Weise regulieren. Zu den wichtigsten regulatorischen Proteinen des 

intrinsischen Wegs gehört das Bcl-2-associated-X-Protein (Bax) aus der B-Cell-

Lymphoma-2-Familie (Bcl2) zu denen insgesamt etwa 20 weitere Proteine gezählt 

werden. Die Proteine der Bcl-2-Familie werden in zwei funktionelle Gruppen 

eingeteilt, pro- und antiapoptotisch. Die meisten Zellen exprimieren eine Vielzahl 

dieser Proteine und das Gleichgewicht zwischen ihnen entscheidet über das 

Überleben oder den Tod der Zelle (reviewed in Renault et al., 2013). Bax ist ein im 

Zytosol ubiquitär vorhandenes Protein, das nach Einwirkung bestimmter Stimuli 

aktiviert wird und an der äußeren mitochondrialen Membran eine Permeabilitäts-

änderung durch Porenbildung und damit Freisetzung von mitochondrialen Proteinen 

aus dem Intermembranraum ins Zytosol bewirkt, womit der intrinsische Weg 

eingeleitet wird (Hetz et al., 2005).  

Die Bcl-2-associated-athano-gene-(BAG)-Proteine bilden eine weitere Gruppe 

regulatorischer Proteine aus bisher sechs bekannten Mitgliedern, die alle durch die 

BAG-Domäne charakterisiert sind. Die BAG-Proteine sind antiapoptotisch und an 

einer Vielzahl von zellulären Prozessen beteiligt, darunter Stressantwort, Zellzyklus, 

neuronale Differenzierung, Onkogenese, Proliferation und Apoptose (reviewed in 

Doong et al., 2002). Ursprünglich wurden die BAG-Proteine durch ihre synergistische 

Wirkung auf antiapoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie und ihre Fähigkeit an diese 
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zu binden entdeckt (Takayama et al., 1995). Darüber hinaus ermöglicht die BAG-

Domäne eine Interaktion mit der ATPase-Domäne des Hitzeschockproteins (Hsp) 

und damit die Funktion als Co-Chaperon. Je nach Unterform des BAG können diese 

sowohl hemmend als auch aktivierend auf die unterschiedlichen Hsp wirken 

(reviewed in Behl, 2011).  

Das BAG1 besitzt vier Isoformen, die alle neben der BAG-Domäne auch durch eine 

Ubiquitin-like-Domäne charakterisiert sind. Diese stellt eine Bindungsstelle für das 

Proteasom dar. Ubiquitin selbst ist ein kleines, in eukaryotischen Zellen ubiquitär 

vorhandenes zytoplasmatisches Protein, das u. a. als Abbausignal für andere Pro-

teine genutzt wird. Polyubiquitinierte Proteine werden von dem Proteasom erkannt 

und abgebaut. Das Ubiquitin-Proteasom-System ist ein wichtiger Adenosin-

triphosphat-abhängiger Vorgang im Rahmen der Proteinhomöostase und dient der 

Beseitigung von kleinen Proteinen (Lüders et al., 2000).  Zusammen mit dem Hsp70, 

dem Proteasom und weiteren Proteinen bildet das BAG1 einen Komplex, in dem 

ubiquitinierte Proteine abgebaut werden (reviewed in Alberti et al., 2003).  

Das BAG3 enthält eine zusätzliche Domäne, die ihm eine größere Bandbreite an 

möglichen Reaktionspartnern bietet. Während das BAG1 den proteasomalen Abbau 

forciert, initiiert das BAG3 den autophagozytotischen Abbau, bei dem große Proteine 

oder Organellen eliminiert werden. Bei zellulären Schäden werden zunächst sowohl 

BAG1 als auch BAG3 hochreguliert. Sind die Zellschäden größer z. B im Rahmen 

einer Ischämie oder eines SHT entsteht eine Adenosintriphosphat-Depletion, die 

einen Wechsel zu BAG3 und der Autophagie bewirkt. Die Überexpression von BAG3 

hemmt dann wiederrum den proteasomalen Abbau (Gentilella und Khalili, 2011; Liu 

et al., 2020). In alternden Zellen verschiebt sich das Verhältnis von BAG3 und BAG1 

ebenfalls zugunsten des BAG3. Dadurch entsteht eine Dysregulation der Auto-

phagie, die mit neurodegenerativen Erkrankungen in Zusammenhang gebracht wird 

(Gamerdinger et al., 2009). Veränderte Expression von BAG-Proteinen lässt sich 

auch in einigen Tumorarten wie z. B. Glioblastomen und Melanomen nachweisen. 

Durch ihre pleiotrope Funktion nehmen BAG-Proteine Einfluss auf Funktion, Bildung 

und Abbau von anderen apoptoseregulierenden Proteinen, womit sie auch indirekt 

die Apoptose beeinflussen. Mit ihrer Fähigkeit in die Proteinhomöostase eingreifen 

zu können erklärt sich auch ihre antiapoptotische Wirkung. Unter physiologischen 

Bedingungen lässt sich eine erhöhte Expression von BAG als Stressantwort in 

Gliazellen auf Zellschaden oder Ischämie finden (Liu et al., 2020).   
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Chaperone, zu denen die Mitglieder der Hsp-Familie zählen, sind wichtige 

Kontrollinstanzen einer Zelle bei der Proteinhomöostase, die sowohl bei der Bildung 

wie auch dem Abbau von Proteinen beteiligt sind, indem sie die korrekte Faltung 

eines Proteins gewährleisten, fehlerhafte Proteine detektieren und bei Bedarf dem 

Abbau zuführen können (reviewed in Sharp et al., 2013). Als Co-Chaperone nehmen 

die BAG-Proteine regulatorischen Einfluss auf das Hsp70 und damit den 

proteasomalen und autophagozytotischen Abbau einer Zelle. Sie beeinflussen u. a. 

welche Proteine dem Proteasom zugeführt werden und welche nicht. Ursprünglich 

wurde die Chaperone-Funktion der Hsp in Zellen nach Wärmeeinwirkung entdeckt 

(Ritossa, 1962). Inzwischen kennt man weitere wichtige Funktionen von Hsp, 

darunter ihre antiapoptotische Aktivität, Regulation der Stressantwort und 

Zelldifferenzierung (Doeppner et al., 2009; Kwon et al., 2019; Ying et al., 2016). Die 

Hsp werden meist in fünf Gruppen entsprechend ihrer molekularen Größe eingeteilt 

von 110 kDa bis zu den kleinen Hsp mit 15 – 30 kDa. Das konstitutionelle Vorkom-

men der unterschiedlichen Hsp-Mitglieder variiert stark je nach Zelltyp und Hsp-Typ. 

Während die einen konstant in Zellen produziert werden, sind die anderen Teil der 

zellulären Antwort auf diverse Stimuli (reviewed in Franklin et al., 2005). 

Aus den bekannten Gruppen der Hsp-Familie, sind das Hsp70 mit einem Molekular-

gewicht von 71 kDa bei Nagern und 72 kDa beim Menschen und das Hsp27, auch 

Hsp-β1 genannt, von besonderem Interesse für die neuronale Forschung. Beide 

Mitglieder sind Teil der schnellen Zellantwort im Gehirn auf toxische Stimuli, darunter 

Ischämie, Hyperthermie, Hämorrhagie und mechanischer Schaden (reviewed in Kim 

et al., 2020). Deren erhöhte Expression lässt sich bereits wenige Stunden nach 

Schadensereignis nachweisen und erstreckt vom Primärschaden bis hin zur 

Penumbra und findet vor allem in den Astrozyten statt.  Beide Proteine sind unter 

physiologischen Bedingungen nur in geringen Mengen in den neuronalen und glialen 

Zellen des Kortex vorhanden, womit sie sich gut als Marker für zerebralen Schaden 

eignen (reviewed in Shao et al., 2019; Sharp et al., 2013). Wie alle Mitglieder der 

Hsp-Familie verfügen sie über eine antiapoptotische Wirkung. Sowohl in vivo als 

auch in vitro kann deren neuroprotektiver Effekt gezeigt werden (Akbar et al., 2003; 

Doeppner et al., 2009). Dieser antiapoptotische Effekt entsteht vor allem über den 

Einfluss auf den mitochondrialen Signalweg und die Caspase-Aktivität der Zellen. So 

kann z. B. Hsp27 direkt mit Caspase-3 interagieren und deren Aktivierung verhindern 

(Pandey et al., 2000). Zudem können sowohl das Hsp27 als auch das Hsp70 die 
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stressinduzierte Bax-Bildung und dessen Transport zum Mitochondrium 

unterdrücken (Havasi et al., 2008; Stankiewicz et al., 2005). Als Chaperon hat das 

Hsp27 eine Sonderstellung, da es im Gegensatz zu den anderen Chaperonen 

Adenosintriphosphat-unabhängig arbeitet. Es verhindert die Aggregation von 

fehlgefalteten Proteinen, indem es diese bindet, ohne diese jedoch wieder reparieren 

zu können (Pivovarova et al., 2005). 

Im Rahmen dieser Studie wurde Bax, BAG1, BAG3, Hsp-β1 und Caspase-3 als 

mögliche Apoptosemarker verwendet und mittels PCR untersucht. 

2.3.4 Weitere Biomarker 

Als Biomarker gilt ein Indikator der spezifisch im Rahmen eines biologischen 

Vorgangs aus Gewebs- und Flüssigkeitsproben detektiert werden kann. Dabei 

können bspw. veränderte Enzymaktivität, eine Vielzahl von Proteinen, Lipide und 

Änderungen in der Genexpression oder die Kombination aus diesen als Indikator 

dienen (reviewed in Carpenter et al., 2015; Dash et al., 2010; Kulbe und Geddes, 

2016). Neue Substanzklassen wie Metabolite und microRNA bilden aktuell den 

Gegenstand der Forschung und bieten ein neues Feld von Biomarkern (reviewed in 

Bhalala, 2015). Idealerweise müssen Biomarker eine Reihe an Eigenschaften 

besitzen um als Marker eine Verwendung zu finden: Die Konzentrationserhöhung 

sollte zeitlich bestimmten Phasen zugeordnet werden können und mit der 

Schadensgröße korrelieren. Weiter sollte ihr Basallevel in der Kontrollgruppe niedrig 

sein (Wang et al., 2018). Der zeitliche Verlauf und die Kinetik der Marker sind sehr 

heterogen. Die meisten Marker zeigen geringe Spezifität und Sensibilität, wenn diese 

solitär betrachtet werden, sodass zukünftig eine Kombination aus mehreren Markern 

ein sinnvolles Tool im klinischen Alltag soll (reviewed in Reis et al., 2015). So 

könnten z. B. früh detektierbare Biomarker wie GFAP und α-II-Spektrin-

Abbauprodukte bei der Entscheidung helfen, ob teure und mit Strahlenbelastung 

verbundene Bildgebung bei Patienten mit mildem SHT gemacht werden sollen oder 

nicht (Ringger et al., 2004; Takala et al., 2016). Marker, die erst nach Tagen oder 

Wochen ermittelt werden können hätten potentiellen Einsatz beim Genesungs-

monitoring oder um Spätkomplikationen/Folgen rechtzeitig zu erkennen (reviewed in 

Werhane et al., 2017). 

Das GFAP ist ein 50 kDa großes und für neuronales Gewebe spezifisches Inter-

mediärfilamentstrukturprotein, das im ZNS im Zytoskelett der reifen, ausdif-
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ferenzierten Astrozyten exprimiert wird. Beim neuronalen Schaden kommt es zur 

Aktivierung von Astrozyten, dieser Vorgang wird als reaktive Astrogliose bezeichnet. 

Morphologisch ist er durch eine Hypertrophie der Astrozyten gekennzeichnet. 

Gleichzeitig findet eine rasche Hochregulation der Genaktivität von GFAP statt und 

lässt sich somit als Marker in der Akutphase für ZNS-Schäden verwenden (reviewed 

in Brenner, 2014; Kulbe und Geddes, 2016; Yang und Wang, 2015). Bereits wenige 

Stunden nach einem milden SHT lassen sich erhöhte Konzentrationen des GFAP 

nicht nur im Gewebe, sondern auch im Plasma nachweisen. Die Konzentrationshöhe 

von GFAP korreliert mit dem Schweregrad des Traumas und ist ein negativer 

prädiktiver Wert für das Outcome (Lee et al., 2015).  

Der proteolytische Abbau von Zellbestandteilen im Rahmen der nach dem SHT 

sowohl auftretenden Nekrose, die vor allem den Primärschaden kennzeichnet, als 

auch der Apoptose stellt eine der zentralen Pathologien dar. Entstehende 

Abbauprodukte können als Marker für das Ausmaß der Zellschäden verwendet 

werden. Unter den Proteasen sind Calpain-1, -2 und Caspase-3 aus der Familie der 

Cysteinproteasen wichtige Akteure beim neurologischen Zellschaden (Pineda et al., 

2007). Die kalziumabhängige Spaltung von Spektrin durch Calpain und Caspase-3 

ist unter physiologischen Bedingungen ein wichtiges Werkzeug bei der embryonalen 

Entwicklung des ZNS und der Neuroplastizität (reviewed in Nguyen et al., 2021). Die 

Familie der Spektrin-Proteine sind Proteinkomplexe im Zytoskelett, die sich u. a. in 

der Membran von Neuronen finden lassen und gehäuft in Axonen und 

präsynaptischen Endigungen vorkommen. Das Hauptsubstrat für Calpain-1 und 

Caspase-3 ist die Untereinheit α-II-Spektrin mit einer Molekülgröße von 280 kDa 

(Glantz et al., 2007; Wang et al., 1998). Calpain, das sowohl an der Nekrose wie 

auch an der Apoptose beteiligt ist, spaltet α-II-Spektrin in ein 150 kDa- und 145 kDa-

Fragment, während Caspase-3 an der Apoptose beteiligt ist, im Rahmen dieser ein 

N-terminales Fragment von 150 und ein C-terminales Fragment von 120 kDa Größe 

bildet (Liu et al., 2006) und eher in der Spätphase nach einem SHT nachweisbar ist 

(Mondello et al., 2010). Die erhöhte Serummenge der Spaltprodukte korreliert mit der 

Schwere und dem negativen Outcome des SHT und ist sowohl im Tiermodel bei 

Nagern und wie auch beim Menschen nachweisbar ist (Mondello et al., 2010; 

Ringger et al., 2004).  
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2.4 Schädel-Hirn-Trauma-Modell 

Bei einem SHT werden eine Reihe pathologischer Prozesse initiiert, die sich auf 

unterschiedlichen Ebenen abspielen und sich gegenseitig auf vielfältige Weise 

beeinflussen, sodass ein In-vivo-Modell für die neuronale Forschung unerlässlich ist. 

Trotz der Heterogenität des humanen SHT, bei dem u. a. Traumaart, Geschlecht, 

Alter, Vorerkrankungen und genetische Prädisposition (reviewed in Maas et al., 

2017) eine multifaktorielle Pathologie daraus machen, ermöglichen Tiermodelle eine 

experimentelle Reproduzierbarkeit, um primäre und sekundäre Traumafolgen zu 

untersuchen. Durch den Einsatz vergleichbarer Versuchstiere mit definiertem 

Geschlecht, Alter und Genetik lassen sich interindividuelle Schwankungen auf ein 

Minimum reduzieren. Die Wahl des Traumamodells hängt von der Fragestellung der 

Studie ab. Mäuse als Versuchstiere sind die am häufigsten eingesetzte Spezies. Ihre 

geringe Größe, ihr schnelles Wachstum und die im Vergleich zu anderen 

Versuchstieren geringen Kosten machen die Mäuse in der Summe zum idealen 

Tiermodell (reviewed in Cernak, 2005).  

Das Controlled-Cortical-Impact-Modell (CCI, deutsch: kontrollierter kortikaler 

Aufschlag) wurde Ende der 80er Jahre entwickelt und ist seitdem eines der am meist 

verwendeten SHT-Modelle (Lighthall, 1988). Das Prinzip entspricht einem 

geschlossenem SHT und basiert auf einer mechanischen Kraftübertragung auf den 

Kortex bei geschlossener Dura mater, nachdem eine Kraniotomie unter Anästhesie 

durchgeführt wurde. Die Kraftübertragung erfolgt mithilfe eines Bolzens, der je nach 

Gerätetyp pneumatisch oder elektromagnetisch betrieben wird (reviewed in Osier 

und Dixon, 2016). Der genaue Aufbau wird in Kapitel 4.1.4.2 beschrieben. Ein Vorteil 

des Modells ist die Kontrollierbarkeit der Faktoren wie Eindringtiefe, Aufpralldauer 

und -fläche, Geschwindigkeit und Lokalisation, mit denen sich experimentell 

unterschiedlich schwere SHT erzeugen lassen und der Einsatz in unterschiedlichen 

Spezies wie z. B. Ratten (Edward Dixon et al., 1991), Schweinen (Baker et al., 2018) 

und Mäusen möglich ist (Schwulst und Islam, 2019). Durch das CCI entstandene 

Schäden wie histologische Veränderungen, Störung der BHS, Hämorrhagie, Ödeme, 

Neuroinflammation und Störungen im zerebralen Blutfluss entsprechen den 

Veränderungen, die man auch bei SHT-Patienten findet. Je nach Lokalisation der 

Läsion lassen sich auch die funktionalen Defizite mit dem humanen SHT vergleichen 

(Albert-Weissenberger und Sirén, 2010; Chiu et al., 2016). 
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2.5 Dimethylsulfoxid  

Für eine sichere Distribution im Körper benötigen viele Pharmaka ein Vehikel. In der 

vorliegenden Studie wurde dafür das Dimethylsulfoxid (DMSO) gewählt. DMSO, 

ursprünglich ein Nebenprodukt der Holzindustrie, gehört zur chemischen Klasse der 

Sulfoxide. Es besteht aus einer polaren Sulfinylgruppe und zwei unpolaren Methyl-

Gruppen. Als ein amphipathisches Molekül wird es seit den 1960 Jahren als 

Lösungsmittel für hydrophobe Substanzen in der Forschung und im klinischen Alltag 

verwendet (Brobyn, 1975). Einer der wichtigsten pharmakologischen Eigenschafften 

des DMSO ist die BHS-Gängigkeit (Broadwell et al., 1982). Oft als Vehikel für andere 

Pharmaka verwendet, kann DMSO selbst auch erfolgreich bei der Therapie 

zahlreicher Erkrankungen eingesetzt werden, u. a. bei gastrointestinalen 

Erkrankungen, Amyloidose, Adenokarzinom der Lunge, rheumatischen und 

dermatologischen Erkrankungen (reviewed in Santos et al., 2003). 

 

2.6 All-trans-Retinsäure  

ATRA ist ein Abkömmling des fettlöslichen Vitamins A (Retinol). Bereits zu Beginn 

des 20. Jahrhunderts wurde seine Bedeutung für den Organismus entdeckt. In den 

ersten Versuchen erhielten Tiere eine Vitamin-A-freie Ernährung, die zu typischen 

Folgeerscheinungen wie einem reduzierten Immunsystem, Anämie, Xerophthalmie 

oder Blindheit führte (Wolbach und Howe, 1925). Organismen, die nicht in der Lage 

sind Retinol selbst zu bilden, können Retinol als Vorstufe aus pflanzlicher Nahrung in 

Form von Betacarotin oder in Form von Vitamin-A-Ester aus der Nahrung tierischen 

Ursprungs aufnehmen. Von der Leber, dem Hauptspeicherort des Retinols, wird 

mithilfe der Retinol-bindenden-Proteine das hydrophobe Molekül über den 

Blutkreislauf im Körper verteilt (reviewed in Doldo et al., 2015). Auf Zielzellen 

regulieren Oberflächenrezeptoren je nach Bedarf die Aufnahme des Retinols ins 

Zytosol. Die intrazelluläre Bioverfügbarkeit und Zellantwort wird durch die 

zytoplasmatischen Cellular retinol binding protein (CRBP, deutsch: zelluläres Retinol-

bindendes Protein) und Cellular retinoic acid binding protein (CRABP, deutsch: 

zelluläres Retinsäure-bindendes Protein) reguliert. Im Zytoplasma wird das Retinol 

unter Beteiligung verschiedener Enzyme zu Retinsäure metabolisiert (reviewed in 

Janesick et al., 2015). 

RA existiert in mehreren Stereoisomeren, die alle ineinander umwandelbar sind. Zu 
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ihnen gehören 9-cis Retinsäure, 11-cis Retinsäure, 13-cis Retinsäure und die 

predominante all-trans-Retinsäure, die als biologische aktive Form des Vitamin A gilt. 

ATRA ist ein lipophiles Molekül, das wie die anderen Isomere die Genexpression 

einer Zelle verändern kann. Dazu gelangt die ATRA mithilfe des CRABP in den 

Nukleus. Dort befinden sich zwei spezifische, ligandengesteuerte Rezeptoren, 

Retinoic acid receptor (RAR, deutsch: RA-Rezeptor) und der Retinoid X receptor 

(RXR, deutsch: Retinol-X-Rezeptor), von denen jeweils drei Subtypen existieren: 

RARα, β, γ und RXRα, β, γ (reviewed in Lee et al., 2009). Die RA-Metabolite haben 

eine unterschiedliche Affinität zu den Rezeptorarten, bspw. bindet ATRA bevorzugt 

an den RAR und kaum bis gar nicht an den RXR (Allenby et al., 1994). Aktivierte 

Rezeptoren bilden Heterodimere, die an eines der bisher bekannten 500 Targetgene 

binden und so deren Transkription induzieren oder hemmen (Balmer und Blomhoff, 

2002). Nach der Rezeptoraktivierung verlässt ATRA den Zellkern und wird 

anschließend im Zytosol wieder verstoffwechselt (reviewed in Maden, 2007).  

Es gibt zahlreiche Funktionen, an denen RA und ihre Abkömmlinge beteiligt sind. So 

fungiert z. B. das 11-cis-Retinal als Chromophore in den Stäbchen der Netzhaut und 

ist damit wesentlich für den Sehvorgang (Babino et al., 2015). Weiterhin hat RA 

regulatorischen Einfluss auf Zelldifferenzierung, -proliferation und Apoptose (Carazo 

et al., 2021; Zhang et al., 2014). Auch in der Physiologie des Immunsystems und der 

Spermatogenese ist sie essenziell (Gewiss et al., 2020; Nolting et al., 2009).  

Bereits die ersten Studien zeigten, dass ein Vitamin-A-Mangel während der 

Embryonalentwicklung zu typischen kongenitalen Malformationen im ZNS führt. Zu 

beobachten ist, dass Hydrozephalus, Spina bifida, Anophthalmie oder 

Mikroophthalmie als Folge des Vitaminmangels in Hamstern entstehen (Shenefelt, 

1972). Inzwischen ist die Bedeutung der RA für die embryonale Entwicklung des 

ZNS und der Neurogenese bekannt. Physiologisch ist die RA während der 

Entwicklung des ZNS an der dorsoventralen Musterbildung und an der neuronalen 

Differenzierung beteiligt. Studien, die die RA-Verteilung während der Embryogenese 

untersuchten, zeigen, dass RA und RAR/RXR vor allem in der Neuralplatte und ihren 

späteren Strukturen in hohen Konzentrationen zu finden sind (Horton und Maden, 

1995). Indem eine RAR-Aktivierung den Zellzyklus inhibieren kann, agiert RA u. a. 

als Gegenspieler zu den unterschiedlichen Wachstumsfaktoren womit sie den 

Wechsel zwischen der initialen Proliferation und der späteren neuronalen Zell-

differenzierung initiiert (reviewed in Janesick et al., 2015). Die Neurogenese, ein 
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Vorgang, der die Entwicklung des Nervensystems von Organsimen beschreibt, bei 

dem Neurone aus neuronalen Stammzellen gebildet werden und vorrangig in der 

Embryonalentwicklung zu finden ist, ist im adulten Gehirn unter physiologischen 

Bedingungen nur kleinen Gebieten vorbehalten: Der subventrikulären Zone der 

lateralen Ventrikel, dem Hippocampus im Bereich der subgranulären Zone des Gyrus 

dentatus und dem Bulbus olfactorius (Molotkova et al., 2007; O’Kusky et al., 2000; 

Toresson et al., 1999). Sie bietet dem Organismus auch postnatal im gewissen 

Umfang die Fähigkeit zur neuronalen Regeneration und Plastizität. Auch die 

Verteilung von RAR, RXR und der RBP macht deutlich, dass RA an der neuronalen 

Plastizität beteiligt ist (reviewed in Jung et al., 2007; Maden, 2007). Die Regulation 

dieser Vorgänge wird durch vielfältige Faktoren beeinflusst, z. B. durch 

Wachstumsfaktoren, Glucocorticoide, Sexualhormone, Stress, diverse Pathologien, 

Lernvorgänge oder verschiedene Pharmaka, darunter auch ATRA. Ausgelöst durch 

Schaden z. B. durch Ischämie oder Trauma ist die reaktive Neurogenese Teil der 

Reparaturvorgänge bei einem SHT (reviewed in Crandall et al., 2011; Hummel et al., 

2020;  Jung et al., 2007).  

Mit der zunehmenden Erkenntnis über die Bedeutung der RA in der Embryonal-

entwicklung und ihre Aufgaben im adulten Organismus liegt es nahe, dass ATRA mit 

ihrem pluripotenten Wirkmechanismus auch neuroprotektive Eigenschaften besitzen 

muss. Einer der möglichen Mechanismen, über den sie protektiv wirken kann, ist ihre 

antioxidative Wirkung. Die Folgen des oxidativen Stresses in Neuronen sind u. a. 

DNA-Doppelstrang-Brüche und mitochondriale Schäden. Beides sind Patholgien die 

auch in neurodegenerativen Erkrankungen zu finden sind. ATRA ist in der Lage 

DNA-Reparaturvorgänge zu induzieren (Colas et al., 2020; Gruz-Gibelli et al., 2016). 

Im breiten Feld der neurodegenerativen Erkrankungen spielt die RA eine wichtige 

Rolle, womit sie auch hier einen potentiellen Therapieansatz bietet (Gruz-Gibelli et 

al., 2016; Wang et al., 2015). Dopaminerge Neurone des Striatum haben eine hohe 

RA-Aktivität. Studien zeigten sowohl im Zell- wie auch Tiermodel der Parkinson-

Erkrankung einen protektiven Effekt von ATRA auf Neurone des dopaminergen 

Systems (Esteves et al., 2015; Yin et al., 2012). Störungen im RA-Signalweg sind 

auch bei der amyotrophen Lateralsklerose zu finden. Charakteristisch für sie sind die 

Neurodegeneration der Motoneuronen des Kortex, des Hirnstamms und des 

Rückenmarks (Corcoran et al., 2002). Morbus Alzheimer ist eine weitere Erkrankung 

dieser Art, bei der es durch Ablagerungen von Amyloid-β zu Plaquebildung kommt, 

die letztendlich in der Ausbildung einer Demenz resultiert. Auch hier bietet ATRA 
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einen möglichen Therapieansatz (Kawahara et al., 2014).  

ATRA gilt als ein starker Immunmodulator und besitzt antiinflammatorische 

Eigenschaften (Wang et al., 2015). Studien zeigten den Einfluss von ATRA auf T-

Zellen, natürlichen Killerzellen, Makrophagen und eine Reihe von Zytokinen, die u. a. 

an der Pathophysiologie von Autoimmunerkrankungen und der Neuroinflammation 

beteiligt sind (Liu et al., 2015; Lu et al., 2014). Da ATRA zur Integrität der BHS 

beiträgt und die Mikrogliaaktivierung reduziert, konnte ihr positiver Effekt auf die 

Schadensgröße und das Outcome in einem In-vivo-Modell des Schlaganfalls gezeigt 

werden (Cai et al., 2019; Lee et al., 2009).  

Eine weitere wichtige Funktion der RA ist die Kontrolle des Zellzyklus. RA induziert 

die Zelldifferenzierung, wirkt antiproliferativ und ist in der Lage einen Zellzyklus-

Arrest auszulösen und damit die Apoptose einzuleiten (reviewed in Janesick et al., 

2015; Lee et al., 2009). Im klinischen Alltag ist ATRA seit Ende der 80er Jahre ein 

fester Bestandteil des Therapieschemas der akuten Promyelozytenleukämie, die sich 

durch unkontrolliertes Wachstum unreifer funktionsloser Blasten auszeichnet. Hier 

wirkt ATRA indem sie in den Zellzyklus eingreift und die Ausdifferenzierung der 

Blasten induziert (Menger et al., 1988; Patatanian und Thompson, 2008). Nach dem 

erfolgreichen Einsatz in der Therapie der akuten Promyelozyten-Leukämie wurden 

Versuche gestartet, ATRA auch in der Therapie von soliden Tumoren zu etablieren. 

Eines der Targetgene des RARα ist das RARβ2-Gen, ein Tumorsuppressor, der in 

Menge oder Funktion in vielen soliden Tumoren darunter Melanome, Mamma-, 

Lungen-, Pankreas- und Prostata-Karzinome, verändert ist. Der aktuelle Fokus in der 

Karzinom-Forschung sind klinische Studien in denen untersucht wird ob ATRA solitär 

oder in Kombination mit anderen Chemotherapeutika erfolgreich in der Therapie 

solider Tumore eingesetzt werden kann (Giuli et al., 2020; Ni et al., 2019).  

Es wird deutlich, dass ATRA und ihre Signalwege an zahlreichen zellulären 

Vorgängen beteiligt sind, die bei einem SHT im Rahmen des Sekundärschadens zu 

finden sind. ATRA bietet somit einen vielversprechenden Ansatz in der Therapie 

neuronaler Schäden, wie vorherige Studien gezeigt haben. 
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3 Materialien  

3.1 Verbrauchsmaterial 

Tab. 3.1: Materialliste Verbrauchsmaterialien 

Material Hersteller 

96-well Platte VWR International GmbH, Darmstadt, DE 

Deckgläser 24 x 60 mm Diagonal GmbH & Co. KG, Münster, DE 

Einbettmedium NEG 50™ Richard Allan Scientifiv, Thermo Scientific, 

Dreieich, DE 

Einwegpipetten Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg, DE 

Einwegspritzen Sarstedt, Nümbrecht, DE 

Falcon®-Röhrchen 15 ml, 50 ml VWR international, Radnor, USA 

Filterpapier Whatmann, Maidstone, UK 

Futterpellets Maus  Ssniff, Soest, DE 

Holzeinstreu J.Rettenmaier & Söhne GmbH + Co. KG, 

Rosenberg, DE 

Holzwattestäbe 15 cm Centramed Medizintechnik, Koblenz, DE 

Klingen Feather® Microtome Blade 

C35 

Feather Safety Razor Co., Osaka, J 

Mikropipettenspitzen 1000 μl, 

200 μl, 10 μl 

Starlab International GmbH, Hamburg, DE 

Nahtmaterial Prolene® 6-0 Ethicon Inc., Somerville, USA 

Nitrocellulosemembran Thermo Fisher Scientific, Walldorf, DE 

Objektträger SuperFrost® Plus Menzel-Gläser, Menzel GmbH, Braunschweig, 

DE 

Papierhandtücher Schuch Laborhandel, Langgöns, DE 

Reaktionsgefäße versch. Größen Eppendorf, Hamburg, DE 

Skalpell No.23 B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE 
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3.2 Chemikalien 

Tab. 3.2: Materialliste Chemikalien 

Chemikalie Hersteller 

Acrylamid Rotiphorese Gel 30 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

Aqua destillata B. Braun Melsungen AG, Melsungen, 

DE 

Bovines Serumalbum (BSA) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

ChameleonTM Duo Prestained Protein 

Ladder 

Li-Cor, Lincoln, USA 

Chloroform Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Diaminobenzidin Dako, Glostrup, DNK 

DMSO (Dimethyl Sulfoxid) Sigma Aldrich, Steinheim, DE 

Ethanol absolut Honeywell, Riedel-de Haen AG, Lohnde 

Ethylendiaminotetraacetat (EDTA) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

Glycin Applichem, Darmstadt, DE 

Histoacryl, Gewebekleber Braun, Melsungen, DE 

Isopropanol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Kresylviolet Merck, Darmstadt, DE 

LightCycler® 480 Probes Master F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, CH 

Magermilchpulver Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

Methanol Applichem, Darmstadt, DE 

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

Natriumdodecylsulfat (SDS) BioRad, Hercules, USA 

Nonidet P-40 (NP-40) Applichem, Darmstadt, DE 

PagerRuler Plus Prestained Protein 

Ladder 

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

Paraformaldehyde Merck, Darmstadt, DE 

Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS) Merck, Darmstadt, DE 

Proteaseinhibitor Roche Molecular Biochemicals; 
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Mannheim, DE 

Ribonuklease (RNAse) freies Wasser Fermentas, St. Leon Rot, DE 

Roti®Histokitt Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

Roti®-Histol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

RPE Puffer Qiagen N.V., Venlo, NL 

RWT Puffer Qiagen N.V., Venlo, NL 

Salzsäure (HCl) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

Stickstoff, flüssig Air Liquide, Düsseldorf, DE 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

Tris-Hydroximethyl-Aminomethan (Tris) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

Triton X-100 Sigma, Steinheim, DE 

Tween-20 GE Healthcare, Buckinghamshire, GB 

Wasserstoffperoxid Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

 

3.3 Kits 

Tab. 3.3: Materialliste Kits 

Kit Hersteller 

ABC Kit Vector Laboratories, Burlingame CA, USA 

Absolute Blue qPCR SybrgreenMix Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

USA 

Lowry DC Protein assay BioRad, Hercules, USA 

QIAzol Lysis Reagent Qiagen, Hilden, DE 

QuantiTect Reverse Transcription Kit Qiagen N.V., Venlo, NL 

RNeasy Plus Universal Qiagen N.V., Venlo, NL 
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3.4 Antikörper 

Tab. 3.4: Materialliste Antikörper 

Antikörper Spezies  Verdünnung Hersteller 

Biotinyliert Anti-Maus 

IgG BA-9200 

Ziege 1:500 Vector Laboratories, Burlingame 

CA, USA 

GAPDH ACR001PS Maus 1:1000 Acris Antibody Inc., San Diego, 

USA 

IRDye 680RD Anti-

Maus 

Ziege 1:15000 Li-Cor Bioscience GmbH, Bad 

Homburg, DE 

IRDye 800CW Anti-

Maus 

Ziege 1:15000 Li-Cor Bioscience GmbH, Bad 

Homburg, DE 

α-Fodrin, mAB (AA6) Maus 1:1000 Enzo Life Sciences, Farmingdale, 

USA 

 

3.5 Pharmaka 

Tab. 3.5: Materialliste Pharmaka 

Pharmaka Hersteller 

all-trans-Retinsäure Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Bepanthen® Augensalbe Bayer Vital; Leverkusen, DE 

Forene®, Wirkstoff: Isofluran Baxter; Unterschleißheim, DE 

Heparin-Natrium 25000 I.E. Ratiopharm, Ulm, DE 

 

3.6 Geräte 

Tab. 3.6: Materialliste Geräte 

Geräte Typ Hersteller 

Blotkammer Mini Trans Blot System BioRad, Hercules, USA 

CCI-Impactor Typ SHTM3 Kopacz, Mainz, DE 

Detektionssystem GloMax®-Multi+ Detection 

System 

Promega, Mannheim, DE 

Elektrophoresekammer Mini Protean 

Elektrophoresis 

BioRad, Hercules, USA 
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Fluoreszenz-

Detektionsystem 

Odyssey® Li-Cor Biosciences, Bad 

Homburg, DE 

Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg, DE 

Homogenisator Mastermill MM 300 Retsch Technology GmbH, 

Haan, DE 

Inkubator IC 8000 Dräger; Lübeck, DE 

Kryotom  Microm HM 560 Cryo-Star Thermo Fisher Scientific, 

Walldorf, DE 

Lichtmikroskop Stemi 305 Zeiss, Jena, DE 

Magnetrührer Ikamag® Ret Janke und Kunkel, Staufen, 

DE 

Mikrobohrer Uni-Drive N Komplettgerät Paggen, Starnberg, DE 

Mikroskopkamera Axiocam 105 color Zeiss, Göttingen, DE 

Operations-Mikroskop Technoskop OPMI 1-FC 

459909 

Zeiss Meditec, Jena, DE 

Photometer NanoVue™ GE Healthcare, Chalfont St 

Giles, UK 

Pipetten 10 μl, 20 μl, 100 μl, 200 μl, 

1000 μl 

Eppendorf; Hamburg, DE 

Präzisionswaage L2200P Sartorius Lab Instruments 

GmbH & Co.KG 

quantitative RT-PCR LightCycler® 480 Roche Diagnostics, 

Mannheim, DE 

Rota-Rod RS232/LE8200 Hugo Sachs; March-Hug-

stetten, DE 

Schüttler  Rotamax 120 Heidolph, Schwabach, DE 

Stereotakt Stereotaxierahmen Kopf Instruments, Tujunga, 

USA 

Temperatursonde TCAT-2DF Controller Physitemp, New Jersey, USA 

Tierkäfig Filtertopkäfig Typ-II lang Bioscape GmbH, Castrop-

Rauxel, DE 

Tierschrank  UniProtect THF 3378-VO2 Bioscape, Castrop-Rauxel, 

DE 

Tierwaage  CS200 Ohaus, Greifensee, CHE 
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Vapor Vapor 19.3. Isofluran Dräger, Lübeck, DE 

Vortex  VF2, IKA-Labortechnik Janke und Kunkel, Staufen, 

DE 

Wärmematte TCAT-2DF Controller Physitemp, New Jersey, USA 

Zentrifuge Eppendorf 5804 R Eppendorf, Hamburg, DE 

Zentrifuge Micro Star 17 R VWR, Radnor, PA, USA 

 

3.7 Lösungen  

Tab. 3.7: Materialliste Lösungen 

Name Rezept 

5% BSA Lösung 5 g Gewicht/Volumen (w/v) in 100 ml TBST 

AK-Lösung 2,5 % (w/v) Magermilch in TBST 

Blocking-Lösung 2,5 % (w/v) Magermilch in TBS 

Blotting-Puffer 25 mM Tris-HCl (pH 8,3), 192 mM Glycin, 20 % 

Volumen/Volumen (v/v) Methanol 

Kresylviolett Lösung 5g Kresylviolett in 100 ml Ethanol für 30 min bei 50°C, 

add 500 ml Aqua dest., Filterlösung 

Phosphat-gepufferte 

Salzlösung (PBS) 

9,55 g auf 1l Aqua dest.  

Radioimmunoprecipitationa

ssay (RIPA)-Puffer 

1 M Tris (pH 7,4), 1 M NaCl, 0,5 M EDTA, 10 % (v/v) 

NP40, 15% (v/v) Proteaseinhibitor 

SDS-Ladepuffer 0,5 M Tris-HCl pH 6,8, 10 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) 

Glycerin, 5 % (v/v) β-Mercaptoethanol, 0,1 % (w/v) 

Bromphenolblau 

SDS-Laufpuffer 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS 

TBST TBS + 0,05 % (v/v) Tween-20 

Tris-gepufferte 

Kochsalzlösung (TBS) 

15 mM NaCl, 5 mM Tris, 0,2 mM HCl, pH 7,4 
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3.8 Primer 

Tab. 3.8: Materialliste Primer 

Target Primer/Sonde Basenabfolge 5´-> 3´ 

BAG1 BAG1 A AATTCTTGCAGGTGGTTAGCTATC 

 
BAG1 F CACCCACAGCAATGAGAGGTAT 

 
BAG1 FL GGGAAAATCTCTGAAAGAAATGGAAACACC 

  BAG1-Cy5 TTGTCAGCACTTGGAATGCAAAATGGT 

BAG3 BAG3 A GGGACCTCTGCGGAGTG 
 

BAG3 S CACCACGACGTGGAACG 
 

BAG3-CY5 CCCCGTCCTCCATGAAGGCTCCG 
 

BAG3-FL GCTCCGACCAGGCTACATTCCCA 

Bax Bax-F AGACAGGGGCCTTTTTGCTAC 
 

Bax-R AATTCGCCGGAGACACTCG 

Casp3 Casp3-F TGGTGATGAAGGGGTCATTTATG 

  Casp3-R TTCGGCTTTCCAGTCAGACTC 

GFAP GFAP-F CGGAGACGCATCACCTCTG 

  GFAP-R TGGAGGAGTCATTCGAGACAA 

Hspb1 Hspb1-F GACGAACATGGCTACATCTC 

  Hspb1-R CTGATGGCTTCTACTTGGCT 

Iba1 Iba1-F ATCAACAAGCAATTCCTCGATGA 

  Iba1-R CAGCATTCGCTTCAAGGACATA 

IL-1β mu IL-1β 610 CAGCTGGAGAGTGTGGATCCCAAGC 
 

mu IL-1β FL TAATGAAAGACGGCACACCCACCC 
 

mu IL-1β A CAGGAAGACAGGCTTGTGCTC 

  mu IL-1β S GTGCTGTCGGACCCATATGAG 

PPIA PPIA F GCGTCTSCTTCGAGCTGTT 

  PPIA R AAGTCACCACCCTGGCA 

TNF-α TNF-α S TCTCATCAGTTCTATGGCCC 
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  TNF-α R GGGAGTAGACAAGGTACAAC 

 

3.9 Software 

Tab. 3.9: Materialliste Software 

Software Hersteller 

GraphPad Prism 8.3.0 GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA 

Image Studio, Version 3.1 Li-Cor Biosciences, Bad Homburg, DE 

ImageJ, Version 1.47v National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA 

Word 2016 Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA 

Zen 2 (blue edition) Zeiss, Jena, DE 

Zen 2008, Version 5.0 Zeiss, Jena, DE 

Zotero 5.0.89 Corporation for Digital Scholarship, USA 
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4 Methoden 

4.1 Tierversuche 

4.1.1 Tiere 

Die nachfolgenden Tierversuche wurden gemäß §8 des deutschen Tierschutz-

gesetzes in der Fassung vom 18. Mai 2006 durch das Landesuntersuchungsamt 

Rheinland-Pfalz genehmigt. Die Genehmigung liegt unter dem Aktenzeichen 23 177-

07/G16-1-22 vor. 

Für die experimentellen Vorhaben wurden 40 männliche Mäuse des genetischen 

Wildtyps C57BL/6N (JANVIER LABS, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) mit einem 

Gewicht von 20 – 25 g verwendet.  

4.1.2 Haltung 

Während des Experiments sind die Tiere ab 24 h vor dem Versuchsbeginn in Einzel-

haltung untergebracht. In der sonst obligatorischen Gruppenhaltung ist sonst damit 

zu rechnen, dass sich die Mäuse gegenseitig die Operationsnähte anfressen und es 

zu unerwünschten Komplikationen kommt. Gemäß der geltenden EU-Richtlinie 

2010/63/EU und der institutionellen Richtlinie der Johannes Gutenberg-Universität 

Mainz muss die Versuchstierhaltung die natürlichen Bedürfnisse durch nachfolgende 

Maßnahmen erfüllen. Die Haltung erfolgt in transparenten Kunststoffkäfigen vom 

Typ II. Die Käfige haben eine Mindesthöhe von 12 cm und eine Grundfläche von 

etwa 330 cm². Zur Käfigausstattung gehören entkeimtes Holzeinstreu, Papiertücher 

für den Nestbau, ein Kunststoffröhrchen und Zugang zu Futter und Wasser ad 

libitum. Die wassergefüllte Trinkflasche und das pelletierte Alleinfuttermittel werden in 

einem Gitter über dem Käfig angeboten. Davon abweichend werden postoperativ 

einzelne Futterpellets im Wasser aufgeweicht um die Nahrungsaufnahme zu 

erleichtern. 

Die Käfige sind stets in einem Tierschrank untergebracht, der konstante Umgebungs-

parameter gewährleistet. Gemäß den Empfehlungen der Gesellschaft für Versuchs-

tierkunde (Society for Laboratory Animal) (Böhme et al. 2007) beträgt die Raum-

temperatur im Schrank 22 °C und eine Luftfeuchtigkeit von ca. 55 %. Für den 

natürlichen Tag-Nacht-Rhythmus der Versuchstiere sorgt ein künstliches 12 h Hell-

Dunkel-Regime. 
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4.1.3 Studiendesign 

Die n = 40 Tiere sind insgesamt in vier Gruppen eingeteilt. Zunächst werden sie in 

zwei Kohorten randomisiert, von denen eine Kohorte n = 16 eine Scheinoperation 

(Sham, siehe Abschnitt 4.1.4.3) und die andere n = 24 ein kontrolliertes SHT das 

sog. CCI (siehe Abschnitt 4.1.4.2) rechtsseitig erhält. Allen Mäusen werden während 

des Eingriffs 4 µl einer Lösung intrazerebroventrikulär (i.c.v.) injiziert. Dabei erfolgt 

die Injektion in der CCI-Gruppe unmittelbar vor dem SHT. Innerhalb der Kohorten 

erhält jeweils die eine Hälfte der Tiere, die als Kontrollgruppe fungieren, eine 

100 % DMSO-Lösung (Gruppe: CCI Vehikel, Sham Vehikel) während die andere 

Hälfte ATRA 2 µg/µl in 100 % DMSO (Gruppe: CCI ATRA, Sham ATRA) gelöst 

bekommt (siehe Tab. 4.1). Durch die Kontrollgruppen sollen mögliche Wirkungen des 

DMSO, das als Trägerlösung (sog. Vehikel) für die ATRA verwendet wird, 

ausgeschlossen werden. 24 h nach der Operation erfolgt die Euthanasie und die 

anschließende Probenentnahme. 

Tab. 4.1: Versuchsgruppen 

n = 40 
Controlled Cortical Impact 

(CCI) 
Scheinoperation      

(Sham) 

ATRA n = 12 n = 8 

DMSO (Vehikel) n = 12 n = 8 

 

Um die zerebralen Läsionen auch neuropathologisch erfassen zu können, müssen 

alle Tiere vor der Operation und prämortal ein neurologisches Scoring durchlaufen. 

Die in dieser Studie dazu verwendeten Testverfahren werden im Absatz 4.2.1 

erläutert.  

 

 

 

 

 

Abb. 4.1: Timeline des Studiendesigns  

Die Versuchsdurchführung beginnt mit dem Separieren in Einzelhaltung. Danach erfolgen in 

24-stündigen Abständen die unterschiedlichen Phasen der Versuchsdurchführung. 
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Die Tiere erhalten zwei Tage vor dem operativen Eingriff ein Training, bei dem sie 

die Testverfahren kennen lernen. So sollen Verfälschungen der Ergebnisse durch 

Stress oder Angstreaktion der Tiere in der für sie ungewohnten Situation minimiert 

werden. Etwa 24 h vor der Operation wird der für spätere Vergleiche herangezogene 

Pre-Score erfasst. Der prämortale Score wird unmittelbar vor der Euthanasie ermittelt 

(siehe Abb. 4.1). 

4.1.4 Operationsdurchführung 

4.1.4.1 Anästhesie 

Vor Beginn der Narkotisierung wird eine Gewichtserhebung durchgeführt und der 

Gesundheitszustand der Tiere im Hinblick auf eine OP-Eignung kontrolliert. Zur 

Einleitung der Inhalationsnarkose werden die Tiere unter einen Trichter gesetzt, der 

über einen Schlauch mit einem Vapor verbunden ist. Der Vapor leitet mit einem 

konstanten Flow von 0,5 l/min ein regulierbares Sauerstoff-Gas-Gemisch bestehend 

aus Frischluft, 1,0 l/min Sauerstoff und 4 Volumenprozent (Vol.-%) Isofluran in den 

Trichter. Die Einleitung der Narkose erfolgt nach etwa 45 – 60 s.  

Für den Eingriff werden die Mäuse in einen stereotaktischen Rahmen gespannt. 

Dazu werden die Incisivi in einer speziell an die Tiere angepasste Gasmaske 

eingehängt (siehe Abb. 4.2.). Über die Maske wird das Tier weiter mit konstantem 

Sauerstoff-Gas-Gemisch versorgt. Für die Aufrechterhaltung der Anästhesie wird die 

Isoflurankonzentration auf ca. 2,1 Vol.-% reduziert. 

Um den neuroprotektiven Effekt der Hypothermie auszuschließen, liegt die Maus 

während der gesamten Operation auf einer Wärmeplatte, mithilfe derer eine 

konstante Körpertemperatur von 36,5 °C sichergestellt ist. Über eine Rektaltem-

peratursonde wird die Körperkerntemperatur perioperativ überwacht. Über den 

erloschenen Zwischenzehenreflex wird die ausreichende Narkosetiefe überprüft. 

Nach den operativen Eingriffen verbleiben die Tiere während der Aufwachphase für 

eine Stunde in einem 33 °C temperierten Inkubator der eine Luftfeuchtigkeit von ca. 

35 % hat. 

4.1.4.2 Controlled Cortical Impact 

Zur Reduktion interindividueller Schwankungen während des operativen Eingriffs 

wird der Kopf der Maus zusätzlich mit Schrauben des Stereotakts fixiert. Während 

der gesamten Durchführung ist der Operateur verblindet. Auf diese Weise wird 
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maximale Reproduzierbarkeit gewährleistet.  

Zunächst erfolgt die Präparation des Operationssitus. Im ersten Schritt erfolgt mit 

einer Schere die Hautinzision entlang der Sutura sagittalis. Mit dem etwa 1,5 cm 

langen Hautschnitt zwischen der Sutura lamboidea und der Sutura coronalis wird das 

Periost des knöchernen Schädeldachs auf der rechten Seite freigelegt. Mit einem 

Wattetupfer wird die Knochenhaut auf der freipräparierten Fläche entfernt.  

Vor der Ausführung des SHT werden 4 µl der Wirkstofflösung bzw. der wirkstofffreien 

Trägersubstanz entsprechend der Randomisierung intrazerebroventrikulär appliziert. 

Dazu wird zunächst mit einem Mikrobohrer ein kleiner Zugang 1 mm rechts lateral 

und 0,5 mm okzipital vom Bregma durch das knöcherne Schädeldach geschaffen. 

Um die Verblindung zu gewährleisten, erfolgt in einem separaten Raum und damit 

nicht einsehbar für den Operateur die Vorbereitung der Spritzen. Die aufgezogene 

Spritze wird in den Mikromanipulator eingehängt. Dieser stellt sicher, dass die genau 

definierte Eindringtiefe von 1,6 mm ab der Dura und der konstante Winkel der Nadel 

bei allen Eingriffen identisch sind. Die Applikationsnadel verbleibt mindestens drei 

Minuten lang im Ventrikel, um mögliches Austreten der Lösung aus dem 

Injektionskanal zu vermeiden. Im Anschluss wird die Bohröffnung mit dem Histoacryl 

Gewebekleber verschlossen. 

Die Kraniotomie wird im Anschluss mithilfe des Mikrobohrers über der rechten 

Hemisphäre durchgeführt. Dabei nimmt man die oben genannten Schädelnähte und 

den rechten Jochbogen (Arcus zygomaticus) als Begrenzung für das rechteckige 

Knochenfenster. Die mediane Seite des Rechtecks bleibt intakt, damit die 

Sagittalnaht als Scharnier für das ausgefräste Knochenfragment fungiert. Die 

intrakraniellen Strukturen werden nicht weiter präpariert.  

Für die Durchführung des SHT wird der Bolzen mit einen Durchmesser von 3 mm 

des druckluftbetriebenen CCI-Impactors mithilfe des Mikromanipulators so auf der 

Hirnoberfläche positioniert, dass die Kontaktfläche plan und senkrecht auf dem 

Kortex aufliegt, ohne das Parenchym dabei einzudrücken (siehe Abb. 4.2). Die 

Kontusion erfolgt automatisch mit einer Geschwindigkeit von 6 m/s, einer Eindring-

tiefe von 1,5 mm und einer Aufpralldauer von 200 ms. Bei allen Schritten des CCI ist 

darauf zu achten, dass die Dura mater intakt bleibt. Anschließend wird das 

Knochenfragment wieder repositioniert und mit einem Histoacryl Gewebekleber 

fixiert. Die Kopfhaut wird mit zwei bis drei Einzelkopfnähten vernäht. 



 Methoden             37 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.2: Controlled Cortical Impact 

Bild modifiziert nach Onyszchuk et al., 2007. Graphische Darstellung des intraoperativen 

Aufbaus eines CCI-Eingriffs.  

 

4.1.4.3 Sham 

Die Kontrollgruppe erhält einen Scheineingriff (Sham operated, deutsch: schein-

operiert, kurz Sham). Dieser umfasst alle in Abschnitt 4.1.4.2 beschriebenen Schritte 

ausgenommen der Kraniotomie und des Einsatzes des CCI-Impactors. Stattdessen 

verbleiben die Tiere in einer etwa 15-minütigen Narkose zur besseren Vergleich-

barkeit der Gruppen in der nur eine leichte Manipulation an der Oberfläche des 

verschlossenen Kraniums mittels einer Pinzette erfolgt. 

4.1.5 Euthanasie und Gewebeentnahme 

24 Stunden nach den operativen Eingriffen erfolgt die Tötung mittels Dekapitation. 

Dazu werden die Tiere mit 4 Vol.-% Isofluran wie in Abschnitt 4.1.4.1. beschrieben in 

tiefe Narkose versetzt. Unmittelbar vor der Anästhesie finden die neurologischen 

Verhaltensuntersuchungen (siehe Abschnitt 4.2.1) statt. 

Für die Entnahme des Gehirns werden zunächst die Kopfhaut und Muskulatur des 
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Craniums mittels einer Schere entfernt. Der Schädel wird entlang der Sagittalnaht 

beginnend am Foramen magnum von okzipital nach rostral eröffnet und die beiden 

Schädelkalottenhälften nach lateral aufgeklappt. Anschließend wird das Gehirn 

vorsichtig von der Dura mater, den Hirnnerven und dem Rückenmark freipräpariert 

und mit einem Spatel herausgelöst. Das Gewebe wird dann sofort auf pulverisiertes 

Trockeneis überführt und nach dem Schockgefrieren bei -20 °C gelagert. 

Die Plasmagewinnung erfolgt parallel zur Gehirnentnahme. Der dekapitierte Körper 

wird über ein 50-ml-Falkonröhrchen gehalten, um das auslaufende Blut aufzufangen. 

Dem Falkonröhrchen ist 30 µl Heparin zugesetzt, damit die Hämostase unterbunden 

wird. Die Zentrifugation der gewonnenen Probe erfolgt anschließend bei 4 °C und 

3800 rpm 8 min lang. Der entstandene zellfreie Überstand (je nach Probe 160 – 

250 µl) muss sofort nach dem Zentrifugieren vorsichtig in ein Eppendorfgefäß 

überführt werden. Vor der endgültigen Lagerung des Plasmas bei -80 °C wird die 

Probe auf Trockeneis tiefgefroren. 

 

4.2 Auswertung des Schädel-Hirn-Traumas 

Im Nachfolgenden werden die im Rahmen dieser Dissertation angewandten 

Verfahren erläutert, die dazu dienen, das Ausmaß des SHT qualitativ und quantitativ 

auf verhaltensneurologischer und zellulärer Ebene zu erfassen. 

4.2.1 neurologische Verhaltensuntersuchung 

Die folgenden Scoring-Systeme dienen der Ermittlung motorischer und 

neurologischer Defizite nach induziertem SHT. Für jede Maus wird ein individueller 

Pre-Score 24 h vor der Operation und unmittelbar vor der Euthanasie der zum 

späteren Vergleich herangezogene prämortale Score erhoben (siehe Tab. 4.2).  

4.2.1.1 Rotarod 

Bei diesem Testverfahren wird die motorische Koordination und Kondition der 

Versuchstiere geprüft (Jones und Roberts, 1968). Dazu wird die Maus auf eine 

rotierende Walze mit einem Durchmesser von 3 cm gesetzt. Diese ist in einer Höhe 

von 15 cm angebracht und an den Seiten durch Blenden begrenzt, sodass das Tier 

nur in eine Richtung laufen kann. Die Walze beschleunigt gleichmäßig innerhalb von 

fünf Minuten von 4 Umdrehungen/min auf 40 Umdrehungen/min. Die automatische 

Zeiterfassung stoppt, sobald das Tier herabfällt (siehe Abb. 4.3). Jedes Scoring 
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durchlaufen die Tiere zweimal im Abstand von mindestens 20 min. Bei der 

Auswertung werden dann der Mittelwert und die beste Zeit genommen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.3: Rotarod-Versuchsaufbau 

 

4.2.1.2 Neurological Severity Score 

Der Neurological Severity Score (kurz Neuroscore), erfasst neben den motorischen 

vor allem die neurologischen Defizite, womit er das Rotarod um diesen Bereich 

ergänzt (Chen et al., 1996). Er besteht aus sechs Stationen, in denen je nach 

Leistung und gezeigtem Verhalten 0 bis maximal 3 Punkte vergeben werden (siehe 

Tab. 4.2). Null Punkte erhält ein Tier, wenn es keine Auffälligkeiten zeigt. Je mehr 

Defizite eine Maus zeigt, desto höher ist ihr Score. In der Summe aller Kategorien 

kann ein Tier maximal 15 Punkte erreichen. Jedes Tier durchläuft die Stationen, in 

der nachfolgend genannten Reihenfolge. 

„Exit from circle“: Die Maus wird in die Mitte eines Kreises mit einem Durchmesser 

von 24 cm gesetzt. Dem natürlichen Verhalten entsprechend soll die Maus 

Erkundungs- und Suchverhalten zeigen und den Kreis verlassen. Gleichzeitig wird 

das Gangbild mit bewertet.  

„Reflexe“: Während sich die Maus noch im Kreis befindet, wird unmittelbar hinter 

dem Tier laut in die Hände geklatscht. Erschrecken ist die erwartete physiologische 

Reaktion und wird mit null Punkten bewertet. 
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Station Kriterien Punkte Pre OP Prämortal 

Exit from circle         

  < 30 sec  0     

  30-60 sec 1     

  61-119 sec 2     

  > 2 min 3     

Reflexe           

Schreck-Reflex vorhanden 0     

  fehlt 1     

General behavioral deficit         

Suchverhalten vorhanden 0     

  fehlt 1     

Geradeaus laufen vorhanden 0     

  fehlt 1     

Koordination         

Balkenlauf 3 cm Score 0-2     

Balkenlauf 2 cm  Score 0-2     

Balkenlauf 1 cm Score 0-2     

Beurteilung:  
 

   

0 Punkte: normale Bewegung / keine Beeinträchtigung    

1 Punkt: Fehltritte / unsichere Bewegungen 
 

   

2 Punkte: Setzt sich hin / keine Vorwärtsbewegung / fällt runter    

Gleichgewicht         

Quadratischer Stab Score 0-1     

Runder Stab Score 0-1     

Beurteilung:  
 

   

0 Punkte: Kann den Stab mit vier Pfoten für 10 s greifen    

1 Punkt: mind. eine Pfote hängt runter       

Motorisches Defizit         

Parese  fehlt 0     

  eine Gliedmaße 1     

  Hemiparese 2     
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„General behavioral deficit“: Während der ersten Untersuchung wird auch der 

allgemeine Eindruck, den das Tier vermittelt, beurteilt. Insgesamt sollte ein gesundes 

Tier in der Lage sein gerade aus zu laufen und Erkundungsverhalten zeigen. 

„Koordination“: Das Versuchstier läuft zur Beurteilung in drei Schwierigkeitsstufen 

über einen 50 cm langen Holzbalken. Um die möglichen motorischen Ausfälle, die 

linksseitig zu erwarten sind, besser beurteilen zu können, muss die Maus bei dieser 

Aufgabe von rechts nach links laufen. Ein gesundes Tier schafft es den 3 cm, 2 cm 

und 1 cm breiten Balken ohne Stehenbleiben, Fehltritte oder gar Herunterfallen zu 

überwinden. 

„Gleichgewicht“: Dieser Test erfolgt, indem sich die Maus zunächst an einem 

quadratischen Stab mit allen vier Gliedmaßen für mind. 10 s halten soll. Der 

Schwierigkeitsgrad wird im zweiten Schritt durch die Nutzung eines runden Stabs 

erhöht. Diese Aufgabe fällt den Tieren ohne die Kanten des quadratischen Stabs 

schwerer.   

„Motorisches Defizit“: Dabei wird das Vorhandensein von Paresen bewertet, die man 

während des gesamten Testdurchlaufs beobachten kann. 

4.2.2 Histologie 

4.2.2.1 Kryosektion 

Mithilfe der Kryosektion bereitet man das entnommene Hirngewebe für die 

histologische Untersuchung auf. Gleichzeitig werden Proben für molekularbio-

logische und proteinanalytische Verfahren gewonnen. 

Im ersten Schritt muss dafür das Gehirn mit dem Cerebellum voran senkrecht auf 

dem Objekttisch mit Tissue Tec Gewebekleber fixiert werden. Nachdem das Gehirn 

in der Haltefläche des Kryostats in der Koronarebene parallel zur Klinge ausgerichtet 

wurde, wird es komplett mit dem Einbettmedium ummantelt. Bei -20 °C wird das 

Gehirn ab Bregma +3,14 mm in 16 Schnittebenen im Abstand von 500 µm unterteilt. 

Zu Beginn jeder Ebene werden sechs 12 µm dicke Koronarschnitte angefertigt, 

sodass am Ende pro Tier sechs Serien mit je sechs Objektträgern mit den Ebenen 

1 – 10 und 11 – 16 vorliegen. Bis zur weiteren Verarbeitung werden die Objektträger 

bei -20 °C gelagert.  

Parallel dazu werden zwischen den Ebenen, die das Schadensareal enthalten, sechs 
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(Bregma + 0,64 mm) und dreizehn (Bregma - 3,36 mm) Quadrantentrimmschnitte 

gewonnen. Dazu werden im Anschluss an die 12-µm-Schnitte in diesen Ebenen 

sechs sog. Trimmschnitte mit je 40 µm Dicke angefertigt. Die entnommenen Schnitte 

werden deckungsgleich übereinandergelegt und zusammengesammelt. Bei allen 

Trimmschnitten wird das ventrale Drittel des Schnitts verworfen, da zum späteren 

Zeitpunkt nur der Schadensbereich analysiert werden soll. Pro Gehirn wird das 

Material getrennt nach der ipsi- und kontralateralen Seite bei -80 °C in Kryoröhrchen 

aufbewahrt. 

4.2.2.2 Nissl-Färbung 

Die Kresylviolett-Färbung (sog. Nissl-Färbung) ist eine klassische Färbemethode, um 

neuronales Gewebe darzustellen und mit deren Hilfe man das Kontusionsvolumen 

quantitativ erfassen kann. Der Hauptfarbstoff Kresylviolett färbt in vitalen Zellen 

anionische Strukturen wie die DNA oder RNA, die sich vor allem im Zellkern oder der 

Nissl-Substanz (entspricht dem ribosomenbesetzten endoplasmatischen Retikulum) 

befinden, kräftig blau-violett an. Das Soma, die Dendriten und die Axone selbst 

werden schwach blau angefärbt. Apoptotische oder nekrotische Areale lassen sich 

demgegenüber leicht abgrenzen, da sie kaum bis keine basophile Strukturen mehr 

enthalten und sich somit nur wenig Farbstoff in diesem Gebiet anlagert.  

Die Gefrierschnitte trocknen zuerst bei Raumtemperatur für 60 min. Nach der 

Reinigung von überflüssigem Einbettmedium für 2 min in 70%igem Ethanol werden 

sie im Anschluss für 10 min in die Kresylviolett-Färbelösung getaucht. Durch das 

mehrmalige Spülen der Objektträger in destilliertem Wasser lässt sich die über-

schüssige Färbelösung entfernen. Die Dauerkonservierung der Schnitte erfolgt durch 

eine Entwässerung, dazu ist das Zuführen der Objektträger in eine aufsteigende 

Alkoholreihe erforderlich. Die Objektträger werden jeweils zwei Mal für kurze Zeit in 

70%-, 96%- und 100%-Ethanollösung getaucht. Anschließend wird das Gewebe 

zuerst für 5 min und dann für 2 min in Roti-Histol fixiert. Als letzter Schritt erfolgt die 

Versieglung mit Roti®-Histokitt und einem Deckglas.  

4.2.2.3 IgG-Färbung 

Die IgG-Färbung ist eine immunhistologische Färbung. Dabei macht man sich die 

Eigenschaft von Antikörpern (Ak) zu Nutze, gezielt an die für sie spezifischen 

Strukturen, den Antigenen (Ag) zu binden. Diese Ag-Ak-Reaktion lässt sich mithilfe 

verschiedener Methoden entweder direkt oder indirekt sichtbar machen. Bei dem 
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direkten Nachweis verwendet man markierte Primär-Ak. Diese Markierungen können 

zum einen Enzyme sein, die in einer späteren Reaktion ein Farbsubstrat umwandeln 

und so die Ag-Ak-Reaktion sichtbar machen, oder zum anderen Fluorophore, die mit 

einem Fluoreszenzmikroskop detektiert werden können. Bei der indirekten Methode 

verwendet man im ersten Schritt unmarkierte Primär-Ak. Im zweiten Schritt setzt man 

Sekundär-Ak ein, die wiederum markiert sind und gegen die Spezies des Primär-Ak 

gerichtet sind. Die indirekte Methode hat den Vorteil der Signalverstärkung, da an 

einen Primär-Ak mehrere Sekundär-Ak binden können. Mit der IgG-Färbung weist 

man IgG-Ak im Gewebe nach. Unter physiologischen Bedingungen sorgt eine intakte 

Blut-Hirn-Schranke dafür, dass die im Blut zirkulierenden IgG-Ak nicht ins Hirn-

parenchym übertreten können. Eine Permeabilitätserhöhung der Blut-Hirn-Schranke 

ist eine der zahlreichen Pathologien eines SHT, die man mit diesem immunhisto-

chemischen Verfahren nachweisen kann.  

Vorab müssen die Objektträger nach dem Auftauen für 30 min luftgetrocknet werden. 

Bei dieser Färbung erfolgt für jedes Tier nur die Untersuchung der Schnittebenen 11 

und 12. Im ersten Schritt wird das Gewebe vor der eigentlichen Färbung auf dem 

Objektträger für 10 min in 4%igem PFA fixiert werden, das im Anschluss dreimalig im 

5-minütigen Waschvorgang in phosphatgepufferter Salzlösung (phosphate buffered 

saline, PBS) wieder entfernt wird. Um die späte enzymatische Farbreaktion durch die 

im Gewebe ubiquitär vorhandene endogene Peroxidase durch eine falsch positive 

Reaktion nicht zu verfälschen, muss diese mit 3%igem Wasserstoffperoxid für 3 min 

lang blockiert werden. Die Blockierlösung wird wieder mit PBS im 5-minütigen 

Waschvorgang herausgewaschen. Anschließend erfolgt die Inkubation mit dem 

biotinylierten Primär-Ak für 90 min bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer. 

Anschließend wird der Objektträger wieder drei Mal für jeweils 5 min in PBS 

gewaschen. Um die Ag-Ak-Bindung sichtbar zu machen, werden nun die Schnitte für 

30 min mit dem Avidin-Biotin-Komplex (ABC Kit) behandelt. Das verwendete Kit 

besteht aus Reagenz A, dem Avidin, und Reagenz B, der biotinylierten Meer-

rettichperoxidase. Avidin ist ein tetrameres Glykoprotein, das eine hohe Affinität zu 

Biotin aufweist, wodurch es eine Bindung zwischen dem an Biotin gekoppelten Ak 

und der Meerrettichperoxidase ermöglicht. Der AB-Komplex muss im Anschluss 

zweimalig für 5 min in PBS ausgewaschen werden. Im letzten Schritt erfolgt die 

Farbreaktion, bei der ein sichtbares unlösliches braunes Präzipitat entsteht. Diese 

entsteht durch das Zusetzten vom Diaminobenzidin, dem Substrat der Meerret-

tichperoxidase, auf den Objektträger für 75 s. Die Reaktion wird anschließend durch 
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Auswaschen in PBS unterbrochen.  

Um die Schnitte dauerhaft haltbar zu machen, werden sie in einer aufsteigenden 

Isopropanolreihe für je 2 min in 70%-, 80%- und 100%-Lösung entwässert bevor sie 

zweimalig für 5 min im Roti-Histol fixiert werden. Das Eindecken erfolgt mithilfe des 

Roti-Histokitts® und Deckgläsern.  

4.2.2.4 Volumetrie 

Die Ausmessung des Kontusionsvolumens (V) erfolgt sowohl bei den Kresylviolett-

Schnitten wie auch bei den IgG-Schnitten. Mithilfe der ZEN 2.3 lite Software werden 

alle 16 Ebenen der Nissl-Färbung bzw. nur die Ebenen 11 und 12 der immunhisto-

logischen Färbung vermessen. Zuvor werden die Gewebeschnitte mithilfe eines 

Lichtmikroskops und einer Kamera digitalisiert. Für die spätere Auswertung der Nissl-

Färbung wird zunächst die Gesamtfläche (A) jeder Ebene der ipsiläsionalen und 

contraläsionalen Hemisphäre getrennt voneinander bestimmt. Danach wird für jede 

Seite einzeln nur das vitale Areal vermessen. Die Kontusionsfläche für eine Ebene 

berechnet sich aus der Differenz der Gesamtfläche und des vitalen Bereichs (siehe 

Abb. 4.4). Bei der späteren Auswertung der IgG-Schnitte verwendet man den 

Mittelwert der Flächen der beiden Ebenen für die beiden Hemisphären getrennt. Bei 

den Kresylviolett-Schnitten berechnet man das Kontusionsvolumen für das gesamte 

Gehirn anhand folgender Formel: 

𝑽 = ∗𝟓𝟎𝟎 𝝁𝒎 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.4: Nissl-Färbung, Maushirn in coronarer Schnittführung 

Auf dem Hirnschnitt ist die entfärbte Kontusionsfläche (grün umrandet) deutlich zu erkennen 
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4.2.3 Molekularbiologische Untersuchung 

4.2.3.1 Ribonukleinsäure-Extraktion 

Mithilfe der RNA-Analyse lässt sich die Genexpression eines Gewebes untersuchen. 

Anhand der vorhandenen Menge an mRNA lassen sich Rückschlüsse auf die 

Aktivität der dazugehörigen Gene ziehen. Die Extraktion aus den ipsilateralen Trimm-

schnitten erfolgt mit dem Qiagen RNeasy Plus Universal Kit.  

Jeder Probe werden 0,9 ml Qiazol-Reagenz und eine Edelstahlkugel für die 

mechanische Zerkleinerung beigefügt, um anschließend die Gewebelyse im 

Mastermill zweimalig für 1 min bei 20 Hz durchzuführen. Das Qiazol-Reagenz enthält 

zusätzlich RNase-Inhibitoren, um eine RNA-Zersetzung durch die gewebeeigenen 

RNasen zu verhindern. Nach einer 5-minütigen Inkubation bei Raumtemperatur 

werden zunächst 100 µl gDNA-Eliminator hinzugegeben, um die genomische DNA 

zu eliminieren, und anschließend 180 µl Chloroform. Nach einer Inkubationszeit von 

2 bis 3 min entsteht mithilfe des Chloroforms nach einer 15-minütigen Zentrifugation 

bei 4 °C und 12000 g eine Phasentrennung im Homogenisat. Die obere wässrige 

Phase enthält die RNA und wird vorsichtig abpipettiert und mit 600 µl 70%igem 

Ethanol vermischt. Die übrigen Phasen werden verworfen. Das RNA-Ethanol-

Gemisch wird anschließend auf eine sog. RNeasy-Mini-Spin-Säule gegeben, deren 

Silikatmembran beim Durchlaufen der Lösung die RNA selektiv rausfiltert. Dabei 

begünstigt das Ethanol das Anheften der RNA an der Membran. Das geschieht bei 

einer kurzen Zentrifugation der Säulen für 15 s bei 8000 g. Um mögliche Konta-

minationen der Membran zu entfernen, wird die Membran zunächst mit 700 μl RWT- 

und anschließend zwei Mal mit 500 μl RPE-Puffer gewaschen, indem die Puffer-

lösungen auf die Säulen pipettiert und anschließend erneut für 15 s abzentrifugiert 

wird. Vor der sog. Eluierung, dem Herauswaschen der RNA aus der Membran, wird 

die Säule für 1 min bei maximaler Geschwindigkeit in der Zentrifuge getrocknet. Der 

Durchlauf wird bei allen bisherigen Schritten verworfen. Im letzten Schritt wird durch 

Zugabe von 40 µl RNase-freiem Wasser direkt auf die Membran die RNA aus der 

Säule in ein frisches Auffangröhrchen durch einmaliges Zentrifugieren für 1 min bei 

8000 g eluiert. Bis zur weiteren Untersuchung wird die RNA bei -80 °C gelagert. 

Vor der weiteren Analyse der RNA muss zunächst deren Konzentration und Rein-

heitsgrad im Eluat photometrisch bestimmt werden. Die optische Dichte wird bei 

260 nm, 280 nm und 230 nm Wellenlänge gemessen. Nukleinsäuren haben ein 
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Absorptionsmaximum bei 260 nm und Proteine ihr Absorptionsmaximum bei 280 nm. 

Deren Quotient ist ein Maß für den Reinheitsgrad der Probe und sollte zwischen 

1,8 – 2,0 liegen. Die in den verwendeten Reagenzien enthaltenen Salze und 

Lösungsmittel haben ein Absorptionsmaximum bei 230 nm und der mit der RNA 

gebildete Quotient sollte über 1,8 liegen. Beim kleineren Quotienten wäre sonst zu 

erwarten, dass es zu Interferenzen im Verlauf weiterer Untersuchungen zwischen 

den eingesetzten Reagenzien kommt.  

4.2.3.2 cDNA-Synthese 

Für die nachfolgende Polymerasekettenreaktion (PCR, siehe Abschnitt 4.2.3.3) muss 

zunächst die RNA, die in diesem Verfahren als Matrize dient, in komplementäre DNA 

(cDNA) umgeschrieben werden (sog. reverse Transkription). Die Synthese der cDNA 

erfolgt mithilfe des QuantiTect reverse Transcription Kit. Da die RNA ein sehr fragiles 

Molekül ist, muss grundsätzlich während aller Arbeitsschritte auf Eis gearbeitet 

werden, um einen RNA-Abbau zu verhindern. Vor der eigentlichen reversen 

Transkription muss zunächst die genomische DNA (gDNA) aus den Proben eliminiert 

werden. Dazu werden zu 0,5 µg RNA jeder Probe 2 µl gDNA-Eliminationspuffer aus 

dem Kit zugesetzt und anschließend auf 14 µl Gesamtvolumen mit RNase-freiem 

Wasser aufgefüllt. Nach achtminütiger Inkubation bei 42 °C kann das Gemisch ohne 

weitere Bearbeitung für die reverse Transkription weiterverwendet werden. Jeder 

Probe werden dann 6 µl Mastermix, bestehend aus 1/6 RTranskriptase, 1/6 RT-

Puffer und 4/6 RT-Primermix zugesetzt, bevor man sie anschließend bei 42 °C für 

30 min inkubieren lässt. Im letzten Schritt muss die reverse Transkriptase bei 95 °C 

für 3 min inaktiviert werden. Danach sind die Proben für die PCR verwendbar bzw. 

können bei -80 °C gelagert werden. 

4.2.3.3 Quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion 

Um Rückschlüsse über die Genexpression zum Zeitpunkt der Probenentnahme 

ziehen zu können, ist die quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) die Methode der 

Wahl. Die PCR, die als Basis für die qRT-PCR dient, ist ein Verfahren, bei dem 

kleinste DNA-Mengen vervielfältigt werden können (Mullis et al., 1986). Das Prinzip 

besteht aus drei Schritten. Im ersten Schritt wird der DNA-Strang bei 95 °C 

denaturiert, wodurch zwei Einzelstränge entstehen. Die in der ersten Phase gelösten 

Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Einzelsträngen würden bei einem zu 

starken Abkühlen der Probe wieder Bindungen miteinander eingehen. Um dies zu 
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verhindern, wird die Probe im weiteren Verfahren je nach Arbeitstemperatur der 

verwendeten Ingredienzien nicht unter 55 – 72 °C heruntergekühlt. Im zweiten 

Schritt, der Annealingphase, werden spezifische Primer eingesetzt, die entsprechend 

ihrer komplementären Struktur nur an bestimmte Targets der DNA binden, womit sie 

den Startpunkt des zu vervielfältigenden DNA-Abschnitts für die Polymerase 

festlegen. Während der dritten Phase, der Elongationsphase, verbindet die DNA-

Polymerase die sich komplementär an die Basen des Einzelstrangs anlagernden 

DNA-Nukleotide miteinander, wodurch wieder ein DNA-Doppelstrang entsteht. Bei 

dem Verfahren werden der Probe spezifische Primer, hitzestabile DNA-Polymerase 

und desoxygenierte Nukleotide zugesetzt. Thermocycler führen diese Schritte 

automatisch in 20 – 40 Zyklen durch. 

Mit der qRT-PCR lässt sich eine quantitative Aussage zu der in der Probe 

vorhandenen DNA-Menge treffen. Dabei macht man sich die Möglichkeit zur 

Detektion von Fluoreszenzemission zu Nutze, indem man beim PCR-Verfahren 

Fluoreszenzfarbstoffe verwendet, die unspezifisch an DNA-Doppelstränge anlagern 

können. Alternativ verwendet man fluoreszenzfarbstoffmarkierte Hybridisierungs-

sonden, die an gewünschte Targets binden. Die dabei gemessene Signalemission 

korreliert mit der in der Probe vorhandenen DNA-Menge. Dem PCR-Verfahren liegt 

ein exponentielles Wachstum der DNA-Menge zugrunde, dass sich in einer Kurve 

gegen die Anzahl der Zyklen auftragen lässt. Die Anfangsphase und die späte 

Plateauphase der Kurve werden nicht zur Analyse verwendet, sondern nur die 

exponentielle Phase. Die verwendete Software berechnet die in der Probe 

vorhandene DNA-Menge mithilfe der parallel ermittelten Standardkurve aus einer 

Lösung mit bekannter DNA-Menge. Neben den zu untersuchenden Genen wird 

immer auch ein sog. Housekeeping-Gen ermittelt, um die vorhandenen Proben 

darauf zu normalisieren. Dieses Gen zeichnet sich dadurch aus, dass es unabhängig 

von externen Einflüssen in konstanten Mengen in einer Zelle produziert wird. In 

dieser Studie wurde das Peptidylprolyl Isomerase A (PPIA) als Haushaltsgen 

verwendet.  

Die Targets inklusive des Housekeeping-Gens werden im Doppelansatz auf eine 96-

Well-Platte zusammen mit den Standardproben und jeweils vier Negativkontrollen, 

bestehend aus H2O. Anschließend wird für jede Probe ein arithmetischer Mittelwert 

ermittelt. 

In der vorliegenden Studie wurde das ABsolute Blue qPCR SYBR Green Mix Kit für 
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die folgenden Targets verwendet: Iba1, Casp3, GFAP, Bax, Hspb1 und TNF Bei 

den übrigen Targets wurden Hybridisierungssonden aus dem LightCycler 480 Probes 

Master Kit verwendet: BAG1, BAG3 und IL1β. Entsprechend der Herstellerangaben 

wurde das in der Tabelle 4.3. aufgeführte Pipettierschema verwendet. 

Tab. 4.3: Pipettierschema für qRT-PCR 

SYBR-Green Hybridisierungssonde 

5 µl SYBR-Green 5 µl Kit-spezifischer Mastermix 

0,25 µl Primer F bzw. S 0,25 µl Primer F bzw. S 

0,25 µl Primer R bzw. A 0,25 µl Primer R bzw. A 

3,5 µl H2O 0,5 µl FL-Sonde 

1 µl Target-DNA 0,5 µl Cy5-Sonde 

 2,5 µl H2O 

 1 µl Target-DNA 

 

4.2.4 Proteinanalyse 

4.2.4.1 Proteinextraktion 

Für die Extraktion werden die ipsilateralen Quadrantentrimmschnitte verwendet. Das 

Gewebe wird mit 150 µl RIPA versetzt, der die Proben für 30 min auf Eis lysiert. Dem 

Puffer wird zuvor ein Protease-Inhibitor zugesetzt, um die enzymatische Zersetzung 

der Proteine zu verhindern. Während dieser Inkubationszeit muss alle 10 min jedes 

Eppendorfgefäß zwei bis drei Mal kräftig über eine Oberfläche mit Querrillen 

gezogen werden, damit die Proben homogenisieren. Im letzten Schritt müssen die 

zellulären Bestandteile von den Proteinen getrennt werden. Dazu wird das Lysat für 

20 min bei 4 °C und 13000 rpm zentrifugiert. Der proteinreiche Überstand wird 

abpipettiert und bei -80 °C gelagert. 

4.2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Mit Hilfe des Lowry DC Protein Assays von BioRad wird die exakte 

Proteinkonzentration jeder einzelnen Probe ermittelt. Für die Untersuchung müssen 

die Proben zunächst 1:10 mit destilliertem Wasser verdünnt werden, da sonst sehr 

kleine Volumina pipettiert werden müssten, was zu Ungenauigkeit in der Messung 

führen kann. Auf eine 96-Well Platte wird mit je 5 µl eine Standardreihe mit defi-
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nierten Proteinkonzentrationen von 0 μg/μl bis 3 μg/μl in 0,5 μg-Schritten aufsteigend 

im Doppelansatz aufgetragen. Danach werden ebenfalls im Doppelansatz je 5 µl der 

verdünnten Proben auf die Wellplatte pipettiert. In jedes Well kommen 25 μl einer 

Lösung dazu, die zu einem Teil aus Reagenz S und zu 49 Teilen aus Reagenz A 

besteht. Bevor die Proben lichtgeschützt für 12 min inkubieren, werden noch 200 µl 

Reagenz B zu jedem Ansatz hinzugefügt. Die enzymatische Reaktion führt zur Farb-

stoffbildung, deren Intensität von der Proteinkonzentration abhängig ist und die 

photometrisch bei 750 nm mittels Glomax multidetection system von Promega 

gemessen wird. Die genaue Proteinkonzentration der Proben wird in Excel über die 

gemessene Standardkurve berechnet.  

4.2.4.3 IgG-Dot Blot 

Die Methode des Dot Blots basiert auf der in Abschnitt 4.2.2.4 beschriebenen Ag-Ak-

Reaktion und deren indirektem Nachweis. Damit bei diesem Verfahren der 

quantitative IgG-Anteil an den Proteinen in der Probe ermittelt werden kann, werden 

zunächst von jeder Probe 50 µg Protein auf 10 μl Gesamtvolumen mit RIPA-Puffer 

aufgefüllt. Danach werden von jeder Probe 2 μl der Puffer-Lysat-Lösung mit 

insgesamt 10 µg Protein auf eine Nitrocellulosemembran aufgetragen. Anschließend 

lässt man die Membran bei Raumtemperatur für 2 h trocknen. Um unspezifische 

Bindungsstellen für Ak zu blockieren, inkubiert man die Membran für 1 h auf der 

Schüttelplatte in TBST gelöster 5%iger Magermilch. Nach dem Schritt erfolgt die 

Inkubation des fluoreszenzmarkierten Sekundär-Ak in 2,5%iger Magermilch in TBST 

gelöst für eine Stunde lichtgeschützt bei Raumtemperatur. Als Primär-Ak dienen bei 

dieser Methode die endogenen IgG-Ak. Im letzten Schritt wird die Ak-Lösung 

zweimalig für 10 min in TBST auf der Schüttelplatte ausgewaschen. Die Signalstärke 

des fluoreszenzmarkierten Ak wird mit dem Odyssey Detection System von Li-Cor 

ermittelt. 

 4.2.4.4 Gelelektrophorese 

Bei der Gelelektrophorese trennt man die Proteine ihrer Masse nach elektro-

phoretisch auf. Das Prinzip basiert darauf, dass ein elektrisches Feld über einem 

diskontinuierlichen Acrylamid-Gel, das als Trennmedium für die Proteine dient, 

geschaffen wird. Das im Ladepuffer enthaltene SDS spaltet die Proteine in ihre 

Untereinheiten auf und bildet mit den Proteinen negativ geladene Komplexe, sodass 

bei der Elektrophorese die Eigenladung der Proteine überdeckt wird und eine Auf-
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trennung der Moleküle nur nach Masse erfolgt. In dem elektrischen Feld wandern die 

Proteine danach entsprechend ihrer Ladung zum Plus-pol. Das Acrylamid-Gel bildet 

eine Netzstruktur, die einen Siebeffekt auf die wandernden Proteine hat. Je größer 

ein Protein ist, desto länger braucht es, um das Gel zu durchwandern (Tiselius, 

1957). Die Dichte des Netzes lässt sich über die Acrylamid-Konzentration steuern. 

Das SDS-Gel ist zusammengesetzt aus einem 7%igem Acrylamid-Sammelgel, das 

mit seiner grobporigen Struktur und dem neutralen pH-Wert von 6,8 dafür sorgt, dass 

sich die Proteine an der Grenze zum Trenngel sammeln und dem 10%igem 

Acrylamid-Trenngel, das einen pH-Wert von 8,8 hat und der eigentlichen 

Auftrennung dient. Die Gele werden entsprechend der in Tabelle 4.4 dargestellten 

Rezeptur hergestellt. 

 

Tab. 4.4: Rezeptur zur Herstellung der Acrylamidgele 

Ingredienzien Sammelgel 10 % Trenngel 10 % 

Wasser 2,25 ml 4 ml 

Sammel-/Trenngel 1,25 ml 2,5 ml 

30%-Acrylamid 1,25 ml 3,25 ml 

10%-APS 75 µl 150 µl 

TEMED 3 µl 5 µl 

 

Zwischen zwei Glasplatten wird zunächst das Gemisch für das Trenngel gegossen 

und dieses mit Isopropanol überschichtet, damit eine glatte horizontale Grenzfläche 

entsteht. Nach etwa 30 min ist das Gel ausgehärtet und das Isopropanol kann 

entfernt werden bevor das Sammelgel darüber gegossen wird. Um das spätere 

Beladen der Gele zu erleichtern, werden Kämme in das noch flüssige Sammelgel 

gehängt, um sog. Taschen zu bilden. Bevor man die Geltaschen später belädt, 

müssen die Proben vorbereitet werden. Jeweils 25 μg Protein werden in einem 

Volumenverhältnis 3:1 (Probenvolumen:Ladungspuffer) mit einem 4-fach-

Ladegspuffer versehen. Zur Denaturierung der Proteine, werden die Proben bei 

95 °C für 5 min im Thermoblock inkubiert. Nach dem Abkühlen können die Taschen 

der Gele beladen werden. Dazu werden die Gele in die Elektrophoresekammer 

eingehängt und die Kammer vollständig mit Laufpuffer aufgefüllt. Zusätzlich zu den 

Proben wird auch ein Prestained-Protein-Marker in das Gel geladen, um später die 
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aufgetrennten Banden einer Größe zuordnen zu können. Die Elektrophorese läuft 

unter einer Stromstärke von 0,04 Ampere für 30 min, bis sich die Proteine vollständig 

an der Grenze zum Trenngel gesammelt haben und anschließend für weitere 55 min 

bei 0,05 Ampere. 

4.2.4.5 Westernblot 

Der Westernblot findet direkt im Anschluss an die Gelelektrophorese statt und wird 

dazu verwendet, die nach Masse aufgetrennten Proteine spezifisch mithilfe der Ag-

Ak-Reaktion zu identifizieren. Dazu muss zunächst ein Transfer der Proteine aus 

dem Gel mithilfe einer erneuten Elektrophorese auf eine Trägermembran erfolgen. In 

dem elektrischen Feld wandern die negativgeladenen Proteine aus dem Gel 

Richtung Anode, auf deren Seite sich die Nitrozellulosemembran befindet (Burnette, 

1981). Man verwendet für dieses Verfahren ein sog. Tank-Blot-System, bestehend 

aus einer Blotkammer, die vollständig mit Blotpuffer gefüllt wird, jeweils einer 

Kathoden- und Anodenplatte und einer dazwischenliegenden Kassette, in die ein 

sog. Sandwich eingelegt wird. Das Sandwich wird wie folgt luftblasenfrei in einem 

Blotpufferbad zusammengesetzt:  

Schwamm – zwei Filterpapiere – Acrylamidgel (mit zuvor abgetrenntem Sammelgel) 

– Nitrozellulosemembran – zwei Filterpapiere – Schwamm  

Der Transfer ist bei einer konstanten Stromstärke von 380 mAmpere nach etwa 

90 min beendet. Während des Verfahrens muss die Kammer mit Eis gekühlt werden. 

Anschließend wird die Membran für eine Stunde bei Raumtemperatur in 5%igem 

BSA in TBS gelöst inkubiert, damit die freien Proteinbindungsstellen blockiert 

werden. Um die zu detektierenden Proteine nachzuweisen wird anschließen der 

Primär-Ak auf die Membran gegeben, der über Nacht bei 4 °C inkubiert. Am 

nächsten Tag wird die Membran zunächst zweimalig für jeweils 10 min in TBST 

gewaschen, bevor der Sekundär-Ak für eine Stunde bei Raumtemperatur auf die 

Membran gegeben wird. Bevor das Fluoreszenzsignal gemessen werden kann, muss 

im letzten Schritt der Sekundär-Ak erneut zweimalig für 10 min in TBST gewaschen 

werden. Die Detektion des fluoreszierenden Sekundär-Ak wird mithilfe des Odyssey 

Detection Systems von Li-Cor durchgeführt. 

In dieser Studie wurden neben dem α-II-Spektrin auch das Glycerinaldehyd-3-

phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) Protein untersucht, das als Haushaltsgen zur 

Normalisierung bei der statistischen Auswertung Verwendung fand.  
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4.3 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung und Anfertigung der Graphen erfolgte mit Hilfe der 

GraphPad Prism 8.3.0-Software. Die in dieser Arbeit präsentierten Ergebnisse 

wurden als Mittelwert ± SEM (Standard error of the mean) angegeben. Jeder 

Datensatz wurde auf Normalverteilung überprüft mithilfe des Shapiro-Wilks-Tests. 

Durch einfaktorielle bzw. zweifaktorielle Varianzanalyse, die sog. One Way oder Two 

Way analysis of variance (ANOVA), wurde die Signifikanz ermittelt. Bei den 

normalverteilten Datensätzen wurde der Holm-Šídák-Post-hoc-Test für den multiplen 

Vergleich angewandt, während die nicht-normalverteilten Datensätze nach Kruskal-

Wallis getestet und durch Dunn-Test beim multiplen Testen korrigiert wurden. 

p < 0,05 wurde als signifikant gewertet. Beim Vergleich von nur zwei Gruppen wurde 

in dem Fall einer Normalverteilung der Daten der t-Test zu einem Signifikanzniveau 

von α = 5 % angewandt. Die Kennzeichnung für die Graphen erfolgte wie folgt: 

p < 0,05 mit *, p < 0,01 mit ** und p < 0,001 mit ***. Werte zwischen 0,05 – 0,1 

wurden als Trend gewertet.  
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5 Ergebnisse 

Die Darstellung der Ergebnisse der in Abschnitt 4 beschriebenen Untersuchungen 

erfolgt im Folgenden graphisch unter Angabe des Mittelwerts ± Standardfehler (SEM) 

und der individuellen Werte. 

 

5.1 Gewichtsverlust und neurologische Verhaltensuntersuchung  

5.1.1 Gewichtsentwicklung 

Das Fressverhalten der Tiere kann als indirekter Marker für das Wohlergehen 

genutzt werden. Reduziertes Wohlbefinden z. B. unter Stress, Schmerzen oder 

Erkrankung spiegelt sich direkt in einer verminderten Nahrungsaufnahme wider, die 

man anhand des Körpergewichts beobachten kann.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5.1: Gewichtsverlust in Prozent 24 h nach dem CCI-/Shameingriff 

CCI Vehikel n=12, CCI ATRA n=12, Sham Vehikel n=8, Sham ATRA n=8, * p < 0,05, ** p < 

0,01, *** p < 0,001, one-way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Šídák. 

 

Dargestellt in Abb. 5.1 ist der Gewichtsverlust der Tiere 24 h nach dem jeweiligen 

Sham- oder CCI-Eingriff. Dieser wird prozentual zum präoperativen Ausgangswert 

angegeben. Präoperativ unterscheidet sich das Körpergewicht zwischen den vier 

Gruppen nicht signifikant voneinander (CCI Vehikel 23,93 ± 0,3048 g; CCI ATRA 

23,75 ± 0,2251 g; Sham Vehikel 24,36 ± 0,5809 g; Sham ATRA 23,48 ± 0,3644 g). In 

allen Gruppen ist 24 h postoperativ eine deutliche Gewichtsreduktion erkennbar (CCI 

Vehikel -13,9 ± 0,4808%; CCI ATRA -12,09 ± 0,7206%; Sham Vehikel -6,256 ± 
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1,371%; Sham ATRA -7,114 ± 0,9929%). Ein signifikanter Unterschied zwischen den 

ATRA-Gruppen und den Vehikel-Gruppen besteht nicht. Es lässt sich jedoch 

erkennen, dass die Sham-Tiere einen signifikant geringeren Gewichtsverlust im 

Vergleich zu den CCI-Tieren erlitten haben (CCI Vehikel 23,93 ± 0,3048 g vs. Sham 

Vehikel 24,36 ± 0,5809 g, p<0,0001; CCI ATRA 23,75 ± 0,2251 g vs. Sham ATRA 

23,48 ± 0,3644 g, p= 0,0008).  

5.1.2 Rotarod 

Die Grafiken in Abb. 5.2 und 5.3 veranschaulichen die motorischen Fähigkeiten und 

Kondition der Tiere vor und 24 h nach dem Eingriff. Die Tiere hatten sowohl 

präoperativ wie auch prämortal mehrere Durchläufe auf dem Rotarod. Für die 

Auswertung wurde der jeweilige Mittelwert aus diesen Durchläufen herangezogen. In 

Abb. 5.2 ist der direkte Vergleich der prä- und postoperativen Werte dargestellt. Die 

beiden CCI-Gruppen hatten postoperativ signifikant schlechtere Leistungen auf dem 

Rotarod im Vergleich zum Vortag, wohingegen die Sham-Tiere keine Leistungs-

beeinträchtigungen aufweisten (CCI Vehikel p=0,0437, CCI ATRA p=0,0008, Sham 

Vehikel p=0,9634, Sham ATRA p=0,9634). Im Vergleich der Leistungsdifferenz 

zeigen die Tiere in den beiden CCI-Gruppen eine tendenziell schlechtere Leistung 

auf dem Rotarod als die Sham-Tiere, die keinen Leistungsabfall hatten (CCI Vehikel -

15,54 ± 5,601 s; CCI ATRA -25,21 ± 6,479 s; Sham Vehikel -0,7292 ± 8,610 s; Sham 

ATRA -1,813 ± 6,097 s, siehe Abb. 5.3). Ein signifikanter Unterschied zwischen den 

Interventionsgruppen Vehikel- und ATRA-Gabe besteht postoperativ nicht.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5.2: Zeit bis zum Sturz, Vergleich der Mittelwerte prä- und postoperativ 

CCI Vehikel n=12, CCI ATRA n=12, Sham Vehikel n=8, Sham ATRA n=8, * p < 0,05, ** p < 

0,01, *** p < 0,001, two-way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Šídák. 
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Abb. 5.3: Zeit bis zum Sturz, Differenz der Mittelwerte prä- und postoperativ 

CCI Vehikel n=12, CCI ATRA n=12, Sham Vehikel n=8, Sham ATRA n=8, * p < 0,05, ** p < 

0,01, *** p < 0,001, one-way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Šídák. 

 

5.1.3 Neuroscore 

Beim CCI wird die Läsion im Bereich des primär und sekundär motorischen Kortex 

gesetzt. Die dabei zu erwartenden Defizite, wurden mithilfe des Neuroscores erfasst. 

Je höher die Punktzahl, desto höher die neurologischen Defizite. Präoperativ weisen 

alle Tiere einen Neuroscore von 0 auf. Abb. 5.4 zeigt, dass 24 h nach der 

Intervention in beiden CCI-Gruppen ein deutliches neurologisches Defizit erkennbar 

ist (CCI Vehikel 5,5 ± 0,3989; CCI ATRA 4,917 ± 0,468; Sham Vehikel 0,25 ± 0,1637; 

Sham ATRA 0,125 ± 0,125). Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den 

jeweiligen Sham- und CCI-Gruppen (CCI Vehikel vs. Sham Vehikel, p<0,0001; CCI 

ATRA vs. Sham ATRA p<0,0001) jedoch kann kein Einfluss von ATRA innerhalb der 

Interventionsgruppen gezeigt werden.   
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Abb. 5.4: Neuroscore zum Zeitpunkt 24 h nach dem Eingriff 

CCI Vehikel n=12, CCI ATRA n=12, Sham Vehikel n=8, Sham ATRA n=8, * p < 0,05, ** p < 

0,01, *** p < 0,001, Kruskal-Wallis-Test mit Korrektur nach Dunn. 

 

5.2 Histologische Untersuchungen   

5.2.1 Volumetrie 

Mithilfe der Nissl-Färbung konnte das Schadensvolumen 24 h nach dem CCI beider 

CCI-Gruppen mikroskopisch bestimmt werden. Abb. 5.5 zeigt das absolute 

Schadensvolumen in mm³ der ipsilateralen Seite. Im direkten Vergleich der beiden 

CCI-Gruppen zeigt sich kein signifikanter Unterschied (CCI Vehikel 35,28 ± 

2,337 mm³; CCI ATRA 35,47 ± 1,516 mm³). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5.5: Kontusionsvolumen in mm³ 

CCI Vehikel n=12, CCI ATRA n=12, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, Ungepaarter-t-Test. 
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5.2.2 IgG-Färbung 

Mithilfe einer immunhistochemischen Färbung lassen sich gezielt Antigene 

visualisieren. Die bei dieser Untersuchung bestimmten IgG im Gewebe dienen als 

Maß für das Kontusionsvolumen bzw. für die BHS-Störung und wurden hier für beide 

CCI-Gruppen durch Ausmessung der Ebenen 11. und 12. in mm² bestimmt (siehe 

Abb. 5.7). Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen der CCI-Vehikel- 

(13,99 ± 0,7258 mm²) und der CCI-ATRA-Gruppe (13,92 ± 0, 0,5918 mm², siehe 

Abb. 5.6).  

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5.6: IgG-positiver Bereich beider Hemisphären 24 h nach dem CCI 

CCI Vehikel n=12, CCI ATRA n=12, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, t-Test. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a)                                                              b) 

Abb. 5.7: repräsentative Auswahl immunhistochemisch gefärbter Schnitte 

a) Schadensfreie Schnittfläche eines Gehirns von einem Shamtier  

b) Dunkel verfärbt sieht man die IgG-reichen Areale bei einem CCI-Tier 
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5.3 PCR   

Die quantitative Echtzeit-PCR erlaubt Rückschlüsse über die mengenmäßige mRNA-

Expression und damit die Genaktivität zum Zeitpunkt der Probenentnahme. Um eine 

Vergleichbarkeit der einzelnen Proben zu erreichen, wurde die Anzahl der jeweiligen 

DNA-Kopien für alle nachfolgenden Untersuchungen auf das Haushaltsgen PPIA 

normalisiert.  

5.3.1 TNF-α 

Der Tumornekrosefaktor α (TNF-α) ist ein pleiotropher Entzündungsmediator, der als 

proinflammatorisches Zytokin von aktivierter Mikroglia sezerniert wird und an einer 

Reihe pathologischen Prozesse beteiligt ist, die letztendlich alle zum Sekundär-

schaden beitragen (Chen et al., 2019). Im Rahmen dieser Arbeit wurde es als Neuro-

inflammationsmarker verwendet. Die Untersuchungen haben signifikante Unter-

schiede in der TNF-α mRNA-Expression zwischen den CCI- und Sham-Gruppen 

aufgezeigt (p = <0,0001, CCI-Vehikel vs. Sham-Vehikel; p = 0,0004, CCI ATRA vs. 

Sham ATRA), allerdings konnte kein Einfluss von ATRA gezeigt werden (CCI Vehikel 

3,351e-006 ± 3,075e-007; CCI ATRA 2,929e-006 ± 2,879e-007; Sham-Vehikel 

1,248e-006 ± 1,229e-007; Sham-ATRA 1,262e-006 ± 1,461e-007, siehe Abb. 5.8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5.8: TNF-α-Expression 

CCI Vehikel n=12, CCI ATRA n=12, Sham Vehikel n=8, Sham ATRA n=8, * p < 0,05, ** p < 

0,01, *** p < 0,001, one-way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Šídák. 
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5.3.2 IL-1β 

Das proinflammatorische Zytokin Interleukin-1β ist ein zentraler Inflammations-

mediator im Rahmen des Sekundärschadens, der von aktivierten Mikroglia und 

Astrozyten sezerniert wird (reviewed in Fogal und Hewett, 2008). Es wurde als 

Neuroinflammationsmarker verwendet. Vergleicht man die mRNA-Expression 

zwischen den einzelnen Gruppen, lässt sich nur ein Unterschied zwischen den 

jeweiligen CCI- und Sham-Gruppen finden und kein Einfluss von ATRA (p = 0,0001, 

CCI-Vehikel vs. Sham-Vehikel; p = 0,0070, CCI ATRA vs. Sham ATRA; CCI Vehikel 

0,004182 ± 0,0003390; CCI ATRA 0,003413 ± 0,0003404; Sham-Vehikel 0,0006606 

± 3,761e-005; Sham-ATRA 0,0007006 ± 5,489e-005, siehe Abb. 5.9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5.9: IL-1β-Expression  

CCI Vehikel n=12, CCI ATRA n=12, Sham Vehikel n=8, Sham ATRA n=8, * p < 0,05, ** p < 

0,01, *** p < 0,001, Kruskal-Wallis-Test mit Korrektur nach Dunn. 

 

5.3.3 GFAP 

Im Kontext des Sekundärschadens kommt es zur erhöhten Astrozytenaktivität und 

zur Hochregulation der GFAP-Expression, die sich damit als spezifischer Marker für 

Astrogliose eignet (Hummel et al., 2020; Yang und Wang, 2015). Die Expression von 

GFAP wird in beiden Interventionsgruppe nicht signifikant durch die Applikation von 

ATRA beeinflusst (CCI Vehikel 0,002843 ± 0,0002424; CCI ATRA 0,002750 ± 

0,0002772; Sham-Vehikel 0,001873 ± 0,0002091; Sham-ATRA 0,001444 ± 
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0,0001885). Beim Vergleich der CCI-Gruppen mit den Sham-Gruppen lässt sich ein 

signifikanter Unterschied feststellen (p = 0,0414, CCI-Vehikel vs. Sham-Vehikel; p = 

0,0043, CCI ATRA vs. Sham ATRA, siehe Abb. 5.10.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5.10: GFAP-Expression 

CCI Vehikel n=12, CCI ATRA n=12, Sham Vehikel n=8, Sham ATRA n=8, * p < 0,05, ** p < 

0,01, *** p < 0,001, one-way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Šídák. 

 

5.3.4 Iba1 

Die Aktivierung von ortsansässigen und peripheren Immunzellen, wie der Mikroglia 

und den Makrophagen, ist eine weitere Komponente des Sekundärgeschehens. Im 

Rahmen dieser Aktivierung findet sich eine erhöhte Iba1-Expression (Ito et al., 2001). 

In dieser Arbeit dient es als Marker für Neuroinflammation und Mikrogliaktivität. 

Innerhalb der CCI-Gruppen (CCI Vehikel 0,1913 ± 0,00466; CCI ATRA 0,1901 ± 

0,004869) und der Sham-Gruppen (Sham-Vehikel 0,1689 ± 0,006209; Sham-ATRA 

0,1745 ± 0,005) gibt es keine signifikanten Unterschiede innerhalb von 24 h. 

Lediglich der Vergleich der Vehikel-Gruppen untereinander zeigt einen signifikanten 

Unterschied (p= 0,0283, siehe Abb. 5.11). 
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Abb. 5.11: Iba1-Expression  

CCI Vehikel n=12, CCI ATRA n=12, Sham Vehikel n=8, Sham ATRA n=8, * p < 0,05, ** p < 

0,01, *** p < 0,001, one-way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Šídák. 

 

5.3.5 Caspase-3 

Im Rahmen des programmierten Zelltods kommt es zum erhöhten proteolytischen 

Abbau von Zellbestandteilen. Eine an diesem Abbau beteiligte Cysteinprotease ist 

die Caspase-3, die als Apoptosemarker in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde 

(Cregan et al., 1999?). In der posttraumatischen Expression von Caspase-3 gibt es 

zwischen keiner der Gruppen (CCI Vehikel 0,0003663 ± 1,801e-005; CCI ATRA 

0,0003392 ± 1,813e-005; Sham-Vehikel 0,0003311 ± 1,291e-005; Sham-ATRA 

0,0003176 ± 2,334e-005) einen signifikanten Unterschied (siehe Abb. 5.12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5.12: Caspase-3-Expression  

CCI Vehikel n=12, CCI ATRA n=12, Sham Vehikel n=8, Sham ATRA n=8, * p < 0,05, ** p < 

0,01, *** p < 0,001, Kruskal-Wallis-Test mit Korrektur nach Dunn. 
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5.3.6 Bax 

Bax ist ein weiterer Apoptosemarker, der in der vorliegenden Studie verwendet 

wurde. Es gehört zu den regulatorischen Proteinen der Apoptose und wirkt bei 

Einwirkung schädlicher Stimuli auf die Zelle proapoptotisch (Hetz et al., 2005). Ein 

signifikanter Einfluss auf die Bax mRNA-Expression von ATRA konnte nicht gezeigt 

werden (CCI Vehikel 0,0006061 ± 1,653e-005; CCI ATRA 0,0005998 ± 2,019e-005; 

Sham-Vehikel 0,0005381 ± 1,732e-005; Sham-ATRA 0,0005170 ± 2,099e-005). Es 

besteht eine signifikante Erhöhung der Expression in den beiden CCI-Gruppen im 

Vergleich zu der Sham-ATRA-Gruppe (p = 0,0311, p = 0,0113, siehe Abb. 5.13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5.13: Bax-Expression 

CCI Vehikel n=12, CCI ATRA n=12, Sham Vehikel n=8, Sham ATRA n=8, * p < 0,05, ** p < 

0,01, *** p < 0,001, Kruskal-Wallis-Test mit Korrektur nach Dunn. 

 

5.3.7 BAG1 

Im Rahmen der Apoptose gibt es eine Reihe regulatorischer Proteine, die diese 

initiieren oder hemmen können. BAG1 ist ein solches Protein, das antiapoptotisch 

wirkt und u. a. am proteosomalen Abbau beteiligt ist. Seine erhöhte Expression lässt 

sich als Stressantwort der Zelle im Rahmen des Sekundärschadens finden (Liu et al., 

2020). In der vorliegenden Untersuchung dient es als Marker für Apoptose. Zwischen 

keiner der untersuchten Gruppen gab es einen signifikanten Unterschied (CCI 

Vehikel 0,003978 ± 0,0001035; CCI ATRA 0,003948 ± 0,0001083; Sham-Vehikel 

0,003986 ± 7,912e-005; Sham-ATRA 0,003750 ± 9,407e-005, siehe Abb. 5.14). 
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Abb. 5.14: BAG1-Expression 

CCI Vehikel n=12, CCI ATRA n=12, Sham Vehikel n=8, Sham ATRA n=8, * p < 0,05, ** p < 

0,01, *** p < 0,001, one-way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Šídák. 

 

5.3.8 BAG3 

Genauso wie das BAG1 lässt sich das BAG3 als antiapoptotisches Protein im 

Rahmen der Zellantwort auf den Zellschaden finden und wurde im Nachfolgenden 

als Apoptosemarker verwendet (Gamerdinger et al., 2009). Ein signifikanter 

Unterschied in der Expression von BAG3 lässt sich zwischen den Interventions-

gruppen nicht feststellen (CCI Vehikel 0,0003753 ± 2,930e-005; CCI ATRA 

0,0003523 ± 2,373e-005; Sham-Vehikel 0,0002203 ± 1,038e-005; Sham-ATRA 

0,0002099 ± 2,215e-005). Es besteht eine signifikante Erhöhung der BAG3-

Expression im Rahmen des CCI im Vergleich zu den beiden Shamgruppen (p = 

0,0087, CCI-Vehikel vs. Sham-Vehikel; p = 0,0102, CCI ATRA vs. Sham ATRA), 

aber es lässt sich kein Einfluss von ATRA zeigen (siehe Abb. 5.15).   
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Abb. 5.15: BAG3-Expression  

CCI Vehikel n=12, CCI ATRA n=12, Sham Vehikel n=8, Sham ATRA n=8, * p < 0,05, ** p < 

0,01, *** p < 0,001, Kruskal-Wallis-Test mit Korrektur nach Dunn. 

 

5.3.9 Hsp-β1 

Das Hsp-β1 gehört zu den Chaperonen, die die Proteinhomöostase einer Zelle 

regulieren, und hat wie alle Mittglieder der Hsp-Familie eine antiapoptotische 

Wirkung. Bei neuronalem Schaden findet eine Hochregulation der mRNA-Expression 

des Hsp-β1 statt (reviewed in Stetler et al., 2009). Im vorliegenden Experiment wurde 

Hsp-β1 als Marker für neuronalen Schaden verwendet. Signifikante Unterschiede 

bestehen zwischen den jeweiligen CCI- und Sham-Gruppen (p = <0,0001, CCI-

Vehikel vs. Sham-Vehikel; p = <0,0001, CCI ATRA vs. Sham ATRA). Ein Einfluss 

von ATRA auf die Genexpression von Hsp-β1 konnte innerhalb der CCI- und der 

Sham-Gruppe nicht gezeigt werden (CCI Vehikel 0,0002836 ± 2,984e-005; CCI 

ATRA 0,0002764 ± 1,884e-005; Sham-Vehikel 5,525e-005 ± 1,807e-006; Sham-

ATRA 5,799e-005 ± 3,124e-006, siehe Abb 5.16). 
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Abb. 5.16: Hsp-β1-Expression 

CCI Vehikel n=12, CCI ATRA n=12, Sham Vehikel n=8, Sham ATRA n=8, * p < 0,05, ** p < 

0,01, *** p < 0,001, one-way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Šídák. 

 

5.4 Proteinanalyse 

5.4.1 Dot-Blot – Immunglobulin G 

Die BHS-Störung ist eine der zentralen Pathomechanismen, die zum endgültigen 

Ausmaß des Sekundärschadens beitragen. Durch die gestörte Integrität kommt es 

zur Extravasation von Serumproteinen ins Hirnparenchym, darunter IgG, das in 

vorherigen Studien und der vorliegenden Arbeit als Marker für die BHS-Störung 

verwendet wurde (Cucullo et al., 2003; Hummel et al., 2020). Der IgG-Dotblot dient 

der Quantifizierung der IgG-Mengen (siehe Abb 5.17). In der densitometrischen 

Bestimmung von IgG konnte kein Einfluss von ATRA in den Vergleichsgruppen 

gezeigt werden (CCI Vehikel 403309 ± 22853; CCI ATRA 381332 ± 12465; Sham-

Vehikel 255173 ± 9407; Sham-ATRA 226521 ± 5711). Die IgG-Mengen 

unterscheiden sich jedoch signifikant im Vergleich der CCI-Gruppen mit den Sham-

Gruppen (p <0,0001, CCI-Vehikel vs. Sham-Vehikel; p <0,0001, CCI ATRA vs. Sham 

ATRA, siehe Abb. 5.17) 
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a)                                                                              b) 

 

Abb. 5.17: IgG-Dotblot 

a) Proteinlevel. CCI Vehikel n=12, CCI ATRA n=12, Sham Vehikel n=8, Sham ATRA 

n=8, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, one-way ANOVA mit Korrektur nach Holm-

Šídák 

b) Signalstärke CCI- im Vergleich zum Sham-Tier 

 

5.4.2 Spektrin Westernblot 

Bei gesteigertem Zelluntergang kommt es zur Aktivierung von Caspasen und 

Calpain, die im Rahmen ihrer proteolytischen Aktivität α-II-Spektrin, ein Bestandteil 

des neuronalen Zytoskeletts, in unterschiedlich große Fragmente abbauen (Ringger 

et al., 2004). Im Rahmen der Nekrose entstehen dabei überwiegend 150/145 kDa-

große Fragmente des Spektrins. Bei der Apoptose werden hingegen mehr 120 kDa-

große Spaltprodukte gebildet. In der vorliegenden Studie dienen die Fragmente als 

Marker für Zelluntergang. GAPDH ist ein ubiquitär vorhandenes Protein, das als 

Referenz für die Proteinmenge verwendet wurde. In Abb. 5.19 ist exemplarisch der 

Westernblot jeweils für ein CCI- und ein Sham-Tier gezeigt.  

Vergleicht man die Proteinmenge bei den 150/145 kDa großen-Fragmenten, gibt es 

lediglich zwischen den CCI- und den Sham-Gruppen signifikante Unterschiede. Eine 

Wirkung von ATRA ist nicht zu erkennen (p = 0,0065, CCI-Vehikel vs. Sham-Vehikel; 

p = 0,0042, CCI ATRA vs. Sham ATRA; CCI Vehikel 0,2652 ± 0,05774; CCI ATRA 

0,2936 ± 0,02264; Sham-Vehikel 0,03284 ± 0,00663; Sham-ATRA 0,04309 ± 

0,009105, siehe Abb. 5.18). Bei dem in Abb. 5.18. dargestellten Vergleich der 

120 kDa-Fragmente gab es zwischen keiner der Gruppen signifikante Unterschiede 

(CCI Vehikel 0,03042 ± 0,005678; CCI ATRA 0,02909 ± 0,002614; Sham-Vehikel 
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0,02242 ± 0,004716; Sham-ATRA 0,02032 ± 0,004439). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a)                                                                    b) 

 

Abb. 5.18: Auswertung des Westernblots von α-II-Spektrin 

a) 150/145 kDa-Fragmente normalisiert zu GAPDH. CCI Vehikel n=12, CCI ATRA n=12, 

Sham Vehikel n=8, Sham ATRA n=8, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, one-way 

ANOVA mit Korrektur nach Holm-Šídák. 

b) 120 kDa-Fragmente normalisiert zu GAPDH. CCI Vehikel n=12, CCI ATRA n=12, 

Sham Vehikel n=8, Sham ATRA n=8, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, one-way 

ANOVA mit Korrektur nach Holm-Šídák. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5.19: Westernblot mit Spektrinspaltprodukten und GAPDH 

Dargestellt ist ein repräsentativer Westernblot von Hirnlysaten eines CCI- und eines Sham-

Tiers. Lysate wurden von verletzten Hemisphären nach einem CCI sowie unverletzten 

Hemisphären nach der Sham-Prozedur untersucht. Die unterschiedliche Signalstärke für das 

145 kDa-große Calpainspaltprodukt ist deutlich erkennbar. Im Gegensatz dazu waren die 

120 kDa-große Caspasespaltprodukte bei allen Gruppen nur in geringen Mengen vorhanden.  
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6 Diskussion 

6.1 Gewicht  

Die Entwicklung des Körpergewichts ist ein etablierter Parameter für das Wohl-

ergehen der Tiere. Das präoperativ erhobene Ausgangsgewicht hatte in allen vier 

Gruppen die gleiche Verteilung, was für eine Vergleichbarkeit der Tiere spricht. 24 h 

nach dem jeweiligen Eingriff hatten alle Gruppen einen signifikanten Gewichtsverlust 

verzeichnet, wobei die beiden CCI-Gruppen im Vergleich zu den Sham-Gruppen, die 

eine Gewichtsreduktion von bis zu 7 % hatten, höhere Gewichtsverluste von bis zu 

14 % hatten. Diese Beobachtung deckt sich mit früheren Studien, die ebenfalls einen 

Gewichtsverlust 24 h nach dem CCI von bis zu 10 % zeigten (Luh et al., 2011). Ein 

Einfluss von ATRA konnte in dieser Studie nicht gezeigt werden. Das erwartete 

Ergebnis wurde bestätigt, da anzunehmen ist, dass das initial reduzierte Wohl-

befinden vor allem dem Primärschaden und den Auswirkungen des jeweiligen 

operativen Eingriffs zuzuschreiben ist und nach 24 h nur bedingt durch den 

Sekundärschaden weiter beeinflusst wird. Weiter muss man beachten, dass aus 

Langzeitbeobachtungen mit einem Follow-up von drei bis sieben Monaten bekannt 

ist, dass CCI-Tiere trotz guter Spontanregenration bei der erneuten Gewichts-

zunahme nicht das Niveau der Sham-Tiere erreichen, obwohl bei anderen initial 

detektierten Defiziten wie z. B. den motorischen Leistungen eine vollständige Rekon-

valeszenz innerhalb von wenigen Tagen erreicht werden kann (Pöttker et al., 2017; 

Vogel et al., 2020). Vogel und Kollegen untersuchten im Maus-Modell die Langzeit-

folgen eines CCI während eines Beobachtungszeitraums von drei bis sechs 

Monaten. Sie konnten zeigen, dass CCI-Tiere im Vergleich zu Sham-Tieren bei 

gleichartiger Nahrungsaufnahme u. a. eine nächtliche Hyperaktivität und reduzierte 

Endocannabinoidsynthese aufweisen, die u. a. die Nozizeption und die Appetit-

regulation beeinflussen. Trotzdem konnten sie keinen direkten Zusammenhang 

zwischen der geringeren Gewichtszunahme und den festgestellten Veränderungen 

finden. Daraus schlussfolgerten sie, dass die reduzierte Gewichtszunahme mit einer 

erhöhten Stoffwechselaktivität im Rahmen des Sekundärschadens im Zusam-

menhang stehen könnte (Vogel et al., 2020). Damit wird deutlich, dass ein denkbarer 

Benefit durch die Wirkung von ATRA auf die erneute Gewichtszunahme durch das 

gewählte Studiendesign des vorliegenden Experiments, das primär den Fokus auf 

der lokalen Akuttherapie von ATRA legt, nicht erfasst werden kann. 
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6.2 Neurobiologisches Verhalten 

In der vorliegenden Studie wurde zur Erfassung des neurologischen Verhaltens der 

Rotarod und der Neuroscore verwendet. Beide Verfahren sind geeignet, um die 

durch die Läsion im Bereich des motorischen Kortex entstandenen Defizite zu 

erfassen. Präoperativ hatten alle Gruppen nach dem Training im Rotarod 

erwartungsgemäß die gleiche Leistung. 24 h nach dem jeweiligen Eingriff gab es 

unter den Sham-Tieren keinen Leistungsabfall. Die beiden CCI-Gruppen hatten 

postoperativ einen signifikanten Leistungsabfall zum Vortag, der jedoch von der 

ATRA-Therapie unbeeinflusst blieb.  

Der Rotarod ist seit dem Einführen des Versuchsgrundaufbaus in den 1950er Jahren 

und der bis heute verwendeten Modifikation durch Jones und Roberts eine etablierte 

Methode zur Bewertung der motorischen Koordination und Kondition der 

Versuchstiere (Jones und Roberts, 1968). Ursprünglich für die Ratte konzipiert wurde 

er inzwischen durch die Veränderung des Walzendurchmessers und der Geschwin-

digkeit an die Maus angepasst. Bei der Durchführung wurde darauf geachtet, dass 

für die Tiere konstante Bedingungen wie Tageszeit, Testdauer, Testraum, Reihen-

folge der Testung und Gewöhnung an das Handling vorlagen, da sie Einflussgrößen 

für das Verhalten und die Motivation der Tiere sind. Abweichungen von den konstan-

ten Bedingungen wirken als Störfaktoren und beeinflussen die Bewertbarkeit der 

Ergebnisse (Shiotsuki et al., 2010). Beim vorliegenden Studiendesign ist die 

Aussagekraft dieses Tests limitiert. Der Rotarod ist bei Fragestellungen mit kurzer 

Überlebensdauer und entsprechend wenigen Durchläufen nicht sensitiv genug, um 

auch minimale Veränderungen in der Leistung zu detektieren. In Studien mit längerer 

Beobachtungsphase kann der Rotarod bei wiederholter Evaluierung dagegen 

deutlich besser die Dynamik in der Leistungsänderung aufdecken (Carter et al., 

2001).  

Eine genauere Differenzierung der neurologischen Defizite erfolgte mithilfe des 

Neuroscore, der neben der Koordination und Kondition auch Reflexe, allgemeines 

Verhalten und die Fähigkeit Gleichgewicht halten zu können beurteilt. 24 h nach dem 

Trauma erzielten die CCI-Tiere im Neuroscore sowohl in der ATRA-Gruppe als auch 

in der Vehikel-Gruppe eine signifikant schlechtere Leistung als die jeweiligen Sham-

Tiere. Ein möglicher Einfluss von ATRA konnte in keiner Gruppe gezeigt werden. 

Insgesamt ist der Neuroscore als eine valide und etablierte Methode anzusehen, die 

anfangs für das Ratten-Modell entwickelt wurde und aus einem binären Bewer-
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tungssystem bestand (Shohami et al., 1995). Im Verlauf erfuhr der Versuchsaufbau 

schnell eine Modifikation und Anpassung für die Maus als Versuchstier (Chen et al., 

1996). Die Limitationen sind ähnlich wie beim Rotarod bei den Einflussgrößen 

vorhanden. Das Verhalten der Tiere wird stark durch die umgebenden Parameter, 

die Testreihenfolge und die Tageszeit beeinflusst. Bspw. macht es einen 

Unterschied, ob der Neuroscore vor oder nach dem Rotarod durchgeführt wird oder 

mögliche Medikamentengaben vor der Testdurchführung erfolgen (Yarnell et al., 

2016). Dieser Umstand erschwert die Übertragung von Ergebnissen zwischen 

verschiedenen Arbeitsgruppen. Es bedarf einheitlicher Durchführungsprotokolle, um 

die Vergleichbarkeit zwischen den Arbeitsgruppen zu steigern, da eine große Hetero-

genität in der Durchführung besteht.  

 

6.3 Experimentelles SHT-Modell und Übertragbarkeit in die Klinik 

Das CCI-Modell hat seit der Erstbeschreibung Ende der 1980er Jahre (Lighthall, 

1988) zahlreiche Anpassungen an unterschiedliche Spezies wie Maus, Ratte, 

Schwein und Primat erfahren und ist inzwischen ein etabliertes Modell eines expe-

rimentellen SHT. Die Wahl auf die Maus als Versuchstier fällt oft, weil es ein kosten-

günstiges und relativ einfach zu haltendes Versuchstier ist. Zudem bietet es die 

Möglichkeit sog. Knockout-Tiere zu verwenden, um gezielt eine bestimmte Gen-

aktivität zu untersuchen. Die Pathomechanismen, die bei einem CCI-Maus-Modell 

entstehen, lassen sich mit dem Primär- und Sekundärschaden eines humanen SHT 

vergleichen (reviewed in Cernak, 2005). Eine gute Schulung des Operateurs voraus-

gesetzt bietet es mit den frei wählbaren Parametern wie der Eindringtiefe, 

Geschwindigkeit und Größe des Bolzens eine relativ hohe experimentelle 

Reproduzierbarkeit.  

Trotz der zahlreichen Vorteile hat das Modell auch einige Einschränkungen und lässt 

sich – obgleich identische zelluläre Prozesse wie beim humanen SHT vorhanden 

sind – nur bedingt auf den Menschen übertragen. Die Unfallmechanismen beim 

Primärschaden sind in der Realität sehr heterogen. Oft sind es Kombinationen aus 

Akzelerations-Dezelerations-Trauma, direktem Aufpralltrauma, Explosionstrauma 

und Rotationstrauma oder das SHT findet sich im Rahmen eines den ganzen Körper 

betreffenden Polytraumas. Im experimentellen Setting ist man trotz diverser SHT-

Modelle (reviewed in Albert-Weissenberger und Sirén, 2010) immer nur in der Lage 
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bestimmte Teilaspekte eines SHT zu reproduzieren. Weiter kommt hinzu, dass das 

Patientenkollektiv heterogen ist. Faktoren wie Alter, Geschlecht und Komorbiditäten 

haben entscheidenden Einfluss auf den Outcome und die Sekundärprozesse. Auch 

genetische Faktoren müssen beachtet werden. So wurde z. B. von Lawrence und 

Kollegen gezeigt, dass der Genotyp für das Apolipoprotein E, der im Zusammenhang 

mit erhöhtem Risiko für Morbus Alzheimer steht, Einfluss auf das Langzeitoutcome 

von Patienten mit SHT hat (Lawrence et al., 2015).  

Weitere Limitation in der Übertragbarkeit findet sich in der Durchführung der 

Kraniotomie, die so in der Realität bei Patienten in der Regel nicht erfolgt. Die 

Kraniotomie an sich kann bereits sekundäre Prozesse einleiten (Cole et al., 2011). 

Im klinischen Alltag erfolgt die Einteilung der Schwere des SHT nach den 

neurologischen Defiziten und der radiologischen Bildgebung. Laborchemische 

Marker, wie sie z. B. bei dem Myokardinfarkt mit dem Troponin etabliert sind, fehlen 

zur Zeit noch (reviewed in Adrian et al., 2016). Es herrscht Uneinigkeit bezüglich der 

Einteilung der Schwere des SHT im Tiermodell. In vielen Studien erfolgt die 

Einteilung nach dem Gewebeschaden, der erst post mortem erfasst wird. Darin liegt 

eine Einschränkung der Übertragbarkeit auf das humane SHT begründet. Ohne klare 

Definition eines milden, moderaten oder schweren SHT im Tiermodell lässt sich kein 

uneingeschränkter Transfer möglicher Erkenntnisse zu schweregradspezifischen 

Therapien oder Biomarkern auf den Menschen übertragen (Saatman et al., 2006).  

In dieser Arbeit erfolgte die ATRA-Gabe noch intraoperativ unmittelbar vor dem CCI. 

Für eine bessere Abbildung der Realität müsste der Interventionszeitpunkt deutlich 

später gewählt werden, z. B. innerhalb eines Zeitfensters von 15 bis 60 min. Damit 

lässt sich die Ereigniskette nach einem SHT bestehend aus Erstversorgung vor Ort, 

Transport zur Klinik und den ersten gezielten Therapiemaßnahmen, die der 

Diagnostik nachgeschaltet sind, besser abbilden zu können (Maegele et al., 2019). 

Auch von Bedeutung für die Auswertung und Übertragbarkeit des CCI-Modells bei 

der Maus ist die relativ hohe spontane Regenerationsfähigkeit der Tiere in Langzeit-

beobachtungen. Auch ohne Interventionsmaßnahmen zeigen die Tiere eine Remis-

sion im Verlauf (Onyszchuk et al., 2007). So bedarf es sensitiver Parameter bei den 

Untersuchungen, um besser zwischen dem therapeutischen Effekt und dieser 

Fähigkeit differenzieren zu können. Der Einfluss der Anästhesie bei der Versuchs-

durchführung muss ebenfalls beachtet werden, auch hier besteht eine Limitation in 

der Übertragbarkeit. Bei milden bis moderaten SHT ist der Einsatz von Anästhetika 



 Diskussion             72 

im post-traumatischen Verlauf oft nicht nötig und bei schweren Traumata kommt in 

Deutschland oft das Standardhypnotikum Propofol zum Einsatz. Die Arbeitsgruppe, 

innerhalb derer diese Studie durchgeführt wurde, konnte einen möglichen neuro-

protektiven Effekt des für die Experimente verwendeten Inhalationsanästhetika 

Isofluran bestätigen, auf den es in anderen Studien bereits Hinweise gab (Meyer, 

2018; Statler et al., 2006).  

 

6.4 Einfluss von ATRA auf die Neuroinflammation 

Die neuronale Immunantwort spielt eine tragende Rolle im Rahmen des Sekundär-

schadens eines SHT. An diesem komplexen Vorgang sind sowohl ortsständige als 

auch periphere Zellen beteiligt. Es ist darüber hinaus ein Zusammenspiel aus Zellen 

und unterschiedlicher pro- und antiinflammatorischer Mediatoren beteiligt, die zum 

Teil eine gegensätzliche Wirkung zeigen. Deren Wirkung kann z. B. sowohl zum 

weiteren Schaden als auch zur Regeneration im ZNS beitragen. Die Zellantwort auf 

den Primärschaden erfolgt sofort: Innerhalb von Minuten nach dem Trauma lassen 

sich gesteigerte Mengen von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen 

sowie eine Mikrogliaaktivierung nachweisen (Woodcock und Morganti-Kossmann, 

2013). Die proinflammatorischen Zytokine IL-1β und TNF-α gehören zu den Haupt-

mediatoren einer Entzündungsreaktion sowohl in der Peripherie als auch dem ZNS. 

Es lässt sich innerhalb von Stunden schweregradabhängig erhöhte mRNA-

Expression dieser Zytokine im CCI-Modell der Maus finden (Lagraoui et al., 2012). 

Da damit eine Vergleichbarkeit mit dem humanen SHT hergestellt werden kann 

(Frugier et al., 2010), eignen sich diese Zytokine als valide Marker für das Ausmaß 

des Sekundärschadens. Insgesamt werden diese Beobachtungen mit der vorlie-

genden Studie bestätigt. 24 h nach dem Eingriff zeigt der Vergleich zwischen den 

Sham- und CCI-Gruppen einen signifikanten Unterschied in der mRNA-Expression 

von TNF-α und IL-1β. Neuroinflammation und ihre Mediatoren tragen entscheidend 

zum Ausmaß des Sekundärschadens bei, sodass sich an dieser Stelle ein guter 

therapeutischer Ansatz für das SHT bietet. Direkte oder indirekt Inhibition der 

Zytokine haben in diversen Studien einen neuroprotektiven Effekt in verschiedenen 

Schlaganfall- und SHT-Modellen gezeigt (Chio et al., 2010; Hailer et al., 2005; Wang 

et al., 2013). In einer Studie von Cai und Kollegen konnte im Schlaganfall-Modell der 

Maus bei einer prophylaktischen und posttraumatischen intraperitonealen Applikation 

von ATRA ein neuroprotektiver Effekt u. a. durch Senkung der Entzündungsmedia-



 Diskussion             73 

toren TNF-α und IL-1β gezeigt werden (Cai et al., 2019). Obwohl bei einem 

Schlaganfall an vielen Stellen ähnliche Pathomechanismen greifen wie bei einem 

SHT und sich Ergebnisse oft übertragen lassen, konnte in dieser Studie im 24-h-

Versuch kein signifikanter Einfluss von ATRA auf die mRNA-Expression der Zytokine 

gezeigt werden. Weder in der CCI- noch in der Sham-Gruppe gab es einen 

Unterschied durch ATRA.  

Einer der vielen Effekte der pleiotropen Zytokine ist die Aktivierung der ortsans-

ässigen Immunzellen: der Astrozyten und der Mikroglia. Durch neuronalen Schaden 

kommt es zur Hochregulation des astrozytenspezifischen GFAP im Rahmen der 

Astrogliose, die wiederrum die Freisetzung weiterer Zytokine forciert. Klinische und 

experimentelle Studien zeigen eine GFAP-Erhöhung in unterschiedlich schweren 

Traumata sowohl beim Menschen als auch im Tiermodell (Israelsson et al., 2008; 

Lagraoui et al., 2012; Perez-Polo et al., 2013; Takala et al., 2016). Aktuell steht das 

GFAP als ein für das ZNS spezifisches Protein in der Diskussion im klinischen Alltag 

zur Diagnostik eines SHT als ein möglicher Blutparameter und Biomarker zum 

Einsatz zu kommen (Yang und Wang, 2015). Die im Rahmen dieser Arbeit getätigten 

Beobachtungen konnten diese Erkenntnisse ebenfalls stützen. Die CCI-Tiere hatten 

eine signifikant höhere mRNA-Expression des GFAP als die Sham-Tiere. Ein thera-

peutischer Effekt von ATRA auf die mRNA-Expression nach 24 h konnte allerdings 

nicht beobachtet werden. In einer Untersuchung zum neuroprotektiven Effekt von 

ATRA im CCI-Modell der Maus beim Langzeitüberleben – sieben und 30 Tage – 

konnte die Arbeitsgruppe bei einer wiederholten intraperitonealen Applikation von 

ATRA einen Einfluss auf das GFAP sowohl im sieben- als auch im 30-Tage-

Überleben aufzeigen. Dabei erfolgte die intraperitoneale Gabe unmittelbar nach dem 

CCI und jeweils 24 h, 48 h und 72 h nach dem Schaden (Hummel et al., 2020). 

Damit wurden Hinweise geliefert, dass ATRA bei Langzeitwirkung einen potentiell 

protektiven Effekt besitzt.  

Um die Mikrogliaaktivität zu erfassen, wurde Iba1 als Marker ausgewählt. Erhöhte 

Iba1-Expression findet sich in aktivierter Mikroglia. Im experimentellen SHT-Modell 

lässt sich eine erhöhte mRNA-Expression bereits nach wenigen Stunden im Gewebe 

finden; ihren Peak erreicht sie an Tag 3 (Ito et al., 2001; Sandhir et al., 2008). In der 

vorliegenden Studie konnte diese Beobachtung nur in Teilen bestätigt werden. In der 

Vehikel-Gruppe gab es einen signifikanten Unterschied zwischen CCI- und Sham-

Tieren. In der ATRA-Gruppe war lediglich ein Trend zu erkennen, dass die CCI-Tiere 
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tendenziell eine höhere Iba1-Expression aufzeigten. Denkbar ist, dass über einen 

längeren Beobachtungszeitraum die Unterschiede zwischen den CCI- und Sham-

Tiere in allen Gruppen deutlich größer gewesen wären, da andere Studien zeigten, 

dass obwohl eine erhöhte Expression bereits nach wenigen Stunden detektierbar ist, 

die größten Unterschiede erst nach Tagen sichtbar werden (Perez-Polo et al., 2013). 

Ein Einfluss von ATRA auf die Iba1-Expression konnte in unserer Studie nicht beo-

bachtet werden.  

Die Permeabilitätsstörung der BHS ist eine weitere Komponente der Neuro-

inflammation. Wenn es nicht bereits durch den Primärschaden verursacht ist, ist sie 

eine weitere Folge der komplexen Signalkaskade und stark forciert durch die 

Zytokine IL-1β und TNF-α. Einerseits wird so die Rekrutierung von peripheren Zellen 

wie Neutrophilen, Makrophagen und Leukozyten erleichtert, andererseits durch 

Mechanismen wie Ödembildung, Erhöhung des intrakraniellen Drucks, Hypotension 

und Ischämie zum weiteren Schaden des Gewebes beitragen (Pop et al., 2013). In 

dieser Studie wurde die IgG-Menge im Schadensareal, als Marker für das Ausmaß 

einer BHS-Störung nach dem Trauma, untersucht. Genauso wie bei Patienten mit 

SHT lassen sich im Tiermodell bereits nach wenigen Stunden erhöhte Immun-

globulin-Mengen im Gewebe nachweisen (Cucullo et al., 2003; Perez-Polo et al., 

2013). In dem in dieser Studie durchgeführten IgG-Dotblot konnte ein deutlicher 

Unterschied in den IgG-Mengen zwischen den Sham- und CCI-Tieren gezeigt 

werden. Es ist bekannt, dass RA an der Bildung der BHS beteiligt ist (Mizee et al., 

2013). Damit ist denkbar, dass RA und ATRA die Permeabilitätsänderung durch 

neuronalen Schaden positiv beeinflussen können. Kong und Kollegen konnten im 

Schlaganfall-Modell der Ratte zeigen, dass eine viertägige Vorbehandlung mit RA zu 

einer signifikanten Reduktion des Infarktvolumens durch Beeinflussung der am Bau 

der Tight Junctions beteiligten Proteine führt (Kong et al., 2015). Im IgG-Dotblot und 

in der Immunhistochemie konnte in dieser Studie kein signifikanter Unterschied 

zwischen der ATRA- und der Vehikel-Gruppe festgestellt werden.  

Aus Studien ist bekannt, dass RA und ATRA auf unterschiedlichen Ebenen eine 

immunmodulierende Wirkung erzielen. ATRA erhöht z. B. die Konversionsrate von 

naiven CD4+Zellen zu regulatorischen T-Zellen, die autoreaktive Immunzellen 

hemmen können und so auch im breiten Feld der Autoimmunerkrankungen einen 

möglichen Therapieansatz bieten (Lu et al., 2014; Nolting et al., 2009). Andere 

Studien zeigen, dass ATRA in vitro die Prostaglandinsynthese in Astrozyten hemmen 



 Diskussion             75 

kann (Kampmann et al., 2008). Cai und Kollegen untersuchten im Schlaganfall-

Modell der Maus u. a. den Einfluss von ATRA auf die Neutrophilenaktivität innerhalb 

der ZNS-Läsion. Sie konnten zeigen, dass eine Vorbehandlung in Kombination mit 

einer täglichen Applikation von ATRA über drei aufeinander folgende Tage im 

Rahmen des Sekundärschadens zu einer Reduktion des Schadenvolumens durch 

verminderte Akkumulation von Neutrophilen führt (Cai et al., 2019). In einer anderen 

Studie untersuchten Kim und Kollegen den Einfluss von ATRA im Schlaganfall-

Modell des Gerbils und in vitro auf proinflammatorische Zytokine TNF-α und IL-6. 

Auch hier erfolgte eine Vorbehandlung über fünf Tage mit anschließenden wieder-

holten intraperitonealen Gaben von ATRA über drei Tage. Sowohl in der neurolo-

gischen Verhaltenstestung als auch in der anschließenden molekularbiologischen 

Untersuchung konnte ein positiver Effekt einer therapeutischen Dosierung von 

10 mg/kg bzw. 5 mg/kg auf die Neuroinflammation gezeigt werden (Kim et al., 2013). 

In einer anderen Studie wurde die Bedeutung von RA für die Astrogliose untersucht 

und gezeigt, dass eine RA-Mangelernährung zur erhöhten Astrozytenaktivität und 

damit zum erhöhten neuronalen Verlust beim hypoxischen Hirnschaden führt 

(Corcoran et al., 2002). Insgesamt liefern viele Studien Hinweise darauf, dass ATRA 

einen regulatorischen und vor allem auch antiinflammatorischen Effekt auf zahlreiche 

Komponenten der Entzündungsreaktion hat. Trotz der vielversprechenden Ansätze 

konnte in dieser Studie kein Einfluss von ATRA auf die Neuroinflammation gezeigt 

werden. Im direkten Vergleich der vorliegenden Ergebnisse mit den anderen wird vor 

allem deutlich, dass die größten Unterschiede in der Vorbehandlung und der Thera-

piedauer liegen. In den Studien unserer Arbeitsgruppe erfolgte eine intraperitoneale 

Applikation von ATRA über einen Gesamtzeitraum von vier Tagen; bei einem 

Gesamtüberleben von einmal sieben und einmal 30 Tagen konnte eine antiinflam-

matorische und damit neuroprotektive Wirkung von ATRA gezeigt werden (Hummel 

et al., 2020). In der Synopse der Ergebnisse wird die Notwendigkeit einer längeren 

Therapiedauer deutlich. Zudem müsste die Bedeutung der Vorbehandlung isoliert 

betrachtet werden. Im klinischen Setting wäre diese Behandlungsoption nämlich 

nicht gegeben. Auch könnte man daraus schließen, dass ATRA über Mechanismen 

wirkt, die erst über einen längeren Zeitraum ihre Wirkung zeigen.  

 

6.5 Einfluss von ATRA auf die Apoptose  

Apoptose ist ein weiterer Bestandteil der pathologischen Prozesse im Rahmen des 
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Sekundärschadens. Im Akutgeschehen zeitlich der Neuroinflammation nachge-

schaltet, bedingt sie im Schadensareal weiteren Zelluntergang. Die freigesetzten 

Entzündungsmediatoren bewirken die Aktivierung von gleichzeitig proapoptotischen 

sowie antiapoptotischen Mediatoren innerhalb der Zelle. Je nachdem, welche Media-

toren in diesem komplexen Zusammenspiel überwiegen, wird die Zelle in den pro-

grammierten Zelltod geschickt oder überlebt den Schaden. Diese Pathomecha-

nismen finden sich im Rahmen unterschiedlicher neuronaler Schäden wie Schlag-

anfall, neurodegenerativer Erkrankungen oder SHT sowohl im Tiermodell wie auch 

beim Menschen (reviewed Cernak, 2005; Lozano et al., 2015).  

Bax ist ein proapoptotisches Protein, bei dessen Überexpression in der Zelle die 

Apoptose ausgelöst wird. Bax ist ein Teil des intrinsischen Wegs der Apoptose und 

geht der Caspase-3-Aktivierung zeitlich voraus (Cregan et al., 1999). Im CCI-Modell 

der Maus findet sich eine schnelle Hochregulierung der Bax mRNA-Expression nach 

dem CCI (Israelsson et al., 2008). In einem in vitro Versuch, in dem PC12-Zellen 

einer Sauerstoff-Glucose-Deprivation ausgesetzt waren, wurde der Einfluss von 

ATRA auf die Apoptoserate und die Bax-Expression in der Zellkultur untersucht. Eine 

ATRA-Behandlung führte zu einer signifikanten Reduktion sowohl von Bax als auch 

apoptotischer Zellen (Zhang et al., 2014). Cernak et al. zeigten in einem In-vivo-

Versuch im Ratten-Modell eines schweren diffusen axonalen Schadens, dass bereits 

nach 24 h eine signifikanter Bax-Anstieg detektierbar ist, der seinen höchsten Peak 

nach 48 h erreicht. Eine Caspase-3-Erhöhung war in ihrer Studie in den ersten 24 h 

nicht feststellbar. Darüber hinaus zeigten sie, dass der Caspase-3-Anstieg zeitlich 

versetzt auf die Bax-Erhöhung folgt und erst nach 48 h einen signifikanten Konzen-

trationsunterschied zu den Sham-Tieren aufweist. Die höchsten Konzentrationen von 

Caspase-3 sind zwischen dem dritten und dem fünften Tag zu finden, während die 

Mengen von Bax bereits zurückgehen (Cernak et al., 2002). Diese Untersuchung 

deckt sich auch mit den Ergebnissen dieser Studie. Es ließ sich ein signifikanter Bax-

Anstieg im Vergleich der beiden ATRA-Gruppen feststellen, jedoch nicht in der 

Vehikel-Gruppe, bei der lediglich ein Trend zu erkennen war. Die fehlende Signi-

fikanz in der Vehikel-Gruppe könnte allerdings den sehr geringen gemessenen 

Mengen geschuldet sein. Ein Einfluss von ATRA konnte weder in der CCI-Gruppe 

noch in der Sham-Gruppe festgestellt werden. Bei der Messung der mRNA-

Expression von Caspase-3 konnte man hier zwischen keinen der vier Gruppen einen 

Unterschied feststellen. Zum einem waren die detektierbaren Mengen sehr gering 

und zum anderen deckt sich das Ergebnis auch mit den anderen Studien und der 
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Erwartung, dass Caspase-3 als Apoptosemarker im Rahmen des Sekundärschadens 

anderen Prozessen zeitlich nachgeschaltet ist. Eine andere Untersuchung unserer 

Arbeitsgruppe stützt diese Erkenntnisse mit dem Nachweis einer signifikanten 

Caspase-3-Erhöhung nach sieben Tagen im CCI-Modell (Hummel et al., 2020).    

Als ein antiapoptotisches Protein fördert das BAG1 neben dem Zellüberleben auch 

die Proteinhomöostase und ist am Abbau fehlerhafter Proteine beteiligt. So erhöht es 

z. B. in Tumorzellen die Widerstandsfähigkeit gegenüber Apoptose und fördert 

obendrein die Zellproliferation (Kilbas et al., 2019). In einem In-vitro-Versuch an den 

Neuroblastomzellen SH-SY5Y wurde gezeigt, dass eine Ausschaltung des BAG1-

Gens zu einem reduzierten Zellüberleben unter hypoxischem Stress führt (Song et 

al., 2020). Xu und Kollegen untersuchten das zeitliche Profil der BAG1-Expression im 

CCI-Modell der Ratte. Eine signifikante BAG1-Erhöhung war erst am Tag 5 nach 

dem SHT feststellbar (Xu et al., 2012). Diese Ergebnisse stimmen auch mit denen 

dieser Arbeitsgruppe überein. In der vorliegenden Arbeit konnte im 24-h-Versuch 

keinen signifikanten Unterschied in der BAG1 mRNA-Expression zwischen allen vier 

Gruppen gezeigt werden. Auch konnte nicht gezeigt werden, dass ATRA zu einer 

erhöhten Expression des BAG1 führt und damit zur Neuroprotektion beiträgt. Das 

BAG3 und seine Funktionen lassen sich mit dem BAG1 vergleichen: Es gilt ebenfalls 

als antiapoptotisch und ist am Abbau von Proteinen beteiligt. Allerdings wurde 

gezeigt, dass das BAG3 mehr im Rahmen der Autophagie agiert, also wenn größere 

Zellschäden vorliegen und nicht genügend Adenosintriphosphat für den aktiven 

proteosomalen Abbau vorhanden ist. Liu und Kollegen untersuchten im Schlaganfall-

Modell der Maus den schweregradabhängigen Wechsel zwischen dem ubiquiti-

nierten proteosomalen Abbau und der Autophagie. Sie zeigten, dass es zunächst 

unabhängig vom Schweregrad der Ischämie in den ersten 24 h zu einem Abfall des 

BAG1 kommt, was für eine Beeinträchtigung des Adenosintriphosphat-abhängigen 

proteosomalen Abbaus spricht. Gleichzeitig konnten sie zeigen, dass es bereits nach 

einer zehnminütigen Unterbrechung der zerebralen Perfusion zu einem signifikanten 

BAG3-Anstieg kommt, der umso größer ausgeprägt war, je länger die Ischämie 

andauerte. Daraus schlussfolgerten die Autoren, dass die ischämiebedingte 

Adenosintriphosphat-Depletion und Aggregation fehlerhafter Proteine zu einer 

Aktivierung der Autophagie, aber nicht zu dem proteosomalen Abbau führt (Liu et al., 

2020). Die Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe der BAG3 mRNA-Expression 

stimmen mit den Ergebnissen von Liu et al. überein und zeigen einen signifikanten 

Unterschied zwischen den Sham- und CCI-Tieren in beiden Gruppen, allerdings 
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ohne einen erkennbaren Einfluss von ATRA. 

Spektrinabbauprodukte stehen aktuell in der Diskussion als mögliche Biomarker für 

neuronalen Schaden im klinischen Alltag zum Einsatz zu kommen. Das 

calpainabhängige 150- und 145-kDa-große Spaltprodukt des α-II-Spektrins, das mit 

der Nekrose assoziiert ist, und das 120-kDa große Spaltprodukt der Caspase-3, das 

im Rahmen der Apoptose auftritt, lassen sich beim humanen SHT im Plasma und 

Liquor nachweisen (Siman et al., 2013). Während sich erhöhte Mengen der Calpain-

spaltprodukte innerhalb von Stunden im Gewebe, Serum und Liquor nachweisen 

lassen, scheint das Caspasespaltprodukt in den ersten Stunden und Tagen keinen 

Anstieg zu haben (Pineda et al., 2007). Ringger und Kollegen untersuchten im CCI-

Modell der Ratte die zeitliche Konzentrationsänderung der Spektrinspaltprodukte 

nach 2, 6 und 24 h nach dem SHT. Dabei konnten sie zum einen zeigen, dass die 

Konzentrationsäderungen für die Calpainspaltprodukte schweregradabhängig sind 

und zum anderen, dass selbst nach einem schweren SHT innerhalb von 24 h keine 

nachweisbaren Mengen des 120-kDa-Spaltprodukts nachweisbar waren (Ringger et 

al., 2004). Diese Ergebnisse konnten auch von uns bestätigt werden. Die CCI-

Gruppen zeigten eine signifikante Erhöhung der 150/145-kDa-Fragmente im Ver-

gleich zu den Sham-Tieren, ohne einen detektierbaren Einfluss von ATRA. Der 

fehlende Anstieg von Caspase-3 in dieser Studie führte erwartungsgemäß dazu, 

dass auch ihre Spaltprodukte nicht nachgewiesen werden konnten. In der Synopse 

der Ergebnisse scheinen sowohl Caspase-3 als auch ihre Spaltprodukte keine 

geeigneten Akutmarker für neuronalen Schaden zu sein.  

Bei der Therapie solider Tumore steht ATRA schon lange im Fokus der Forschung. 

Eine der zentralen Wirkmechanismen im Therapieansatz mit ATRA ist seine apopto-

seinduzierende Wirkung in Tumorzellen (reviewed in Giuli et al., 2020; Ni et al., 

2019). Studien der neurobiologischen Forschung zeigen, dass ihr neuroprotektiver 

Effekt u. a. durch seine antiapoptotische Wirkung in neuronalen Zellen im Rahmen 

des Sekundärschadens entsteht. Kim und Kollegen untersuchten in ihrer Studie 

ebenfalls den Einfluss von ATRA auf die Apoptose. Dazu wurde die Aktivität von 

Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1 (PARP-1) gemessen, die durch Caspase-3-Akti-

vierung ausgeschaltet wird und ebenfalls als Marker für Apoptose verwendet werden 

kann (Kim et al., 2013; Van Wijk und Hageman, 2005). Sie konnten zeigen, dass 

eine ATRA-Therapie beim neuronalen Schaden neben der Inhibition der Neuroin-

flammation eine Reduktion der Apoptose bewirkt (Kim et al., 2013). Andere Unter-
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suchungen zeigen in In-vitro-Experimenten, dass ATRA über verschiedene regula-

torische Einflüsse die Apoptose in neuronalen Zellen inhibieren kann, z. B. reduziert 

es gesteuert durch den RARα-Rezeptor die Bax-Expression (Dong und Zhang, 

2018). Auch im Modell des neonatalen hypoxischen Hirnschadens kann der neuro-

protektive Effekt von ATRA anhand seiner apoptoseinhibierenden Wirkung deutlich 

gezeigt werden. Eine postpartale RA-Reduktion in der Nahrung führt z. B. zu 

erhöhten Aktivierung des intrinsischen Signalwegs der Apoptose und zur erhöhten 

Vulnerabilität beim hypoxischen Hirnschaden (Jiang et al., 2018). Obwohl zahlreiche 

Studien die antiapoptotische Wirkung von ATRA in neuronalen Zellen belegen, 

konnte dieser Effekt in der vorliegenden Studie nicht nachgewiesen werden. Auch für 

das Hsp-β1, das regulatorischen Einfluss auf die Apoptose hat und hemmend auf 

diese wirkt, konnte in dieser Analyse kein Einfluss von ATRA gezeigt werden. Stetler 

und Kollegen konnten sowohl im Schlaganfall-Modell der Maus als auch in einem 

Ischämie-in-vitro-Modell zeigen, dass ischämiebedingt eine schnelle Hochregulation 

des Hsp-β1 erfolgt und dass dessen Überexpression einen neuroprotektiven Effekt 

hat (Stetler et al., 2012). Trotzdem stehen die vorliegenden Ergebnisse nicht im 

direkten Widerspruch zum aktuellen Stand der Forschung. Die hier gewählten Marker 

für Apoptose erlauben im Kontext eines 24-h-Überlebens relativ wenig Aufschluss 

über das Ausmaß der Apoptose, da diese zeitlich versetzt auf die Neuroinflammation 

folgt und ihre Folgen erst in den ersten Tagen nach dem Trauma zu beobachten 

sind. Für ein so frühes Zeitfenster scheinen apoptoseregulierende Proteine besseren 

Aufschluss über apoptotische Vorgänge zu geben als Marker, die erst als Folge der 

Apoptose entstehen. So wären in einem so kurzen Studiendesign z. B. die Unter-

suchungen des proapoptotischen Bad (Bcl-associated death protein), das den 

intrinsischen Weg der Apoptose induziert, oder des antiapoptotischen Bcl-2 

aufschlussreicher gewesen (Noy, 2010; Zhang et al., 2014). Dennoch konnte für die 

Marker Bax und BAG3, die einen signifikanten Unterschied zwischen den Sham- und 

CCI-Tieren gezeigt haben, kein Einfluss von ATRA gezeigt werden.  

 

6.6 Limitationen der Studie und Aussicht 

Trotz der vielversprechenden Ansätze in diversen Studien zum neuroprotektiven 

Effekt von ATRA, war in dieser Studie kein Hinweis darauf zu finden. Die Volumetrie 

konnte in diesem Experiment auch keine signifikante Reduktion des Schadens-

volumens in der ATRA-Therapie zeigen, was allerdings in anderen Studien gezeigt 
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werden konnte. Eine ATRA-Behandlung führte z. B. im Schlaganfallmodell sowohl in 

Maus-Variante als auch in der Ratten-Variante zu vermindertem Schadensvolumen 

(Cai et al., 2019; Kong et al., 2015). Viele Untersuchungen zum neuroprotektiven 

Effekt von ATRA bei neuronalem Schaden wurden in Schlaganfallmodellen 

durchgeführt. Da beim SHT und dem Schlaganfall ähnliche pathologischen Prozesse 

stattfinden, lassen sich die Ergebnisse aus solchen Studien sowohl beim Menschen 

als auch beim Versuchstier gegenseitig übertragen (reviewed in Tuttolomondo et al., 

2014; Zhang et al., 2011). Auch diese Arbeitsgruppe konnte eine Reduktion des 

Schadensvolumens im CCI-Modell unter einer längeren ATRA-Therapie im Langzei-

tüberleben zeigen (Hummel et al., 2020).  

Im direkten Vergleich dieser Studie mit den anderen wird in der Synopse des 

Studiendesigns und der Ergebnisse deutlich, dass vor allem die Therapiedauer als 

einer der größten Unterschiede imponiert. Die Versuchstiere erhielten in anderen 

Experimenten eine Vorbehandlung und/oder wiederholte Gaben über mehrere Tage 

bzw. Wochen. Auch Langzeittherapien standen im Fokus der Untersuchungen bei 

den neurodegenerativen Erkrankungen. Sodhi und Singh untersuchten in einem 

Alzheimer-Modell an der Maus die Auswirkungen einer täglichen ATRA-Applikation 

(10 mg/kg bzw. 20 mg/kg) per os in dem Zeitraum von 19 Tagen und konnten zeigen, 

dass die Therapie zu reduzierten verhaltensbiologischen und kognitiven Defiziten 

führt (Sodhi und Singh, 2013). In einem Tiermodell der amyotrophen Lateralsklerose 

führte eine tägliche ATRA-Gabe von 3mg/kg per os über fünf Wochen zu einem 

verbesserten Outcome der Tiere u. a. durch verminderte Astrozytenaktivität und 

Reduktion des oxidativen Stresses (Zhu et al., 2020). Untersuchungen zur 

Pharmakokinetik von ATRA zeigen, die schnelle Elimination aus dem Blutplasma, 

sodass auch diese Ergebnisse Hinweise darauf liefern, dass eine wiederholte Gabe 

für einen therapeutischen Effekt von Vorteil wären (Saadeddin et al., 2015). Die 

Notwendigkeit einer längeren Therapiedauer führt zur Annahme, dass ATRA durch 

ihren regulatorischen Einfluss auf die Genaktivität vor allem die langfristigen 

Prozesse wie Apoptose, Neurogenese und andere Reparaturvorgänge steuert. 

Dennoch gibt es auch Untersuchungen, die einen schnellen therapeutischen Effekt 

bei einer Bolusgabe von ATRA zeigen. Sato und Kollegen untersuchten in einer 

Dosisfindungsstudie den Effekt von ATRA im Schlaganfallmodell der Maus sowohl 

bei einer zweimaligen Gabe als auch einer Bolusapplikation intraperitoneal. Dabei 

konnten sie zeigen, dass es bereits ab einer Dosis von 1,5 mg/kg zur signifikanten 

Reduktion des Schadensareals kommt und der stärkste therapeutische Effekt bei 
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einer Konzentration von 10 mg/kg zu sehen war (Sato et al., 2008). Bereits eine 

Einmalgabe weist somit einen neuroprotektiven Effekt auf. In allen bisher 

aufgeführten Studien, einschließlich dieser Arbeitsgruppe, lag die gewählte Dosis 

von ATRA in den In-vivo-Versuchen bei der Maus in diesem Intervall, unabhängig 

davon, ob eine Applikationsform per os oder intraperitoneal gewählt wurde. Satos 

Untersuchung stützt die Erwartung dieser Arbeitsgruppe, dass in dem hier gewählten 

Studiendesign ebenfalls ein Effekt von ATRA zu erwarten war. Man nimmt an, dass 

eine zentrale, intrazerebroventrikuläre Applikation eine bessere Distribution des 

Wirkstoffs im ZNS gewährleistet. Diese Applikationsart ermöglicht gleichzeitig das 

Umgehen einer eingeschränkten BHS-Gängigkeit und verzögert gleichzeitig die 

periphere Elimination des Wirkstoffs. Aufgrund interner Untersuchungen wurde in 

dieser Studie eine Dosis von 2 µg/µl für eine intrazerebroventrikuläre-Applikation 

gewählt, da höhere Dosierungen von 10 µg/µl einen toxischen Effekt mit letalem 

Ausgang für die Versuchstiere hatten. In der Synopse der Ergebnisse scheint dies 

jedoch keine ausreichend hohe Dosis für einen therapeutischen Effekt zu sein. 

Weiterhin limitierend für die Aussagekraft dieser Studie ist die Tatsache, dass die 

Ergebnisse lediglich den Zeitpunkt 24 h nach dem CCI widerspiegeln. Denkbar 

wären auch Analysen mit einem längeren Überlebenszeitraum und wiederholten 

intrazerebroventrikulären-Gaben von ATRA. Es stellt sich aber auch die Frage, ob 

eine intrazerebroventrikuläre-Gabe aus pharmakokinetischen Gründen und der 

Notwendigkeit einer Dosisreduktion eine geeignete Applikationsform für das ATRA 

darstellt. Eine Dosisfindungsstudie für die intrazerebroventrikuläre-Applikation könnte 

bei dieser Fragestellung aufschlussreich sein. Harvey und Kollegen konnten z. B. 

beim Schlaganfall der Ratte keinen Einfluss von ATRA bei einer intrazerebro-

ventrikulären Applikation feststellen (Harvey et al., 2004). Darüber hinaus sollte 

Beachtung finden, dass ATRA als pleiotrophes Pharmazeutikum eine systemische 

Wirkung auf den Organismus hat, die ebenfalls zum Therapieerfolg beitragen kann. 

Dabei ist ihre Wirkung auf die Immunzellen der Peripherie von besonderer 

Bedeutung, da sie im Rahmen der Neuroinflammation zum letztendlichen Ausmaß 

des Sekundärschadens beitragen (Liu et al., 2015; Lu et al., 2014). Bei Mäusen als 

Versuchstier wird aus praktischen Gründen die intraperitoneale Applikation als 

Alternative zur intravenösen-Gabe gewählt. Grundsätzlich ist aber auch eine orale 

Gabe möglich. In der Zusammenschau der Ergebnisse sollte bei zukünftigen Stu-

diendesigns eine systemische Applikationsform gewählt werden. Weiter kann man 

aus der Summe der bisherigen Untersuchungen schließen, dass eine ATRA-
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Therapie zumindest unmittelbar nach dem Trauma stattfinden muss, um einen 

protektiven Effekt zu zeigen.  

Auch wenn die vorliegende Studie keinen Benefit einer ATRA-Therapie im CCI-

Modell der Maus zeigen konnte, stehen die erarbeiteten Ergebnisse nicht im 

Widerspruch zu den vorherigen Studien. ATRA bleibt weiterhin ein vielver-

sprechendes Therapeutikum im Bereich der neuronalen Forschung. Es wurde 

deutlich, dass eine Bolustherapie Mehrfachgaben in ihrer Wirkung unterlegen ist. 

Zudem sollte in künftigen Studien auf eine intrazerebroventrikuläre-Gabe verzichtet 

werden. Im Ausblick auf die Übertragung ins klinische Setting ist diese Erkenntnis als 

Vorteil zu werten. Eine systemische Gabe ist im Vergleich zu einer lokalen Therapie, 

wie der intrathekalen Applikation bei einem SHT, deutlich einfacher in der 

Umsetzung. Weiter wird damit eine periphere Wirkung induziert, die das oft 

heterogene Verletzungs- oder Erkrankungsmuster positiv beeinflussen kann. In 

künftigen Fragestellungen sollte der Fokus auf die Langzeitwirkung von ATRA gelegt 

werden und das Studiendesign dahingehend angepasst werden, da aus den 

Experimenten anderer Arbeitsgruppen bekannt ist, dass ATRA vor allem 

Auswirkungen auf Langzeitvorgänge wie Apoptose, Neurogenese und chronische 

Neuroinflammation im Körper hat. Denkbar sind auch weitere Ansätze einer 

Kombinationstherapie mit ATRA, um den neuroprotektiven Effekt zu erhöhen (Chu et 

al., 2015). 
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7 Zusammenfassung 

Das große Feld des SHT umfasst ein breites Patientenkollektiv. Dazu gehören junge 

Erwachsenen, bei denen das SHT zu den häufigsten Ursachen für Tod und 

erworbene körperliche oder geistige Behinderung zählt und auch ältere Patienten, 

die im Rahmen eines Sturzes ein SHT erleiden. Erweitert wird dieses Kollektiv z. B. 

von Sportlern, die rezidivierenden Stößen gegen den Kopf ausgesetzt sind und die 

als Folge Jahre später zu chronischentzündlichen Vorgängen im ZNS und 

neurodegenerativen Erkrankungen führen. Den größten Erfolg kann man bisher nur 

durch präventive Maßnahmen erreichen, um einen Primärschaden des ZNS zu 

verhindern. Der für den Gesamtschaden genauso entscheidende Sekundärschaden 

bleibt bisher erfolgreichen therapeutischen Ansätzen unzugänglich, womit das SHT 

weiterhin seine hohe sozioökonomische Bedeutung behält. 

Der Sekundärschaden besteht aus einer Vielzahl einzelner Pathomechanismen, die 

alle ineinandergreifen und sich auch gegenseitig beeinflussen. Der initial verursachte 

Zellschaden, führt u. a. zu einer Permeabilitätssteigerung der BHS, zur Aktivierung 

von Immunzellen und zur Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen. Dies führt zu 

Gewebshypoxie, Infiltration von peripheren Immunzellen, Steigerung des 

intrakraniellen Drucks und nicht zuletzt zur Neuroinflammation, die ihrerseits 

wiederrum die initialen Vorgänge forciert und letztendlich in Apoptose mündet, die 

weiteren Zelluntergang zur Folge hat. Insgesamt sind das SHT und seine 

sekundären Prozesse eine mit der Zeit sich dynamisch veränderliche Kondition, in 

der die Pathomechanismen sich zeitlich teilweise überschneiden, teilweise erst 

aufeinander folgen und ihren Peak zu verschiedenen Zeitpunkten erreichen. 

Während z. B. die Nekrose und die akute Neuroinflammation innerhalb von Minuten 

bis Stunden auftreten, folgt die Apoptose erst Tage später. Sogar Jahre nach einem 

SHT lassen sich pathologische Prozesse wie chronische Neuroinflammation im ZNS 

nachweisen. Als pleiotrope Substanz greift ATRA in eine Vielzahl zellulärer Prozesse 

ein, die auch im Rahmen des komplexen Sekundärschadens zum neuronalen 

Schaden beitragen, woraus sich ein vielversprechender Therapieansatz eines SHT 

ergibt. Forschungsergebnisse belegen protektive Effekte von ATRA in unterschied-

lichen In-vitro- und In-vivo-Untersuchungen.  

Die Frage ist, unter welchen Bedingungen und auf welche Weise genau ATRA zur 

Neuroprotektion beim SHT beitragen kann. Für diese Fragestellung erfolgte eine 
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Untersuchung des Effekts einer einmaligen ATRA-Bolusgabe auf den 

Sekundärschaden in der Akutphase eines SHT innerhalb der ersten 24 Stunden. 

Dazu wurde eine einmalige intrazerebroventrikuläre ATRA-Gabe unmittelbar vor dem 

Trauma im CCI-Modell der Maus appliziert. 24 h nach dem CCI wurden die Tiere 

euthanasiert und das Gewebe histologisch und molekularbiologisch analysiert. In den 

verhaltensbiologischen Untersuchungen konnte kein Benefit von ATRA festgestellt 

werden. Weiter wurde der Einfluss auf die initiale Neuroinflammation erforscht, indem 

die mRNA-Expression der Zytokine IL-1β und TNF-α, dem Mikrogliaaktivitätsmarker 

Iba1 und dem Astrogliosemarker GFAP detektiert wurde. Auch die nachgewiesene 

antiapoptotische Wirkung von ATRA stand im Fokus der Fragestellung. Dazu erfolgte 

die Messung der mRNA-Expression von Caspase-3, des proapoptotischen Bax, der 

antiapoptotischen BAG1, BAG3 und des Hsp-β1. Zusätzlich wurde für diese 

Fragestellung die Proteinanalyse der Spektrin-Spaltprodukte durchgeführt. Die 

histologischen Untersuchungen sollten allgemeine Erkenntnisse über ATRAs 

Einfluss auf die Integrität der BHS und das Schadensvolumen liefern. Trotz der 

erfolgversprechenden Therapieansätze mit ATRA und des bekannten 

neuroprotektiven Effekts sowohl in der Initialphase eines neuronalen Schadens als 

auch bei Langzeitbeobachtungen konnte in keiner der aufgezählten Analysen ein 

Einfluss von ATRA auf die Akutphase von 24 Stunden und auf die initialen 

Prozessen im Rahmen des Sekundärschadens aufgezeigt werden.  

Unsere Erwartungen waren gestützt auf die unterschiedlichen Studien, die in 

diversen In-vivo-Modellen verschiedener neuronaler Schäden wie Ischämie, SHT 

oder neurodegenerative Erkrankungen den neuroprotektiven Effekt von ATRA zu 

unterschiedlichen Interventionszeitpunkten gezeigt hatten. In der Zusammenschau 

aller Ergebnisse und dem Vergleich mit anderen Arbeitsgruppen konnte in unserer 

Studie gezeigt werden, dass eine intrazerebroventrikuläre-Bolusgabe von ATRA in 

der initialen Akutphase keine geeignete Therapieform für das SHT ist. Es scheint, 

dass die gewählte Applikationsart mit Einbußen in der fehlenden peripheren Wirkung 

und die für diese Applikationsform notwendige Dosisreduktion mit Verlust der 

Wirksamkeit einhergeht. Perspektivisch bleibt ATRA ein aussichtsreiches 

Therapeutikum, dessen Vorteile mehr im Rahmen einer systemischen Langzeit-

therapie zum Tragen kommen. 
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