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Einleitung

1 Einleitung

Ein Schadel-Hirn-Trauma (SHT) ist definiert als eine Stérung der Hirnfunktion oder andere
Hinweise auf eine Gehirnpathologie, verursacht durch eine externe Gewalteinwirkung (1). Die
Schwere variiert von leicht bis hin zu mittelschweren und schweren Traumata. Die Mortalitat
schwerer Hirnverletzungen betragt bis zu 40%. Weltweit erleiden ungefahr 50 Millionen
Menschen jahrlich ein Schadel-Hirn-Trauma. Es ist die haufigste Todesursache junger
Menschen und in allen Altersgruppen eine der Hauptgrinde fiir physische und psychische
Behinderung (2). Auch aus gesundheitsékonomischer Sicht spielt das SHT eine wichtige Rolle.
Die wirtschaftlichen Folgen traumatischer Hirnverletzungen sind enorm. Im Jahr 2010
betrugen in Europa die Kosten im Zusammenhang mit einem SHT etwa 33 Milliarden Euro.
Neben Investitionen in die Erforschung neuer Therapien, sollten demnach auch praventive
Mafnahmen Gegenstand zukunftiger Forschung sein (3, 4). Klinisch manifestiert sich das
SHT aufgrund der groRen Komplexitat des Gehirnes und unterschiedlichen Ausmalies der
Krafteinwirkung sehr variabel. Pathophysiologisch ist es wichtig zwischen einer primarer und
sekundarer Hirnschadigungen zu unterscheiden. Letztere kann sich Gber Stunden und Tage
bis hin zu Jahre hinweg entwickeln und nachhaltige Beeintrachtigungen verursachen. Der
klinische Fortschritt ein SHT suffizient zu behandeln konnte trotz der steigenden globalen
Relevanz nicht Schritt halten (5, 6). Die Einfihrung der Computertomographie (CT) vor 40
Jahren markierte einst den gréften Durchbruch im klinischen Management der letzten Jahre.
Seither wurden sowohl in Diagnostik als auch in der Therapie traumatischer Hirnverletzungen
keine groReren Verbesserungen mehr erzielt. Das bisherige Management basiert derzeit auf
einer Kombination von intensivmedizinischen bzw. chirurgischen Strategien mit
anschliefender Rehabilitation. Hauptziel aktueller Interventionen ist die Aufrechterhaltung des
zerebralen Blutflusses (CBF), durch Senkung des intrakraniellen Druckes (ICP) und Erhéhung
des zerebralen Perfusionsdruckes (CPP) (4, 7). Aktuelle Forschung in Bezug auf traumatische
Verletzungen des zentralen Nervensystems (ZNS) hat das Verstandnis der
pathophysiologisch ~ ablaufenden  Prozesse immens  erweitert. =~ Wahrend die
Primarverletzungen nach SHT als irreversibel zu betrachten sind, bieten die Erkenntnisse tber
sekundar ablaufende Prozesse neue therapeutische Angriffspunkte. Dazu zahlen u.a. die
Minimierung der traumatisch verursachten Exzitotoxizitat durch Glutamat, die Reduktion des
posttraumatischen Zelltod durch Apoptose, die Verbesserung axonaler Regeneration und eine

Reduktion inflammatorischer Prozesse (8).

Das Darmmikrobiom kdnnte ein neuer Ansatzpunkt sein, die Pathophysiologie sekundarer
Hirnschadigung besser zu verstehen und so den Ablauf neurodegenerativer Prozesse
entgegenwirken zu kénnen. Uber die in zahlreichen Studien beschriebene Mikrobiom-Darm-

Hirnachse ist das Mikrobiom an einer Vielzahl zellularer und molekularer Prozesse im Gehirn
1
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beteiligt. Diese sind fiir das Fortschreiten SHT-induzierter Verletzungen potenziell von gro3er
Bedeutung (9). Um die Forschung neuer therapeutischer Interventionen zu intensivieren und
so in Zukunft das Outcome traumatischer Verletzungen des ZNS zu verbessern, sollte
zunachst die genaue Beziehung zwischen dem Mikrobiom und dem im Gehirn ablaufenden
inflammatorischen Prozessen untersucht werden. Zahlreiche Studien konnten den Einfluss
eines veranderten Mikrobioms auf unterschiedliche neurologische bzw. neurodegenerativer
Erkrankungen, wie beispielsweise Morbus Alzheimer und Parkinson, nachweisen und bilden
so die Grundlage neuroprotektiver Forschung nach SHT durch ein verandertes Mikrobiom
(10). Die Intention der vorliegenden Arbeit ist es, die verschiedenen Wechselbeziehungen
zwischen veranderten Mikrobiom und Gehirn zu analysieren. Im Mittelpunkt steht hierbei die
durch Antibiotika induzierte Dysbiose. Interessant ist zum einen, wie das SHT das Mikrobiom
der Versuchstiere beeinflusst und andererseits, wie sich eine durch Antibiotika induzierte
Dysbiose auf die Versuchstiere mit und ohne experimentellem Hirntrauma auswirkt. So kénnen
Aussagen uber diese Wechselbeziehungen getroffen werden. Kern der Arbeit ist daher die
bidirektionale Verbindung zwischen dem Mikrobiom und Gehirn weiter zu erforschen und so
die Grundlage neuer therapeutischer Ansatze zu schaffen. Methodisch kamen neben
verhaltensbiologischer Testung der Tiere und der mikrobiologischen Analyse des Mikrobioms
auch zahlreiche histologische und molekularbiologische Untersuchungen zum Einsatz. Das
Darmmikrobiom gezielt zu verandern und so neuroinflammatorische Prozesse nach SHT zu

beeinflussen, kdnnte die postakute Behandlung wegweisend verandern (8).
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2 Literaturdiskussion
2.1 Anatomie des zentralen Nervensystems

Das Nervensystem kann auf verschiedene Weise gegliedert werden. So unterscheidet man in
erster Linie das ZNS vom peripheren Nervensystem (PNS) (11). Im Folgenden wird besonders

auf anatomische Grundlagen des ZNS eingegangen.

Das aus Rickenmark und Gehirn bestehende ZNS erflllt komplexe Funktionen wie die
Speicherung von Erfahrungen, komplexe Denkablaufe, gezielte Bewegungen und vieles mehr.
Bei der Kommunikation zwischen der Peripherie, wie beispielsweise den Organen des
Gastrointestinaltraktes (GIT), und dem ZNS ist das PNS entscheidend beteiligt. So durchzieht
beispielsweise das enterische Nervensystem als Teil des PNS den gesamten GIT und spielt
eine wichtige Rolle fur die Darmmotilitat , den Blutfluss und der Kommunikation mit dem ZNS
(12).

2.1.1 Makroskopische Anatomie

Betrachtet man das Gehirn nach morphologischen, entwicklungsgeschichtlichen und
funktionellen Gesichtspunkten, so lasst es sich in sechs Abschnitte unterteilen: das verlangerte
Rickenmark (medulla oblongata), die Briicke (Pons), das Mittelhirn (Mesencephalon), das
Zwischenhirn (Diencephalon), das Kleinhirn (Cerebellum) und dem Grof3- bzw. Endhirn
(Telencephalon) (12). Das Grof3hirn gliedert sich in zwei Hemispharen, welche durch die von

rostral nach occipital laufende Fissura longitudinalis cerebri getrennt werden.

Umgeben wird das ZNS von bindegewebigen Hullen, den Meningen. Hierbei unterscheidet
man die weiche Hirnhaut (Leptomeninx) von der harten Hirnhaut (Pachymeninx). Die
Pachymeninx bildet die duere Haut und besteht hauptsachlich aus der straffen Dura mater.
Die Leptomenix ist dem Gehirn anliegend und unterteilt sich in die direkt aufliegende Pia Mater
und der spinnengewebsartigen Arachnoidea mater (13). Die Meningen sind im Gegensatz zum

Gehirn gut innerviert und demzufolge auch schmerzempfindlich.

Vor aulere Gewalteinwirkungen ist das Gehirn durch verschiedene anatomische
Gegebenheiten und Mechanismen geschuitzt. Der knécherne Schadel (Cranium) umgibt das
Gehirn. Dieser wird in einen Hirnschadel (Neurocranium) und einen Gesichtsschadel
(Viscerocranium) unterteilt. Zudem ist das Gehirn vor kleinen Erschitterungen durch den
inneren und auleren Liquorraum geschitzt, der verhindert, dass die Hirnsubstanz bei
Bewegung direkt an die Innenseite des Schadels stoRt. Gebildet wird der Liquor
cerebrospinalis (Hirnwasser) im Plexus choroideus der inneren Liquorraume. Diese bestehen
aus den vier Ventrikeln. Funktional kénnen die inneren Liquorrdume als Reserverdume bei
raumfordernden Prozessen, wie bspw. einer Blutung, dienen. Der &uflere Liquorraum

hingegen  befindet sich zwischen der Pia mater und der Arachnoidea mater im
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Subarachnoidalraum und verhindert so einen direkten Aufprall gegen den Schadel bei kleinen

Erschitterungen (12).

Das GroBhirn ist nicht nur der am weitesten entwickelte Teil des ZNS, sondern auch
flachenmaRig der grofte und macht etwa 80 % der Hirnmasse aus(14). Dazu kommt der
direkte Kontakt zum umgebenden Schadel, was zur Folge hat, dass es bei einem Schadel-
Hirn-Trauma (SHT) sehr anfallig fur primare Verletzungen und daraus folgende Schaden ist.
Anteile des Grof3hirns, die im Rahmen eines experimentellen SHT besonders beeintrachtigt

werden, sind die Grof3hirnrinde (Cortex cerebri) und der in der Tiefe gelegene Hippocampus.

Der Cortex ist die auRerste Schicht des GroRhirns. Durch Furchen (Sulci) und Windungen
(Gyri) wird eine maximale OberflachenvergréRerung bei minimalen Raumverbrauch erzielt
(11). Funktionell und anatomisch wird die Grof3hirnrinde in vier Lappen unterteilt: der
Frontallappen Lobus frontalis), der Parietallappen (Lobus parietalis), der Temporallappen
(Lobus temporalis) und der Okzipitallappen (Lobus occipitalis). In den verschiedenen Teilen
des Cortex befinden sich wichtige Hirnfunktionen, wie bspw. die Somatomotorik im Gyrus
praecentralis des Frontallappens, die Somatosensorik im Gyrus postcentralis des

Parietallappens und die Sehrinde im Okzipitallappen.

Der Hippocampus dagegen wird makroskopisch aus dem Gyrus dentatus und dem Amonshorn
gebildet. Dieser befindet sich zum Grofteil im Lobus temporalis. Neben der Gedachtnisbildung
ist der Hippocampus Teil des limbischen Systems, sodass er auch Einfluss auf vegetative und
endokrine Vorgange nimmt (11). Die Neuronen im Hippocampus weisen eine geringe Toleranz
gegenuber hypoxischen Zustanden auf und sind somit unter traumatischen Bedingungen

besonders anfallig.

2.1.2 Mikroskopische Anatomie
Das Nervengewebe ist die mikroskopische Grundlage des ZNS und PNS (15). Es lasst sich

vereinfacht in Nervenzellen (Neurone) und Gliazellen (Neuroglia) unterteilen.

Nervenzellen dienen zur Erregungsausbreitung und Informationsverarbeitung. Folgende
strukturellen Eigenschaften sind typisch flr Neurone: sie bestehen aus dem Zellkérper (Soma,
Perikaryon) und Zellfortsatzen. Hierbei unterschiedet man zwischen Fortsatzen zur
Reizaufnahme, den Dendriten, und zur Erregungsleitung, dem Axon. Im Bereich der
dendritischen Boutons bilden Axone mit anderen Nervenzellen spezialisierte Kontakte, die
man als Synapsen bezeichnet. Das trophische Zentrum eines Neurons bildet das Perikaryon.
Es versorgt alle Auslaufer mit wichtigen Substanzen und enthalt den Zellkern. Zudem
beinhaltet das Soma folgende Zellorganellen: zahlreiche Nissl-Schollen, welche aus rauem
Endoplasmatischen Retikulum (ER) bestehen, freie Ribosome, Golgi-Felder, Lysosome und
Mitochondrien (16).
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Die Anzahl der Gliazellen im Gehirn ist um den Faktor zehn hdher im Vergleich zu den
Neuronen. Man unterscheidet grundsatzlich die Gliazellen im ZNS (zentrale Glia) von den
Zellen im PNS (periphere Glia) (15). Im Folgenden wird genauer auf die zentrale Glia
eingegangen. Wichtige Zelltypen der zentralen Glia sind die Astrozyten, die Oligodendrozyten,

die Ependymzellen und die Mikrogliazellen.

Die haufigsten Gliazellen im ZNS sind die Astrozyten. Diese Zellen fillen die Bereiche
zwischen den Neuronen aus. Das saure Gliafaserprotein (GFAP) ist ein spezifisches Protein
dieser Zellen und dient daher dem immunhistochemischen Nachweis von Astrozyten und
deren Aktivitat. Neben der Ausbildung von Barriereeigenschaften, wie die Blut-Hirn-Schranke,
ubernehmen Astrozyten mechanische und metabolische Aufgaben. Die Myelinscheide des
ZNS wird von den Oligodendrozyten gebildet. Ependymzellen hingegen kleiden die inneren
Liquorrdume aus. Eine besondere Stellung im Zusammenhang mit Verletzungs- und
Entzindungsprozessen nehmen die Mikrogliazellen ein. Man bezeichnet sie als residente
Makrophagen des ZNS. Sie befinden sich gleichmaflig im gesamten Nervensystem und bilden
ein liickenloses Uberwachungsnetz (16). Im Rahmen von Verletzungen des Gehirns wandeln
sich ruhende Gliazellen schnell in aktivierte und proliferierende Mikroglia um. Durch
Sezernierung von Zytokinen oder anderer Substanzen und der Phagozytose sind sie

entscheidend an den entzindlichen Prozessen im Gehirn beteilig (15).

2.2 Physiologische Grundlagen neuronaler Verschaltung

Die Informationslibertragung von einem Neuron auf ein anderes erfolgt an spezialisierten
Kontaktstellen. Diese bezeichnet man als Synapsen. Den gesamten Vorgang der
Erregungsweiterleitung an einer Synapse nennt man synaptische Ubertragung. Der
Informationsfluss findet hierbei nur in eine Richtung statt. Die Prasynapse ist Teil des primaren
Neurons und die Postsynapse der Zielzelle. Der Grofdteil der Synapsen im Gehirn sind
chemische Synapsen. Die Ubertragung bei Gliazellen findet teilweise durch elektrische

Synapsen mittels GAP-Junctions statt (17).

Die Komponenten und der vereinfachte Ablauf der Signallibertragung einer chemischen
Synapse sind in Abbildung 1 dargestellt. Bei einer chemischen Synapse befindet sich der
Transmitter in prasynaptischen Vesikeln. Das eintreffende Aktionspotential sorgt flr einen
Calcium-Einstrom in die Prasynapse und dadurch fusioniert das Vesikel mit der
prasynaptischen Membran. Darauf kommt es zur Freisetzung von Transmitter, wie bspw.
Glutamat, welche in den synaptischen Spalt diffundieren und Rezeptoren an der
postsynaptischen Membran aktivieren (18). Diese Rezeptoren kénnen ionotrop (Liganden-

gesteuert) oder metabotrop (G-Protein gekoppelt) sein und bewirken eine Signaltransduktion.
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Der Transmitter oder dessen Spaltprodukte werden im Anschluss durch spezifische
Transporter zurtick in die Prasynapse oder in umliegende Gliazellen aufgenommen (19). Die
freigesetzten Neurotransmitter lassen sich in die drei chemischen Klassen unterteilen:
Aminosauren, Amine und Peptide. Die wichtigsten Neurotransmitter im Gehirn sind die drei
Aminosauren Glutamat(Glu), Gamma-Aminobuttersdure(GABA) und Glycin(Gly). Glutamat ist
der primar exzitatorische Neurotransmitter im ZNS. Dort induziert es eine schnelle
Signallibertragung und ist wesentlich an Lern-, Gedachtnisprozessen und synaptischer

Plastizitat ausschlaggebend beteiligt (20).
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Abbildung 1 Funktionsweise einer Synapse (modifiziert nach Siidhof (18))

Eine synaptische Verbindung wird hier mit zahlreichen synaptischen Vesikeln (SV) auf
der prasynaptischen Seite schematisch dargestellt. Postsynaptisch finden sich
zahlreiche Rezeptoren, an denen prasynaptisch freigesetzte Transmitter binden. Des
Weiteren werden prasynaptisch die Endosomen und postsynaptischen die
Zellorganellen Golgi-Apparat und endoplasmatische Retikulum (ER) visualisiert. Der
synaptische Spalt eines Neurons ist fir gewodhnlich breiter als der umgebende
interstitielle Raum.
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2.3 Schadel-Hirn-Trauma

2.3.1 Definition, Klinik und Einteilung

Das Schadel-Hirn-Trauma ist eine durch externe Krafteinwirkung verursachte Verletzung des
Schadels mit mdglicher Hirn-, Knochen- oder Weichteilbeteiligung. Hierbei unterscheidet man
zwischen einem geschlossenen, bei dem die Dura mater intakt ist, von einem offenem SHT.
Bei einem offenen SHT kommt es durch Verletzungen von Kopfhaut, dem knéchernen Schadel
und Eréffnung der Dura Mater zu einer Freilegung des Gehirns mit Liquoraustritt (21). Das
offene Trauma hat ein erhéhtes Infektionsrisiko flir das Gehirn zur Folge. Haufigste Ursachen

fur ein SHT sind das Einwirken von stumpfer oder spitzer Gewalt auf den Schadel (22).

An klinischen Zeichen imponiert bei einem SHT neben den dulerlich sichtbaren Verletzungen
des Schadels besonders die Bewusstseinseintribung. Je nach Schweregrad des Traumas
und in Abhangigkeit des intrakraniellen Druckanstiegs kénnen folgende Symptome auftreten:
Ubelkeit, Erbrechen, Bradykardie, Kopfschmerzen, Sehstdérung und eine Stauungspapille.
Insbesondere Pupillenerweiterung, Parasthesien und Streckkrampfe kénnen Anzeichen einer
Einklemmung des Gehirns mit zunehmender Steigerung des Hirndrucks sein Die sogenannte
,Cushing Trias" bestehend aus Hypertonie, Bradykardie und pathologischem Atemmuster ist
hierbei pathognomonisch (23, 24). Die Kardinalsymptomatik bei einer Hirnbeteiligung sind
Bewusstseinsstorungen und amnestische Licken. Die Bewusstseinsstorungen kdnnen nach
einem SHT von quantitativer und qualitativer Natur sein. Bei leichter Benommenheit, Uber
Somnolenz, Sopor bis hin zum Koma reichenden Stérungen des Bewusstseins spricht man
von quantitativen Stérungen. Psychomotorische Unruhe, Verwirrtheitszustande und eine

anhaltende bzw. transiente Amnesien gehdren zu den qualitativen Beeintrachtigungen (25).

Frihere Einteilungen des SHT wie Commotio cerebri, Contusio cerebri oder Compressio
cerebri sind mittlerweile aufgrund der Ungenauigkeit und der geringen klinischen Relevanz
obsolet. Wie beschrieben ist die Stérung des Bewusstseins eines der Hauptsymptome beim
SHT, sodass man die Schweregrade des SHT nach der Glasgow-Coma-Scale(GCS) einteilt.
Teasdale und Jennett stellten im Jahr 1974 die GCS zur einheitlichen Evaluation bei SHT-
Patienten vor. Die drei Hauptkategorien, Augendffnen, beste verbale Reaktion und beste
motorische Reaktion, werden mit unterschiedlichen Punkten bewertet (s. Tabelle1). In der
praklinischen Notfallmedizin hat sich das Einsatzgebiet der GCS uber die Trauma Versorgung
von SHT Patienten hinaus etabliert (21, 26).
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Punkte Augendffnen Beste verbale Reaktion Beste motorische
Reaktion

1 fehlt fehlt fehlt

2 auf Schmerzreiz Laute Streckmechanismen

3 auf Ansprache einzelne Worte atypische Beugereaktionen

4 spontan verwirrt Beugemechanismen

5 orientiert gezielte Schmerzreaktion

6 folgt Aufforderungen

maximale Punktzahl 15

minimale Punktzahl 3

Tabelle 1 Kriterien der GCS (nach Memorix Neurologie (26))

Anhand der Punktzahl teilt man das SHT in leichtes (GCS 13-15), mittelschweres (GCS 9-12)
und in das intubationspflichtige schwere SHT (<9) ein (27). Die Bestimmung des GCS-Werts
und die Einteilung sollte wegen der prognostischen und therapeutischen Relevanz obligat
erhoben, reevaluiert und dokumentiert werden. Scheinverbesserungen und Befunderhebung

nach Intubationen sind Limitationen der GCS und mussen berlcksichtigt werden (28).

2.3.2 Epidemiologische Daten und Relevanz

Die klinische Relevanz des SHT zeigt sich in den epidemiologischen Daten. So erleiden in
Deutschland deutlich mehr Menschen ein SHT als bspw. einen Apoplex (29). In der
Bevolkerung wird dies jedoch kaum als ernsthafte Erkrankung wahrgenommen, trotz der
Tatsache, dass schwere Stérungen des Bewusstseins und der Motorik auch langfristig die

Patienten beeintrachtigen konnen.

Eine Metastudie aus dem Jahr 2005 von Steudel et alii (et al.) zeigte in Deutschland eine
Inzidenz des SHT von 337 pro 100 000 Einwohner pro Jahr. Der Grofteil der Traumata wird
hierbei als leicht klassifiziert. Schwere SHT mit einem GCS von kleiner 8 haben eine Inzidenz
von 33,5/100 000, was einer Patientenzahl von circa 30 000 entspricht (23, 30). Laut dem
statistischen Bundesamt der Bundesrepublik Deutschland starben im Jahr 2015 insgesamt
7953 Menschen an Verletzungen des Kopfes (ICD10 S00-S09). 63,5% sind hierbei auf das
mannliche und 36,5% auf das weibliche Geschlecht zurlick zu flhren, sodass vermehrt
Manner ein SHT erleiden (31). Nur bei ungefahr 40% der Patienten wurde ein isoliertes SHT
dokumentiert. Haufig treten Begleitverletzungen zusatzlicher Kérperregionen auf bis hin zum
Polytrauma. Der Thorax ist hierbei am meisten betroffen. Bei mittelschweren bis schweren
SHT wurde nach dem Trauma-Register der deutschen Gesellschaft fur Unfallchirurgie (TR-
DGU) eine altersabhangige Zunahme der Inzidenz mit zunehmenden Alter erfasst (32). Nicht
nur in Deutschland, sondern auch in den vereinigten Staaten Amerikas ist das SHT die

haufigste Ursache fir Tod und chronischer Behinderung in der Altersgruppe bis zum 45.
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Lebensjahr. Auch aus soziodkonomischer Sicht ist das SHT nicht zu vernachlassigen. 76,5
Milliarden US $ war die 6konomische Belastung der USA durch direkte medizinische und
indirekte sekundar anfallende Kosten wie zum Beispiel Verdienstausfille und die
wirtschaftlichen Folgeschaden bei der Versorgung von SHT-Patienten (33). Aus Abbildung 2
lasst sich die Verteilung der haufigsten Verletzungsursachen vom mittelschwerem bis
schwerem SHT ablesen. Stlirze aus geringerer und grofierer Hohe waren fur etwa die Halfte

der dokumentierten Falle im TR-DGU verantwortlich.

Unfalltyp

FuBgangerunfall
PKW-Unfall
Motorradunfall
Fahrradunfall
Sturz>3m
Sturz<3m

sonstige

| I | | |
0 10 20 30 40 50

Haufigkeit (%)

Abbildung 2 Verteilung der Verletzungsursachen (modifiziert nach DESTATIS (31))

Die Entwicklung der Fallzahlen in Abhangigkeit vom Alter und der Verletzungsursachen weist
eine unterschiedliche Entwicklung auf. Wahrend es im Zeitraum von 2007 bis 2013 zu einer
Abnahme der absoluten Zahl von Zweiradunfallen jingerer Menschen in den USA gekommen
ist, nehmen die altersbedingten Sturze stetig zu (34). In den unterschiedlichen Altersgruppen
bestehen posttraumatisch in den ersten Wochen deutliche Unterschiede in der Mortalitat.
Diese betragt in der Altersgruppe Utber 65 nahezu 50%, wohingegen bei den unter 65-jahrigen
die Mortalitat bei ca. 30% liegt (35). Ursachlich hierfir sind auftretende Komorbiditaten im Alter.
Aufgrund des demographischen Wandels und der dadurch alter werdenden Gesellschaft, wird

das SHT daher weiter an Relevanz zunehmen.

2.3.3 Schadel-Hirn-Trauma im Tiermodell

Durch die beschriebene epidemiologische Relevanz des SHT, ist es obligat die Forschung in
diesem Gebiet weiter zu intensivieren. Die Forschung bedient sich hierbei an Experimenten
mit Tiermodellen. Wie auch in der folgenden Arbeit ist die Maus eine haufig genutzte Spezies.
Jedoch werden auch Ratten und Schweine eingesetzt um verschiedene Aspekte des SHT

beim Menschen zu replizieren und verschiedene Interventionen zu testen (36). Grundsatzliche
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Vorteile des Mausmodells sind der geringere Kostenaufwand, vereinfachte Tierhaltung und
mogliche genetische Veranderung der Desoxyribonucleinsdure (DNS) mittels transgener
Techniken (37). Um zerebrale Kontusionen und somit ein SHT zu simulieren, sind in der

Literatur drei Modelle besonders verbreitet.
Weight-drop-Model (WD-Modell)

Das WD-Modell ist ein klinisch relevantes Modell, bei dem ein festgelegtes Gewicht aus einer
vorgegebenen Hohe auf den Schadel einer Maus fallt. Als Variation kann das Gewicht
entweder auf den erdffneten oder intakten Schadel auftreffen. Um Schadelfrakturen zu
verhindern, wird eine Metallscheibe auf den Schadel gelegt, sodass sich die Energie des
Aufpralls auf eine gréRere Flache verteilt (38). Durch Veranderung von Gewicht und Hohe
kann die Intensitat des Traumas einfach verandert werden, jedoch geht dieses Modell mit einer
erhéhten Mortalitat einher (37, 39, 40).

Fluid-Percussion-Injury-Modell (FPI-Modell)

Nach einer mikrochirurgischen Offnung des Schéadels im Bereich des os parietale wird durch
einen FlUssigkeitsstrahl auf das Gehirn eine Verletzung induziert. So entstehen diffuse
Schaden an GefalRen und den Axonen der Nervenzellen, die meist nicht lokal begrenzt sind.
Das urspringlich bei Ratten angewandte Modell wurde fir Mause modifiziert um ahnliche
Verletzungsmuster zu erreichen. Die genaue Konfiguration wahrend der Durchfihrung
gestaltet sich jedoch haufig schwierig, weshalb die Reproduzierbarkeit nicht immer gegeben
ist (37, 41-43).

Controlled-Cortical-Impact (CCl)

Das CCI-Modell wird auch in der vorliegenden Arbeit angewendet. Der genaue Ablauf des
CCI-Modells wird im Abschnitt Methoden erlautert. Beim CCI-Modell wird pneumatisch oder
elektromagnetisch ein definierter Einschlag mit einem Bolzen direkt auf das Gehirn
erzeugt(36). Vorher findet eine unilaterale Kraniotomie statt, die nach Durchfihrung des
erzeugten Traumas wieder verschlossen wird. In Folge des CCI entstehen Blutungen,
Kontusionen und Stérungen der Blut-Hirn-Schranke. Der Vorteil bei dieser Methode ist die
genaue Steuerung des Einschlags durch Anderungen folgender Parameter: Geschwindigkeit
des Bolzens, Auftreffzeit und Tiefe des Einschlags (37, 44-48).

2.3.4 Pathophysiologie

Bei einem SHT muss man zwischen der akuten bzw. primaren Hirnschadigung und der im
Verlauf auftretenden sekundaren Schadigung unterscheiden. Meist im Bereich der
Gewalteinwirkung auf den Schadel (Coup) kommt es primar zu einer irreversiblen fokalen
Schadigung des Hirngewebes. Durch die Eigenbewegung des Gehirns und den dadurch

entstehenden Aufprall an der gegenliberliegenden Schadelseite (Contre-coup) sind auch dort
10
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primare Lasionen nachweisbar. Beschleunigungsunterschiede, Zugkrafte und Scherkrafte
verursachen zudem GefaRrupturen und diffuse axonale Schadigungen (DAIl) (24). Das
gesamte primare Verletzungsmuster ist meist inhomogen und abhangig von der Intensitat des
Aufpralls. Die zeitverzdogerte sekundare Hirnschadigung besteht aus verschiedenen
pathophysiologischen Prozessen, die kaskadenférmig ablaufen. Dazu zahlen bspw.
Entziindungsprozesse, nach einer Latenz auftretende sekundare Blutungen, Hirnédem,
Exzitotoxizitat und oxidativer Stress neuronaler Zellen (6, 49, 50). Die Ursachen sekundarer
Hirnschadigung konnen extrakraniellen und intrakraniellen Ursprungs sein. Unter
extrakraniellen Ursachen versteht man eine globale Mangelversorgung wie Anamie, Hypoxie
und Hypotension. Diese treten gehauft bei polytraumatisch bedingten instabilen Patienten auf.
Intrakraniell hingegen beschreibt die pathophysiologischen und biochemischen Ablaufe im
Gehirnparenchym. Primare Hirnschadigungen sind therapeutisch nicht zu beeinflussen.
Lediglich durch das Tragen von Schutzkleidung (51), Airbags oder Gurtpflicht im Sinne der
primaren Pravention lasst sich Einfluss darauf nehmen. Aktuell gilt das gesamte
therapeutische Bemihen dem Versuch die Kettenreaktion der sekundaren Hirnschadigung zu

stoppen und den Schaden des Gehirns so zu minimieren (6, 23, 52).

2.3.4.1 Primare Schaden

Direkt nach dem Trauma werden zwei neuropathophysiologische Ablaufe unterteilt. Es werden
die fokalen Schaden von den diffusen Verletzungen differenziert. An der Stelle der direkten
Krafteinwirkung und deren Gegenseite im Gehirn kommt es zu einer fokalen Schadigung der
Hirnmasse. Kortikale und subkortikale Kontusionen sind die Folge. Neben der primaren
Zerstérung von neuronalen Zellen kénnen auch Blutungen durch verletzte Hirngefalle
auftreten. Diese pathologischen Prozesse sind haufig mit schweren Traumata assoziiert(53).
Diffuse Verletzungen hingegen treten nicht lokal, sondern disseminiert im gesamten Gehirn
auf. Die Hauptform dieses Verletzungsmusters wird als DAI bezeichnet. Direkt
aufeinanderfolgende Beschleunigung und Abbremsung der Hirnmasse in Folge des Traumas
sind Ursache dieses Pathomechanismus (54). Daraus ergeben sich Abrisse fragiler Axone,
welche frih histopathologisch nachweisbar sind. Auch schon bei milden SHTs treten DAIs
gehauft auf(55, 56). Die Pateinten sind klinisch trotz geringen bildmorphologischen Korrelats
auffallig. Dies kann einen Hinweis auf DAI geben. Diagnostiziert werden diese
Verletzungsmuster u.a. mittels eines  Computertomographen (CT), jedoch ist der

Magnetresonanztomograph (MRT) deutlich sensitiver (57).

Direkt nach dem Trauma treten neben der Destruktion von Neuronen im Rahmen der fokalen
und diffusen Verletzungen auch Schaden an zerebralen Gefalken auf. Mechanische
Scherkrafte wirken auf Endothelzellen kleiner Blutgefal3e. Dies hat eine Stérung der Blut-Hirn-
Schranke (BHS ) zur Folge und eine Verminderung des zerebralen Blutflusses (CBF). Fallt der

CBF dabei unter 15ml/(100g*min™') kommt es zu irreversiblen Schaden im Gehirn, die
11
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bleibende neurologische Defizite mit sich bringen kdnnen(58). Die daraus resultierende
Ischamie fihrt zu neuronalen Funktionsstérungen und zum Untergang von Neuronen,
Astrozyten und Mikrogliazellen (59). Ein weiterer primarer Pathomechanismus resultiert durch
die mechanische Dehnung und Erschitterung der Axone. Infolgedessen kommt es an der
axonalen Plasmamembran zu nicht physiologischen lonenstromen und einer direkten
Zerstérung des Zytoskeletts der Neuronen. Hierbei werden die Mikrotubuli, die intrazellular
Transportfunktionen einnehmen, zerstoért, sodass es zu neuronalen Transportstérungen
kommen kann. Der vermehrte Einstrom von Calcium aktiviert proteolytische Enzyme, die
neurofilamentére Proteine spalten. Der axonale Transport entlang des Zytoskeletts ist massiv
eingeschrankt und insuffizient. Das Ungleichgewicht der lonen wird durch eine erhohte
Aktivitdt von lonenpumpen versucht zu kompensieren, was einen stark erhdhten
Energieaufwand mit sich bringt. Um diesem gerecht zu werden, stellen die ischamischen
Zellen den Stoffwechsel auf anaerobe Glykolyse mit erhdhter Laktatproduktion um, was
ebenfalls zu Zelluntergang durch Azidose flihrt. Alle beschriebenen Pathomechanismen haben
die neuronale Funktionsstérung und Gewebeuntergang mit einer Vielfalt neurologischer

Symptome als gemeinsame Endstrecke (6, 53).

Eine Studie von Adams et al bestatigt die Pathologien histologisch bei autopsierten Patienten,
die ein stumpfes Trauma erlitten haben. Man konnte bei 58% der Traumaopfer DAls
nachweisen und bei etwa 2/3 ein ischamisch verandertes Gehirn mit den daraus

resultierenden Folgen (60).

2.3.4.2 Sekundare Schaden
Nach Ablauf der primaren Hirnschadigung folgen kaskadenartig die sekundaren Prozesse, die
in der Neuroinflammation enden. Bei wiederkehrenden Traumata kann der

Pathomechanismus chronifizieren. Dies bezeichnet man als chronische traumatische
Enzephalopathie (CTE) (61).

Die primare Schadigung tritt unmittelbar nach dem Aufprall auf und verursacht direkte Schaden
im Gehirn (1). Wohingegen die sekundaren Ablaufe sich tUber Stunden bis hin zu Monaten in
Folge des mechanischen Insultes entwickeln kdénnen. Studien haben gezeigt, dass die
Dysfunktion der BHS und der primar neuronale Zelltod wahrend eines SHTs eine Ubermalige
Freisetzung von Neurotransmittern, wie Glutamat, induzieren. Der Anstieg des
Neurotransmitters Glutamat fihrt zu Exzitotoxizitat (62). Die Glutamat induzierte Exzitotoxizitat
entsteht durch eine erhdhte extrazellulare Konzentration von Glutamat und basiert auf
neuronale Dysfunktion mit daraus entstehender neuronalen Zelltod. Dies spielt nicht nur bei
akuten, sondern insbesondere auch bei chronischen Prozessen eine entscheidende Rolle. Die
empfindlichste Region fur Glutamat-Exzitotoxizitat ist der Hippocampus. Die exzitatorische

Aminosaure Glutamat aktiviert sowohl ionotrope Glutamatrezeptoren als auch metabotrope
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Glutamatrezeptoren. Der wichtigste Vertreter der ionotropen Rezeptoren ist der N-Methyl-d-
Aspartat-(NMDA)Rezeptor. Nach Bindung von Glutamat an den Rezeptor 6ffnen sich
lonenkanale und es kommt zum Einstrom von Natrium, Kalium und Calcium. Dies fuhrt zu
einer Membrandepolarisation in Neuronen. Der NMDA-Rezeptor ist insofern besonders, als
dass er auch spannungsabhangig gesteuert werden kann und fiir Calcium-lonen durchlassig
ist. Die hohe Glutamatkonzentration fuhrt zu einer UberschieRenden Glutamat-
rezeptoraktivierung mit Depolarisation. Darauf kommt es zusatzlich zu spannungs-
abhangigem Calcium-Einstrom in die Nervenzelle. Die lonenhomdostase zwischen dem intra-
und extrazellularen Raum wird somit gestort. Die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren durch
Glutamat fordert zudem die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies und Stickoxid, was den
sekundaren Zelluntergang beschleunigt. Das UbermaRige intrazellulare Calcium im Zytosol
aktiviert eine Reihe von Enzymen und Proteinen, die einen apoptotischen Zelltod initiieren. Die
zunehmende Akkumulation von Calcium und reaktiver Sauerstoffspezies haben eine starke
Progression des neuronalen Zelluntergangs zur Folge(63-65). Beglinstigt werden die
ablaufenden Prozesse durch die Entstehung von freien Radikalen, die neuronale Proteine und
Membranstrukturen der Nervenzellen angreifen (66). Zusammenfassend fuhrt eine
Ubermafige Stimulation der Glutamatrezeptoren aufgrund der massiven Freisetzung des
exzitatorischen Neurotransmitters Uber einen langeren Zeitraum zu posttraumatischem
oxidativem Stress und exzitatorischem Zelltod, was mit einer erhéhten Mortalitat und einer
deutlichen Verschlechterung des neurologischen Outcomes korreliert. Um interventionell in
diese sekundare Kaskade eingreifen zu koénnen bedarf es beispielsweise einer
pharmakologischen Antagonisierung der Glutamatrezeptoren oder die vermehrte Expression
inhibitorischer Glutamatrezeptoren (19, 67-69). Die einsetzende neuroinflammatorische
Antwort enthalt hierbei sowohl lokal auf das Gehirn beschrankte als auch systemische
Komponenten (70). Das Immunsystems spielt beim Verstandnis der Pathogenese und
Therapie des SHTs eine zunehmende Rolle. Die pro- und antiinflammatorischen Einflisse
dessen auf die ablaufenden Prozesse kdnnen sich auch vorteilhaft auf den Heilungsprozess
auswirken. Daher scheint eine komplette Unterbrechung der Entzindungskaskade nicht

sinnvoll (71).
Angeborene und adaptive Immunsystem

Das Immunsystem ist fir die Abwehr unterschiedlicher Pathogene verantwortlich. Man
unterscheidet zwischen der angeborenen, nicht spezifischen, und adaptiven Immunantwort,
die Erreger gezielt eliminiert. Die Grundlagen der Immunantwort werden im Folgenden kurz

erlautert.

Neben anatomischer (z.B. die Haut) und physiologischer (z.B. die Kérpertemperatur) Barrieren

ist auch die zellulare Antwort bei der angeborenen Immunantwort entscheidend. Phagozyten,
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zu denen auch die Mikroglia gehoren, und Granulozyten kénnen pathogene Muster erkennen.
Die Effektorzellen nutzen hierbei die Toll-Like-Rezeptoren (TLR), welche Pathogene erkennen
und Uber verschiedene Mechanismen das Immunsystem so aktivieren kénnen (72, 73). Dies
geschieht unter anderem durch die Freisetzung von Zytokinen, die Wachstum und Proliferation
von Zellen regulieren, und so die Immunreaktion amplifizieren und steuern. Weitere
Immunzellen werden aktiviert, indem interzellulare Signallibertragungen zytokingesteuert
Nachbarzellen stimulieren und so die Immunantwort auch Uber das Gebiet der Lasion hinaus
stattfindet. Hinzu kommt die Aktivierung des Komplementsystems, bei dem aktivierte
Plasmaproteine einen sogenannten Membran-Angriff-Komplex bilden und pathogene

Strukturen eliminieren (72, 74).

Die adaptive Immunantwort basiert auf der Aktivierung der B - und T-Zellen, denen spezifische
Antigene Uber den Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC) prasentiert werden. Zu den
antigenprasentierenden Zellen gehéren bspw. Makrophagen und dendritische Zellen. Nach
Aktivierung wirken T-Zellen entweder zytotoxisch oder regulatorisch. Sie spielen auch eine
entscheidende Rolle bei der Aktivierung von B-Zellen, welche die Produzenten der
Immunglobuline bzw. der Antikdrper darstellen. Das adaptive Immunsystem besitzt zudem die
Fahigkeit durch Gedachtniszellen Erreger bei erneuter Infektion friiher zu identifizieren und

rasch zu eliminieren (75).
Aktivierung der Signalkaskade

Schon friih nach einem SHT kommt es zur Expression inflammatorischer Stimuli, die lokale
und periphere Immunzellen in einen Aktivitdtszustand bringen. Durch die traumabedingte,
mechanische Zerstorung zellularer Membranen von Nervenzellen kommt es zur Freisetzung
verschiedener Mediatoren, die zu einer Initierung von Signalkaskaden im Rahmen einer
sekundaren Hirnschadigung flhren. Beguinstigt wird dieser Prozess durch die Schadigung der
BHS (76, 77). Die freigesetzten Stoffe werden als schadigungsassoziierte molekulare Muster
(DAMPs) bezeichnet, welche die Fahigkeit besitzen neuronale Inflammation zu triggern und
zu amplifizieren. DAMPs interagieren mit Rezeptoren der Immunzellen und kénnen diese so
aktivieren. Die Rezeptoren werden als toll-like-Rezeptoren (TLR) bezeichnet. TLR fungieren
somit als eine Art ,Sensor® fur die Immunzellen und kénnen so pathologisch ablaufende
Prozesse erkennen (73, 78). Neben den DAMPs gibt es weitere Mediatoren, die zu einer
Aktivierung der Signalkaskade beitragen. Durch zelluldren Stress im Rahmen der
Gewebeschadigung und spater im Laufe der Heilungsprozesse entstehende
Hitzeschockproteine (HSP) flhren ebenfalls zu einer immunologischen Antwort, die sowohl
pro- als auch antiinflammatorische Aspekte enthalten kann (79). In Folge einer
zentralnervosen Schadigung und der damit verbundenen mechanischen Zerstérung von

Zellen, gelangt das Energiedquivalent Adenosintriphosphat (ATP) aus dem Intrazellularraum
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nach extrazellular. Dies stellt ebenfalls ein Alarmsignal fir das Immunsystem dar. So werden
bspw. purinerge Rezeptoren von Gliazellen stimuliert und infolgedessen die Mikroglia aktiviert.
Die Antwort der Mikroglia auf freies ATP wird in Abbildung 3 deutlich (80).

Abbildung 3 ATP-induzierte Antwort der Mikroglia (modifiziert nach
Davalos et al. (80))

In Bild a) sieht man die mit Rhodamine-Dextran versehene Kontrollgruppe
ohne morphologische Reaktion der Mikrogliazellen. Wohingegen in Bild b)
die Aktivierung der Zellen nach Exposition mit ATP durch die
morphologischen Veranderungen deutlich sichtbar und messbar ist.

Neben der Mikroglia aktiviert das purinerge System auch neutrophile Granulozyten und
Astrozyten. ATP wirkt somit auch im Gebiet des Gewebeschadens chemotaktisch und
aktivierend auf Immunzellen (81). Nach der Aktivierung und Infiltration der Immunzellen
sezernieren diese weitere Entziindungsmediatoren, die als frihe Effektoren der
posttraumatischen Inflammation fungieren. Wichtige Vertreter sind Tumornekrosefaktor «
(TNFx), Interleukin (IL) 1 und IL 6. Diese spielen nicht nur bei traumatisch bedingten
Entzindungen im Gehirn eine groRe Rolle, sondern bei jeglicher Art von Inflammation im
Korper (82).

Zellulare Antwort

Die zellulare Antwort und die Infiltration der Immunzellen im Gehirn nach einem Trauma ist
sehr dynamisch. In Versuchen mit Mausen und Ratten sind in Abhangigkeit der Zeit nach
erfolgtem Trauma unterschiedlich Konzentrationen an Immunzellen nachweisbar (70). Nach
erfolgtem Trauma zirkulieren zu Beginn vor allem neutrophile Granulozyten zum geschadigten
Hirnareal und gelangen mittels Diapedese aus der Blutbahn zum verletzten Gewebe. Das
Maximum der Zellzahl wird nach 24 bis 46 Stunden erreicht. Beglnstigt wird dies durch
Defekte der BHS, sodass Immunzellen direkt in das Lasionsgebiet gelangen. Die Zellzahl ist
jedoch schnell ricklaufig. Als Aktivitatsmarker flr neutrophile Granulozyten wurde in einer
Veroffentlichung von Robert et al. (1994) die Aktivitat der Myeloperoxidase gemessen. Nach
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dem Erreichen des Maximums war die Enzymaktivitdt nach 168 Stunden nur noch kaum
messbar (83). Die Infiltration der Monozyten in das Schadensgebiet zeigte posttraumatisch
nach drei Tagen einen deutlichen Anstieg. In geringerer Zahl, jedoch im &hnlichen Zeitraum,
sind dendritische Zellen, T-Lymphozyten und naturliche Killerzellen nachweisbar (84, 85). Zur
gleichen Zeit kommt es zu einer reaktiven Gliose durch Astrozyten. Eine Astrogliose
bezeichnet die erhdéhte Anzahl von Gliazellen in diesem Bereich des Gehirns, der eine
Schadigung bzw. pathologische Umbauprozesse aufweist. Aktivierte Astrozyten durchlaufen
eine morphologische und funktionelle Anpassung. Im Zuge dieser Reaktion kommt es zu einer
Hochregulierung des GFAP, welches als molekularer Marker fir die Aktivitat von Astrozyten

dient, und zu einer Ausschittung von Zytokinen und Chemokinen (86).
Mikroglia

Als Teileinheit des zelluldren Immunsystems gehoéren die Mikroglia zur Familie der Gliazellen
und befinden sich ausschlie8lich im ZNS. Nach einer Schadigung in Folge des Traumas gehort
die Mikroglia zu den Zellen, die anfangs aktiv sind. Hierbei screenen die Zellen sténdig ihre
Umgebung und kénnen durch verschiedene Faktoren aktiviert werden. Zudem betreiben
Gliazellen Umbauprozesse an Synapsen, férdern das Uberleben von Neuronen und
phagozytieren beschadigte Zellen (61, 87, 88). Betrachtet man das ganze unter dem zeitlichen
Aspekt kann die Aktivierung der Mikroglia Minuten nach erfolgtem Trauma stattfinden (89, 90).
Jedoch auch Jahre spater kdnnen nachhaltige Auswirkungen nachgewiesen werden. 17 Jahre
nach dem Trauma waren in einer in vivo Untersuchung chronisch aktivierte Mikroglia per
Positronen-Emissions-Tomografie (PET)- Scan nachweisbar (91). Somit spielen sie nicht nur
in der Frihphase eine entscheidende Rolle. Nach Aktivierung kommt es zu morphologischen
Veranderungen der Mikroglia. Im Ruhezustand weisen sie einen kleinen Zellkérper auf und
dynamisch wirkende Arme scannen standig ihre extrazellulare Umgebung. Nach Aktivierung
der Zellen nimmt die Motilitdt zu und der Zellkdrper gewinnt deutlich an GréRe. Aktivierte
Mikroglia wirken auf benachbarte Zellen chemotaktisch und fihren zu einer Amplifikation der
Immunantwort. Neben ATP hat auch Uridindiphosphat (UDP) eine entscheidende Rolle. UDP
tritt ebenfalls aus den zerstorten Nervenzellen aus und bindet an P2Y6-Rezeptoren der
Mikroglia. Dies bewirkt eine Initiierung der Phagozytose (89, 92). Weitere aus geschadigten
Neuronen freigesetzte Faktoren, die Mikroglia tGber zelleigene Rezeptoren aktivieren, sind u.a.
Glutamat, Wachstumsfaktoren und zahlreiche Zytokine. Nach erfolgtem SHT akkumulieren die
Zellen auch an der beschadigten glia limitans. Die glia limitans ist eine aus Astrozyten
bestehende Schicht an der Hirnoberflache und stellt eine duere Grenzflache dar. Diese
Gewebeschicht wird durch die mikrogliale Phagozytose der abgestorbenen Zellen gereinigt.
Die Integritat des ZNS wird somit aufrechterhalten, indem tote Zellen aus dem Parenchym

phagozytiert werden (93).
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Im Rahmen der posttraumatischen Neuroinflammation kdnnen die Mikroglia sich sowohl
vorteilhaft als auch schadlich auf den Heilungsprozess auswirken (70, 94). Abhangig von den
Stimuli ihrer Mikroumgebung koénnen sie so aktiviert werden, dass sie unterschiedliche
molekulare Phanotypen und Effektorfunktionen aufweisen (95). Die Mikroglia kénnen somit
entlang ihres Aktivierungsspektrums polarisiert werden. Die Polarisierung umfasst das
klassische M1- bis hin zum M2 Spektrum (95). Der M1 Phanotyp setzt nach seiner Aktivierung
hohe Mengen an proinflammtorischen Zytokinen und oxidativen Metaboliten frei. Diese sind
essenziell fir die phagozytische Aktivitat und die Erregerabwehr, verursachen jedoch auch an
gesunden Zellen und nativen Gewebe irreversible Schaden (96, 97). M2-Mikroglia hingegen
haben einen positiven Einfluss auf den Heilungsprozess. Es wird angenommen, dass diese
die Angiogenese, Wundheilung und Gewebereparatur férdern und zudem die destruktive
Immunantwort unterdriicken. Durch die Freisetzung von DAMPs, freier Radikale und der
Freisetzung proinflammorischer Zytokine, wie bspw. Interferon (INF)-gamma, werden M1
Mikroglia aktiviert. Diese produzieren dann pro-inflammatorische Zytokine, Chemokine und
radikale Sauerstoff-Spezies. Wichtiger Vertreter hierbei sind IL1 und TNF. Trotz der Tatsache,
dass der M1 Phanotyp haufig als schadlich angesehen wird, kann eine M1-Reaktion nach SHT
dennoch neuroprotektiv sein, sobald diese kontrolliert reguliert wird. Eine Gberschieltende oder
verlangerte Reaktion kann jedoch zu sekundaren Hirnschadigungen fihren. Man spricht dann
von einem hyperinflammatorischen Zustand (96, 98, 99). IL4 und IL12 hingegen stimulieren
den M2-Phanotyp. Dieser produziert anti-inflammatorische Zytokine und steigert die
Phagozytose. Die unterschiedliche funktionelle Antwort der Mikroglia Phanotypen ist in

Abbildung 4 zusammengefasst und ubersichtlich dargestellt (100).

Nach einer traumatischen Verletzung des Gehirns durch ein SHT ist es wahrscheinlich, dass
sich M1- und M2 Mikroglia in einem Zustand des dynamischen Gleichgewichts innerhalb der
Mikroumgebung der Lasion befinden. Ob sich die Zellen in einen M1-Panotyp differenzieren,
der die Gewebsverletzung verschlimmert, oder in einen M2-Phanotyp, der die ZNS-Reparatur
fordert, hangt wahrscheinlich von den lokalen Signalen der Mikroumgebung ab. Mehrere
Studien versuchten im Tiermodell therapeutisch Einfluss auf die Mikroglia zu nehmen. U.a.
wurde Minozyklin als Breitband-Antibiotikum verwendet. Die anti-inflammatorische Potenz
dieser Medikamentengruppe sollte die Mikrogliaktivitat unterdricken und so die Entzindung
eindammen. Es konnten dabei Unterschiede im neurologischen Outcome nachgewiesen
werden, die sich auf die Zeit, unmittelbar nach dem Trauma beziehen. Nachhaltige
Verbesserung im Outcome Uber mehrere Tage waren nicht nachweisbar (101-103). Jedoch

bietet die Antibiotikatherapie in diesem Zusammenhang interessante Ansatzpunkte.
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Abbildung 4 Funktionelle Antwort der M1 - und M2 Mikroglia nach SHT(modifiziert
nach Loane et Kumar(100))

Astrozyten

Astrozyten Ubernehmen im Gehirn eine Vielzahl komplexer Funktionen. Dies bezieht sich
sowohl auf physiologische Prozesse als auch den Zustand nach einer Hirnverletzung. Sie sind
spezialisierte Gliazellen und Ubertreffen die Anzahl der Neuronen um das Funffache. Auf
jegliche Art einer ZNS-Schadigung folgt im Anschluss eine reaktive Gliose als gemeinsame
Endstrecke. Als Gliose wird eine Ansammlung von Astrozyten im Gehirn bezeichnet und diese
fungiert als unspezifische Reaktion der Gliazellen auf neuropathologische Prozesse jeglicher
Art. Die daraus entstehende ,Narbe“ flihrt zu einer Eindammung der Entziindungsreaktion im
verletzten Bereich. Somit wird die Ausbreitung auf das gesunde Gewebe verhindert. Des
Weiteren kontrollieren Astrozyten als Teil der BHS den zerebralen Blutfluss (61, 104, 105).
Ihre Fortsatze treten in Wechselwirkung mit der glia limitans. Diese Barriere trennt das ZNS

von perivaskularen Raumen, Meningen und den Blutgefalten. Dadurch wird ein Kontrollpunkt
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fur den Ubertritt von Immunzellen bei neuroinflammatorischen Prozessen geschaffen.

Astrozyten bilden so eine funktionelle Barriere (106).

Im Folgenden wird die Rolle von SHT-induzierten mechanischen Kraften bei der Initiierung der
Astrozytenaktivitat und der Astrozyten-Mikroglia-Wechselwirkung genauer erlautert. Die
Gliazellen nehmen hierbei eine Schlisselrolle bei den Entziindungsprozessen Trauma-
bedingter Gewebeschaden ein. Grundlage fiir die Entwicklung therapeutischer Strategien ist
das Verstandnis mechanisch einwirkender Krafte im Rahmen eines Traumas, die zu zellularen

Dysfunktionen fiihren.

Astrozyten exprimieren zahlreiche mechanotransduzierende lonenkanale. Wahrend des
Traumas wirken vermehrt Scherkrafte auf Neuronen und Gliazellen. Diese Krafte bewirken bei
den Astrozyten die Offnung mechanosensitiver lonenkanile und den darauffolgenden
transmembrandsen lonenfluss (107, 108). Auch eine Streckung der Plasmamembran flihrt
intrazellular zu einer Konzentrationsanderung und zur Freisetzung verschiedener Stoffe (109).
Der mechanische Stress durch einwirkende Scherkrafte in Folge des Traumas fuhrt zu einem
lonenfluss mit intrazellularem Anstieg von Calcium, Natrium und Kalium. Die erhdhte
Calciumkonzentration intrazellular bewirkt die Freisetzung verschiedener Mediatoren. Dazu
gehoren u.a. ATP, Endothelin-1 und GFAP. Die Freisetzung von ATP erfolgt Uber Connexin-
Hemikanale, was elektrophysiologisch in Studien belegt wurde (110). Die Expression von
Endothelin-Rezeptoren steigt im geschadigten Gewebe. Endothelin ist ein potenter
Vasokonstriktor und wirkt mitogen auf Gliazellen, Neurone und Endothelzellen der Blutgefalle
(111). Ebenfalls kann es nach mechanischer Belastung zur Freisetzung von Matrix-
Metalloprotease (MMP)9 kommen, welche die Spaltung von Proteinen katalysiert (112). GFAP
und andere Zwischenfilamente, wie bspw. Vimentin und Nestin, sind nach Hirntrauma deutlich
hochreguliert. SHT-induziert werden GFAP und andere Biomarker freigesetzt und dienen
somit als thekale Marker fur die Astrozytenaktivitat (113-115). Zusammenfassend bleibt
festzuhalten, dass eine primare Verletzung durch SHT zu einer sofortigen Freisetzung
molekularer Stressoren fuhrt. Haufig damit verbunden ist eine Extravasation fllchtiger
Molekille aus den GefaRen ins Gehirn aufgrund einer gestorten BHS. Die veranderte
Genexpression, Morphologie sowie das Sekretions- und Proliferationsverhalten der Astrozyten
in Folge der primar wirkenden Krafte stellen einen wichtigen Aspekt der sekundaren
Hirnschadigung dar (86, 105).

Abbildung 5 stellt die oben beschriebene Reaktivitat und Antwort der Astrozyten durch

mechanischen Stress graphisch dar.
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Abbildung 5 Astrozyten Reaktion auf mechanische Belastung bei SHT (modifiziert nach
Burda (86))

Die Belastung durch physikalisch wirkende Scherkréafte auf das ZNS verformen flexible Netzwerke
der Zwischenfilamente von Astrozyten. Der Anstieg von intrazelluldrem Calcium fihrt Gber
mehrere Signalwege zur Freisetzung von Endothelin-1, MMP 9 und Glutamat. Diese
Signalmolekiile beeinflussen die neuroinflammatorische Reaktion auf Verletzungen, sowie
Mechanismen der sekundaren Pathogenese. Die Freisetzung von GFAP und Calcium-bindendes
S100B dient als Biomarker fiir den Schweregrad des SHT.

Das Uber Connexin-Hemikanale freigesetzte ATP induziert ebenfalls Uber P2 Purin-
Rezeptoren der Astrozyten einen intrazellularen Calciumanstieg. Durch diese Autoreaktion
potenzieren Astrozyten ihre Aktivierung mit Hilfe der Selbststimulation. Zudem fihrt
extrazelluldares ATP zur Rekrutierung dynamisch beweglicher Mikroglia und neutrophiler
Granulozyten. ATP fungiert somit als Transmitter fir die Interaktion von Mikroglia und
Astrozyten (80, 89). Verschiedene in vitro Studien haben gezeigt, dass die calciumabhangige
Freisetzung von ATP aus Astrozyten und die Aktivierung der Mikroglia in einem zeitlichen
Zusammenhang stehen (116). Dies wurde nicht nur bei SHT Modellen nachgewiesen, sondern
auch bei Verletzungen des Ruckenmarks (117). Diese Beobachtungen stitzen somit die
Vermutung, dass nach SHT-induzierter primarer Hirnschadigungen es zur Freisetzung grof3er
ATP Mengen aus Astrozyten und anderen Zelltypen kommt. Dies flhrt zur Aktivierung der
Astrozyten und chemotaktischer Wirkung auf die Mikroglia. Die beschriebenen Prozesse
markieren somit den Beginn der sekundaren Hirnschadigung. Die am Anfang ablaufenden
sekundaren inflammatorischen Prozesse haben durch die Aktivierung von Immunzellen

zunachst neuroprotektive Wirkung. Kommt es jedoch zu einer Amplifikation der Immunantwort
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und einem unkontrollierten Ausweiten der Reaktion kénnen auch langerfristige und sich

chronifizierende Ablaufe bis hin zu einer reaktiven Gliose entstehen (89, 118).

Das Verstandnis uber die Mechanismen, welche die Reaktivitat der Astrozyten und Mikroglia
bei SHT triggern und die damit verbundenen vorteilhaften und nachteiligen Auswirkungen auf
die sekundaren pathologischen Prozesse, haben grof3es Potenzial neue Angriffspunkte fur
Therapien zur Verbesserung des Outcomes posttraumatischer Hirnverletzungen zu

erforschen.

2.3.5 Bisherige Therapiemoglichkeiten

Die bisherige Therapie beim SHT besteht fast ausschlieBlich aus einer Akuttherapie. Ganz
allgemein soll der cerebrale Perfusionsdruck aufrechterhalten und ausreichende
Oxygenierung sichergestellt werden. Bei einem GCS <9 muss friihzeitig intubiert werden.
Sowohl Hypotension als auch eine Hypovolamie sollten forciert korrigiert werden. Bei stark
blutenden Skalpierungsverletzungen sollte eine zeitnahe Blutstilung mit antiseptischer
Wundreinigung erfolgen. Raumfordernde intrakranielle Hamatome mussen schnellstmdglich

dekomprimiert werden, um eine Einklemmung zu verhindern (23).

Man unterscheidet in der weiteren Behandlung die nicht-invasiven von den invasiven
MaRnahmen. Zu den erwahnten BasismalRnahmen gehdrt die Oberkorperhochlagerung um
30°. Ziel ist es den vendsen Abfluss zu férdern und infolgedessen den intrakraniellen Druck
(ICP) zu senken (119). Die Gabe von hypertoner Kochsalzlésung wird in der Leitlinie der Brain
Trauma Foundation 2016 nicht genauer kommentiert, fuhrt jedoch zu einer Verringerung des
ICP und einer Verbesserung bzw. dem Entgegenwirken der Einklemmung (120). Mannitol
senkt nachweislich als osmotisch wirkende Substanz den ICP und wird daher als
Therapieoption beim SHT mit erhdhtem Hirndruck eingesetzt. Wegen der diuretischen
Wirkung sollte Mannintol nicht bei Patienten mit Schocksymptomatik oder grof3en
Blutverlusten eingesetzt werden. Die Therapie ist daher im Rahmen eines Polytraumas stark
limitiert (121). Wichtigster Bestandteil der invasiven nicht-operativen Interventionen stellt die
ICP-Messung via ICP-Sonde dar. Der Zieldruck sollte hierbei unter 22 mmHg bleiben, um die
Mortalitat signifikant zu senken. Eine externen Ventrikel Drainage (EVD), die mittels eines
Katheters in den Seitenventrikel eingeflihrt wird, stellt den Goldstandard der ICP-Messung dar.
Uber den Drainagemechanismus kann es durch Ablassen von Liquor zu einer
Hirndrucksenkung kommen. Insbesondere bei einem schweren SHT ist eine kontinuierliche
Messung indiziert, um den Hirndruck streng zu kontrollieren. Das Infektionsrisiko der EVD wird
durch mit Antibiose beschichtete Katheter minimiert (120, 122, 123).

Tritt in Folge eines schweren SHTs ein massives Hirnédem mit drohender Ischamie auf ist die

Hemikraniektomie eine mogliche Therapieoption. Als chirurgische Intervention stellt sie die

letzte Mdglichkeit der Hirndrucksenkung dar. Die Leitlinien empfehlen eine
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frontotemporoparietale Hemikraniektomie mit einem Durchmesser von ca. 15cm. Durch diese
dekompressive Mallnahme kann sich das édematése Gehirn entfalten. Physikalisch l&ssen
sich diese Phanome durch die Monro-Kellie Doktrin beschreiben. Diese besagt, dass das
Cranium ein festgelegter Hohlraum mit einem bestimmten Volumen ist. Es besteht in der
Summe aus den drei Komponenten Hirngewebe (80%), Blut (12%) und Liquor (8%). Durch die
Zunahme einer Komponente kommt es kompensatorisch zur Abnahme der anderen. Diese
Volumenverschiebung in einem begrenzten Bereich kann zu einer exponentiellen
Hirndrucksteigerung flhren. Mit einer operativen Schadel6ffnung kann dem effektiv entgegen
gewirkt werden (124-128).

2.4 Antibiotika

241 Grundlagen

Antibiotika sind Substanzen, die meist schon in geringen Konzentrationen das Wachstum von
Mikroorganismen, wie beispielsweise Bakterien, hemmen. Urspringlich reiner biologischer
Herkunft wurden Antibiotika im Laufe der Zeit chemisch und synthetisch modifiziert, um so
eine Verbesserung der Wirkung zu erzielen. Rein synthetisch hergestellte Pharmaka mit einer
antibakteriellen Wirkung werden als Chemotherapeutika bezeichnet. Mikroorganismen werden
dadurch bekampft oder ihre Ausbreitung verhindert. Die Geschichte der antibiotischen
Therapie beginnt im 20. Jahrhundert. Im Jahr 1928 gelang es A. Fleming mit Hilfe der
Pilzkolonie Penicillium notatum das Wachstum von Staphylokokken nachweislich zu hemmen.
In den 1950er Jahren hatte die Entdeckung weiterer Antibiotika ihren Hohepunkt. Die
EinfUhrung der Antibiotika in die klinische Anwendung war zweifellos der grof3te medizinische
Durchbruch des 20. Jahrhunderts. Neben der Behandlung von Infektionskrankheiten
ermoglichen Antibiotika viele neue medizinische Verfahren. Dazu gehoéren vielseitige
Einsatzgebiete wie Krebstherapie, Organtransplantationen und Operationen. Bei einer
bakteriellen Infektion kommt es zum Eindringen von Bakterien in den menschlichen
Organismus. Dies ist nicht obligat pathologisch. Die Kolonisation von Darm-, Haut- und
Schleimhautoberflachen durch Bakterien ist physiologisch und stellt die regulare Funktion der
Organe sicher (129-133). Der zunehmende Missbrauch von Antibiotikum, vor allem in der
Massentierhaltung, fuhrte zuletzt zu einem raschen Anstieg der Resistenzentwicklung gegen
zahlreiche Antibiotika. Verschiedene Studien zeigten, dass etwa 50% aller Antibiotika
Verschreibungen unnétig sind. Dies hat zur Folge, dass einige Infektionskrankheiten nur noch
sehr schwer zu therapieren sind. Besonders ausgepragt ist die Resistenzentwicklung beim
Krankheitsbild der Tuberkulose (134-136).

2.4.2 Aufbau von Bakterien
Bisher gibt es kein Antibiotikum, das gegen alle Bakterien wirkt. Ob ein Antibiotikum auf ein

Bakterium wirkt, ist zum einen von dessen Wirkungsweise und zum anderen vom Aufbau des
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Erregers abhangig. Bakterien sind Einzeller und zahlen zu den kleinsten Mikroorganismen.
Das Gramverhalten der Bakterien stellt den wichtigsten Faktor zur Beschreibung des
Spektrums eines Antibiotikums dar. Wahrend grammnegative Bakterien eine diinne Zellwand
besitzen, die von einer inneren und aulleren Membran umgeben ist, weisen grammpositive
Erreger eine dicke Zellwand als duRerste Barriere auf. Im Inneren der Zelle befinden sich
Zellorganellen, wie bspw. Ribosomen, Enzyme und das freiliegende Erbgut. Da Bakterien
keinen Zellkern besitzen, werden sie als Prokaryonten bezeichnet. Nicht obligat bei allen
Bakterien kdnnen Haft- und Schutzmechanismen wie Pili, Fimbrien, Geilteln und Kapseln
vorhanden sein (137-139).

2.4.3 Pharmakodynamik

Bei der Wirkung antibakterieller Stoffe werden grundsatzlich bakteriostatische und bakterizide
Wirkungen differenziert. In Folge einer bakteriostatischen Behandlung durch ein Pharmakon
wird die weitere Vermehrung der Erreger gehemmt. Bakterizid hingegen fuhrt zu einer
Abtotung. Ob eine bakteriostatische oder bakterizide Wirkung vorliegt, hangt entscheidend
vom Wirkmechanismus ab. Man unterscheidet verschiedene antibakterielle Wirkprinzipien
(130, 133, 136):

e Hemmung der Zellwandsynthese
e Schadigung der Zellmembran
¢ Interferenz mit der Synthese von Tetrahydrofolsaure (THFS)
¢ Interferenz mit der bakteriellen DNA
e Hemmung der RNA-Synthese
e Hemmung der Proteinbiosynthese
Hemmung der Zellwandsynthese

Ein wichtiger Vertreter sind die B-Lactam-Antibiotika. Sie z&hlen zu den am haufigsten
eingesetzten Antibiotika. Bei normaler antibakterieller Dosierung zeigen sie keine toxische
ZNS-Wirkung (140). Zu dieser Antibiotikagruppe zahlen zahlreiche Vertreter, die einen
viergliedrigen f-Laktam-Ring als gemeinsame chemische Struktur aufweisen. Dieses
Strukturmerkmal sorgt fur die antibakterielle Wirkung. Infolgedessen haben alle p-Laktam-
Antibiotika den gleichen Wirkmechanismus. Die bakterielle Zellwand besteht aus einem
Peptidoglykangerust (Murein). Die Quervernetzung dieses Mureingerists wird enzymatisch
durch die bakterielle Transpeptidase katalysiert. Nach Offnung des p-Laktam Rings bindet
dieser kovalent mit dem aktiven Zentrum der Transpeptidase. Es kommt zu einer irreversiblen

Enzymhemmung mit bakterizider Wirkung. Man unterscheidet funf Wirkstoffgruppen der f-
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Lactam-Antibiotika, die durch ihre chemische Struktur und in ihrem antibakteriellen

Wirkspektrum weiter unterteilt werden kénnen (129-131, 133):
e Penicilline
= Penicillin G
» Phenoxypenicilline
=  Aminopenicilline
= Acylaminopenicilline
» Isoxozazylpenicilline
e Cephalosporine
e Gruppe 1-5
e Carapeneme
e Monobactame
o Hemmstoffe der p-Laktamase

Der Ring spielt auch eine wichtige Rolle bei der Resistenzentwicklung. Er fungiert namlich als
Zielstruktur bakterieller Enzyme, den p-Laktamasen. Diese Enzyme kénnen den Ring 6ffnen
und so die antibiotische Wirkung herabsetzen. Um diesen ,Escape“ Mechanismus der
Bakterien entgegenzuwirken, werden p-Laktamase-Inhibitoren eingesetzt. Wichtige Vertreter
sind Clavulansaure, Sulbactam und Tazobactam. Durch eine kovalente Bindung der Stoffe
wird die enzymatische Aktivitat der B-Laktamase herabgesetzt (141). Die Wirkung ist jedoch
limitiert und wirkt nicht gegen alle B-Laktamasen. Sie werden meist zusammen mit einem R-
Lactam-Antibiotikum kombiniert und erhdhen so die Potenz und erweitern das antibakterielle

Spektrum des Antibiotikums.

Eine weitere Hemmstoffgruppe der bakteriellen Zellwand sind die Glykopeptide. Diese stéren
den regularen Aufbau der Zellwand grammpositiver Bakterien. Aufgrund ihrer chemischen
Grundstruktur kdnnen sie an den Oligopeptiden der bakteriellen Zellwand binden. Die daraus
entstehenden Komplexe verhindern die Quervernetzung und Polymerisation und wirken so
bakterizid. Der Unterschied zu den B-Lactam Antibiotika ist die Blockierung des Substrates,
nicht des Enzyms (129, 131, 136, 142).

Im Rahmen der Dissertation wurden die beiden Antibiotika Amoxicillin(B-Laktam-Antibiotika)

und Vancomycin (Glykopeptid) verabreicht. Amoxicilin wird zusammen mit dem p-Laktamase
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Inhibitor Clavulansaure verabreicht. Im Folgenden werden die Eigenschaften dieser

Medikamente ausfihrlicher besprochen.
Amoxicillin

Amoxicillin  gehért neben Ampicillin  zu den Aminopenicillinen. Durch chemische
Veranderungen im Vergleich zu den Benzylpenicillinen wird das antibakterielle Spektrum in
den grammnegativen Bereich erweitert. Amoxicillin ist besonders fur die orale Applikation
geeignet. Als unerwunschten Arzneimittelwirkungen kdnnen gastrointestinale Stdrungen,
allergische Reaktionen und Hamostasestérungen auftreten. Auch Mechanismen der
Hepatotoxizitat sind mit einer p-Laktam-Antibiotika Einnahme assoziiert (143). Das
Wirkspektrum umfasst neben grampositive Kokken und Stabchen auch gramnegative Erreger
wie Haemophilus Influenza, Escherichia coli und Helicobacter pylori. Die BHS ist fir alle
Penicilline eine unuberwindbare Barriere und daher nicht ZNS gangig. Dies gilt auch fur
Zellmembranen und ist somit bei obligat intrazellularen Erregern unwirksam (131, 136, 144,
145).

Ampicillin: R=—H |
Amoxicillin: R = —OH

Abbildung 6 Strukturformel der Aminopenicilline (modifiziert nach
Lallmann,Pharmakologie und Toxikologie(136))

Vancomycin

Vancomycin gehért zur Gruppe der Glykopeptide. Das Wirkspektrum beschrankt sich auf den
grampositiven Bereich. Es handelt sich hierbei, wie Abbildung 9 zeigt, um eine polyzyklische
Verbindung. Es besteht keine systemische Verfugbarkeit nach oraler Gabe, sodass es mit den
Fazes wieder ausgeschieden wird und nur im Gastrointestinaltrakt wirkt. Bei der parenteralen
Gabe konnen neben Ubelkeit und allergischen Reaktionen auch eine reversible Neutropenie
auftreten. In Folge einer raschen intravendsen Infusion steigt das Risiko einer unkontrollierten
Freisetzung von Histamin. Diese verursacht das sogenannte Red-Man-Syndrom mit
Blutdruckabfall und massiven Hautrétungen am Oberkérper. Im Rahmen einer langeren

Anwendung ist der Wirkstoffspiegel im Blut mittels therapeutischen Drug Monitorings (TDM)

25



Literaturdiskussion

zu kontrollieren. Des Weiteren besteht ein Risiko flir ototoxische und nephrotoxische
Wirkungen (130, 133, 136, 146).

H,oN

HO
3
HO J ©

Abbildung 7 Strukturformel Vancomycin nach Liillmann (modifiziert
nach Lillmann, Pharmakologie und Toxikologie(136))

Weitere Angriffspunkte

Die Schadigung der Zellmembran erfolgt Uber die Bildung von Poren. Der lonengradient kann
dadurch nicht aufrechterhalten werden. Wichtige Vertreter der Porenbildner ist Daptomycin.
Sulfonamide, wie bspw. Sulfadiazin, hemmen die Synthese von Dihydrofolsaure(DHFS) und
Tetrahydrofolsaure (THFS)aus p-Aminopenoesaure(PABS). Das Bakterium ist dadurch nicht
in der Lage wichtige Bausteine fiur RNA und DNA zu produzieren. Somit wirken Sulfonamide
bakteriostatisch auf grampositive und grammnegative Erreger. Fluorchinolone, Nitrimidazole
und Rifampicin haben als gemeinsamen Angriffspunk die DNA oder RNA. Wahrend
Fluorchinolone das Enzym Gyrase hemmen und so die Replikation der DNA gestort ist, binden
Nitroimidazole nach der Umwandlung zu Hydroxylamin kovalent an die DNA anaerober
Bakterien und verursachen so Strangbriche. Rifampicin inhibieren die Translation durch
Hemmung der DNA-abhangigen-RNA Polymerase. Sie sind ebenfalls zur oralen Applikation
geeignet. Fur die Hemmung der bakteriellen Proteinsynthese sind eine Vielzahl von Antibiotika
zustandig. Man unterscheidet funf Gruppen, die unterschiedliche Wirkspektren aufweisen. Sie
interferieren fast ausnahmslos mit Vorgangen an Ribosomen. Ribosomen besitzen zwei

Untereinheiten, welche hierbei als Angriffspunkte fungieren (131, 136).

o Makrolide (Vertreter: Erythromycin)
e Tetracyclin(Doxycyclin)
e Aminoglykoside(Gentamicin)

e Linezolid
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2.4.4 Bisherige Einsatzgebiete der Antibiose Therapie

Folgende Tabelle zeigt verschiedene Antibiotika bzw. Antibiotikagruppen und beispielsweise
deren Indikationen bzw. Einsatzgebiete. Dies stellt einen groben Uberblick tiber die bisherigen

Einsatzgebiete von einzelnen Antibiotika dar. Die Bekdmpfung von Infektionskrankheiten

durch verschiedenste Erreger steht hierbei im Vordergrund (136, 147).

Antibiotikagruppe/Wirkstoff

Indikationen/Einsatzgebiete

Penicillin G

Endokarditis, Syphilis, Erysipel

Aminopenicillin

Sinusitis, Harnwegsinfekte, Otitis media

Carbapeneme Reserve Antibiotika bei schweren
Infektionen im Krankenhaus

Glykopeptide Pneumonie, Osteomyelitis, Endokarditis

Makrolide Pneumonie verursacht durch atypische

Erreger, Urethritis

Tetrazykline

Borreliose, Akne vulgaris, Chlamydien-
Infektionen

Fluorchinolone

Harnwegsinfekt, Gastroenteritis,
Gallenwegsinfektionen

Tabelle 2 Indikationen und Einsatzgebiete einzelner Antibiotikagruppen

2.4.5 Neuronale und antiinflammatorische Auswirkungen im Gehirn

Studien haben gezeigt, dass die Gabe von B-Laktam Antibiotika sich neuroprotektiv auf durch
Hypoxie verursachte Schaden im Gehirn auswirkt. Nun stellt sich die Frage, welche

Mechanismen insbesondere B-Laktam-Antibiotika induzieren, um diesen neuroprotektiven

Effekt zu bewirken.

hippocampus

Abbildung 8 Gelatinase Aktivitat

(modifiziert nach Lee et al.(149))

Gelatinase ist ein Enzym zum Abbau von Kollagen. Die Aktivitat dessen wird als Fluoreszenz
Signal dargestellt. In der mit Kochsalz behandelten Gruppe in Bild A induziert eine Ischamie
des Hippocamus eine deutliche Aktivierung des abbauenden Enzyms. Die antibiotische
Behandlung in Bild B zeigt eine Umkehrung mit deutlicher Reduktion der Aktivitat. Amoxicillin

Salzlésung | B

im Hippocampus nach induzierter Ischamie

zeigt in diesem Versuchsaufbau einen neuroprotektiven Effekt.
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Es deutet viel darauf hin, dass es sich hier nicht um einen isoliert ablaufenden Mechanismus
handelt, sondern um ein multifaktorielles Geschehen (148-150). Im Folgenden werden
einzelne Erklarungsmodelle bzw. Wirkmechanismen der p-Laktam-Antibiotika genauer
behandelt.

2451 Glutamatransporterexpression

Eine Ischamie des Gehirns, die in Folge eines SHT auftritt, fihrt zum Untergang neuronaler
Zellen. Einzelne pathophysiologische Prozesse, die im Rahmen dessen ablaufen, wurden
schon genauer erlautert. Die Glutamat-Exzitotoxizitat spielt hierbei jedoch eine entscheidende
Rolle. In Folge des Traumas wird eine hohe Menge an Glutamat in den synaptischen Spalt
freigesetzt und bindet an postsynaptischen Glutamatrezeptoren. Dies bewirkt einen massiven
Einstrom an Calcium. Calcium erhéht die Aktivitat calciumabhangiger Proteasen, wie Calpain.
Die Protease attackiert zahlreiche Proteine des Zytoskeletts und triggert somit den neuronalen
Untergang (68, 151, 152).

Die Glutamatkonzentration im synaptischen Spalt kann durch Glutamattransporter moduliert
werden, indem sie Glutamat aus dem extrazellularem Raum eliminieren (153). Es wurden finf
verschiedene Isoformen dieser Transporter identifiziert. Das Hauptaugenmerk liegt auf
Glutamat-Transporter-1(GLT-1,EAAT2). GLT-1 ist auch ein Natrium abhangiger Trans-
membransymporter (154) und wird vom SLC1A2-Gen kodiert (155). 80% der im Hippocampus

exprimierten Glutamattransporter stellt dieser Subtyp dar. GLT-1 wird Uberwiegend in

prasynaptisches
Neuron

@ Glutamat- Vesikel

., Glutamat
Calcium

v Glu-Rezeptor

e Glu-Transporter

postsynaptisches
Neuron

Caspase/Calpain Aktivierung > Apoptose

Abbildung 9 Darstellung einer neuronalen Synapse wahrend Glutamat
induzierter Exzitoxizitat (modifiziert nach Fontana (166))

Astrozyten exprimiert, findet sich jedoch auch an neuronalen Axonen. Er spielt eine
entscheidende Rolle bei der Glutamataufnahme aus dem synaptischen Spalt und wirkt so der
glutamatinduzierten Exzitotoxitat entgegen (149, 156). Das Vorhandensein von erhdhten

Glutamatkonzentrationen nach SHT wird auch durch ein Versagen der Glutamat-
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Wiederaufnahme verursacht. Es gibt Hinweise darauf, dass die Expression der astrozytaren
GLT-1 innerhalb von 24 Stunden nach erfolgtem SHT um 40% abgenommen haben (8, 157).
Abbildung 11 zeigt die Wichtigkeit der Glutamattransporter. Wird das Glutamat nicht aus dem
synaptischen Spalt entfernt, kommt es zur calciumabhangigen Aktivierung von Caspasen und
Calpain, was die Apoptose der Nervenzellen induziert. Unterstiitzt wird diese Annahme
dadurch, dass GLT-1 Knock-out Mause nach einer kortikalen Verletzung eine erhohte
Anfalligkeit fir neuronale Degeneration im Hippocampus und vasogenes Hirnddem aufweisen
(158).

Studien zeigten nach der Gabe von B-laktam-Antibiotika eine erhéhte Expression von GLT-1.
Im Tierversuch wurde Mausen finf Tage Uber langeren Zeitraum entweder mit Ampicillin oder
Kochsalzl6sung behandelt und anschliel®end die Hippocampi isoliert. Das Expressionsniveau
von GLT-1 stieg nach der Verabreichung von Ampicillin signifikant an. Daraus lasst sich
schlussfolgern, dass Ampicillin mittels Steigerung der GLT-1-Expression und damit
einhergehend der Glutamat-Clearance Uber neuroprotektive Eigenschaften nach SHT
verfligen kénnte. Ahnliche Effekte zeigte die Abbildung 8 mit einer verminderten Gelatinase
Aktivitat(149).

Die Mechanismen der pharmakologisch-induzierten Hochregulation der GLT-1 Expression auf
Transkriptions- und Translationsebene sind noch nicht abschlieBend verstanden. Ostrogen
beispielsweise erhdht ebenfalls die Expression, wohingegen Mangan eine Reduktion induziert
(159, 160). Es wurde jedoch experimentell nachgewiesen, dass mehrere (3-Laktam-Antibiotika
die GLT-1 mRNA-Expression erhohen. Ceftriaxon erhdhte sowohl in vitro als auch in vivo den
GLT-1 Protein Spiegel und konnte so nachweislich einen Neuroprotektionsschutz nach
Ischamie aufweisen. Die GLT-1 Promotoraktivitat und die damit verbundene Expression des
Transporters wird durch den nf-kb-Signalweg erhoht. Weitere B-Lactam-Antibiotika wie
Ampicillin und Cefazolin bewirkten ahnliche Effekte und fihrten ebenfalls zu einer Erhdhung
der GLT-1 Expression. Neben der Expression kommt es auch zu einer Erhéhung der
funktionellen Aktivitdt des GLT-1. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass mehrere (-
Laktam-Antibiotika neuropathologischen Dysfunktionen Uber die Hochregulation von GLT-1
verbessern koénnten (20, 148-150, 161). Hierzu zahlen auch neuropathologische
Konsequenzen nach SHT. B-Laktam-Antibiotika kdnnen neben ihrer antibakteriellen Wirkung
auch gezielt auf sekundare Prozesse Einfluss nehmen. Somit stellen 3-Laktam Antibiotika eine
spannende und interessante Md&glichkeit der pharmakologischen Intervention akuter und

chronischer Neurodegeneration dar.

2.4.5.2 Neurotoxische Wirkung

Neben der protektiven Wirkung konnen B-laktam-Antibiotika auch neurotoxisch wirken. Dies

wird am Beispiel von Amoxicillin deutlich und betrifft iberwiegend Kinder. Bei Kindern ist
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Amoxicillin das meistverschriebene Antibiotikum (162). Besonders in dieser Altersgruppe
besteht ein erhdhtes Risiko fur arzneimittelinduzierte Nebenwirkungen. Zu den neurologischen
Nebenwirkungen gehdren Angstzustéande, Hyperaktivitat, Verwirrtheit und Krampfe. Die
neurotoxische Wirkung wurde in einem Tierversuch mit juvenilen Ratten genauer untersucht.
Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die Behandlung mit Amoxicillin bei juvenilen Ratten
eine Depression ausloste und die Latenz zu einem Krampfanfall herabsetzte. Zudem
induzierte das Antibiotikum oxidativen Stress (163) neben der zunehmenden Zahl an
Resistenzen koénnte die Neurotoxizitdt zu einer weiteren Gefahr unkontrollierter

Antibiotikaeinnahme werden.

2.5 Mikrobiom

2.5.1 Grundlagen

Interesse und Wissen uber das Darmmikrobiom haben in den letzten Jahren rasant
zugenommen. Das menschliche Darmmikrobiom stellt ein komplexes Okosystem dar. Mehr
als eine Billionen Mikroben leben in unserem Magen-Darm-Trakt und sind fur lebenswichtige
Stoffwechsel-, Immun- und Erndhrungsfunktionen verantwortlich. Zum Darmmikrobiom
gehoren Bakterien, Archaeen, Viren und eukaryotische Mikroben. Ein GroRteil befindet sich
im Dickdarm, aber auch im Magen und Dinndarm. Unter physiologischen Bedingungen sind
ungefahr 99% der der bakteriellen Normalflora Anaerobier, 0,9% hingegen gramnegative
Enterobakterien und 0,1% grampositive Enterokokken. Diese kommensale Gemeinschaft
macht bis zu einem Kilogramm (kg) des Korpergewichts eines Erwachsenen aus. Die
Zusammensetzung des Darmmikrobiom ist von Mensch zu Mensch unterschiedlich und wird
durch Faktoren wie Ernahrung, Alter, Geschlecht, Umwelt und Genetik beeinflusst. Gerat das
sich in Homdostase befindende Okosystem in ein schlecht angepasstes Ungleichgewicht
spricht man von einer Dysbiose. Dieser Zustand ist mit zahlreichen Krankheiten assoziiert (10,
164, 165). Nicht nur Magen-Darm-Erkrankungen werden damit in Verbindung gebracht,
sondern auch Stoffwechselerkrankungen, Autoimmunerkrankungen, allergische Reaktionen
und neuropsychiatrische Erkrankungen. Die Wiederherstellung einer gesunden mikrobiellen
Zusammensetzung ist daher eine Vvielversprechende therapeutische Strategie flr
Erkrankungen, die in Zusammenhang mit einer Darmdysbiose stehen (166). Das Gehirn
interagiert Uber ein riesiges Netzwerk mit dem Darmmikrobiom. Es wurde festgestellt, dass ein
SHT dieses Netzwerk stort, einschlieRlich der mikrobiellen Besiedelung. Die Ursachen und
Folgen dieser Stérung werden zunehmend untersucht. Nicht nur therapeutische, sondern auch
diagnostische Mdglichkeiten erdffnet das Mikrobiom auch bei neurologischen Erkrankungen
und in Folge von Traumata. Das Ausmall der Darmdysbiose kann bspw. beim SHT als
diagnostischer Marker fur den Schweregrad der Hirnverletzung dienen (165). Bei M. Crohn

und dem kolorektalem Karzinom kommt dies bereits zum Einsatz (167).
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Entwicklung des Mikrobiom

In den Anfangen der embryonalen Entwicklung wird der Darm intrauterin als sterile Umgebung
angesehen. Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass die mikrobiologische Vielfalt im Verlauf
der Geburt durch vaginale Mikroben der Mutter, wie bspw. den Lactobacillen, entsteht. Kommt
es zu einer Kaiserschnittgeburt kann die Besiedelung auch von Hautbakterien und
nosokomialen Keimen erfolgen. Staphylokokken und Acinetobacter waren typische Beispiele
in diesem Fall. Die Vielfalt des Mikrobiom wird dadurch reduziert und erhéht so die Anfalligkeit
der Sauglinge fur Asthma, allergische Rhinitis, Diabetes und Zdliakie. Die Reifung des
Mikrobiom etabliert sich im Alter zwischen dem ersten und dritten Lebensjahr. Danach bleibt
kommt es zu einer Stabilisierung dessen. Den Grofteil stellen hierbei anaerobe Bakterien dar.
Das Mikrobiom besteht derweil aus 50 Phyla (Stdmme) und 1000 Arten. Trotz dieser Vielfalt
stammt die Mehrzahl der Mikroben aus zwei Phyla: Bakteroidetes und Firmicutes. Der

haufigste Erreger ist hierbei Bacteroides fragilis (10, 168, 169).
Mikrobiom und Immunsystem

Unser physiologisches und naturliches Mikrobiom ist die erste Verteidigungslinie gegen Toxine
und Krankheitserreger im Magen-Darm-Trakt. Somit schitzt es seinen Wirt gemeinsam mit
dem Immunsystem vor Krankheiten. Die Hauptaufgabe des gesunden Mikrobiom stellt die
Verhinderung der Besiedlung mit Krankheitserregern dar. Beispielsweise kommt es durch
Produktion von Bakteriocin, einem von Bakterienstammen abgesonderte Toxin, zu einer
Hemmung des Wachstums anderer Mikroben (170, 171). Auch Stoffwechselfunktionen
ubernehmen die Mikrobiota durch Fermentation grof3er Polysaccharide, nicht absorbierbarer
Zucker und mucosaler Glykoproteine des Wirts. Die Hauptmetabolite des Kohlen-
hydratstoffwechsels sind Kohlenstoffdioxid und Wasserstoff, Ethanol und kurzkettige
Fettsduren (SCFA). Letztere nehmen eine entscheidende Aufgabe als Energiequellen flr
Kolonozyten. Zudem sind Dickdarmbakterien an der Vitaminsynthese und der Absorption
verschiedener Elektrolyte beteiligt (172, 173).

Ein interessanter Aspekt ist der Beitrag der Darmbakterien an der Entwicklung der mucosalen
Immunantwort. Dies geschieht durch direkte Wechselwirkungen mit Darmepithelzellen.
Kommt es schon sehr friih zu einer hohen Expositionsrate gegenliber zahlreichen Bakterien
wird das Immunsystem stark beeinflusst, sodass bei Kontakten mit Krankheitserregern das
Immunsystem suffizienter arbeitet. Eine erhdhte Anfalligkeit fir Autoimmunreaktionen und
atopischer Krankheitsbilder tritt gehauft bei Lebewesen mit verringerter mikrobieller Vielfalt auf
(10, 174). Die physiologische Darmbesiedlung bildet eine stabile Gemeinschaft, die der
Besiedlung nicht heimischer Bakterien und der Expansion von Pathobionten entgegenwirk.
Dieser Mechanismus wird als Kolonisationsresistenz bezeichnet. Wie bereits erwahnt kann
eine unreife Besiedlung, wie zum Beispiel bei Sauglingen, oder die Gabe von Antibiotika diese
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Fahigkeit herabsetzen. Die Mechanismen, mit denen Bakterien im Darm konkurrieren, lassen
sich in die direkte und indirekte Kategorie einteilen. Unter der direkten Kolonisationsresistenz
versteht man die gegenseitige Abtotung unter den Bakterien und die Konkurrenz um
Ressourcen. Diese beiden Ablaufe beziehen sich meist auf Bakterien ahnlicher Abstammung,
da sie dazu neigen, dhnliche Nahrstoffe zu nutzen. In Folge indirekter Mechanismen kommt
es zur Stimulation des angeborenen Immunsystems des Wirts durch mikrobenassoziierte
Muster, die von Bakterien und Viren produziert werden. Die Produktion von Antikérper durch
B-Zellen, Sekretion von Interleukinen und Produktion antimikrobieller Peptide (AMPs) aus den
Darmepithelzellen flhren gemeinsam mit einer vermehrten Schleimproduktion zu einer
Unterdriickung von Krankheitserregern. Diese auf den Darm begrenzte Immunreaktion bleibt

jedoch nicht lokal, sondern kann auf weitere Prozesse Einfluss nehmen (171, 175).

Der Einfluss des Mikrobioms auf das Immunsystem beschrankt sich nicht nur die mucosalen
Immunzellen der Darmwand. Myeloide Immunzellen, wie bspw. neutrophile Granulozyten und
Makrophagen, stellen bei einer Infektion haufig die erste Verteidigungslinie. Der Ursprung
dieser Zellen befindet sich wie der Name schon sagt im Knochenmark. Trotz dieser Tatsache
wurde eine Einflussnahme des Mikrobioms auf die Myelopoese im Knochenmark
nachgewiesen. Am Beispiel der neutrophilen Granulozyten wird dies genauer erlautert.
Wurden Mause mit einem Breitbandantibiotikum behandelt, kommt es zu einer Abnahme der
Vorlaufer Zellen im Knochenmark. Eine durch veranderte Darmmikrobiota induzierte
intestinale Produktion von Interleukinen hingegen kann einerseits zu einer Steigerung der
Granulopoese im Knochenmark flhren und andererseits Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten triggern. So kann durch die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine das
Gewebe geschadigt werden und die Krankheit verschlimmern. Mikrobielle Molekiile, die durch
Bakterien freigesetzt werden, bzw. sich an deren Oberflache befinden, kdnnen auch direkt
neutrophile Granulozyten beeinflussen. Somit lasst sich abschlielend sagen, dass das
Mikrobiom sowohl auf die Granulopoese myeloischer Vorlaufer im Knochenmark als auch auf

die Aktivitat reifer neutrophiler Granulozyten Einfluss nehmen kann (175-177).

2.5.2 Einflusse auf das Mikrobiom

Bisher wurde beschrieben, wie das Mikrobiom andere Komponenten und Krankheitserreger
direkt und indirekt beeinflussen kann. Nun stellt sich die Frage, inwiefern die Mikrobiota selbst
moduliert werden kann. Im Folgenden werden drei Mdglichkeiten genauer besprochen:

Stuhltransplantation, Verabreichung von Probiotika und Antibiosegabe.
Stuhltransplantation

Die fakale mikrobiotische Transplantation (FMT) wurde therapeutisch schon in den spaten

50iger Jahren bei Patienten mit pseudomembrandser Kolitis angewendet (178). Der Spender

wird im Voraus auf jegliche Erkrankungen untersucht. Im Rahmen einer Koloskopie wird der
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Stuhl entfernt und bei minus 80°C bis zu neun Monaten verwendbar. Die Fakalsuspension
kann durch eine Magensonde, einen Nasoduodenalschlauch oder in Form einer Kapsel
verabreicht werden. Neben der pseudomembrandsen Kolitis kann eine FMT auch bei
Patienten mit Clostridium difficile Infektion angewandt werden. Neueste Erkenntnisse zeigten,
dass auch bei chronisch entzundlichen Darmerkrankungen die FMT positive Auswirkungen
auf den Krankheitsverlauf birgt. Auch bei Erkrankungen auf3erhalb des Gastrointestinaltraktes
wurden positive Einflisse beschrieben. Dazu zéhlen neurologischen Erkrankungen, wie bspw.
Parkinson und Multiple Sklerose (10, 179).

Probiotika

Nach einer Definition der Weltgesundheitsorganisation (WHQO) sind Probiotika lebende
Bakterien oder Hefen, die dem Konsumenten in angemessenen Mengen einen
gesundheitlichen Nutzen bringen kdnnen. Bisher werden Probiotika bei Antibiotika induzierten
Durchfall eingesetzt. Hierbei werden sehr haufig die Arten Lactobacillus und Lactococcus
verwendet (10, 173). Durch die voribergehende Besiedlung der Darmflora nach Einnahme
fihren sie zu einer Verbesserung der nattrlichen Darmbarriere. Des Weiteren kommt es zur
Stimulierung der Interleukinsekretion, dem Herunterregulieren entzindlicher Zytokine und der
direkten Bekampfung von pathogenen Erregern. Probiotika regulieren zudem die Homdostase
des Darmepithels, indem sie das Uberleben von Darmepithelzellen férdern und so die

Barrierefunktion aufrechterhalten (180).
Antibiotika

Antibiotika kdnnen durch ihre antibakterielle Wirkung Einfluss auf das Mikrobiom nehmen. Die
Veranderung der Darmbakterienzusammensetzung durch p-Laktam-Antibiotika-Gabe wird
therapeutisch bei der Behandlung von Morbus Crohn eingesetzt. Einerseits kommt es zur
Reduktion pathogener Keime, andererseits reduziert sich infolgedessen die Bakterienvielfalt.
Die Veradnderung der enterischen mikrobiellen Flora mittels Antibiotika stellt somit eine
therapeutische Option dar. Nachteile der Antibiotikabehandlung sind das Auftreten von
Nebenwirkungen, Resistenzen und Superinfektionen mit Clostridium difficile (173, 181). Eine
Studie von Palleja et al. aus dem Jahr 2018 zeigte, dass es nach der oralen Gabe von
Antibiotika (u.a. Vancomycin) Uber einen Zeitraum von vier Tagen zu einem Anstieg von
Enterobakterien und Fusobakterien gekommen ist. Die Butyrat-Produzenten Faecalibacterium
prausnitzii und Roseburia hominis hingegen haben abgenommen. Nach sechs Monaten
konnte sich das Mikrobiom erholen und das Ausgangsniveau wieder hergestellt (182). Durch
die Gabe von Antibiotika und der daraus resultierenden Veranderung der Mikrobiota verandert
sich die Expression von Neuropeptide und deren Rezeptoren im Gehirn. Am ausgepragtesten
findet sich dieser Effekt im frontalen Cortex. Da dieser Bereich des Gehirns mit dem Verhalten

assoziiert ist, zeigten Tiere nach Antibiotikagabe vermehrt Verhaltensauffalligkeiten. Das
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Mikrobiom konnte somit in enger Relation mit neuropsychiatrischen Erkrankungen wie

Autismus, Depression und Angstzustanden stehen (183).

2.5.3 Mikrobiom-Hirn-Achse

Es hat sich zunehmend gezeigt, dass eine Kommunikation zwischen Gehirn und
Darmmikrobiom besteht. Die Beziehung wird als Mikrobiota-Darm-Hirn-Achse (MGBA)
bezeichnet. Zahlreiche Studien haben den Zusammenhang zwischen einer Veranderung des
Darmmikrobioms und funktionellen Veranderungen im Gehirn nachgewiesen. Dies bietet neue
therapeutische Ansatzpunkte bei pathologisch ablaufenden Prozessen im Gehirn. Im
Folgenden werden die einzelnen Kommunikationsmechanismen genauer erlautert (184). An
der Kommunikation sind mehrere Systeme beteiligt: Das ZNS, einschlieBlich sympathischer
und parasympathischer Nerven, das enterische Nervensystem, sowie neuroendokrine
Komponenten. Der gegenseitige Informationsaustausch erfolgt durch afferente und efferente
Nerven. Von den Darmmikrobiota produzierte neuroaktive Verbindungen beeinflussen die
Aktivitdt sensorischer Neuronen des enterischen Nervensystems, welche wiederum die
Afferenz der Nervus vagus modulieren. Das ZNS einerseits reguliert sowohl sensorische als
auch sekretorische Funktionen, sowie Moatilitdt und Peristaltik im Gastrointestinaltrakt. Das
Mikrobiom andererseits kann direkt bzw. indirekt mittels Vitamine, Neurotransmittern und
neuroaktiven mikrobiellen Metaboliten, z.B. kurzkettige Fettsduren Einfluss auf die Aktivitat
des Magendarmtraktes nehmen. Diese Signale des Mikrobioms kénnen durch das
Vorhandensein der BHS zwar nicht direkt mit dem ZNS kommunizieren, jedoch wurden
indirekte Signalwege nachgewiesen. Dies erfolgt u.a. Uber afferente sensorische Neuronen
des Vagusnervs und uber neuroimmune bzw. neuroendokrine Signalwege (184, 185). Eine
Studie von Desbonnet et al. aus dem Jahr 2015 zeigte nach einer Depletion des Mikrobioms
in jungen Tieren eine abnormale Hirnentwicklung (186). Ein wichtiger Aspekt, auch in Bezug
auf traumatisch assoziierte Erkrankungen des ZNS, ist der Einfluss der Mikrobiota auf die
Aktivierung von Mikrogliazellen. Bakterielle Produkte und Metabolite der Darmmikrobiota
kénnen die Funktion der Mikroglia beeintrachtigen (187). Eine Schllisselfunktion hierbei
nehmen SCFAs ein. SCFA sind Fettsauren mit zwei bis finf Kohlenstoff Atome und sind der
Hauptmetabolit bei der Fermentation von Ballaststoffen durch Darmbakterien. Durch passive
Diffusion oder im Austausch mit Bicarbonat gelangen SCFAs in die Kolonzellen. Uber die
basolaterale Membran verlassen die Fettsduren die Zellen und gelangen in den
Pfortaderkreislauf. In der Leber fungieren sie als Energielieferanten flr Hepatozyten. Geringe
Mengen gelangen darauf in die systemische Zirkulation. Uber sogenannte freie-Fettsaure
Rezeptoren (FFAR) kdnnen SCFA mit verschiedenen Zellen interagieren (188). Vor allem die
Kommunikation mit neutrophilen Granulozyten und Monozyten beeinflussen das
Immunsystem. SCFAs verbessern zudem die Barriereintegritat der BHS indem die Expression

von Zell-Zell Kontakten, wie Tight-junctions hochreguliert wird (188). SCFA selbst passieren
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die BHS ohne Transporter. Nach der BHS-Passage konnten direkte Einfliisse auf zerebrale
Endothelzellen nachgewiesen werden (189). Die Proliferation und Mitose neuronaler
Vorlauferzellen kann durch SCFAs erhdht werden. Dariiber hinaus hat das Mikrobiom auch
indirekte Auswirkungen auf das angeborene Immunsystem. Durch Veradnderungen der
zirkulierenden Spiegel von entziindungsférdernden und entziindungshemmenden Zytokinen
wird auch die Mikrogliafunktion beeinflusst (187, 190).

2.5.4 Mikrobiom als therapeutisches Ziel bei Schadel-Hirn-Trauma

Der Einfluss des Darmmikrobioms auf Patienten mit SHT ist von grofer klinischer Relevanz,
da SHT-Patienten aufgrund langer Krankenhausaufenthalte und Gabe von Antibiotika
pradisponiert sind fur eine mikrobielle Dysbiose. Zwischen traumatischen Hirnverletzungen
und dem Darmmikrobiom besteht eine bidirektionale Verbindung. Auf der einen Seite hat eine
ZNS-Verletzung die Permeabilitatserhéhung der Darmwand zur Folge. Dies fuhrt zu einer
Stérung der mikrobiellen Zusammensetzung. Andererseits beeinflusst die Dysbiose
pathophysiologische Prozesse nach erfolgtem SHT. Bereits im Zeitraum von zwei Stunden bis
zu sieben Tagen nach Trauma findet man bakterielle Verdnderungen, die mit dem
Lasionsvolumen korrelieren (165, 191). Die Reduktion der sekundaren Hirnverletzung nach
SHT bietet einen erheblichen Nutzen zur Verringerung von Mortalitdt und v.a. Morbiditat.
Aufgrund der Komplexitat der MGBA bestehen zahlreiche Angriffspunkte (192).

Lactobacillus acidophilus (LA)

Einige Bakteriengattungen des Mikrobiom haben neuroprotektive Wirkungen auf SHT-
Patienten. Am Beispiel des LA wird dies genauer erlautert. Studien haben gezeigt, dass LA
traumabedingte Dysfunktionen nachhaltig verbessern kann. Sensomotorische Defizite und
Leistungsabfall in Verhaltenstestungen wurden deutlich abgeschwécht. Neuronales Uberleben
wurde erhéht und degenerative neuronale Prozesse im perildsionaren Kortex verringert. Auch
hierbei wurde eine erhohte Expression von Tight-junction-Proteinen nachgewiesen. Die
Integritat der BHS wird dadurch sichergestellt und Odeme deutlich verringert. Zudem fiihrt die
Unterdriickung der Entzindungsreaktion durch Reduktion entzindlicher Zytokine zu
neuroprotektiven Effekten. Auch auf die systemische Inflammation kann LA positiv Einfluss
nehmen. Die Dysbiose und den damit verbundenen Abfall der LA nach SHT stellt somit einen
interessanten therapeutischen Ansatzpunkt dar. Die Manipulation der Darmmikrobioms durch
laktobazillenreiche probiotische Supplementierung innerhalb der ersten 48 Stunden nach
Trauma kann im Tiermodell sowohl die Darmfunktionsstérungen als auch neurologische
Defizite nach SHT abschwachen (193).
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Stimulation von regulatorischen T-Zellen (Treg)

Ein wichtiger Mechanismus fur die Interaktion der Darmmikrobiota mit dem Immunsystem nach
experimentellem SHT ist die Stimulation von Treg. In erster Linie dienen Treg zur
Unterdrickung von Entzindungsreaktionen, sodass ein Mangel die Induktion von
Autoimmunerkrankungen fordert. Die Wirkung der Zellen beruht auf inhibitorische Einflisse
auf proinflammatorische Zellen und Zytokine. Die Freisetzung von IL10 inhibiert
entzindungsférdernde Zelllinien, wie z.B. Th1- und Th17-Zellen. Der Kommensalorganismus
Bacteriodes fragilis produziert Polysaccharid A (PSA ). PSA triggert die Aktivierung von Treg
und somit nimmt das Mikrobiom direkt Einfluss auf das Immunsystem. Das freigesetzte IL-10
hat neuroprotektive Wirkung, indem es die Mikrogliaaktivierung suprimiert (194, 195). Dieser
Mechanismus spielt auch eine wichtige Rolle bei der MGBA. Eine Studie von Benakis et al.
(2016) zeigte, dass antibiotikainduzierte Veranderungen des Mikrobioms nach ischamischer
Hirnverletzung durch die Hochregulation von Treg-Zellpopulationen zu einer Neuroprotektion
fuhren kénnen (196).

Negative Auswirkungen durch Dysbiose

Neben potenziell neuroprotektiven Effekten konnen Antibiotika nach SHT auch negativen
Einfluss auf den Heilungsprozess primarer und sekundarer Hirnschadigungen nehmen. Dies
geschieht durch Erhéhung neuronaler Verluste, Suppression posttraumatischer
hippocampaler Neurogenese und Modulation der Mikroglia-Antwort (9). Neuronen in der CA3-
Region des Hippocampus sind nach SHT besonders anfallig fir neuronale Verluste und
chronische Neurodegeneration. In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass im ipsilateralen
Hippocampus nach SHT ein erhohter neuronaler Verlust durch die Dysbiose induziert wurde.
Wenige Tage nach dem Trauma erfolgte durch die mikrobielle Dysbiose eine akute
Suppression der Monozytenzirkulation. Die traumainduzierte hamatogene Rekrutierung von
Immunzellen kann einerseits als schadlicher Prozess angesehen werden, jedoch auch
neuroprotektive Wirkung haben (9, 197). Die Marker fur Mikroglia-Aktivierung steigen nach der
Gabe von Antibiotika signifikant. Die ruhenden Mikroglia werden durch die Aktivierung
zunehmend zum proinflammatorischen Phanotyp. Diese durch Dysbiose bedingte mikrogliale
Aktivierung hat chronische Neuroinflammation und neurodegenerative Prozesse zur Folge.
Auch die Integritat der BHS steht in Verbindung mit der antibiotikainduzierten Dysbiose. Die
BHS wird somit durch das Trauma und die entstandene Dysbiose gestort, sodass Immunzellen
und proinflammatorische Zytokine ins ZNS gelangen und die neuropathologischen Ablaufe
triggern (165).
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3 Material

3.1 Verbrauchsmaterialien

Material Nahere Bezeichnung Hersteller

96-well Platte Zellkultur Microplatte 96 Biozym Scientific HmbH, Oldendord,
Well DE

96-well Platte Zellkultur Microplatte 96 Greiner Bio One; Frickenhausen, DE

Well

Chirurgisches Prolene 6-0 Ethicon, Norderstedt, BEL
Nahtmaterial

Deckglaser 24x50 Milimeter Diagonal GmbH, Minster, DE
Einstreu Lignocel® FS14 J.Rettenmaier & Séhne GmbH&Co.

KG, Rosenberg, DE

Einwegkanule

Sterican® 19G, 26G

B.Braun Melsungen AG, Meslungen,
DE

Einwegpipetten

5ml,10ml,25ml (Mili-/Liter)

Falcon,Becton Dickinson,
Heidelberg,DE

Einwegspritze

BD Discardit™ Il

B.Braun Melsungen AG, Meslungen,
DE

Einwegspritze Injekt®-F B.Braun Melsungen AG, Meslungen,
DE
Falconrohrchen 15ml,50m| Becton, Dickinson, New Jersey, USA

Faltenfilter Whatsman HmbH, Neuenkirchen, DE

Filterpapier Schleicher & SchuellBioscience
HmbH, Dassel, DE

Kafige Filtertopkafig Typ Il, lang Bioscape GmbH, Castrop-Rauxel, DE

Klingen Apollo Herkenrath GmbH & Co. KG,
Solingen, DE

Kryoréhrchen Plain skirted tube 0.5ml StarLab, Ahrensburg, DE

Membranen PVDF Membran (0,45um) | Millipore, Billerica, USA

Mikropipettenspitzen

1000ul, 200pl, 100ul, 10pl

StarLab, Ahrensburg

Nagellack Jolifin Spezial-Versiegeler | Jolifin, Baberhausen, DE
14ml
Objekttrager Superfrost®plus Thermo Scientific, Braunschweig, DE
Objekttragerkasten VWR, Darmstadt, DE
Papierhandticher grau, 1-lagig Schuch Laborhandel und
Klinikbedarf, Langgons, DE
Reaktionsgefalle 0.5,1.5,2.0 ml Eppendorf, Hamburg, DE
Reaktionsgefalle Falcon® 15ml, 50ml Greiner Bio One; Frickenhausen, DE
Saugtupfer Sugi® Sponge Points Kettenbach, Eschenburg, DE
Skalpelle Feather disposable scaple, | Feather Safety Razor Co., Ltd.,
No.11, No.23 Osaka, JPN
Tierfutter ssniff Ssniff, Soest, DE

Tabelle 3 Verbrauchsmaterialien
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3.2 Gerate
Gerat Hersteller
CCl-Impactor Leica, NuBloch, DE

Elektrophoresekammer

BioRad, Hercules, USA

Gewebehomogenisator Mastermill MM 300

Retsch, Haan, DE

Glomax multi + detection System

Promega, Mannheim,DE

Handbohrer, Uni-Drive N Komplettgerat

Paggen, Starnberg, DE

Infrarot Laser Imaging - Odyssey 9260

Li-Cor Biosciences, Bad Homburg, DE

Inkubator Babytherm IC8000

Drager, Lubeck, DE

Isofluran (Forene) Verdampfer

Abbott, Dragerwerk, Libeck, DE

Kryostat Microm Cryostar NX 70

Thermo Fisher Scientific, Walldorf, DE

Lasermikroskop LSM 5 Exciter

Zeiss, Jena, DE

Laserquelle Lasos LGK 7812 ML-1/LGN
7812

Lasos Lasertechnik, Jena, DE

LightCycler LC 480 Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
DE
Magnetrihrer MR 3001 Heidolph, Schwabach, DE

Mikroskop Stemi 305

Zeiss, Jena, DE

Mikroskopiekamera Axio Cam 105

Zeiss, Jena, DE

Mini Trans Blot System

BioRad, Hercules, USA

pH-Meter,CG 832

Schott, Mainz, DE

Photometer NanoVue System

GE Healthcare, DE

Photometer NanoVue™

GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK

Rota-Rod RS232/LE8200

Hugo Sachs; March-Hugstetten, DE

Schuttler Rotamax 120

Heidolph, Schwabach, DE

Stereotaktischer Rahmen

Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA

Stromversorgung, PowernPAC ™

BioRad, Hercules, USA

Temperaturhomoéostasegerat (Warmeplatte)

Hugo Sachs, March-Hugstetten, DE

Temperatursonde TCAT-2DF

Harvard, New Jersey, USA

TiefkUhlschrank -20 Grad Celsius (°C)

Liebherr, Ochsenhausen, DE

Tiefkthlschrank -80 °C

Sanyo Electric Co.,Osaka ,J

Tierhaltungsschrank

Bioscape, Castrop-Rauxel, DE

Vortex Reax control (Laborschittler)

Heidolph, Hamburg, DE

Waage CS 200

Ohaus Corporation, Pine Brook, NJ, USA

Zentrifuge Eppendorf 5804 R

Eppendorf, Hamburg, DE

Zentrifuge Micro Star 17 R

VWR, Radnor, PA, USA

Tabelle 4 Gerite
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3.3 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Aqua Spullésung, sterile

Braun, Melsungen, DE

Bovines Serum Albumin (BSA)

Roth, Karlsruhe, DE

Chloroform

Sigma, St. Louis, MO, USA

DAPI (4°,6-Diamidin-2-phenylindol)

Sigma, St. Louis, MO, USA

DMSO (Dimethyl Sulfoxid)

Sigma Aldrich, Steinheim, DE

EDTA

Roth, Karlsruhe, DE

Einbettmedium-Gehirn, NEG 50

Thermo Fisher Scientific, Walldorf, DE

Ethanol

Applichem, Darmstadt, DE

Frekaderm Spray farblos

Dr. Schumacher GmbH, Melsungen, DE

Glycerin

Roth, Karlsruhe, DE

Histoacryl, Gewebekleber

Braun, Melsungen, DE

Isopropanol

Sigma, St. Louis, MO, USA

Kresylviolett (Acetat)

Merck, Darmstadt, DE

Magermilch (MM)

Roth, Karlsruhe, DE

Natriumcarbonat

Fluka, Buchs, CH

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Normal Goat Serum (NGS)

Dako, Hamburg, DE

Paraformaldehyd (PFA)

Merck, Darmstadt, DE

PBS, Dulbecco Trockensubstanz

Biochrom, Berlin, DE

Protease Inhibitor

Roche, Molecular Biochemicals, Mannheim, DE

Roti-Histokitt

Roth, Karlsruhe, DE

Roti-Histol Roth, Karlsruhe, DE

RPE Puffer Qiagen N.V., Venlo, NL

RWT Puffer Qiagen N.V., Venlo, NL
Stickstoff, flissig Air Liquide, Dusseldorf, DE
Triton X-100 Sigma Aldrich, Steinheim, DE

Tabelle 5 Chemikalien

3.4 Arzneimittel

Handelsname

Wirkstoff

Hersteller

Amoxicillin-ratiopharm®
comp 125 TS

125mg/5ml Amoxicillin,
31,25/5ml Clavulansaure

ratiopharm GmbH, Ulm, DE

Bepanthen-Augensalbe®

Bayer Vital, Leverkusen, DE

Forene® Isofluran Baxter, UnterschleiRheim, DE

Nystaderm®-S 100.000 I.E. / ml Nystatin Dermatopharm, Griinwald, DE

Vanco-Saar® 500mg Vancomycin MIP Pharma GmbH, Blieskastel,
DE

Rimadyl® Carprofen Zoetis,Inc,USA

Lidocain Lidocainhydrochlorid B.Braun Melsungen AG,

Meslungen, DE

Tabelle 6 Arzneimittel
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3.5 Antikorper

Primar

Target Spezies Verdinnung Hersteller

Anti-GFAP Kaninchen 1:500 Dako, Hamburg, DE

Anti-Iba1 Kaninchen 1:500 Wako Chemicals,
neuss, DE

Sekundar

Target Spezies Verdinnung Hersteller

Anti-Kaninchen Alexa Fluor 568 | Ziege 1:500 Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA

Anti-Maus Alexa Fluor 488 Ziege 1:500

Tabelle 7 Antikorper

3.6 Kits

Kit Hersteller

Absolute Blue gPCR SYBR Green Mix

Thermo Fisher Scientific, Walldorf, DE

Plus ROX Vial, AB-4166

Light Cycler 480 Probes Master

Roche Diagnostics Deutschland GmbH,
Mannheim, DE

RNase-free DNase Kit
QuantiTect Reverse Transcription Kit

RNeasy Plus Universal Kit

QIlAzol Lysis Reagent

Qiagen, Hilden, DE

Tabelle 8 Kits

3.7 Puffer und Losungen

Lésung

Rezept

0,1% Triton-X und 0,1% Sodium-Citrat-
Ldsung

0,1 g (w/v) Sodium-Citrat + 0,1% (v/v) Triton-X
in 100 ml H20

5% BSA Ldsung

5g (w/v)in 100 ml TBST

5% Magermilch Lésung

5g (w/v)in 100 ml TBST

Blockierlosung Immunhistochemie

0,5% BSA, 5% NGS in 0,1% PBST

Kresyl Lésung

0,031 mM Kresylviolett, 20% (v/v) Ethanol

PBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 6,5 mM Na2PO4,
1,5 mM, KH2PO4, pH 7,5

PFA 4% 4 g (w/v) in 100 ml PBS

RIPA Puffer 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1mM EDTA,

1% NP-40, 0,1% SDS

Vehikel (-l6sung)

25 % DMSO (v/v) in 0,1 M Na2CO 3in Aqua

Tabelle 9 Puffer und Losungen
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3.8 Primer
3.8.1 Gehirn

Primer 5 --->3' Kit

Ppia F GCGTCTSCTTCGAGCTGTT

TNFaF | TCT CAT CAG TTC TAT GGC CC SybrgreenMix AB-4166
TNFa R GGG AGT AGA CAA GGT ACA AC

mu IL 1b CY5-CAG CTG GAG AGT GTG GAT CCC AAG
Cys C--PH Light Cycler 480 Probes
mu IL 1b FL | TAA TGA AAG ACG GCA CAC CCA CCC-FL Master 04887301001
mulL 1b A |CAG GAA GAC AGG CTT GTG CTC
mulL1bS |GTG CTG TCG GAC CCA TAT GAG
Iba1-F ATCAACAAGCAATTCCTCGATGA
Iba1-R CAGCATTCGCTTCAAGGACATA
GFAP-F CGGAGACGCATCACCTCTG
GFAP-R TGGAGGAGTCATTCGAGACAA
Tspo-F GCCTACTTTGTACGTGGCGAG Absolute Blue gPCR
Tspo-R CCTCCCAGCTCTTTCCAGAC SybrgreenMix AB-4166
Serpa3n-F | GCCTCGTCAGGCCAAAAAG
Serpa3n-R | TGAACGTGTCAAGAGGGTCAA
mSic1a2 F | GTTTCCAGCAGATTCAGACAG
mSic1a2-R | GCAATAAAGAATCCGATCAGACC
Sic2a1 S CCCAGAAGGTTATTGAGGAGTT Maxima ProbeqPCR
Sic2a1-A GGAGAGAGACCAAAGCGTG Master Mix  K0262
MHC2-F CCGCCTAGACAAGCTGACC
MHC2-R ACAGGTTTGGCAGATTTCGGA
IFNg F GCT CTG AGA CAATGAACG CT
IFNg R AAA GAG ATAATC TGG CTC TGC

Absolute Blue gPCR
VGlut1-F CCAACAGGGTCTTTGGCTTTG SybrgreenMix AB-4166
VGIut1-R CAGCCGACTCCGTTCTAAGG
VGlut2-F ACTATGCGCAGAATCCGTCT
VGIut2-R GCTTCTTCTCCAGCACCCTGTA

Tabelle 10 Primer-Gehirn
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3.8.2 Kolon

Primer 5 --->3' Kit

Ptgs2- S TCTTTGCCCAGCACTTC Absolute Blue qPCR

SybrgreenMix AB-4166

Ptgs2- R CCTCTCCACCRATGACCTGA

Ocln Cy5 | CY5-AGATGCCAGTTGCGGGAGAA-PH

Ocn F GCAAATTATCGCACATCAAGAG Light Cycler 480 Probes
Ocin FL GGGAGATTATGACAGACGGAAACCTTAG-FL | Master 04887301001
Ocin R TGTTCAGCCCAGTCAATTATC

TJP1 FL CTCAACACACCACCATTGCTGTT(--FL)

TJP1 LC  |L640-ATGCCACGAGCTGTAGCCACTACA(PH)

TJP1-V1 - Light Cycler 480 Probes
1x25/26 S | TGTCCCTGTGAGTCCTTCAG Master 04887301001
TJP1-V1 -

var1-R CCAGGTTTTAGGGTCACAGT

Tabelle 11 Primer-Kolon

3.9 Software

Software

Hersteller

EndNote X9

Thomson Reuters Corporation, New York, USA

Imaged, Version 1.47v

National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA

Image Studio, Version 3.1

Li-Cor Biosciences, Bad Homburg, DE

Prism GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA
Word 2019 Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA
Excel 2019 Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

Zen 2 (blue edition)

Zeiss, Jena, DE

Zen 2008, Version 5.0

Zeiss, Jena, DE

Tabelle 12 Software

3.10 Mikrobiologische Analyse

Agar Hersteller

Blut BD Franklin Lakes, New Jersey USA
CAN

Mc Conkey

Sabourad Oxoid, Wesel Deutschalnd
Schaedler Mast Group, Bootle UK

Gerate Hersteller

Massenspektrometer MALDI -TOF Bruker Billerica, Massachusetts USA
Bruker Maldi Biotyper

Tabelle 13 Mikrobiologische Analyse
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4 Methoden
4.1 Tierexperiment

4.1.1 Versuchstiere und Haltung

Das Tierexperiment wird mit 40 mannlichen C57BI6/J Mausen (Mus musculus) durchgefihrt.
Sie stammen aus dem Janvier Labor, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich und sind am
20.08.2019 geboren worden.

Die Mause erreichen eine Woche vor Beginn des Tierversuches das Gebaude 505 und die
Haltung erfolgt gemaR den Richtlinien der Johannes-Gutenberg-Universitat (JGU) Mainz. Zwei
bis drei Mause werden in einen Typ Il Filtertopkafig gesetzt. Diese sind mit entkeimten
Holzspanen als Einlage, je einer wassergefiillten Trinkflasche und getrockneten Futterpellets
ausgestattet. Sowohl Flussigkeits- als auch Nahrungsaufnahme erfolgt ad libitum. Erleichtert
wurde die Nahrungsaufnahme gegebenenfalls an den ersten Post-OP Tagen durch
Aufweichen der Futterpellets mit Wasser. Als Unterstitzung zum Nestbau wurde ein Zellstoff-

Papierhandtuch und ein Polyvinylchloridrohr als Rlckzugsoption beigelegt.

Bei einer Umgebungstemperatur von 22°C und einer konstanten Luftfeuchtigkeit bei 55% sorgt
eine adaptierte Beleuchtung fur einen 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus. Alle Versuche,

Eingriffe und Beobachtungen wurden in der Tagphase (6-18Uhr) durchgefiihrt.

Vor Start des Tierexperiments wurde am Translational Animal Research Center der JGU ein
Ausbildungsprogram erfolgreich absolviert, um den sicheren Umgang mit den Tieren zu
gewahrleisten. Modul 1 umfasste Grundkenntnisse in Pflege, Betreuung und tierschutz-
gerechter Totung von Versuchstieren. Modul 2 hingegen beinhaltet die Probenentnahme,

Applikation von Medikamenten und Anasthesie bei Versuchstieren.

4.1.2 Genehmigung und Studiendesign

Der Tierversuchsantrag zur Durchfiihrung der experimentellen Studie wurde nach §8 des
deutschen Tierschutzgesetz (Fassung vom 18.05.2006) gestellt. Das Landes-
untersuchungsamt Rheinland-Pfalz genehmigte den Antrag mit dem Aktenzeichen G 19-1-
027.

Im Rahmen der durchgeflihrten Studie wurden die 40 Versuchstiere in zwei Gruppen mit dem
Unterscheidungsmerkmal der Art des Operationsverfahren randomisiert. 24 Mause erhielten
einen operativen Eingriff mit einem kontrollierten Hirnschaden. Im Laufe des funftagigen
postoperativen Beobachtungszeitraums wurde bei 12 Versuchstieren die Medikamente
Amoxicillin/Clavulansaure, Vancomycin und Nystatin p.o. appliziert. Dies wurde taglich frisch
in 100 ml Trinkwasser angesetzt und ab dem ersten postoperativen Tag bereitgestellt (Gruppe

D: CCI/AB, n=12). Den anderen Mausen mit kontrolliert zugefuhrtem Hirnschaden wurde
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weiterhin normales Trinkwasser verabreicht (Gruppe C: CCl/Vehikel, n=12). Bei den Ubrigen
16 Mausen erfolgte ein Scheineingriff (Sham). Die Ablaufe unterscheiden sich hierbei durch
das Fehlen der Kraniotomie und der erfolgten Hirnschadigung durch den Impactor. Auch hier
wurde der einen Halfte der Gruppe die Medikamente in 100m Wasser taglich frisch angesetzt
(Gruppe B: SHAM/AB, n=8), wohingegen die andere Gruppe Wasser erhielt (Gruppe A:
SHAM/Vehikel, n=8).

A sham Vehikel 8
B sham AB 8
C CCl Vehikel 12
D CClI AB 12

Tabelle 14 Ubersicht Versuchsgruppen

4.1.3 Invasive Mallhahmen

Die Basis des Tierversuchs und der Datenerhebung bildet die Operation, bei der ein
kontrollierter Schaden des Hirngewebes entsteht, respektive der Scheineingriff in der Gruppe
SHAM, bei dem die Schadeldecke unversehrt bleibt. Die praoperativen Malknahmen sind bei

beiden Gruppen identisch.

4.1.3.1 Anasthesiologische Operationsvorbereitung

Den Versuchstieren wurden zunachst 30 Minuten préoperativ Carprofen (4mg/Kilogramm
Koérpergewicht (kgkG)) subcutan (s.c.) appliziert. Zunachst werden alle Gerate auf Funktion
Uberpruft. Es erfolgt darauf die Narkoseeinleitung mit Sauersoff und Beimischung des
Inhalationsanasthetikum Isofluran mit einer Konzentration von 4Vol% uber 60 Sekunden. Die
Aufrechterhaltung der Narkose erfolgt mit 1-2 Vol %. Um einer Hypothermie
entgegenzuwirken, befinden sich die Mause auf einer Warmematte mit konstanter Temperatur
von 37°C. Vor der Platzierung im Stereotakt erfolgt die s.c. Injektion von 5 mg pro kgKG
Lidocain 0,5% temporal. Der stereotaktische Rahmen dient der festen Fixierung wahrend des
Eingriffs. Um die Narkosetiefe zu prufen, wird der Zwischenzehenreflex der hinteren
Gliedmale versucht auszul6sen. Ist dieser erloschen kann man von einer ausreichenden Tiefe
der Narkose unter erhaltener Spontanatmung ausgehen. Durch das Auftragen einer

Augensalbe verhindert man das Austrocknen der Augen.

44



Methoden

4.1.3.2 Controlled Cortical Impact

Der operative Eingriff beginnt mit der Er6ffnung der Schadelkalotte median auf einer Lange
von etwa 1 Zentimeter (cm). Der Schnitt erfolgt von der vorderen (Bregma) bis zur hinteren
(Lambda) koronaren Schadelnaht. Danach wird die rechte Schadelkalotte paramedian frei
prapariert. Das freigelegte Periost wird durch ein Wattestdbchen an den Rand des
Praparationsgebiet geschoben. Mittels eines Mikrobohrers erfolgt die Kraniotomie entlang der
vorderen Schadelnaht, dem lateralen Arcus zygomaticus und der hinteren Lambdanaht. Die
mediane Seite des gefrasten Rechtecks bleibt unberihrt, da diese Stelle als Scharnier zum
Aufklappen bendtigt wird. Wahrend des bisherigen Eingriffs sollen die nun zum Vorschein

kommende Dura mater und darunter liegende Strukturen unverletzt bleiben.

X

Sagittal View Caudal View

Abbildung 10 Zeichnung eines CCl Impactors mit
Fixierungseinrichtung und Darstellung der freigelegten Dura mater
nach Kraniotomie (modifiziert nach Onyszchuk(198))

Das SHT und der damit verbundene Schaden am Hirngewebe entsteht durch einen CCI-
Impactor. Dieser wird senkrecht Uber die freigelegte Hirnoberflache ausgerichtet. Das Gerat
besteht aus einem elektromagnetischen Bolzen mit einem Durchmesser von etwa 3 Millimeter
(mm). Nach Auslésung des Impactors dringt der Bolzen stumpf in das freigelegte Hirngewebe
mit einer Geschwindigkeit von 6 Meter pro Sekunde(m/s) und einer Impacttiefe von 1,5mm
ein. Die Aufpralldauer betragt 200 Millisekunden(ms). Abbildung 12 zeigt den gesamten
Versuchsaufbau (198).
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Nach erfolgtem Impact wird die aufgeklappte Kalotte in ihre urspriingliche Position gebracht
und mit Histo-Acryl Kleber versiegelt. Der Vorgang sollte mdglichst zlgig erfolgen, da es in
Folge des Traumas zu einem Anschwellen der Hirnmasse kommt. Der angebrachte
stereotaktische Rahmen zur Fixierung des Schéadels wird geldést und die Haut mit einer
Einzelknopfnaht verschlossen. Zur postoperativen Uberwachung werden die Versuchstiere fiir
2 Stunden in einen Inkubator bei 35°C verbracht. Die Mause kdnnen sich so unter optimalen

Bedingungen erholen, bevor sie zurick in die Kafige gelangen.

Abbildung 11 Operationsarbeitsplatz

| Stereotaxierahmen und Heizplatte
Il Bedienelement des CCl-Impactor, bei der Geschwindigkeit und Applikationszeit eingestellt werden
[l Impactormodul mit Spitze und Haltevorrichtung

4.1.3.3 Scheineingriff

Die SHAM-Tiere durchliefen alle praoperativen, postoperativen und anasthesiologischen
Teilschritte inklusive der Kalottenpraparation, jedoch ohne Kraniotomie und Setzen eines CCI.
Das Periost wurde mit einer Pinzette angeraut. Wundverschluss erfolgte ebenfalls durch

Einzelknopfnaht.

4.1.4 Erheben des Kérpergewichts und Score-Sheet

Ein wichtiger Marker fur den Erndhrungszustand und dem Wohlergehen der Mause ist das
Korpergewicht. Dieses wurde mittels eines Punktesystems bewertet (,Score Sheet”). Das
Score Sheet dient zur prospektiven Festlegung von versuchsbedingt zu erwartenden
Symptomen und damit verbundenen Belastungen fur das Einzeltier. Darlber hinaus definiert
es den Versuchsabbruch, wenn die Belastung fir das Tier eine festgelegte Hochstgrenze
Uberschreitet. Es bestehnt aus den 4 Kategorien: Korpergewicht, Allgemeinzustand,
Spontanverhalten und versuchsspezifische Kriterien. Die Kategorien werden mit

unterschiedlichen Punkten bewertet. Steigt der Score Uber 20 Punkte an, muss das
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Versuchstier sofort getotet werden. In diesem Experiment betrug der Score durchgehend 0-5,

sodass kein Intervenieren erfolgte.

4.1.5 Stuhlprobenentnahme und mikrobiologische Analyse

Bei zufallig ausgewahlten Mausen erfolgte aus jeder Versuchsgruppe praoperativ und an Tag
5, den Tag der Euthanasie, die Asservierung einer Stuhlprobe, um stichprobenartig das
Mikrobiom der Mause zu untersuchen. Wahrend die Mause ihren Neuroscore erhalten oder
sich in der Ethovision-Arena aufhalten, wurde der Kot gesammelt und je 200 mg Kot in einem
Eppendorf Gefall gesammelt. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurde dies unter
hygienischen Bedingungen durchgefiihrt. Diese gelangen anschlieend umgehend in das
mikrobiologische Labor der JGU zur differenzierten Stuhlanalyse. Die enthommenen Proben
wurden mit einer Natriumchloridlésung homogenisiert und auf unterschiedliche Agarplatten
Ubertragen. Aerobe Platten wurden fir zwei Tage und anaerobe Platten fiir vier Tage bei einer
Temperatur von 37 °C inkubiert und im Anschluss die kultivierten Bakterienkolonien mittels
Massenspektrometrie quantifiziert. Ziel dieser Analyse der Stuhlproben war es die mikrobielle

Vielfalt vor und nach der Intervention zu vergleichen.

4.1.6 Medikamentengabe

Die Medikamente wurden taglich in 100 ml frischem Wasser angesetzt und in die Trinkflasche
der Antibiosegruppen nach Pipettierschema gefiillt. Die Applikation erfolgte somit per os und
ad libitum. Die Trinkmengenanalyse je Kafig wurde taglich durchgefiuhrt. Das
Pipettierungsschema fiir die Medikamentenapplikation wird in Tabelle 13 dargestellt. Der

Vehikelgruppe wurden 100ml reines Trinkwasser in einer Flasche zur Verfligung gestellt.

Amoxicillin- Antibiotikum + 100mg 3,2ml
Clavulansaure Beta-Laktamase-Inhibitor

Vancomycin Antibiotikum 50mg 1,0ml
Nystatin Antimykotikum 100000 U 1,0ml
Wasser 94,5ml

Gesamt | 99,7ml = 100ml

Tabelle 15 Pipettierungsschema
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4.1.7 Verhaltensbiologische Untersuchung

4.1.7.1 Neuro-Score

Der Neurological severity score (NSS) dient zur Beurteilung neuromotorischer Fahigkeiten. Er
wird modifiziert nach Tsenter et al. durchgefihrt(199). Durch Erhebung des Scores kann die
durch Hirnschadigung hervorgerufene Beeintrachtigung und deren Progression objektiv
quantifiziert werden. Je nach Schwere des Defizits erhalt die Maus ein bis zwei Punkte. Daraus
ergibt sich ein Maximalscore von 15. Dies entspricht einer maximal neurologischen
Beeintrachtigung. Erhélt die Maus den Minimalscore von null, ist sie symptomfrei und ohne
Einschrankungen. Der Neuroscore wird praoperativ (preop), sowie am ersten (d1), dritten (d3)

und funften (d5) postoperativen Tag erhoben. Er beinhaltet folgende klinische Testungen:
¢ Reflexe: Zusammenzucken der Maus bei lautem Gerausch(Handeklatschen)
e Generelles Verhalten: Neugier, Gehfahigkeit und Erkundungsverhalten der Maus

o Koordination: Zurlicklegen einer Strecke von 40 cm mit abnehmender Breite des Stegs

(3cm,2cm, 1cm)

e Balance: Festhalten der Maus fir mindestens 10 Sekunden an einem eckigen und

runden Stab

e Motorisches Defizit: Achten auf mogliche fokale bzw. hemiparetische Defizite

Abbildung 12 Versuchsaufbau Neuroscore

| Koordinations- und Gangiiberpriifung auf schmaler werdende Balken (3cm > 2cm > 1cm) Gber 40cm
Il Festklammern an Balancestabe (rund und eckig) Gber mind. 10 Sekunden
[l Waage zur Gewichtsbestimmung

4.1.7.2 Rota-Rod

Um die Ausdauer, die Greifkraft und motorische Fahigkeit der Versuchstiere zu testen, kommt
die Methode des Rota-Rod zum Einsatz. Die Maus wird hierbei auf einen geriffelten, sich
drehenden Zylinder gesetzt. Der Durchmesser des Zylinders betragt ca. 3 cm. Die
Rotationsgeschwindigkeit steigt im Laufe des Durchgangs von 4 Umdrehungen pro Minute
(U/m) auf 40 U/m konstant an. Dokumentiert werden die Zeit und die letzte

Rotationsgeschwindigkeit, bei der die Maus sich nicht mehr halten kann und fallt. Da dieser
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Bewegungsablauf fir die Mause sehr ungewohnt ist, werden am ersten praoperativen Tag vier
Trainingsdurchgange durchgefiihrt und im Anschluss die ersten beiden Testlaufe fir den
praoperativen Tag. Dies wird an Tag(d)1, d3 und d5 mit jeweils zwei Durchgangen wiederholt.

Abbildung 13 Rota-Rod

4.1.7.3 Exit from the circle

Dies wurde im Rahmen des Neuroscores durchgefiihrt. Die Maus wird hierbei in die Mitte der
Ethovision Arena gesetzt. Das Programm setzt in die Mitte der Arena einen virtuellen Kreis
und detektiert die Maus. So wird quantifiziert, wie oft die Maus den virtuellen Kreis verlasst,
insbesondere die Latenzzeit bis zum ersten Verlassen der frei liegenden Mitte der Arena, die
fur die Maus als Beutetiersicht ein gefahrliches Areal darstellt. Zudem kann die zurlickgelegte
Strecke und Geschwindigkeit der Versuchstiere gemessen werden. Eine Maus ohne
neurologisches Defizit ist sehr aktiv und es kommt gehauft zu Durchquerungen des Kreises.
So werden Aktivitat und Motorik der Maus objektiviert. Nach Ablassen der Maus in die Mitte,
moglichst sanft und ohne Stress, startet die Aufnahmedauer von drei Minuten. Dies wird fur
jede Maus einzeln durchgeflhrt. Es findet an den Tagen gemeinsam mit dem Neuroscore statt.

Im Anschluss wird die Maus entnommen und die Arena gereinigt.
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Abbildung 14 Versuchsaufbau "Exit from the Circle"

| Gesamter Versuchsaufbau mit Arena, Kamera und PC
Il PC Monitor mit detektierter Maus und virtuellem Kreis in der Mitte der Arena
[Il Innere Teil der Arena wahrend eines Durchgangs mit einem Versuchstier

4.1.7.4 Novel object recognition test (NORT)

Der NORT ist ein haufig verwendeter Verhaltenstest zur Untersuchung verschiedener Aspekte
des Lernens und Gedachtnisses bei Mausen. Allgemein ist der NORT ein stressarmer und
effizienter Gedachtnistest. Es kénnen so neuropsychologische Veranderungen detektiert
werden (200). Eine wichtige Rolle fur Funktion und Aufbau des Ged&achtnisses spielt der
Hippocampus. Somit kénnte im Rahmen des NORT auch die Funktionsfahigkeit des

Hippocampus untersucht werden (201).

Der Test wird postoperativ an d4 durchgefiihrt und besteht aus drei Phasen. In Phase |
(Habituierungsphase) werden alle Tiere aus einem Kafig fir 15 Minuten in die Arena gesetzt,
um sich so an die Umgebung zu gewdhnen. Dies geschieht mit allen Kafigen nacheinander.
In Phase Il (familiar object) werden zwei identische Objekte in der Arena platziert. In diesem
Versuch wurden zwei unterschiedliche Gegenstande aus Plastik verwendet. Jede Maus wird
nun funf Minuten in die Arena gesetzt. Das Programm erkennt, wie oft das Versuchstier mit
dem Obijekt interagiert. Bei Phase Il (novel object) wird nun ein bekanntes Objekt gegen ein
neues ersetzt. Welches bekannte Objekt ersetzt wird erfolgt randomisiert. Dies geschieht zwei
Stunden nach Phase I. Die Maus wird erneut fir finf Minuten in die Arena gesetzt. Nach jeder

Maus wird die Arena gereinigt.
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15 Minuten 5 Minuten 5 Minuten
Habituation Training Training

Abbildung 15 Versuchsschema NORT (modifiziert nach Lueptow (200))

4.1.7.5 Euthanasie

Am funften postoperativen Tag erfolgt die Euthanasie der Versuchstiere. Hierbei kommt es zu
einer Blutentnahme und Gehirnentnahme zur weiteren histologischen Untersuchung. Die Tiere
werden zunachst 90 Sekunden mit Isofluran (4Vol%) anasthesiert, sodass ein Zustand tiefer
Bewusst- und Schmerzlosigkeit entsteht. Es folgt die Dekapitation mithilfe einer Schere. Nach
der Dekapitation wird das Blut aus dem restlichen Corpus in einem 50ml Falcon-Rdhrchen
aufgefangen und anschlief3end zentrifugiert. Das Plasma wird abpipettiert und bei -80 °C mit
einem Heparin-Zusatz von 80ul (50001E/ml) gelagert. Um das Gehirn moglichst behutsam zu
entfernen, wird im ersten Schritt die Kopfhaut in sagittaler Richtung aufgeschnitten. Daraufhin
wird das Cranium vom Foramen magnum aus von occiptal nach rostral aufgebrochen, bis das
Hirn freiliegt. Bevor das Hirn enthommen wird, missen die ventralen Hirnnerven durchtrennt
werden. Im Anschluss wird das Gehirn auf Trockeneis schockgefroren und bei -22°C im
Eisschrank gelagert. Des Weiteren werden den Versuchstieren Kolon, terminales lleum und
Caecum entnommen, um eventuelle histologische und expressionsanalytische

Untersuchungen anstellen zu kénnen.

4.2 Histologische Datenerhebung

4.2.1 Kryosektion und Probengewinnung

Um das entnommene Gehirngewebe genauer zu analysieren, werden diese im Kryostat bei
-20°C geschnitten. Dies erfolgt in koronarer Schnittfiihrung. Nach schneller Entnahme des
Gehirns aus dem Kihlschrank wird dieses mit einem Einbettungsmedium (Tissue Tek) in der
Mitte des Objekthalter positioniert. Nach Einspannung des Objekthalters wird das Gehirn
senkrecht zum Messer ausgerichtet. Um im weiteren Verlauf verschiedene histologische
Farbungen durchfiihren zu kénnen, werden je Versuchstier sechs Serien von 12 um Schnitten
auf die Objekttrager (OT) aufgenommen. Insgesamt werden pro Gehirn 16 koronare Ebenen

im Abstand von 500 ym aufgenommen. Den Beginn markiert die Ebene bei Bregma + 3,14
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mm. Ebene 1 bis 10 werden auf OT A aufgenommen und 11 bis 16 auf OT B. Bis zur Farbung

werden die Objekttrager bei -20°C weggefroren und in einer OT-Box beschriftet aufbewahrt.

Die Gewebe fiir die Proteinanalyse und der molekularbiologischen Untersuchung werden als
sogenannte Trimschnitte enthommen. Zwischen Ebene 6 und Ebene 13 werden 6x40um
Schnitte direkt hintereinander geschnitten und in gleicher Ausrichtung aufeinandergestapelt.
Dies ergibt insgesamt eine Schnittdicke von 240um. Das untere Drittel wird mittels eines
Skalpells abgetrennt und das tbrige Gewebe in eine ipsilasionale und kontralasionale Seite

geteilt. Diese werden seitengetrennt in einem Kryoréhrchen aufbewahrt und bis zur weiteren

Verarbeitung bei -80°C gelagert.

Abbildung 16 Kryostat

| Kryostat mit Messer und verstellbare Halterung fiir den Gehirntrager
Il Gefrorenes Gehirn wahrend des Schneidens mit Tissue Tag umgeben

4.2.2 Kresylviolett-Farbung nach Nissel

Um das Lasionsvolumen ermitteln zu kdnnen werden die angefertigten Gehirnschnitte mittels
Kresylviolett angefarbt. Dieser Vorgang wird auch als Nissl-Farbung bezeichnet. Hierbei
werden intakte Neuronen violett eingefarbt, indem es zu einer Anlagerung an basophile

Substanzen kommt. Zu den basophilen Substanzen zahlen u.a. Ribosomen, RNA und DNA.

Die gefrorenen Hirnschnitte werden eine Stunde bei Raumtemperatur getrocknet und mit
Ethanol (70%) von Uberschissigen Gewebekleber gesaubert. Im Anschluss gelangen die OT
fur 5min in die Kresylviolett-Farbeldsung. Darauf folgt die Reinigung durch zweimaliges
Eintauchen in destilliertes Wasser. Es folgt das Entwassern der Hirnschnitte durch jeweils
zweimaliges Eintauchen in Losungen von 70%, 96% und 100% Ethanol. Fixiert werden die
Schnitte durch ein funfminttiges und zweiminitiges Eintauchen in jeweils einen neuen
Behalter Roti-Histol. Abschliefend werden die OT mittels Deckglases und Roti-Histokitt

eingebettet, um die gefarbten Schnitte zu schitzen.

52



Methoden

4.2.3 Bestimmung Kontusionsvolumen
Vor der Flachenbestimmung werden die gefarbten Hirnschnitte mikroskopisch dargestellt und
fotografiert. Die zu bestimmenden Flachen der Schnitte werden mithilfe der Software Zen 3.0

(blue edition) ermittelt. Im ersten Schritt wird die Gesamtflache der kontralasionalen Seite

Abbildung 17 Ermittlung Schadensvolumen (Ebene 7, #20)

Dieses Bild zeigt den Coronarschnitt der Ebene 7. Die griine Flache
zeigt die contraldsionale intakte linke Hemisphare. Die gesamte
ipsilasionale Hemisphare ist rot umrandet und die intakte ipsilasionale
Flache gelb.

bestimmt. Die Kontusionsflache einer Ebene (Ax) wird folgendermafien berechnet. Auf der
ipsilasionalen Seite wird die Differenz aus der gesamten rechten Hemisphare (rot) und dem
intakten Teil des Gehirngewebes(gelb) gebildet. Abgestorbenes Gewebe erscheint hierbei
hell, vitales hingegen violett. Die Schadensflachen jeder Ebene werden addiert und
anschlieend mit dem Abstand der Schnitte (500um) multipliziert. Das gesamte

Kontusionsvolumen Va berechnet sich somit durch folgende Formel:
Va-Y16 Ax x 500um

4.2.4 Dickemessung Koérnerzellschicht des Gyrus dentatus

Ebenfalls in der Nissl-Farbung wird die Dicke der Kérnerzellschicht im suprapyramidalen Blatt
des Gyrus dentatus gemessen. SHT induziert den Zelluntergang in der Granularzellschicht
des Gyrus Dentatus und reduziert die elektrophysiologische Aktivitat der Neuronen(9). Der
Zelluntergang kann durch die Dickemessung des Gyrus Dentatus quantifiziert werden. In zwei

Schnittebenen pro Versuchstier, meist zwischen Ebene 11 und 13, werden ipsi (rot)- und
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kontralasional (gruin) an vier verschiedenen Stellen die Dicke gemessen: Innen (1), Mittig (M),

Aulen (A) und diinnste Stelle (D). Die Messlinie wird hierbei senkrecht zur Struktur angesetzt.

Abbildung 18 Messung der Granularzellschicht des Gyrus dentatus an vier
verschiedenen Stellen

4.2.5 Immunhistochemische Farbung

Das grundlegende Prinzip der Immunhistochemie beruht auf dem Prinzip der indirekten
Fluoreszenzmarkierung von nachzuweisenden Proteinen. Das Binden des primaren
Antikdrpers an bestimmte Epitope von Proteinen markiert den ersten Arbeitsschritt. Sekundare
AK, konjugiert mit Fluoreszenzfarbstoff, binden an den primaren AK und werden nach

Anregung durch Licht bestimmter Wellenlange sichtbar.

In der vorliegenden Studie werden zwei immunhistochemische Farbungen als Doppelfarbung
durchgefiihrt. Das saure Gliafaserprotein (GFAP) als Marker flr aktivierte Astrozyten und das
ionisierende calciumbindendes Adaptermolekul 1 (IbA1) als spezifischer AK flir Makrophagen
und Mikroglia, der zudem nicht kreuzreagibel mit Neuronen und Astrozyten ist. Das Procedere

findet an zwei aufeinanderfolgenden Tagen statt.
Tag 1

Zunachst werden die zu farbenden Schnitte 30 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet, bevor
sie 10 Minuten mit Paraformaldehyd (PFA,4%) fixiert werden. Darauf werden die OT 3x3
Minuten in Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS) gewaschen. Anschlieend werden die
Schnitte 30 Minuten in einer Feuchtkammer mit einer Blockierldsung (5% NGS, 1% BSA in
PBST) inkubiert. Dies verhindert eine unspezifische Proteinbindung im weiteren Verlauf. Nun

erfolgt die Zugabe des primaren AK. Dieser inkubiert Giber die Nacht bei 4°C.
Tag 2

Erster Schritt am zweiten Arbeitstag ist das Entfernen der ungebunden AK durch 3x

zehnminltiges Waschen in PBS. Nun werden die sekundaren AK dazugegeben und

inkubieren zwei Stunden bei Raumtemperatur. Erneut werden die ungebundenen AK durch

dreimal zehnminltiges Waschen mit PBS entfernt, bevor sie fur finf Minuten mit DAPI

(1:100.000) inkubiert werden. AbschlieRend wird funf Minuten mit PBST gewaschen, um
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Uberschissige Fluoreszenz zu entfernen. Mit Immunmount werden die OT eingedeckelt und
uber Nacht im Kuhlschrank bei 4°C getrocknet, bevor sie am Folgetag mit Nagellack versiegelt
werden. Weitere Lagerung hat zum Schutz der Fluoreszenzmarkierung im Dunkeln zu

erfolgen.

4.2.6 Quantifizierung der Immunhistochemie

Mithilfe eines konfokalen Mikroskops wird das gefarbte Gewebe mit unterschiedlichen
Wellenldngen sowohl auf der ipsildsionalen als auch auf der kontraldsionalen Seite in 20-
facher Vergrofierung untersucht. Dafir werden die Ebenen zwischen 11 und 13 ausgewahlt,
jedoch nur zwei flielen in die Auswertung ein., abhangig von der Farbequalitat und der

gréBmoglichsten Lasionsdarstellung.

Abbildung 19 Darstellung der GFAP(links)- und Iba1(rechts)
Fluoreszenz

Wie Abbildung 20 zeigt, ist die zu untersuchende Region perilasional und im zerebralen Kortex
gelegen (rotes Rechteck). An der Hemispharengrenze gespiegelt findet sich die Region der

contralasionalen Seite (griine Rechteck). Bei den Sham-Mausen fehlt die Lasion, sodass

>

Abbildung 20 Zu analysierendes Areale der Immunfluoreszenzfarbung

analoge Regionen ohne Lasion untersucht werden. Die Auswertung der Zellen erfolgt mittels
Imaged. Positiv markierte Zellen kdénnen so ausgezahlt werden. Eine immunreaktive Struktur
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wird von der Software bei einer Gré3e von 20 bis 1000 Pixel in die Auswertung inkludiert und
mittels Partikel-count Plug-in ausgezahlt. Die Hemispharen werden bei der Auswertung
getrennt betrachtet. Fiir eine quantitative Vergleichsanalyse wird u.a. die Zellzahl pro mm?

oder der Anteil positiv markierter Flachen zur Gesamtflache bestimmt.

4.3 Molekularbiologische Methode

Ein Schadeltrauma hat zahlreiche Veranderungen in der Expression verschiedener Gene zur
Folge. Fur die weiteren molekularbiologischen Analysen wird die Genexpression im
Hirngewebe aus den ipsildsionalen Trimmschnitten untersucht. Neben der Analyse des
Hirngewebes, wird auch das enthommene Kolon der Mause auf veranderte Genexpressionen

untersucht, um die Antibiotika- und Trauma Auswirkungen zu detektieren.

431 Extraktion Ribonukleinsaure aus Hirn und Colon

Der erste Schritt ist die Extraktion der RNA aus dem Hirn- und Kolongewebe. Die
unterschiedlichen Arbeitsschritte sind bei beiden Gewebetypen gleich. Folgende
Arbeitsschritte erfolgen unter einem Laborabzug. Die Extraktion findet mithilfe des RNeasy
Plus Universal Kit von Qiagen statt. Das tiefgefrorene Gewebe wird in ein 2 ml Tube gegeben
und mit einer Metallkugel versehen. Zusatzlich werden 0,9 ml Qiazol Reagenz dazugegeben.
Das Gewebe wird darauf im Mastermill 2x1 Minute bei 20 Hz zerkleinert. Es folgt ein
funfminltiges Stehenlassen bei Raumtemperatur. Anschliefend werden 100yl gDNA
Eliminator dazugegeben und 15 Sekunden gevortext, dies wird mit 180MI Chloroform
wiederholt und 2 bis 3 Minuten inkubiert. Zur Phasenauftrennung wird das Gemisch 15 Minuten
bei 4°C und 12000 x g-Kraft (g) zentrifugiert. Danach sind drei Phasen sichtbar. Die untere
rétliche organische Phase mit lysierten Proteinen und die mittlere milchige Interphase mit DNA
werden fir die weiteren Arbeitsschritte nicht bendétigt. Die wassrige und farblose Phase wird
ab pipettiert (ca. 600 pl) und zu 600pl Ethanol (70%) in ein neues Eppendorf-Gefall gegeben
und kurz gemischt. Die entstandene Ldsung wird in eine Mini-Spin-Saule mit einer RNA-
selektiven Silikatmembran pipettiert. Durch die Zugabe von Ethanol (70%) wird das Anheften
der der RNA an der Membran begunstigt. Dies geschieht durch eine Zentrifugation bei
Raumtemperatur fiir 15 Sekunden mit 8000 x g. und dem Verwerfen des Durchlaufs. Die RNA
wird nun weiter aufgereinigt, indem 700 ul RWT Puffer mit Zentrifugation (15 Sekunden bei
8000 x g) dazugegeben werden und anschlieRend wird dies zweimalig mit 500 pl RPE und
Zentrifugation (15 Sekunden bzw. 2 Minuten, 8000 x g) wiederholt. Nach einem Wechsel des
Auffangréhrchens werden die Membranen eine Minute bei maximaler Geschwindigkeit in der
Zentrifuge getrocknet. Der letzte Schritt der Extraktion beinhaltet den erneuten Wechsel des
Auffangréhrchens und die Zugabe von 30 yl Wasser, welches vorsichtig moglichst kontaktlos

auf die Membran pipettiert wird. AbschlieRend wird die Lésung eine Minute bei 10000 x g
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zentrifugiert. Das entstandene Eluat enthalt die isoliete RNA und wird nach der

Konzentrationsbestimmung bei -80°C gelagert.

4.3.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Bei der photometrischen Konzentrationsbestimmung wird das RNA-Eluat auf seine RNA-
Konzentration (crna) und den Reinheitsgrad geprift. Dafur werden 2MI des Eluats auf ein
Photometer gegeben und die optische Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 260nm
gemessen. Dies entspricht dem Absorptionsmaximum von Nukleinsauren. Bei einer OD2go von
1,0 entspricht die Konzentration 40 Mikrogramm (ug) pro ml (ug/ml). Daraus ergibt sich

folgende Formel zur Berechnung der Cgrna.

Crnva = 0Dy X Verdinnungsfaktor x 40 %

Die Reinheit des Eluats wird durch Division der optischen Dichten bei 260nm durch die
Optische Dichte bei 280nm fiir die Kontamination mit Proteinen und durch die optische Dichte
bei 230nm fiir die Kontamination mit DNA bestimmt. Die Quotienten aller Gewebeproben
befanden sich in einer Range von 1,8 bis 2,2 und sind somit fur die Synthese der
komplementaren DNA (cDNA) ausnahmslos geeinigt. Fur die photometrische Bestimmung des
Kolongewebes muss das Eluat vorher mehrmals mit Wasser individuell verdunnt werden, da

sonst die Konzentration den Messbereich des Photometers Uberschreitet.

4.3.3 Synthese der komplementaren Desoxyribonukleinsaure

Durch den Vorgang der reversen Transkription werden jeweils 1 pg der extrahierten RNA in
cDNA umgeschrieben. Diese dient als Vorlage fir die quantitative Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion (QPCR). Die extrahierte RNA hat somit die Funktion einer Matrize.
Fir die Synthese der DNA wird das QuantiTect Reverse Transcription Kit von Qiagen benutzt.

Um den RNA-Abbau entgegenzuwirken, werden alle Arbeitsschritte auf Eis durchgefihrt.

Zunachst wird die genomische DNA (gDNA) von der extrahierten RNA getrennt und eliminiert.
Daflr werden zu den 1 ug der Probe jeweils 2 pl gDNA Wipeout Puffer gegeben, das Gemisch
mit RNAse freiem Wasser auf 14 plVolumen aufgefillt und im Anschluss fur 8 Minuten bei 42
°C erwarmt. Der folgende Schritt ist die reverse Transkription, fir die je Probe ein Amstermix
angesetzt wird, mit jeweils 1 yl Quantiscript Reverse Transkriptase, 1 yl RT Primer Mix und 4
Ml Quantiscript RT Puffer. Darauf wird der Mastermix zur gDNA- freien RNA-L&sung
hinzugegeben und das Gemisch bei 42°C fur 30 Minuten inkubiert. Die cDNA-Synthese wird
durch das Inaktivieren der reversen Transkriptase gestoppt, indem das Gemisch auf 95°C
erhitzt wird. AbschlieRend wird die synthetisierte cDNA im Verhaltnis von 1:1 mit Wasser

verdunnt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.
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4.3.4 Quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)

Die gqRT-PCR wird benutzt, um die Kopienanzahl der cDNA zu quantifizieren. Mithilfe dieser
Methode kénnen mittels spezifischer Primer Riickschlisse Uber die Genexpression einzelner
Proteine zum Todeszeitpunkt der Maus gezogen werden. Sie basiert auf dem Prinzip der
Polymerasekettenreaktion (PCR). Hierbei werden in 20 — 40 PCR-Zyklen DNA-Fragmente
amplifiziert. Ein Zyklus wird in drei Teilabschnitte unterteilt. Der Ablauf findet nach einem festen
Schema statt und wird mithilfe von Thermocyclern durchgefiihrt. Zu Beginn werden in der s.g.
Denaturierungsphase die intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen der DNA-Strange
bei 95°C getrennt. Damit die daraus entstehenden Einzelstrange sich nicht wieder
Zusammenlagern erfolgt ein schnelles Abkuhlen auf 65°C. In der zweiten Phase
(Annealingphase) binden Primer an spezifische Bindungsstellen, die im Folgenden als Targets
bezeichnet werden, und identifizieren dadurch den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt. Die
hierbei angewandte Temperatur ist primerspezifisch und liegt etwa bei 60°C. Die
Elongationsphase markiert den letzten Schritt. Dabei bindet die DNA-Polymerase bei ihrer
spezifischen Temperatur von 68 — 72°C an die Primer. Wahrenddessen werden die DNA-
Bestandteile, desoxygenierte Nukleotide, komplementar zum abgelesenen Einzelstrang
eingefugt. Im Anschluss schlief3t sich eine erneute Denaturierungsphase an und markiert so

den Beginn eines neuen Zyklus.

Die qRT-PCR misst in Echtzeit die Menge der jeweiligen DNA-Kopien. Dies basiert auf dem
Prinzip der fluoreszenzemittierten Detektion. Es wird zunachst ein an der DNA bindender
fluoreszierender Farbstoff  hinzugegeben. Zudem auch sequenz-spezifische
Hybridisierungssonden. Das Gemisch wird mittels einer Lichtquelle angeregt und das
emittierte Signal gemessen. Es besteht eine Korrelation zwischen Signalintensitat und der
DNA — Kopien. Um das Ganze graphisch darzustellen, wird die Signalemission gegen die
Anzahl der PCR — Zyklen aufgetragen. Es entsteht hierbei ein typischer Kurvenverlauf mit drei
Abschnitten. In der Anfangsphase steigt der Graph nur minimal aufgrund der langsamen DNA
— Amplifikation. Die darauffolgende Wachstumsphase ist durch einen exponentiellen Anstieg
gekennzeichnet mit maximaler Amplifikationsrate. AbschlieRend geht die Wachstumsphase in
eine Plateauphase uUber, in der das Wachstums stagniert. Wahrend der Phase des
exponentiellen Wachstums wird mittels des LightCyclers der Crossingpoint (CP)ermittelt.
Dieser entspricht der Zyklusanzahl, bei der das Fluoreszenzsignal deutlich ein vorher
definiertes Hintergundrauschen Uberschreitet. Zudem wird durch selbiges Verfahren eine
Standardlésung mit bekannter DNA — Konzentration analysiert und eine Standardkurve
generiert. Nach Abgleich mit der Standardkurve errechnet die Software aus dem CP
schlieBlich die DNA — Menge, aus der indirekt die urspriingliche cDNA — Konzentration der
analysierenden Probe ermittelt wird. Die Ansetzung der Proben erfolgt doppelt und im

Anschluss wird der arithmetische Mittelwert der Proben bestimmt. Im letzten Schritt wird der
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Mittelwert auf das Referenzgen Ppia (Cyclophilin A) normiert. Dies ist ein Gen, welches

konstant und unabhangig von der zugrundeliegenden Intervention exprimiert wird.

4.3.5 Zielstrukturen im Gehirngewebe

4.3.5.1 GFAP

Das saure Gliafaserprotein ist ein intermediares Filamentprotein des astrozytaren Zytoskeletts.
Es ist spezifisch fur das Nervensystem und eine erhdéhte Expression dient als Indikator fir eine
Hirnschadigung (202). In Folge einer traumatischen Hirnverletzung wird GFAP hochreguliert.
Erhodhte Spiegel des astrozytaren Filamentproteins scheinen mit der Schwere des zellularen
Untergangs zu korrelieren. Periladsional ist die Hochregulation am héchstem, wahrend sie mit
zunehmendem Abstand von der Lasion abnimmt. GFAP fungiert so als Aktivitatsmarker fur

Astrozyten und Verlaufsmarker reaktiver Astrogliose (86, 113, 203).

4.3.5.2 Translokator Protein (TSPO)

TSPO ist ein Protein mit fUnf Transmembrandomanen und ist in der duReren mitochondrialen
Membran lokalisiert. Es spielt eine wichtige Rolle bei beim Transport von Cholesterin in den
inneren mitochondrialen Raum (204). Nach einer traumatischen Hirnschadigung kommt es
ubiquitar im Gehirn zu einer Zunahme der Expression von TSPO. Wahrscheinlich gilt TSPO
als Biomarker fur die Aktivierung der Mikroglia, die mit mitochondrialen Veranderungen durch
den erhdhten Energiebedarf infolge der Zellaktivierung und Zellproliferation einhergeht (205,
206).

4.3.5.3 Serpina3n

Serpina3dn ist ein sezernierter Peptidase-Inhibitor, dessen Expression durch Entziindung und
Nervenverletzungen induziert wird (207). Im gesunden Hirngewebe ist Serpina3n
normalerweise nicht nachweisbar. Die Geninduktion gibt in der frihen Phase Hinweise auf

eine astrozytenreaktive Gliose (208).

4.3.5.4 Interleukin 1

IL1B ist ein entzlindungsférderndes Zytokin mit zahlreichen biologischen Funktionen, das von
unterschiedlichen Zelltypen sezerniert wird. Hierzu zahlen beispielsweise zirkulierende
Monozyten sowie dendritische Zellen. Nachweislich ist IL1p an zahlreichen akuten neuronalen
Schadigungen und chronischen degenerativen Ablaufen nach traumatischer Hirnschadigung

beteiligt. Es dient somit als pro-inflammatorischer Marker (209)

4.3.5.5 lonisierte Calcium-bindende Adaptermolekil 1 (Iba1)
Die mikrogliale Aktivitdt nach SHT ist eine dynamische Reaktion. Das l|ba1 dient als
Aktivitatsmarker der Mikroglia. Es wird von Mikrogliazellen und Makrophagen exprimiert. Im

gesunden Hirngewebe findet kaum Expression statt. Nach CCl kommt es zu einem Anstieg
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der Expression des mikroglialen Markers. Neben Mikrogliaaktivitat fungiert Iba1 auch als

allgemeiner Inflammationsmarker (210, 211).

4.3.5.6 Tumornekrosefaktor a.. (TNFa)

TNFa ist ein proinflammatorisches Zytokin, das bei der Entziindungsregulation im Kérper von
zentraler Bedeutung ist. Auch bei zahlreichen Pathologien im Gehirn wird es exprimiert und ist
am Untergang von neuronalen Zellen beteiligt. Zudem erhoht TNFo in der akuten
Entziindungsphase die Mikroglia Proliferation und Phagozytose von Neuronen. Im gesunden
Gehirn wird es in sehr geringen Mengen von einer Vielzahl der Gehirnzellen exprimiert,

darunter Neuronen, Astrozyten und Mikroglia (212, 213).

4.3.5.7 Major histocompatibility complex Il (MHCII)

Beim MHC handelt es sich um Proteine an der Zelloberflache von Immunzellen, die eine
wichtige Rolle bei der Prasentation und Erkennung von Antigenen spielen. Im Gehirn
exprimieren Mikroglia MHC der Klasse Il, welche entscheidend fir die Aktivierung der
Mikroglia sind. Ein deutlicher Anstieg von MHC Il exprimierenden Mikroglia konnte bei vielen
neuropathologischen Erkrankungen nachgewiesen werden. In folgender Arbeit fungiert der
MHC Il als Biomarker fir den Aktivitdtszustand der Mikroglia (99, 214).

4.3.5.8 Glucosetransporter 1

Der Glucosetransporter spielt eine wichtige Rolle beim Glucosestoffwechsel und ist daher
unverzichtbar fir die Energieversorgung, insbesondere nach traumatischen Hirnverletzungen.
Bei Saugetieren wurden bisher 14 verschiedene Isoformen gefunden, von denen GLUT1 und
GLUT3 vor allem im Gehirn exprimiert werden. Die physiologische Aufgabe des GLUT1
besteht hauptsachlich darin, Glukose durch die Endothelzellen der BHS zu passieren.
Posttraumatisch zeigen sich eine erhéhte Expression von GLUT1, da wie Studien zeigten nach
SHT ein erhohter Glucose Bedarf im betroffenen Hirnareal vorhanden ist. Durch die erhéhte
Dichte von GLUT1 kann so vermehrt Glucose fir die energiegewinnende Glycolyse passieren
(215-217).

4.3.5.9 Glutamat Transporter (GLT 1)

Glutamat fungiert im Gehirn als wichtiger exzitatorischer Neurotransmitter. Jedoch schon bei
niedrigen extrazelluldren Konzentrationen oberhalb des physiologischen Bereichs hat
Glutamat eine neurotoxische Wirkung. Der GLT 1 sorgt fur die Clearance von extrazellularem
Glutamat und findet sich hauptsachlich bei Astrozyten und Oligodendrozyten. Da in Folge
eines SHTs die Glutamat-Konzentration im extrazellularen Raum ansteigt, spielt er eine
wichtige Rolle neurotoxische Sekundarschaden zu minimieren. Studien zeigten, dass die
Expressionsrate durch Antibiotika gesteigert werden konnte und das Outcome nach SHT

verbessert wurde. Es wird im Rahmen der Arbeit u.a. untersucht, ob Antibiotikagabe und
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Trauma im Rahmen des CCI die Expression des GLT 1 am finften postoperativen Tag
beeinflussen (218-220).

4.3.5.10 Interferon y (IFNy)

IFNy ist ein  proinflammatorisches  Zytokin, das antivirale, antimikrobielle,
immunmodulatorische und antitumorale Wirkung zeigt. Die Produktion erfolgt Gberwiegend
von aktivierten T-Zellen und natdrliche Killerzellen. In Folge einer traumatischen
Hirnschadigung kommt es zur Aktivierung von Astrozyten. Unter Einfluss von IFNy kann die
durch Astrozyten induzierte reaktive Gliose potenziert werden. Zudem wurde in vitro
Versuchen gezeigt, dass mit IFNy stimulierte Astrozyten eine progrediente Neurotoxizitat
induzieren (221, 222).

4.3.5.11 Vesikulare Glutamattransporter (VGLUT) | und Il

Die Speicherung und Freisetzung von Glutamat im Gehirn wird teilweise durch die VGLUT
reguliert. VGLUT | und Il sind hierbei die wichtigsten Isoformen (223). Da die extrazellulare
Glutamatkonzentration neurotoxisch wirkt und die beiden VGLUT diese beeinflussen, wird der
Einfluss einer Antibiotikatherapie und einer traumatischen Hirnverletzung auf die Expression
des VGLUT untersucht.

4.3.6 Zielstrukturen im Colon

4.3.6.1 Prostaglandin-Endoperoxidase Synthase (PTGS) 2

Das PTGS 2 — Gen kodiert fur die Cyclooxygenase 2 (Cox 2). Cyclooxygenasen sind
hamhaltige Enzyme, die die Umwandlung von Arachidonsaure in bioaktive Prostaglandine
induzieren. Es gibt zwei verschiedene Isoformen, die sich in ihrer Struktur unterscheiden. Cox2
ist mitogen induzierbar, wird jedoch in verschiedenen Geweben, wie Niere, Gehirn und dem
Magendarmtrakt konstitutiv exprimiert (224). Das entstehende Prostaglandin E2 (PGE2) spielt
eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Integritat der Darmbarriere. Niedrige Spiegel
von PGe2 spielen eine Schlisselrolle bei der Darmhomdostase, wohingegen hohe Spiegel
nach Hochregulation von Cox2 wahrend einer Entziindung zum Zusammenbruch der
Darmbarriere flhren. Eine gestdrte Darmbarriere mit daraus folgender Inflammation fuhrt zu

einer systemische Immunantwort und beeinflusst das Mikrobiom nachhaltig (225).

4.3.6.2 Tight-junction Protein (TJP) 1 und Occludin

Die beiden Strukturen sind wichtige Bestandteile der Darmbarriere. Die Proteine sind Teile der
Zell-Zell-Kontakte der Enterozyten und spielen daher eine wichtige Rolle zur Aufrechterhaltung

der Darmschleimhautintegritat (226).
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4.4 Proteinanalyse

4.4.1 Proteinextraktion und Proteinkonzentrationsbestimmung

In einem ersten Schritt missen die Proteine aus den ipsilasionalen Trimmschnitten extrahiert
werden. Das Hirngewebe wird dazu zunachst gewogen und das Gewebelysat mit 150 pl
Radioimmunopreciptitaionassaypuffer (RIPA) versetzt. Das Gemisch wird anschlieRend 30
Minuten auf Eis inkubiert. Der im RIPA enthaltene Protease-Inhibitor verhindert den
Proteinverdau. Die Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) dient als Komplexbildner und die
Detergenzien l6sen die Tertiar- und Quartarstruktur der Proteine auf. Jede Probe wird im
Anschluss zur besseren Durchsetzung in zehnminutigen Abstanden insgesamt dreimal mittels
Vortexer gemischt. Es folgt die Zentrifugation bei 4°C und 140000 x g fur 20 Minuten. Der
Uberstand wird abpipettiert und bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. Die Messung
der enthaltenen Proteinkonzentration erfolgt mithilfe des Lowry DC Protein Assay von
Promega. Dazu werden 2ul des Uberstands entnommen und im Verhaltnis von 1:10 mit
Wasser versetzt und in ein gekiihltes Reagenzglas gegeben. Im doppelten Ansatz werden auf
eine 96-well-Platte 5ul jeder Probe pipettiert sowie eine Standardreihe bekannter
Proteinkonzentration (0; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; pg/ul). Im Anschluss werden in jedes
Well 25 ul eines Gemisches hinzugefligt. Dieses besteht aus 50 Teilen Reagenz A und einem
Teil Reagenz S sowie 200ul Reagenz B. Die anschliefende zwdlfminitige Inkubationszeit
erfolgt lichtgeschiutzt, da sich bei diesem Vorgang abhangig von den jeweiligen
Konzentrationen der Proteine ein Farbstoff bildet, dessen Lichtabsorptionsfahigkeit im letzten
Schritt bei 750nm mit dem Glomax — Detektionssystem photometrisch gemessen wird. Unter
Berucksichtigung der Standardkurve und der verwendeten Verdiinnung wird abschlieRend die

Proteinkonzentration berechnet.

442 Western-Blot

Das Proteingemisch wird anfangs auf ein Natrium-Sulfat-Polyacrylamid-Gel aufgetragen und
wandert anschlieBend im elektrischen Feld. Die Proteine werden dadurch aufgetrennt bzw.
sortiert. Diese werden anschlieRend Uber ein senkrecht stehendes elektrisches Feld auf eine
Membran Ubertragen und binden dort als Proteinbanden. Zum Nachweis des Zytoskeletts
Bestandteil Spectrin und GFAP werden die jeweiligen primaren Antikérper verdunnt auf die
Membran gegeben. Jedoch erst nachdem alle freien Bindungsstellen blockiert wurden. Das
Housekeeping Protein Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase(GAPDH) hat sich als
Referenztarget bewahrt. Der Nachweis erfolgt, indem ebenfalls die Membran mit einem
primaren AK (1:2000) versehen wird. Darauf folgt die Inkubation mit einem IRDye®-
konjugierten sekundaren AK, nachdem die unspezifisch bindenden AK durch Waschen
entfernt wurden. Das Signal der Membran wird mittels Odyssey® detektiert und die Intensitat

der Proteinbanden per Densitometrie bestimmt und ausgewertet.
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4.4.3 Immunglobulin G Dot Blot

Der Dot Blot dient dem quantitativen Nachweis von markierten Proteinen, der durch Detektion
von Fluoreszenzsignal gelingt. Auf Grundlage der jeweiligen Proteinkonzentration werden je
Probe 10ug Protein untersucht und mit RIPA bis zum Gesamtvolumen von 10ul aufgefullt. In
der vorliegenden Arbeit erfolgt die Untersuchung des Immunglobulin G (IgG). Anfangs werden
von einer zweimaligen Negativkontrolle mit RIPA und jeder Probe 2 pl, was 10 ug Protein
entspricht, auf vormarkierte Stellen einer Nitrozellulose Membran gegeben. Nach dem
Trocknen werden unspezifische Bindungsstellen blockiert, indem die Membran mittels einer
funfprozentigen Magermilch Suspension inkubiert wird. Dies geschieht auf einer Rittelplatte
fir etwa eine Stunde. Das Gewebe und folglich das Lysat enthalt durch das Vorliegen des
endogenen IgG bereits den primaren AK. Daher wird der mit einem Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelte sekundare AK zum Puffer hinzugegeben. Erneut folgt eine einstliindige Inkubation
bei RT. Unter abgedunkelten Bedingungen erfolgen drei Waschgange je 10 Minuten auf der
Ruttelplatte in TBST. Im letzten Schritt kommt es zur photometrischen Messung im Li-Cor
Odyssey 9260.

4.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der erhobenen Ergebnisse erfolgt
mittels der Software GraphPad Prism9 fiir Mac. Das Signifikanzniveau liegt bei o = 0,05. Somit
werden alle Werte mit p< 0,05 als statistisch signifikant angenommen. Die unterschiedlichen
Signifikanzniveaus werden graphisch folgendermalien mit Sternen dargestellt: * = p< 0,05; **
= p< 0,01; *** = p< 0,001. Von einem statistischen Trend spricht man bei einem p-Wert von <
0,1.Die standardisierte Auswertung erfolgt nach folgendem Schema. Zunachst werden die
Daten mit dem ROUT-Test (Q = 1%) auf Ausreil3er untersucht und vorhandene Ausreil3er
exkludiert. Die verbleibenden Werte konnen dann mittels Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung untersucht werden. Zweigruppenvergleiche normalverteilter Daten kdnnen
anschlieBend mit dem zweiseitigen t-test auf Signifikanz geprift werden. Sollte die
Normalverteilung der Daten nicht gegeben sein, werden Daten eines gemeinsamen
Zeitpunktes mit dem Mann-Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen ausgewertet. Werden statistische Vergleiche mehrerer Gruppen zu verschiedenen
Zeitpunkten angestrebt, wird der One-way ANOVA -bzw. Two-way ANOVA-Test verwendet
und anschlieRend mittels Tukey oder Holm-Sidak-Test auf Signifikanz geprtft. Die graphische
Darstellung erfolgt durch Saulendiagramme und unter Verwendung des Mittelwerts (M) und
Standardabweichung (SD).

Das Hauptaugenmerk der Auswertung liegt auf dem Vergleich zwischen den Gruppen
CCI/Vehikel und CCI/AB.
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5 Ergebnisse
5.1 Kilinische und verhaltensbiologische Daten

Die Daten folgender Ergebnisse wurden wahrend des Tierexperiments und vor der Euthanasie
erhoben.

5.1.1 Gewicht

Das Gewicht der Tiere gibt Aufschluss tUber den Erndhrungszustand, sowie Uber das Ess- und
Trinkverhalten. Es fungiert somit als indirekter Marker fur den Allgemeinzustand der Mause.
So kénnen anhand des Gewichts Rickschlusse auf Beeintrachtigungen des Wohlbefindens

der Tiere durch den Vergleich der verschiedenen Gruppen gezogen werden.

Vergleicht man das Kérpergewicht zum praoperativen Ausgangswert (preop) mit dem ersten
postoperativen Tag (d1), kommt es, ausgenommen bei der Sham/Veh-Gruppe, Uberall zu
einem Abfall des Gewichts. Die CCI/AB-Gruppe verzeichnet den hdchsten Gewichtsverlust am
ersten Tag. Dieser wird jedoch zwischen dem ersten und flunften Tag fast vollstéandig
kompensiert. Es besteht zu keinem Messzeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen der
CCI/Veh-Gruppe und der CCI/AB-Gruppe. Am ersten postoperativen Tag ist lediglich ein
Trend zu verzeichnen. (preop: p > 0,999, d1: p = 0,0533, d3 = 0,839, d5 > 0,999, CCI/AB vs.
CCI/Veh). Die Antibiose Gabe hat an d5 keinen Einfluss auf das Kdrpergewicht.
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Abbildung 21 Antibiose hat keine Auswirkungen auf das Kérpergewicht nach CCI

Das Saulendiagramm veranschaulicht die postoperative Entwicklung des Kérpergewichts an den
Tagen d1, d3 und d5. Als Ausganswert wurde das praoperative Gewicht der Versuchstiere erfasst.
* p< 0,05, ** p<0,01, ** p< 0,001, Two-Way ANOVA mit Korrektur nach Tukey.

Sham/AB(n=8) 25,25+ 1,262 25,01 £ 1,441 25,19 £ 2,080 25,84 £ 1,738
Sham/Veh(n=8) 24,79+ 1,019 24,83 £ 0,999 25,056 +£1,192 24,95 £ 0,902
CCI/AB(n=12) 25,23+ 0,992 23,35+ 0,937 24,43 £ 1,155 25,35+ 1,22

CCl/Veh(n=12) 25,19+ 1,174 24,72 £ 1,607 24,88 £ 1,404 25,36 £ 1,424

Tabelle 16 Deskriptive Statistik Korpergewicht: Mittelwerte (M) = Standardabweichung (SD) in
Gramm
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5.1.2 Neurological Severity Score (NSS)

Der NSS dient zur standardisierten Quantifizierung des neuromotorischen Status. Je héher

der Score, desto schwerwiegender das neurologische Defizit.

Die Ergebnisse der Erhebung des NSS zu den Zeitpunkten praoperativer, erster, dritter und
fUnfter postoperativer Tag sind in Abbildung 24 graphisch dargestellt. Zwischen der CCl/Veh
und der CCI/AB-Gruppe zeigt sich am flnften postoperativen Tag ein signifikanter
Unterschied. Die Antibiose-Gabe wirkt sich somit positiv auf die neuromotorischen Fahigkeiten
nach CCl aus. So erzielte die CCI/AB- Gruppe am fiinften postoperativen Tag einen um 58%
geringeren NSS als die Vergleichsgruppe (CC/Veh). (preop: p > 0,999, d1: p = 0,610, d3 =

0,125, d5 < 0,0001, CCI/AB vs. CCl/Veh).
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Abbildung 22 Die Antibiose Gabe zeigt positive Auswirkungen auf den

Neuro-Score nach CCI

Das Saulendiagramm zeigt die Punkizahl des NSS zu den Zeitpunkten
praoperativer Tag (preop), erster (d1), dritter (d3), flnfter (d5) postoperativer Tag.
* p< 0,05, ** p<0,01, ** p< 0,001, Two-Way ANOVA mit Korrektur nach Tukey

Sham/AB(n=8) 0+0
Sham/Veh(n=8) 0+0
CCI/AB(n=12) 00
CCilVeh(n=12) 0+0

0,125 + 0,354 0+0 0+0
0,5+0,756 0+0 0+0

6,667 + 1,371 3,750 + 1,658 1,33 £ 0,985
6,25 £ 1,055 4,5+1,168 3,167 £ 0,718

Tabelle 17 Deskriptive Statistik NSS: Mittelwert (M) + Standardabweichung (SD) in Punkten
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5.1.3 Rota Rod
Das Rota Rod testet neben Kraft und Ausdauer auch die motorische Koordination der

Versuchstiere.

Vergleicht man die Leistungen der Mause mit den praoperativ erhobenen Werten, zeigt sich
in den CCI-Gruppen ein erwarteter Abfall am ersten postoperativen Tag. Dieser wird bis zum
Ende des Beobachtungszeitraum (d5) vollstandig kompensiert. Vergleicht man die Sham-
Gruppen mit den korrelierten CCI-Gruppen bestehen am ersten und zweiten postoperativen
Tag signifikante Unterschiede, die sich am flinften Tag relativieren (preop: p=0,9911, d1:
p=0,0044, d3: p=0,5564, d5: p=0,1854, Sham/Veh vs. CCl/Veh; preop: p=0,911. d1: p=0,0404,
d3: p=0,0201, d5: p=0,7341, Sham/AB vs. CCI/AB)

Im Vergleich der beiden CCI-Gruppen besteht zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied (preop:
p=0,9911, d1: p=0,8208, d3: p=0,5564, d5: p=0,7341, CCI/AB vs. CCl/Veh). Somit scheint die
Gabe von Antibiotika keinen Einfluss auf die Laufleistung nach CCI in der Rota Rod-Testung

zu haben.

2005 Sham/AB
Sham/Veh

1 CCI/AB
Il CCl/Veh

Latenz zu fallen +SD

preop. d1 d3 d5
Abbildung 23 Antibiotikagabe ohne Einfluss auf die Laufleistung im Rota Rod-Test
nach CCI

Das Saulendiagramm veranschaulicht die Laufzeit auf dem Rota Rod bis zum
Herunterfallen der Versuchstiere. Die unterschiedlichen Gruppen werden zu
verschiedenen Zeitpunkten gegenlbergestellt; praoperative Tag (preop), erster (d1),
dritter (d3) und flnfter(d5) postoperativer Tag.

* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, Two-Way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Sidak

Sham/AB(n=8) 80+ 17,42 92,75 + 28,47 96 £ 42,6 105,3 £49,24
Sham/Veh(n=8) 71 +14,18 99,50 + 21,35 84,25 + 30,18 114,1 £ 16,17
CCI/AB(n=12) 77,5+12,54 55,75 + 57,11 51,83 £ 25,72 94,58 + 21,78
CCliVeh(n=12) 71,25+ 21,78 48,33 £ 20,65 66,67 + 16,04 82,33 + 29,1

Tabelle 18 Deskriptive Statistik Rotarod: Mittelwert + Standardabweichung in Sekunden
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5.1.4 Allgemeine Bewegungsverhalten
5.1.4.1 Distanz

Die zurlckgelegte Distanz der Mause in der Arena dient dem Untersucher als Aktivitdtsmarker.
Es werden so die Auswirkungen von CCIl und Intervention auf motorische Fahigkeiten
objektiviert. Zudem kénnen Ruckschlusse auf Veranderungen im Verhalten der Tiere gezogen

werden.

Die zuriickgelegte Strecke der Versuchstiere innerhalb aller Gruppen nimmt nach der OP ab
und bleibt bis zum flnften postoperativen Tag auf einem niedrigeren Niveau. Zwischen den
beiden CCI-Gruppen findet sich zu keinem Messzeitpunkt ein signifikanter Unterschied.
(preop: p=0,9146, d1: p=0,2037, d3: p=0,995, d5: p= 0,8684, CCI/AB vs. CCl/Veh). Die Gabe
von Antibiotika nach CCI hat demnach keinen Einfluss auf die zurlickgelegte Distanz der
Versuchstiere. Vergleicht man die CCI/Veh-Gruppe am fiinften postoperativen Tag mit der
Sham/Veh-Gruppe am praoperativen Tag zeigt sich kein signifikanter Unterschied. Das CCI
hat somit keinerlei Einfluss auf die zuriickgelegte Strecke der Versuchstiere (p=0,4506,
Sham/Veh (praop) vs. CCl/Veh(d5)).

2500 -
Sham/AB
2000 - Sham/Veh
3 |
(/)]
O _4500- 1 CCI/AB
NE Bl CCi\Veh
£~ 1000+
X7
500
0 T

preop. d1 d3 d5
Abbildung 24 Antibiosegabe ohne Auswirkungen auf die Distanz nach CCI

Das Saulendiagramm zeigt die zuriickgelegte Strecke der einzelnen Gruppen in Zentimeter
zu den Zeitpunkten praoperativer Tag(preop), erster (d1), dritter(d3), finfter(d5)
postoperativer Tag.

* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, Two-Way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Sidak

Sham/AB(n=8) 1590 + 240 1255 £ 419 906 + 307 746 £ 262
Sham/Veh(n=8) 1821 + 531 1110 £ 336 825 £+ 251 7749 £ 303
CCI/AB(n=12) 1506 + 393 1109 £ 290 907 £ 245 928 + 363
CCl/Veh(n=12) 1567 + 228 850 £ 160 934 + 286 989 + 267

Tabelle 19 Deskriptive Statistik Distanz (Noldus): Mittelwert(M) * Standardabweichung (SD) in
Zentimeter

68



Ergebnisse

5.1.4.2 Mittlere Laufgeschwindigkeit

Leidet die Maus unter zerebralbedingten motorischen Defiziten, kann es zu einem Abfall der
mittleren Laufgeschwindigkeit kommen, sodass dies ein guter Parameter ist, die Motorik und

Koordination der Versuchstiere zu objektivieren.

Die mittlere Geschwindigkeit nimmt erwartungsgemafl in allen Gruppen am ersten
postoperativen Tag deutlich im Vergleich zum praoperativen Tag ab. Auch hier erreichen die
Mause am flnften postoperativen Tag nicht das praoperative Ausgangsniveau. Zwischen den
beiden CCI-Gruppen besteht zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied, sodass die
Gabe von Antibiotika die mittlere Laufgeschwindigkeit nach CCI nicht beeinflusst. Lediglich am
ersten postoperativen Tag ist ein Trend zugunsten der CCI/AB-Gruppe zu verzeichnen (Preop:
p=0,9754, d1: p= 0,066, d3: p= 0,9940, d5: p= 0,9653, CCI/AB vs. CCl/Veh).
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Abbildung 25 Antibiotikatherapie nach CCl hat keine Auswirkungen auf die
mittlere Laufgeschwindigkeit

Das Saulendiagramm zeigt die mittlere Laufgeschwindigkeit zu den Zeitpunkten
praoperativer Tag(preop), erster (d1), zweiter (d2), flinfter(d5) postoperativer Tag. Es
wurden die vier unterschiedlichen Interventionsgruppen dargestellt

* p< 0,05, ** p<0,01, ** p< 0,001, Two-Way ANOVA mit Korrektur nach Tukey

Sham/AB(n=8) 8,875+ 1,317 7,084 + 2,469 5,056 + 1,719 4,165 £ 1,453
Sham/Veh(n=8) 10,236 + 3,054 6,199 + 1,874 4,595 + 1,402 4,161 £ 1,684
CCI/AB(n=12) 8,438 + 2,206 6,167 + 1,625 5,039 + 1,359 5,268 + 2,03

CCl/Veh(n=12) 8,743 + 1,293 4,724 £ 0,887 5,193 + 1,588 5,637 + 1,837

Tabelle 20 Deskriptive Statistik mittlere Geschwindigkeit (Noldus): Mittelwert(M) * Standard-
abweichung (SD) in Zentimeter pro Sekunde
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5.1.4.3 Open Field Test
5.1.4.3.1 Novel object recognition Test (NORT)

Nach der zwdlfminltigen Habituierungsphase und der finfminatigen Phase 1 (familiar object)
kommt in Phase Il ein neues Objekt hinzu. Folgender Graph zeigt, wie viel Zeit die
Versuchstiere der einzelnen Gruppen mit der Exploration des ,novel Object* verbringen, indem
sie das unbekannte Objekt mit der Nasenspitze touchieren. Die Gesamtzeit in Phase |l betragt
ebenfalls 5 Minuten. Es kann so die Gedachtnisleistung der Mause objektiviert und in den
Gruppen verglichen werden, da eine gesunde Maus fir gewdhnlich das neue Objekt erkennt

und daher dieses von den Versuchstieren verstarkt exploriert wird.

Zwischen keinen der Gruppen besteht fir die Explorationszeit am unbekannten Objekt ein
signifikanter Unterschied (p=0,993, CCI/AB vs. CCl/Veh). Weder die CCI-OP, noch die Gabe
von Antibiose beeinflussen die Explorationszeit der Versuchstiere. Die beiden CCI-Gruppen
erreichen daher ein ahnliches Werteniveau wie die Sham/Gruppen, somit kann ein negativer

Einfluss durch das CCIl ausgeschlossen werden.

7 Sham/AB

60 — Sham/Veh
7 -[ 1 CCIAB
% 40 - BN CCl/Veh
E 20 -

0

Abbildung 26 Antibiosegabe nach CCI hat keinen Einfluss auf die Explorationszeit am
unbekannten Objekt

Das Saulendiagramm stellt isoliert die Explorationszeit der einzelnen Gruppen in Sekunden
am neuen Objekt dar.

* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, Two-Way ANOVA mit Korrektur nach Tukey

Sham/AB(n=8) 46,03 + 23,69
Sham/Veh(n=8) 44 .47 + 15,56
CCI/AB(n=12) 41,25 + 21,06
CCl/Veh(n=12) 45,76 + 15,40

Tabelle 21 Deskriptive Statistik Explorationszeit: Mittelwerte (M) + Standardabweichung (SD) in
Sekunden
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5.1.4.3.2 Recognition Index (RI)
Um das Interesse am neuen Objekt darzustellen, wird der Recognition Index (RI, Abb. 29A)

gebildet. Dieser wird aus den Explorationszeiten (T) mit dem neuen (Tnover) und dem bekannten
(Tramiiar) Objekt gebildet.

RI TNovel

TNovel + TFamiliar

Im Anschluss werden die Indices innerhalb der Interventionsgruppen (AB vs. Vehikel) ins
Verhaltnis gesetzt und die Ratio gebildet (Abb. 29B). Der relative Rl am neuen Objekt ist in
der CCI/AB Gruppe am niedrigsten. Die CCI/AB-Gruppe zeigt somit ein reduziertes Interesse
am neuen Objekt, jedoch sind die Ergebnisse nicht statistisch signifikant (p = 0,712, CCI/AB
vs. CCl/Veh). Die niedrigere Ratio in der AB-Gruppe lasst auf starker reduzierte Indices
schlief3en als in der Vehikel-Gruppe. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen ist nicht
statistisch signifikant, weist jedoch einen Trend auf (p = 0.053, AB vs. Vehikel).
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Abbildung 27 Die Gabe von Antibiotika hat keinen Einfluss auf den Recognition-Index am neuen
Objekt

(A) Das Saulendiagramm zeigt die verschiedenen Recognition-Indices des unbekannten Objekts der
einzelnen Gruppen.

* p< 0,05, ** p< 0,01, ** p< 0,001, One-way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Sidak

(B) Das Saulendiagramm stellt die beiden Ratios der AB-Gruppe [CCl/sham] und der Vehikel-Gruppe
[CCl/sham] gegenliber. Mittelwerte und Standardabweichung: 0,878 + 0,29, n=11, AB [CCl/sham];
1,048 £ 0,165, n=11, Veh.[CCl/sham];* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, ungepaarter t-Test.

Sham/AB(n=8) 0,633 + 0,209
Sham/Veh(n=7) 0,648 + 0,061
CCI/AB(n=12) 0,553 £ 0,175
CCl/Veh(n=12) 0,63 +0,096
Tabelle 22 Deskriptive Statistik Recognition Index (A): Mittelwert(M) £ Standardabweichung (SD)
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5.2 Histologische Datenerhebung

5.2.1 Volumetrie

Um den histopathologischen Hirnschaden genauer zu untersuchen, wurden zunachst die
Hirnvolumina sowie das Schadensvolumen beider CCl — Gruppen mikroskopisch erfasst. Im
Vergleich zeigt sich kein signifikanter Unterschied im Kontusionsvolumen zwischen der
CCI/AB - und CCI/Veh — Gruppe (p=0,2034, AB/CCI vs. AB/Veh). Das Ergebnis lasst darauf

schlieen, dass bis zum funften postoperativen Tag die Antibiosegabe keine Auswirkungen
auf das Kontusionsvolumen hat.
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10+

Kontusionsvolumen + SD

T
CCI/AB CCl/Veh

Abbildung 28 Die Gabe von Antibiotika hat keinen Einfluss auf das
Kontusionsvolumen

Das Séaulendiagramm stellt das Schadensvolumen zwischen den beiden CCI-
Gruppen graphisch gegenlber. Mittelwert und Standardabweichung in
Kubikmillimeter (mm?): 22,59 + 3,516, n=12, CCI/AB; 20,84 + 3,023, n=12, CCl/Veh;
* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, ungepaarter t-Test.

72



Ergebnisse

5.2.2 Dickemessung Koérnerzellschicht des Gyrus Dentatus

Um den histopathologischen Schaden des Hippocampus genauer zu untersuchen, wurde die
Dicke der Kdrnerzellschicht des Gyrus dentatus an drei Stellen gemessen und der Mittelwert
gebildet. Dieser Vorgang wird an einem zweiten Schnitt je Versuchstier wiederholt. Vergleicht
man die Dicke der ipsilasionalen Seite zwischen der CCI/AB und der CCI/Veh-Gruppe, so zeigt
sich kein signifikanter Unterschied. Demnach hat die Gabe von Antibiose keinen Einfluss auf
die Dicke der Granularzellschicht am funften postoperativen Tag (p=0,4803, CCI/AB vs.
CCI/Veh). Auf der kontralasionalen Seite zeigt sich zwischen den beiden Gruppenebenfalls
kein signifikanter Unterschied, sodass eine Schadigung durch die Antibiosegabe
ausgeschlossen werden kann (p=0,09, CCI/AB vs. CCI/Veh). Der Nachweis, dass das CCI
eine Dickenabnahme der Granularzellschicht bewirkt und es so zu einer hippocampalen
Schadigung flhrt zeigt der Vergleich zwischen den beiden CCI/Veh-Gruppen der ipsi- und
kontralasionalen Seite. Im Mittel nimmt die Zellschicht auf der ipsilasionalen Seite um 25 ym
ab (p=<0,0001, CCl/Veh[ipsi] vs. CCl/Veh[contra])

A contra B ipsi
& 100 o 100+
s 3
T 804 T 80+
28 Wl [ t3
§ = E ? 60 T
S s E
N3 409 NS 40+
i T S
2 20 g 20 4
£ £
o o
0 T 0 1
CCI/ABCCI/Veh CCI/AB CCl/Veh

Abbildung 29 Die Gabe von Antibiose hat keine Auswirkungen auf die Dicke der Granular-
zellschicht des Gyrus dentatus

(A) Das Saulendiagramm stellt die mittlere Dicke des gyrus dentatus der beiden CCI-Gruppen auf
der kontraldsionalen Seite gegeniber. Mittelwert und Standardabweichung in Mikrometer (um):
70,36 + 7,067, n=24, CCI/AB; 74,18 + 7,999, n=23, CCl/Veh;

* p< 0,05, ** p< 0,01, ** p< 0,001, ungepaarter t-Test.

(B) Das Saulendiagramm zeigt die mittlere Dicke der Granularzellschicht der beiden CCI-Gruppen
auf der ipsilasionalen Seite. Mittelwert und Standardabweichung in Mikrometer (um): 45,01 £ 10,13,
n=24, CCI/AB; 48,04 + 12,92, n=24, CCl/Veh;

* p< 0,05, ** p<0,01, ** p< 0,001, Mann Whitney test.
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5.2.3 Immunhistochemie

5.2.3.1 Astrozyten

Um die Zellzahl der Astrozyten im L&sionsgebiet genauer zu quantifizieren, wurden die
Astrozyten mit Antikdrper markiert und per Immunhistochemie nachgewiesen. Im Folgenden
wird die absolute ipsilasionale Astrozytenzahl pro Gesichtsfeld zwischen den einzelnen

Gruppen verglichen.

Vergleicht man die beiden CCI-Gruppen hinsichtlich der absoluten Anzahl der Astrozyten im
Randgebiet der Lasion, zeigen sich in der CCI/AB-Gruppe eine signifikant niedrigere Anzahl
an Astrozyten. (p=0,03, CCI/AB vs. CCl/Veh) Die Induktion einer Dysbiose kdnnte daher eine

verminderte Astrogliose im perildsionalen Bereich zu Folge haben.
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Abbildung 30 Die Gabe von Antibiotika vermindert die perilasionale
Astrozytenzahl

Die perildsionale Zellzahl der Astrozyten in einem normierten Sichtfeld wird hier in
einem Saulendiagram dargestellt. Vergleicht man die Ergebnisse zwischen den Sham
-und CCI-Gruppen zeigen sich signifikant erhéhte Werte in der CCI-Gruppe. Die
Signifikanz der traumabedingt erhdhten Werte wird graphisch nicht dargestellt, da das
Hauptaugenmerk auf den Vergleich innerhalb der CCI-Gruppe liegt.

* p< 0,05, ** p<0,01, ** p< 0,001, One-Way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Sidak.

Sham/AB(n=8) 17,44 £ 15,65
Sham/Veh(n=8) 11,06 £ 4,72

CCI/AB(n=12) 75,75 + 20,20
CCl/Veh(n=12) 95,50 + 24,48

Tabelle 23 Deskriptive Statistik der perilasionalen Astrozytenzahl: Mittelwert (M) *
Standardabweichung (SD)
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5.2.3.2 Mikroglia

Um die Aktivierung und Einwanderung der Mikroglia im Lasionsgebiet genauer zu analysieren,
wurde mittels Immunhistochemie und anschlieRender Mikroskopie die absolute Zahl der
Mikroglia in einem normierten Sichtfeld untersucht. Anschlie’end erfolgt der Vergleich

zwischen den Versuchsgruppen.

Die Mikrogliazahl zeigt in den Gruppen Sham/Veh, Sham/Ab und CCI/AB ein konstant
niedriges Niveau. In der CCl/Veh jedoch konnte ein deutlich signifikanter Anstieg der
Mikrogliaanzahl beobachtet werden (p=0,00, CCI/AB vs. CCI/Veh). Die Antibiosegabe kdnnte

daher mit einer verminderten Aktivierung mikroglialer Zellen in Verbindung stehen.
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Abbildung 31 Die Verabreichung einer Antibiose hat eine verminderte Migration
von Mikroglia ins Lasionsgebiet zur Folge

(2
o
1

Zellanzahl pro Sichtfeld + SD

Die Zellzahl der Mikroglia innerhalb eines normierten Sichtfelds hier in einem
Saulendiagram dargestellt.
* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, One-Way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Sidak.

Sham/AB(n=7) 10,21 £ 8,67
Sham/Veh(n=8) 9,81+£2.2
CCI/AB(n=12) 15,25 £ 8,49
CCl/Veh(n=12) 59,67 + 38,49

Tabelle 24 Deskriptive Statistik der Mikrogliazahl im Lé&sionsgebiet: Mittelwert (M) =+
Standardabweichung (SD)
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5.3 Molekularbiologische Daten

5.3.1 Quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion der cerebralen Trimmschnitte
5.3.1.1 GFAP

Das saure Gliafaserprotein dient als Aktivitatsmarker der Astrozyten.

Am funften postoperativen Tag zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
CCI-Gruppen. Die Expression ist in der Interventionsgruppe mit Antibiotika erhéht (p=0,0326,
CCI/AB vs. CCI/Veh). Somit zeigt sich, dass die Gabe von Antibiotika die GFAP-Expression
am funften Tag nach CCl erhéht und die Astrozytenaktivitat initial gesteigert ist. Zwischen den
beiden Sham-Gruppen zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,9741,
Sham/AB vs. Sham/AB). Die Gabe von Antibiotika hat somit ohne vorangegangenes CCI

keinen Einfluss auf die GFAP-Expression.
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Abbildung 32 Die Gabe von Antibiotika nach CCIl erhoht die Expression von GFAP

Die Anzahl der mMRNA-Kopien der qRT-PCR von GFAP am flinften postoperativen Tag
in den vier Untersuchungsgruppen wird hier im Saulendiagramm dargestellt. Die
angegebenen Werte sind auf das Referenzgen PPIA normalisiert. Vergleicht man die
Ergebnisse zwischen den Sham -und CCI-Gruppen zeigen sich signifikant erhdhte
Werte in der CCI-Gruppe. Die Signifikanz der traumabedingt erhohten Werte wird
graphisch nicht dargestellt, da das Hauptaugenmerk auf den Vergleich innerhalb der
CCI-Gruppe liegt.

* p< 0,05, ** p<0,01,** p< 0,001, One-Way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Sidak.

Sham/AB(n=8) 0,001416+ 0,00027
Sham/Veh(n=8) 0,00133 £ 0, 00048
CCI/AB(n=12) 0,022+ 0,0083

CCl/Veh(n=12) 0,0166 + 0,004532

Tabelle 25: Deskriptive Statistik Expression GFAP : Mittelwert (M) + Standardabweichung (SD)
in Kopienanzahl GFAP pro Kopienanzahl PPIA
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5.3.1.2 TSPO
Das Translokatorprotein (TSPO) fungiert als Biomarker fur die Aktivierung der Mikroglia.

Vergleicht man die beiden CCI-Gruppen hinsichtlich der der Genregulation von TSPO zeigt
sich kein statistisch relevanter Unterschied (p=0,1219, CCI/AB vs. CCl/Veh). Die Gabe von
Antibiotika nach CCI hat somit keinen Einfluss auf die Expression des TSPO.
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Abbildung 33 Die Verabreichung von Antibiotika nach CCI hat keinen Einfluss auf
die Genexpression des TSPO

Das Saulendiagramm zeigt in den vier Untersuchungsgruppen die Anzahl der mRNA-
Kopien der gRT-PCR von TSPO am fiinften postoperativen Tag. Die angegebenen
Werte sind auf das Housekeeping-Gen PPIA normalisiert. Vergleicht man die
Ergebnisse zwischen den Sham -und CCI-Gruppen zeigen sich signifikant erhohte
Werte in der CCI-Gruppe. Die Signifikanz der traumabedingt erhéhten Werte wird
graphisch nicht dargestellt, da das Hauptaugenmerk auf den Vergleich innerhalb der
CCI-Gruppe liegt.

* p< 0,05, ** p<0,01, *** p< 0,001, One-Way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Sidak

Sham/AB(n=8) 0,00013+ 1,473*10°
Sham/Veh(n=8) 0,00012 + 1,519*10°
CCI/AB(n=12) 0,00076= 0,00024
CCl/Veh(n=12) 0,00065 + 0,00014

Tabelle 26: Deskriptive Statistik Expression TSPO: Mittelwert (M) + Standardabweichung (SD) in
Kopienanzahl TSPO pro Kopienanzahl PPIA
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5.3.1.3 Serpina3n

Serpina3n dient als Marker flr eine reaktive Gliose.

Zwischen den beiden CCI-Gruppen besteht in der genetischen Expression von Serpina3n kein
signifikanter Unterschied (p=0,174, CCI/AB vs. CCI/Veh). Am fiinften postoperativen Tag hat

die Antibiosegabe nach CCl demzufolge keinen Effekt auf die Genexpression von Serpina3n.
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Abbildung 34 Die Antibiosegabe hat keinen Effekt auf die Genregulation von
Serpina3n

Die Anzahl der mRNA-Kopien der gRT-PCR von Serpina3n am fiinften postoperativen
Tag in den vier Untersuchungsgruppen wird hier im Saulendiagramm dargestellt. Die
angegebenen Werte sind auf das Housekeeping-Gen PPIA normalisiert. Vergleicht man
die Ergebnisse zwischen den Sham -und CCI-Gruppen zeigen sich signifikant erhdhte
Werte in der CCI-Gruppe. Die Signifikanz der traumabedingt erhdhten Werte wird
graphisch nicht dargestellt, da das Hauptaugenmerk auf den Vergleich innerhalb der
CCI-Gruppe liegt.

* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, One-Way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Sidak

Sham/AB(n=8) 0,0021+ 0,00031
Sham/Veh(n=8) 0,0019 £ 0, 00035
CCI/AB(n=12) 0,041+ 0,013
CCl/Veh(n=12) 0,035 + 0,0067

Tabelle 27: Deskriptive Statistik Expression Serpina3n: Mittelwert (M) + Standardabweichung
(SD) in Kopienanzahl Serpina3n pro Kopienanzahl PPIA
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5.3.1.4 Interleukin1p

Interleukin 1B ist ein von Mikroglia sezerniertes Zytokin und dient als pro-inflammatorischer

Marker. In der genetischen Expression von IL1p besteht zwischen den beiden CCI-Gruppen
kein Unterschied (p=0,856, CCI/AB vs. CCI/Veh). Auch zwischen den beiden Sham-Gruppen

zeigt sie nach der statistischen Auswertung kein Unterschied (p=0,944, Sham/AB vs.

Sham/Veh). Die Applikation von Antibiotika hat demzufolge keinen Einfluss auf die

Genregulation von IL13 am funften postoperativen Tag.
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Abbildung 35 Die Gabe von Antibiotika hat keinen Effekt auf die Genexpression
des Inflammationsmediators Interleukin 18

Das Saulendiagramm zeigt in den vier Untersuchungsgruppen die Anzahl der mRNA-
Kopien der gRT-PCR von IL1p am fiinften postoperativen Tag. Die angegebenen Werte
sind auf das Housekeeping-Gen PPIA normalisiert. Vergleicht man die Ergebnisse
zwischen den Sham -und CCI-Gruppen zeigen sich signifikant erhdhte Werte in der CClI-
Gruppe. Die Signifikanz der traumabedingt erhohten Werte wird graphisch nicht
dargestellt, da das Hauptaugenmerk auf den Vergleich innerhalb der CCI-Gruppe liegt.
* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, One-Way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Sidak.

Sham/AB(n=8)
Sham/Veh(n=7)
CCI/AB(n=12)
CCl/Veh(n=11)

0,00093+ 0,0003
0,00096 + 0, 0001
0,0028 + 0,001
0,0026 + 0,0008

Tabelle 28: Deskriptive Statistik Expression IL1p : Mittelwert (M) + Standardabweichung (SD) in

Kopienanzahl IL1B pro Kopienanzahl PPIA
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5.3.1.5 Iba1
Iba1 dient als Aktivitdtsgradmesser der Mikroglia und Inflammationsmarker.

Im Vergleich der beiden CCI-Gruppen zeigt sich hinsichtlich der Expression von Iba1 kein
statistisch relevanter Unterschied (p=0,538, AB/CCI vs. CCI/Veh). Die Gabe von Antibiotika
hat somit keinen Effekt auf die genetische Expression von Iba. Am fiinften postoperativen Tag

beeinflusst demzufolge die Antibiosegabe nach CCI den Aktivitdtszustand der Mikroglia nicht.
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Abbildung 36 Die Gabe von Antibiotika hat keinen Effekt auf den Aktivitdtszustand
der Mikroglia und die Expression des Inflammationsmarker Iba1

Die Anzahl der mRNA-Kopien der gRT-PCR von Iba1 am flinften postoperativen Tag in
den vier Untersuchungsgruppen wird hier im S&ulendiagramm dargestellt. Die
angegebenen Werte sind auf das Housekeeping-Gen PPIA normalisiert. Vergleicht man
die Ergebnisse zwischen den Sham -und CCI-Gruppen zeigen sich signifikant erhdhte
Werte in der CCI-Gruppe. Die Signifikanz der trauma-bedingt erhéhten Werte wird
graphisch nicht dargestellt, da das Hauptaugenmerk auf den Vergleich innerhalb der CClI-
Gruppe liegt.

* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, One-Way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Sidak

Sham/AB(n=8) 0,0032+ 0,0003
Sham/Veh(n=8) 0,0031+ 0, 0003
CCI/AB(n=12) 0,0015 + 0,003
CCl/Veh(n=12) 0,0016 + 0,003

Tabelle 29: Deskriptive Statistik Expression Iba1: Mittelwert (M) £ Standardabweichung (SD) in
Kopienanzahl Iba1 pro Kopienanzahl PPIA
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5.3.1.6 TNFa

Das proinflammtorische Zytokin ist am Untergang neuronaler Zellen beteiligt.

In der posttraumatischen Expression von TNFa gibt es zwischen den beiden CCI-Gruppen
keinen signifikanten Unterschied. Die Gabe von Antibiotika hat demnach keine Auswirkungen

auf die Genexpression von TNFa am flinften postoperativen Tag.
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Abbildung 37 Die Gabe von Antibiotika hat keinen Effekt auf die Genexpression
des pro-inflammatorischen Zytokin TNFa

Das Saulendiagramm zeigt in den vier Untersuchungsgruppen die Anzahl der mRNA-
Kopien der gqRT-PCR von TNFa am fiinften postoperativen Tag. Die angegebenen
Werte sind auf das Housekeeping-Gen PPIA normalisiert. Vergleicht man die
Ergebnisse zwischen den Sham -und CCI-Gruppen zeigen sich signifikant erhohte
Werte in der CCI-Gruppe. Die Signifikanz, der durch das Trauma bedingt erhdhten
Werte wird graphisch nicht dargestellt, da das Hauptaugenmerk auf den Vergleich
innerhalb der CCI-Gruppe liegt.

* p< 0,05, ** p<0,01, *** p< 0,001, One-Way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Sidak

Sham/AB(n=8) 7,136*107+ 5,302*107
Sham/Veh(n=8) 3,49*107+ 1,694*10”7

CCI/AB(n=12) 2,417*10°+ 7,988*10°
CCl/Veh(n=12) 3,.35*10°5+ 2,812*10°

Tabelle 30 Deskriptive Statistik Expression TNFa : Mittelwert (M) + Standardabweichung (SD) in
Kopienanzahl TNFa pro Kopienanzahl PPIA
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5.3.1.7 MHC2
MHC2 spielt als Oberflachenprotein eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von

Mikrogliazellen.

Im Vergleich aller vier Versuchsgruppen findet sich kein signifikanter Unterschied der MHC2-
Expression (p=0,8224, CCI/AB vs. CCI/Veh; p=0,8839, Sham/AB vs. CCI/AB). Am flnften
postoperativen Tag hat demzufolge sowohl das CCI als auch die Gabe von Antibiotika keinen
Einfluss auf die Genexpression des Oberflachenproteins. Die Gabe von Antibiose nach CCI
hat am flinften postoperativen Tag keinen Einfluss auf die Genregulation von MHC2 und somit
dem Aktivitdtszustand der Mikroglia. Lediglich zwischen den beiden Sham-Gruppen zeigt sich
ein statistischer Trend zugunsten der Sham/AB-Gruppe (p=0,0784, Sham/AB vs. CCI/AB).
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Abbildung 38 Die Gabe von Antibiotika nach CCIl hat keinen Effekt auf die
Genexpression von MHC2

Die Anzahl der mRNA-Kopien der gqRT-PCR von MHC2 am flinften postoperativen Tag
in den vier Untersuchungsgruppen wird hier im Saulendiagramm dargestellt. Die
angegebenen Werte sind auf das Housekeeping-Gen PPIA normalisiert.

* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, One-Way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Sidak

Sham/AB(n=8) 0,1047+ 0,07554
Sham/Veh(n=8) 0,0228+ 0,0173
CCI/AB(n=12) 0,114+ 0,0463
CCl/Veh(n=12) 0,1404+ 0,1609

Tabelle 31 Deskriptive Statistik Expression MHC2: Mittelwert (M) = Standardabweichung (SD) in
Kopienanzahl MHC2 pro Kopienanzahl PPIA
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5.3.1.8 GLUT1

Da GLUT1 auch unter physiologischen Bedingungen im Gehirn exprimiert wird, um den

Energiestoffwechsel aufrecht zu halten, finden sich auch in der Sham Gruppe eine

nachweisbare Expressionsrate. Vergleicht man jedoch alle vier Untersuchungsgruppen

untereinander findet sich kein statistisch relevanter Unterschied in der Expression des GLUT1-
Transporters (p=0,9825, CCI/AB vs. CCl/Sham; p=0,9825, Sham/Veh vs. CCl/Veh). Demnach
hat weder die Gabe von Antibiotika noch das CCI einen Effekt auf die GLUT1 Expression am

finften postoperativen Tag.
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Abbildung 39 Die Gabe von Antibiotika nach CCl hat keinen Effekt auf die
Genexpression von GLUT1

Das Saulendiagramm zeigt in den vier Untersuchungsgruppen die Anzahl der mRNA-
Kopien der gRT-PCR von GLUT1 am flinften postoperativen Tag. Die angegebenen
Werte sind auf das Housekeeping-Gen PPIA normalisiert.

* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, One-Way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Sidak

Sham/AB(n=8)
Sham/Veh(n=8)
CCI/AB(n=12)
CCl/Veh(n=12)

0,00042+ 8,8 * 10°
0,00042+ 8,2*10°°
0,00054+ 0,00045
0,00045+ 0,00013

Tabelle 32 Deskriptive Statistik Expression GLUT1: Mittelwert (M) + Standardabweichung (SD) in

Kopienanzahl GLUT1 pro Kopienanzahl PPIA
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5.3.1.9 SIc1A2/GLT1

Der GLT1 sorgt fur die Aufrechterhaltung der extrazellularen Glutamat-Clearence, um so

neurotoxische Schaden zu minimieren.

Ein signifikanter Unterschied in der Expression des GLT1 ist in keinen der
Untersuchungsgruppen festzuzustellen (p=0,4847, CCI/AB vs. CCl/Veh; p=0,6029, Sham/AB
vs. Sham/Veh). Die Genexpression am flunften postoperativen Tag wird durch die
Antibiotikagabe nach CCI nicht beeinflusst. Aufgrund der Tatsache, dass auch zu den beiden
Sham-Gruppen kein statistisch relevanter Unterschied nachweisbar ist, hat am fiinften
postoperativen Tag sowohl das Trauma als auch die Antibiotikagabe keinen Einfluss auf die

Genexpression.
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Abbildung 40 Die Antibiotikagabe zeigt keinen Effekt auf die Expression von GLT1

Die Anzahl der mRNA-Kopien der gRT-PCR von GLT12 am fiinften postoperativen Tag
in den vier Untersuchungsgruppen wird hier im Saulendiagramm dargestellt. Die
angegebenen Werte sind auf das Housekeeping-Gen PPIA normalisiert.

* p< 0,05, ** p< 0,01, ** p< 0,001, One-Way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Sidak

Sham/AB(n=38) 0,0592+ 0,02154
Sham/Veh(n=8) 0,05348+0,01313
CCI/AB(n=12) 0,0608+ 0,04131
CCl/Veh(n=12) 0,06566+ 0,02128

Tabelle 33 Deskriptive Statistik Expression GLT1: Mittelwert (M) + Standardabweichung (SD) in
Kopienanzahl GLT1 pro Kopienanzahl PPIA
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5.3.1.10 IFNy
Das IFNy fungiert als proinflammtorisches Zytokin und dient daher ebenfalls als

Inflammationsmarker.

In der posttraumatischen Expression von IFNy zeigt sich zwischen den beiden CCI-Gruppen
kein Signifikanter Unterschied(p>0,87, CCI/AB vs. CCI/Veh). Auffallig jedoch ist der Vergleich
zwischen den beiden Sham-Gruppen. Dort ist die Expression von IFNy in der
Interventionsgruppe im Vergleich zur Vehikel-Gruppe signifikant erhdht (p=0,0161, Sham/AB
vs. Sham/Veh). Daraus lasst sich schlief3en, dass die Antibiosegabe am flinften Tag bei den

Versuchstieren ohne traumatisches Ereignis zu einer Erhéhung der IFNy-Expression fuhrt.
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Abbildung 41 Die Gabe von Antibiotika hat postoperativ keine Auswirkungen auf
die Expression von IFNy, erhoht jedoch initial die Expression in der Sham-Gruppe

Das Saulendiagramm zeigt in den vier Untersuchungsgruppen die Anzahl der mRNA-
Kopien der qRT-PCR von INFy am flinften postoperativen Tag.

Die angegebenen Werte sind auf das Housekeeping-Gen PPIA normalisiert.

* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, One-Way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Sidak

Sham/AB(n=8) 3,858 * 10°+ 2,93*10°°
Sham/Veh(n=8) 2,861*107+ 5,362*10”7
CCI/AB(n=12) 2,629*10°%+ 1,873*10°
CCl/Veh(n=12) 2,683*10%+ 2,924*10°

Tabelle 34 Deskriptive Statistik Expression IFNy : Mittelwert (M) £ Standardabweichung (SD) in
Kopienanzahl IFNy pro Kopienanzahl PPI
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5.3.1.11 VGLUT1 und VGLUT2

Die beiden vesikularen Glutamat Transporter spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation

der extrazellularen Glutamatkonzentration.

In der Expression von VGLUT1 zeigt sich zwischen den beiden CCI-Gruppen kein statistisch
relevanter Unterschied (p=0,4991. CCI/AB vs. CCI/Veh). Bei den beiden CCI-Gruppen zeigen
sich signifikant niedrigere Expressionswerte des VGLUT1 als in der Sham Gruppen (p=0,0038,
Veh/AB vs. CCI/AB). Demnach kommt es posttraumatisch zu einem Abfall der VGLUT1
Expression. Die Antibiotikagabe hat jedoch keinen Effekt auf die Genregulation von VGLUT1
nach CCI.

Zwischen den beiden CCI-Gruppen besteht hinsichtlich der Genregulation von VGLUT2 kein
Unterschied (p=0,8614, CCI/AB vs. CCI/Veh). In allen vier Untersuchungsgruppen ist das
Expressionsniveau auf einem ahnlichen Level, sodass weder das CCIl noch die Antibiosegabe

am fiinften postoperativen Tag Einfluss auf die Genexpression von VGLUT2 nimmt.
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Abbildung 42 Die Antibiotikagabe hat nach CCI keinen Einfluss auf die Genexpression von
VGLUT1 und VGLUT2

(A) Die Anzahl der mRNA-Kopien der qRT-PCR von VGLUT1 am flinften postoperativen Tag in den vier
Untersuchungsgruppen wird hier im Saulendiagramm dargestellt. Die angegebenen Werte sind auf das
Housekeeping-Gen PPIA normalisiert.

* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, One-Way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Sidak

(B) Das Saulendiagramm zeigt in den vier Untersuchungsgruppen die Anzahl der mRNA-Kopien der
gRT-PCR von VGLUT2 am finften postoperativen Tag. Die angegebenen Werte sind auf das
Housekeeping-Gen PPIA normalisiert.

* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, One-Way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Sidak

Sham/AB(n=8) 0,3663 + 0,0352 Sham/AB(n=8) 0,09018 £ 0,01571
Sham/Veh(n=8) 0,3507+ 0,0656 Sham/Veh(n=8) 0,08216+ 0,0097

CCI/AB(n=12) 0,2706+ 0,0754 CCI/AB(n=12) 0,08391+ 0,02321
CCl/Veh(n=12) 0,2445+ 0,0504 CCl/Veh(n=12) 0,00779+ 0,01879

Tabelle 35 Deskriptive Statistik Expression VGLUT1 und VGLUT2: Mittelwert (M)
Standardabweichung (SD) in Kopienanzahl VGLUT1/VGLUT2 pro Kopienanzahl PPIA
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5.3.2 Quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion des Kolongewebes

5.3.2.1 PTGS2

Es bestehen keine signifikanten Unterschiede in der Genexpression von PTGS2 zwischen den
beiden CCI-Gruppen (p=0,8189, CCI/AB vs. CCI/Veh). Die Genexpression aller vier
Untersuchungsgruppen zeigen keine relevanten Unterschiede untereinander, sodass auch

das Trauma die Expressionsrate am flinften postoperativen Tag von PTGS2 im Colon nicht

verandert.
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Abbildung 43 Die Genexpression der Cyclooxygenase 2 wird durch eine
Antibiotikatherapie nicht beeinflusst.

Das Saulendiagramm zeigt in den vier Untersuchungsgruppen die Anzahl der mRNA-
Kopien der gRT-PCR des PTGS2-Gens am flinften postoperativen Tag. Die
angegebenen Werte sind auf das Housekeeping-Gen PPIA normalisiert.

* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, One-Way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Sidak

Sham/AB(n=8) 0.00083+ 0,00038
Sham/Veh(n=8) 0,00105+ 0,0004
CCI/AB(n=12) 0,00097+ 0,000567
CCl/Veh(n=12) 0,00076+ 0,00034

Tabelle 36 Deskriptive Statistik Expression PTGS2-Gen: Mittelwert (M) = Standardabweichung
(SD) in Kopienanzahl PTGS2-Gen pro Kopienanzahl PPIA
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5.3.22 TJP1

Einen signifikanten Unterschied zwischen beiden CCI-Gruppen in Bezug auf die
Genexpression von TJP-1 gibt es nicht (p=0,751, CCI/AB vs. CCI/Veh). Demnach hat die
Antibiotikagabe keinen Einfluss auf die Expression von TJP-1 im Kolon am funften

postoperativen Tag.
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Abbildung 44 Die Gabe von Antibiotika beeinflusst die Genexpression von TJP-1

nicht.

Die Anzahl der mMRNA-Kopien der qRT-PCR von TJP-1 am flinften postoperativen Tag
in den vier Untersuchungsgruppen wird hier im Sdulendiagramm dargestellt.
Die angegebenen Werte sind auf das Housekeeping-Gen PPIA normalisiert.
* p< 0,05, ** p<0,01, *** p< 0,001, One-Way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Sidak

Sham/AB(n=8) 0,3414+ 0,1214
Sham/Veh(n=8) 0,3680+ 0,0632
CCI/AB(n=12) 0,3707+ 0,1010
CCl/Veh(n=12) 0,3463+ 0,037

Tabelle 37 Deskriptive Statistik Expression TJP-1: Mittelwert (M) + Standardabweichung (SD) in
Kopienanzahl TJP-1 pro Kopienanzahl PPIA
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5.3.2.3 Occludin

Ein signifikanter Unterschied in der Expression des Transmembranprotein Occludin des
Kolongewebes ist in keinen der Untersuchungsgruppen festzuzustellen (p=0,9963, CCI/AB vs.
CCI/Veh). Die Genexpression von Occludin am fiinften postoperativen Tag wird durch die

Antibiotikagabe nach CCI somit nicht beeinflusst.
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Abbildung 45 Die Antibiotikagabe hat keinen Einfluss auf die Occludin-
Expression im Kolon.

Das Saulendiagramm zeigt in den vier Untersuchungsgruppen die Anzahl der mRNA-
Kopien der qRT-PCR von Occludin am fiinften postoperativen Tag.

Die angegebenen Werte sind auf das Housekeeping-Gen PPIA normalisiert.

* p< 0,05, ** p<0,01, *** p< 0,001, One-Way ANOVA mit Korrektur nach Holm-Sidak

Sham/AB(n=8) 0,1942+ 0,0973
Sham/Veh(n=8) 0,1824+ 0,04096
CCI/AB(n=12) 0,2046+ 0,0858
CCl/Veh(n=12) 0,2039+ 0,0604

Tabelle 38 Deskriptive Statistik Expression Occludin: Mittelwert (M) = Standardabweichung (SD)
in Kopienanzahl Occludin pro Kopienanzahl PPIA
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5.4 Proteinanalytik

5.4.1 Western Blot
5.4.1.1 Spektrin
Das Spaltprodukt Spektrin (145kDa) dient im Folgenden Experiment als Zelltodmarker.

Am flnften postoperativen Tag zeigen sich in den beiden CCI-Gruppen erhdhte

Expressionswerte des Spaltproduktes, da posttraumatisch vermehrt Zellen untergehen. Die

Expression des Zelltodmarkers ist in der CCI/AB-Gruppe im Vergleich zur CCl/Veh-Gruppe

leicht vermindert, jedoch ohne statistische Relevanz (p=0,2427, CCI/Ab vs. CCI/Veh).
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Abbildung 46 Die Gabe von Antibiotika hat keinen Einfluss auf die Expression des
Spaltproduktes Spektrin (145kDa).

Das Saulendiagramm zeigt in den vier Untersuchungsgruppen die Proteinexpression
von Spektrin (145kDa) am fiinften postoperativen Tag.

Die angegebenen Werte sind auf G3PDH normalisiert. Vergleicht man die Ergebnisse
zwischen den Sham -und CCI-Gruppen zeigen sich signifikant erhdhte Werte in der CCI-
Gruppe. Die Signifikanz der traumabedingt erhohten Werte wird graphisch nicht
dargestellt, da das Hauptaugenmerk auf den Vergleich innerhalb der CCI-Gruppe liegt.
* p< 0,05, ** p< 0,01, ** p< 0,001, One-Way ANOVA mit Korrektur nach Tukey

Sham/AB(n=38) 0,0327+ 0,0192
Sham/Veh(n=8) 0,0255+ 0,02603
CCI/AB(n=11) 0,1690+ 0,0624
CCl/Veh(n=12) 0,2344+ 0,131

Tabelle 39 Deskriptive Statistik Proteinexpression Spectrin: Mittelwert (M)
Standardabweichung (SD) von Spectrin (145kDa) normiert auf G3PDH.
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54.1.2 GFAP
Um die Aktivitdt der Astrozyten zu quantifizieren, wurde die Intensitdt des sauren
Gliafaserprotein (GFAP) bestimmt.

Hierbei kommt es zu einem deutlichen Anstieg der GFAP-Intensitdt in den beiden CCI-
Gruppen. Vergleicht man jedoch die CCI/AB -und CCIl/Veh-Gruppe untereinander zeigen sich
keine statistisch relevanten Unterschiede (p=0,853, CCI/AB vs. CCI/Veh). Demnach hat die
Gabe von Antibiotika keinen Einfluss auf die Proteinexpression des GFAP am flnften
postoperativen Tag.
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Abbildung 47 Die Antibiotikagabe hat keine Auswirkungen auf die GFAP-
Expression

Das Saulendiagramm zeigt in den vier Untersuchungsgruppen die Proteinexpression von
GFAP am fiinften postoperativen Tag.

Die angegebenen Werte sind auf G3PDH normalisiert. Vergleicht man die Ergebnisse
zwischen den Sham -und CCI-Gruppen zeigen sich signifikant erhdhte Werte in der CClI-
Gruppe. Die Signifikanz der traumabedingt erhéhten Werte wird graphisch nicht
dargestellt, da das Hauptaugenmerk auf den Vergleich innerhalb der CCI-Gruppe liegt.
* p< 0,05, ** p< 0,01, ** p< 0,001, One-Way ANOVA mit Korrektur nach Tukey

Sham/AB(n=8) 0,7626+ 0,3520
Sham/Veh(n=8) 0,7433+ 0,51853
CCI/AB(n=12) 22,65+ 11,39
CCl/Veh(n=11) 19,97+ 9,07

Tabelle 40 Deskriptive Statistik Proteinexpression GFAP: Mittelwert (M) + Standardabweichung
(SD) von GFAP normiert auf G3PDH.
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5.4.2 1gG-Dotblot

Im vorliegenden Experiment dient das IgG als Marker fur eine gestorte Blut-Hirn-Schranke.

Nach der densitometrischen Bestimmung von IgG zeigt sich zwischen den beiden CCI-
Gruppen kein Signifikanter Unterschied (p=0,8078, CCI/AB vs. CCI/Veh). Die
posttraumatische Verabreichung von Antibiotika hat demnach keinen Einfluss auf die 1gG-

Konzentration am fiinften postoperativen Tag.
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Abbildung 48 Die Verabreichung von Antibiotika nach CCl zeigt keine
Auswirkungen auf die Menge von Immunglobulin G.

Das Saulendiagramm zeigt in den vier Untersuchungsgruppen das photometrisch
gemessene Fluoreszenzsignal von Immunglobulin G am fiinften postoperativen Tag.
Vergleicht man die Ergebnisse zwischen den Sham -und CCI-Gruppen zeigen sich
signifikant erhdhte Werte in der CCI-Gruppe. Die Signifikanz der traumabedingt erhdhten
Werte wird graphisch nicht dargestellt, da das Hauptaugenmerk auf den Vergleich
innerhalb der CCI-Gruppe liegt.

* p< 0,05, ** p< 0,01, ** p< 0,001, One-Way ANOVA mit Korrektur nach Tukey

Sham/AB(n=8) 171526+ 68227
Sham/Veh(n=8) 122883+ 47013
CCI/AB(n=12) 894420+ 377746
CCl/Veh(n=12) 805732+ 21462

Tabelle 41 Deskriptive Statistik Inmunglobulin G Menge: Mittelwert (M) + Standardabweichung
(SD) von IgG.
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5.5 Mikrobiologische Auswertung

Nachdem am praoperativen und flinften postoperativen Tag stichprobenartig 200mg Faeces
der Versuchstiere mikrobiologisch untersucht wurden, kdnnen die Auswirkungen der
Intervention auf das Mikrobiom dargestellt werden. Bei der mikrobiologischen Untersuchung
wurden Gram-positiven Bakterien, Gram-negative Erreger und Pilzen untersucht. Die

Ergebnisse werden in koloniebildenden Einheiten (KBE) pro 200mg Faeces angegeben.

Vergleicht man zunachst die absoluten KBE zwischen beiden Zeitpunkten, fallen besonders in
den beiden Antibiotikagruppen deutliche Veranderungen auf. Sowohl in der Sham/AB Gruppe,
als auch in der CCI/AB Gruppe finden sich eine deutliche Reduktion der KBE und der
Erregervielfalt. Wahrend in den praoperativen Stuhlproben der Antibiotikagruppen eine Vielfalt
an grampositiven und gramnegativen Erregern vorherrschte, zeigen nach der Gabe von
Antibiotika eine deutliche Reduktion der Vielfalt. Uber 90% der KBE fiihren post-interventionell
auf das Gram-negative Bakterium Enterobacter cloacae zurick. Dies beruht auf einer
Resistenz des Enterobacterium cloacae gegen die eingesetzten Antibiotika. Wohingegen die
anderen Erreger aufgrund der Sensitivitat zum Antibiotikum eradiziert wurden. Neben dem
Verlust der Vielfalt des Mikrobioms kommt es zudem zu einer absoluten Reduktion der KBE.
In der Sham/AB-Gruppe betragt die Reduktion im Mittel ca. 40.000 KBE und in der CCI/AB
Gruppe 60.000 KBE. In den beiden Vehikel-Gruppen bleibt die Mikrobiomvielfalt
weitestgehend erhalten. Absolut kommt es innerhalb der Vehikel-Gruppen nur bei der CCl/Veh

Gruppe posttraumatisch zu einem Abfall KBE.

Die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchung zeigen eindrtcklich die Auswirkungen
der Antibiosegabe auf das Mikrobiom. Dadurch wurde nachgewiesen, dass die oral Uber das
Trinkwasser verabreichten Antibiotika in ausreichenden Mengen von den Versuchstieren
aufgenommen werden und ihre Wirkung entfalten konnten. Ob und in welcher Weise das SHT
isoliert die Mikrobiota der Versuchstiere beeinflusst I&sst sich durch die im Versuch gewonnen
Ergebnisse nicht abschlieBend klaren. In der Sham/Veh-Gruppe mit der geringsten
Manipulation bestehen sowohl in der relativen als auch in der absoluten Zusammensetzung
des Mikrobioms die geringsten Unterschiede zwischen dem praoperativen und flnften

postoperativen Tag.
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I Gruppen: Sham/AB Sham/Veh

&

o~
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»Gram+ mGram- Pilze

Abbildung 49 Die postoperative Gabe von Antibiotika fiihrt zu einer Verdnderung der
Mikrobiozusammensetzung zu Gunsten von Gram-negativen Erregern

In folgenden Kreisdiagrammen wurden die Mittelwerte der KBE von Gram positiven Bakterien, Gram
negativen Bakterien und Pilzen in den vier Untersuchungsgruppen in Prozent dargestellt. Die erste
Zeile zeigt hierbei die relative Verteilung der Mittelwerte zwischen den Versuchsgruppen am
praoperativen Tag und in der zweiten Zeile am flinften postoperativen Tag.
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Abbildung 50 In Folge der Antibiotikagabe kommt es zu einer Reduktion der KBE und
der Mikrobiomvielfalt in den beiden AB-Gruppen

Das gestapelte Balkendiagramm zeigt die KBE pro 200 mg Faeces der einzelnen
Versuchsgruppen. Diese werden zwischen den beiden Zeitpunkten praoperativ und flinften
postoperativen Tag gegenubergestellt. Die KBE der unterschiedlichen Bakterien- und Pilzarten
konnen farblich kodiert unterschieden werden, sodass neben der Gesamtzahl der KBE einer
Versuchsgruppe auch die KBE der einzelnen Spezies dargestellt werden.
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6 Diskussion

6.1 Applikationswege und Wirkspiegel

Die Antibiotika Amoxicillin/Clavulansdure und Vancomycin sowie das Antimykotikum Nystatin
wurden nach dem Schema in Tabelle 13 (4.1.6) zusammen in ca. 100ml Wasser angesetzt.
Den Versuchstieren der AB/CCI -und AB/Veh-Gruppen wurde taglich eine 100ml Trinkflasche
mit den Medikamenten bereitgestellt. Die Mause regulieren somit ihre Trinkmenge selbst und

hatten immer ausreichend Flussigkeit zur Verfligung.

Aus diesem Versuchsaufbau ergeben sich mdgliche Fehlerquellen und es stellt sich die Frage,
ob die Wirkspiegel ausgereicht haben, eine Dysbiose zu induzieren. Die zu erwartenden
Effekte auf das Mikrobiom setzen eine ausreichende Aufnahme der Wirkstoffe voraus.
Aufgrund der Tatsache, dass die Versuchstiere die in Wasser gelésten Medikamente per os
und eigeninitiativ aufnehmen, gestaltet sich dies problematisch. In jedem Kafig befinden sich
zwei bis drei Versuchstiere. Es wird angenommen, dass der Anteil der aufgenommen
Trinkmenge sich anteilig auf die Tiere im Kafig gleichmaRig verteilt. Somit kann lediglich tUber
die Differenz des Flullvolumens der Trinkflasche von dx und d«+1 auf die aufgenommene
Trinkmenge und somit die verabreichte Medikamentendosis geschlussfolgert werden. Zudem
nehmen die Versuchstiere vor allem in den ersten Stunden nach der CCI -oder SHAM-
Operation nachweislich weniger Flussigkeit auf. Dies lasst sich durch den postnarkotisch
reduzierten Allgemeinzustand begriinden. Der Wirkspiegel der Antibiotika kann in diesem
Versuchsaufbau nicht direkt bestimmt werden, sodass keine genaue Aussage Uber die exakt
aufgenommene Menge an Medikamente getroffen werden kann, zumal die Medikamente auch
als Gemisch in Wasser gel6ést werden. Es stellt sich somit die Frage, ob die per os Gabe
ausreicht, das Mikrobiom zu verandern und eine Dysbiose zu induzieren. Schaut man sich
dazu die mikrobiologische Auswertung in Abbildung 49 an ist in beiden Antibiotikagruppen eine
deutliche Veranderung des Mikrobioms zu Gunsten Gram negativer Erreger, insbesondere
Enterobacter cloacae zu erkennen. Die quantitativen und qualitativen Veranderungen des
Mikrobioms bringen somit den Nachweis einer Dysbiose durch die verabreichten Antiinfektiva.
Die Fragestellung, ob die Versuchstiere eine ausreichende Menge an Antibiotika aufnehmen,
um eine Dysbiose zu induzieren, kann hierdurch bejaht werden. Die exakten aufgenommenen
Mengen und Wirkspiegel der Medikamente konnten im Rahmen dieses Versuchsaufbaus nicht
ermittelt werden, jedoch dient das Mikrobiom als indirekter Marker und beweist eine
ausreichende Aufnahme der Wirkstoffe. Die per os Gabe nach beschriebenem Schema in
diesem Experiment reicht aus die Dysbiose im Gastrointestinaltrakt zu erzielen. Um die
applizierte Medikamentendosis in zuklinftigen Arbeiten exakt zu quantifizieren, kénnen auf
alternative Applikationsformen bei den Versuchstieren zuriickgegriffen werden. Mégliche

Alternativen waren hierbei die intraventse Gabe oder die intraperitoneale Applikation der
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Wirkstoffe. Um den Wirkspiegel in den Mausen zu bestimmen, ware das therapeutische Drug-
Monitoring (TDM) eine Option. Diese Methode ist jedoch mit einem groen Kosten -und
Zeitaufwand verbunden. Ziel dieser Arbeit war jedoch die Auswirkungen der Dysbiose zu
untersuchen, sodass die Off-Target Wirkung einzelner Antibiotika in weiteren Studien

untersucht werden konnte.

6.2 Alternative Moglichkeiten das Mikrobiom zu verandern

Das Mikrobiom im Darm ist ein komplexer und wesentlicher Teil unseres Koérpers. Die
Darmmikrobiota fungiert als eine intestinale biologische Barriere gegen Krankheitserreger und
spielt eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der intestinalen Homdostase und der
Modulation des Immunsystems des Wirts. Die spezifischen Veranderungen in der
Zusammensetzung der Darmmikrobiota, die als Dysbiose bezeichnet werden, wurden nicht
nur mit vielen gastrointestinalen Erkrankungen, sondern auch mit Stoffwechselerkrankungen,
Autoimmunerkrankungen und neuropsychiatrischen Erkrankungen in Verbindung gebracht.
Jedoch kann eine Dysbiose nicht nur krankheitsbedingt entstehen, sondern auch induziert
werden. Eine entstehende Dysbiose kann positive und negative Effekte auf die ablaufenden
Prozesse des Immunsystems nehmen(10, 166). In diesem Experiment wurde das Mikrobiom
durch die Gabe von Antibiotika verandert. Die Effekte der einzelnen Antibiotika kénnen hierbei
nicht differenziert betrachtet werden, da wie bereits erwahnt keine ausreichende Aussage uber
Wirkspiegel gemacht werden kann und die einzelnen Antiinfektiva zusammen appliziert
wurden. Abhangig von der Bioverflgbarkeit der Wirkstoffe kénnen die Medikamente einerseits
nach enteraler Absorption Uber die Blutbahn ihre Effekte erzielen. Das verabreichte
Vancomycin hingegen besitzt eine sehr geringe Bioverfligbarkeit, sodass das Antibiotikum
hochkonzentriert im Magen-Darm-Trakt vorliegt. Durch den hohen intraluminalen Wirkspiegel
nimmt es direkt Einfluss auf das Mikrobiom und verandert dies. Vancomycin ist daher aktuell
auch Mittel der Wahl bei Antibiotika induzierter Fehlbesiedlungen im Darm, wie beispielsweise
der Fehlbesiedelung mit dem Bakterium C. difficile(227). Daraus lasst sich schlieRen, dass
einzelne Antibiotika das Mikrobiom unterschiedlich verandern. Es stellt sich nun die Frage, ob
neben den Antibiotika weitere Moglichkeiten existieren das Mikrobiom nachhaltig zu
verandern. Der Einsatz von Antibiotika muss aufgrund von zunehmenden Resistenzlagen
weltweit und dem Nebenwirkungsprofil einzelner Wirkstoffe immer kritisch betrachtet werden.
Daher werden im Folgenden zwei alternative Moglichkeiten erlautert das Mikrobiom zu

beeinflussen.

Zunachst wird die fakale mikrobiotische Stuhltransplantation (FMT) beschrieben. Das
bisherige Einsatzgebiet beschrankt sich bisher eher darauf Dysbiosen zu korrigieren und
weniger diese zu induzieren. Die FMT ist eine Technik, bei der Darmmikrobiota von einem

gesunden Spender auf den Patienten Ubertragen werden, mit dem Ziel, eine stabiles
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Mikrobiom im Darm zu schaffen oder wiederherzustellen(179). Die Verabreichung von
Spenderkot kann sowohl Gber den unteren mittels Koloskopie als auch den oberen Gl-Trakt
durch Gastroduodenoskopie stattfinden. Die Durchfiihrung per Koloskopie ist in der Regel
sicherer, gut vertraglich und leichter durchzufiihren. Zudem kann nebenbei der gesamte
Dickdarm untersucht werden(228). Komplikationen bei diesem Verfahren kénnen
beispielsweise Bauchschmerzen, Blahungen, Durchfalle und Fieber sein. Zu den schweren
Komplikationen zéhlen die Ubertragung nicht diagnostizierter Infektionserreger, die Jahre
spater Infektionskrankheiten wie HIV und Hepatitis verursachen kénnen(229). Somit ist diese
Méglichkeit auch nicht frei von Risiko ein Mikrobiom zu verandern und kommt eher zur
Wiederherstellung eines eubiotischen Mikrobioms zum Einsatz. Ziel dieses Experimentes war

es eine Dysbiose zu induzieren, was sich mit dieser Methode eher schwierig darstellen lasst.

Eine weitere Mdglichkeit auf das Mikrobiom Einfluss zu nehmen sind Probiotika. Dies sind
lebende Mikroorganismen und kommen bisher bei zahlreichen Darmerkrankungen als
adjuvante Behandlungsoption zum Einsatz. Neben der ernahrungsphysiologischen Wirkung
haben Probiotika auch Einfluss auf das Immunsystem. Studien zeigten
entziindungshemmende  Wirkungen bei Patienten mit chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen (CED). Je nach Grunderkrankung werden die Probiotika mit
unterschiedlichen Mikroorganismen zusammengesetzt. Diese Bakterien kdnnen die Infiltration
und das Wachstum pathogener Keime beispielweise durch Konkurrenz um Nahrstoffe und
Raum hemmen. Sie kénnen so das mikrobielle Darmgleichgewicht wieder herstellen(230,
231). Das bisherige Einsatzgebiet der Probiotika beschrankt sich auf Mikrobiom-assoziierte
Erkrankungen. Aufgrund der Mikrobiom-Darm-Hirnachse besteht die Mdoglichkeit, dass
Probiotika auch auf immunmodulatorische Effekte im Gehirn Uber die Verdnderung des
Mikrobioms Einfluss nehmen kdénnen. Studien zeigten bei Rickenmarksverletzungen im
Tiermodell ein besseres Outcome der Versuchstiere nach einer therapeutischen Probiotika-
Gabe. Die positiven Auswirkungen von kurzkettigen Fettsduren, wie beispielsweise Butyrat,
spielen hierbei eine entscheidende Rolle. Die nach einem Rickenmarktrauma entstehende
Dysbiose zeigte einen Verlust von Butyrat-produzierenden Darmbakterien. Dies konnte auch
bei Studien mit Menschen beobachte werden. Es erklart, warum die Applikation eines
medizinischen Probiotikum, das sich aus verschiedenen Milchsaurebakterien zusammensetzt,
als Therapeutikum bei Mausen mit einer traumatischen Verletzung des Rlckenmarks
eingesetzt werden konnte. Die dadurch entstehenden Neurometabolite, die lokal im Darm
produziert werden, gelangen Uber den Blutkreislauf direkt ins ZNS und koénnen so
inflammatorische Prozesse nachhaltig beeinflussen. Zudem kommt es auch zu einer Induktion
von regulatorischen T-Lymphozyten, die eine entscheidenden Rolle zur Aufrechterhaltung der
Immunhomodstase spielen. Pathologische Entziindungen kénnen so innerhalb und aul3erhalb
des ZNS nachhaltig reduziert werden(232-235). Da das Rickenmark Bestandteil des ZNS ist,
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kénnten diese Beobachtungen auch in Folgestudien auf traumatische Hirnverletzungen
ubertragen werden. Die Induktion einer Dysbiose mittels Probiotika stellt sich jedoch schwierig
dar. Grund dafir ist die deutliche Diskrepanz der Anzahl lebender Mikroorganismen. Wahrend
die Gesamtzahl der im Darm lebenden Mikroorganismen etwa 10" KBE betragt, werden bei
einer Probiotikagabe nur etwa 10° verabreicht. Dadurch ist nahezu unméglich das gesamte
Mikrobiom in eine Dysbiose zu versetzten. Die Substitution einzelner Mikroorganismen bzw.
Gruppen, um das Mikrobiom gezielt auszugleichen, ist jedoch mdglich(236). Probiotika
kdnnten daher in zukunftigen Versuchsreihen als Therapeutikum verwendet werden,
neurologische Dysfunktionen, die durch traumatische Schadel-Hirn-Verletzungen induziert

wurden, zu reduzieren.

Ein interessanter Aspekt ware auch, Probiotika adjuvant oder additiv zu einer
Antibiotikatherapie zu geben. Es kdnnten so Nebenwirkungen wie beispielsweise
antibiotikaassoziierte Durchfalle durch eine prophylaktische Gabe verhindert werden oder im
Anschluss einer Antibiotikatherapie zur Wiederherstellung des Mikrobioms beitragen, sodass
die zunachst bewusst induzierte Dysbiose nicht dauerhaft den Organismus schadet. Dies kann
Darmerkrankungen infolgedessen reduzieren und Symptome lindern(237, 238). Es besteht
daher nachweislich ein Zusammenhang zwischen Probiotika, dem Mikrobiom und dem
Immunsystem, sodass auch Auswirkungen auf immunmodulatorische Prozesse im Gehirn
denkbar sind und so alternativ zu Antibiotika eingesetzt werden kbnnen um neuroprotektive

Effekte zu bewirken und unerwiinschte Nebenwirkungen zu reduzieren.

6.3 Auswirkungen der traumatischen Hirnverletzung

Die Rolle des Darmmikrobioms spielt bei der Immunmodulation des ZNS eine wichtige Rolle.
Praklinische und klinische Studien lieferten Beweise dafiir, dass das Mikrobiom an zahlreichen
zellularen und molekularen Mechanismen beteiligt ist, die das Fortschreiten akuter,
verletzungsbedingter und pathophysiologischer Prozesse beeinflussen(239).
Grundvoraussetzung fir diese Annahme ist die bereits beschriebene bidirektionale
Verbindung der Darm-Hirn-Achse. Beim ,Top-Down* Signalweg kommt es zur Beeinflussung
des Mikrobioms durch Einflisse des ZNS. Die Signalwege bestehen aus dem autonomen
Nervensystem, enterischen Nervensystem, der Hypothalamus-Hypophysen-Achse und den
Neurotransmittern(240). Daneben existiert auch die ,Bottom-Up*“- Achse, die das bidirektionale
System komplettiert. Hierbei werden neuronale und nicht neuronale Signalwege
unterschieden. Zu den neuronalen Achsen zahlen die afferenten Nervenfasern des Nervus
vagus, welche durch enteroendokrine Neuropeptide und mikrobielle Metabolite stimuliert
werden. Uber nicht neuronale Signalwege kénnen mikrobielle Metabolite auch direkt Einfluss

auf neuroinflammatorische Prozesse nehmen(241). Veranderungen des Mikrobioms in Folge
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eines SHT kdnnen nachweislich diese Homdostase der bidirektionalen Verbindung verandern

und so die Immunantwort in der Peripherie und im ZNS zu beeinflussen.

Im Folgenden werden nun die Ergebnisse dieser Arbeit den aktuellen Forschungshypothesen
gegenubergestellt. Dies erfolgt aus verschiedenen Blickwinkeln. Neben den Auswirkungen
einer traumatischen Hirnverletzung auf die Darm-Mikrobiom-Hirn-Achse, werden auch die
direkten Einflisse des veranderten Mikrobioms auf die Versuchstiere analysiert, die durch die
traumatischen Schadelverletzungen entstehen. Schwerpunkt hierbei wird das Ausmaf} der
induzierten Dysbiose sein. Die daraus entstehende veranderte Zusammensetzung des
Mikrobioms bietet sowohl therapeutische als auch diagnostische Ansatzpunkte. Andererseits
kann das durch Antibiotika veranderte Mikrobiom auch Einfluss auf Entziindungsprozesse
nehmen, die durch das Trauma induziert wurden. Somit werden beide Aspekte der

bidirektionalen Verbindung, unter Bertcksichtigung der erhobenen Daten, untersucht.
Auswirkungen des SHT auf die Darmschleimhautintegritat

Grundvoraussetzung flr eine funktionierende Verbindung zwischen Darm und dem ZNS ist
die Integritat der Darmschleimhaut. Die strukturelle und funktionelle Integritat wirkt supportiv
bei Absorption von Nahrstoffen und zur Aufrechterhaltung des Elektrolythaushaltes. Zudem
wirkt sich eine funktionierende Darmschleimhaut positiv auf die Homoostase des Mikrobioms
aus. Darmepithelzellen und die Zell-Zell-Verbindungen wie Tight-junctions oder Occludin
bilden die primare strukturelle Barriere der Darmschleimhaut. Sie fungiert somit als
mechanische Barriere zwischen dem Mikrobiom und seinem Wirt. Die Interaktion erfolgt Gber
Rezeptoren der Epithelzellen oder dem Immunsystem. Das SHT kann auf diese Integritat
Einfluss nehmen mit weitreichenden Folgen fur die Darm-Mikrobiom-Hirn-Achse. Nach
traumatischen Hirnverletzungen konnte in Studien eine akute Entziindungsreaktion im Darm
nachgewiesen werden. Neben einer traumatischen Hirnverletzung kann auch die Dysbiose auf
den Darm proinflammtorisch wirken. Die Hochregulation proinflammatorischer Zytokine im
Darm kann demnach zu einer Zerstérung der Darmschleimhaut fuhren. Pathophysiologisch
liegt eine verminderte Expression von Adhasionsmolekilen zugrunde. Dazu kommt eine
vermehrte Apoptose von Darmepithelzellen, die durch Zytokine getriggert wird(194). Es folgt
so eine Zunahme der Translokation von Bakterien und deren Lipopolysachariden (LPS) aus
dem Darm in das lymphatische Schleimhautgewebe. Dies fiihrt Uber die Darm-Hirn-Achse zu
einer Zunahme neuroinflammatorischer Prozesse, die durch eine erhdhte Mikrogliaaktivitat
entstehen konnen. Die aktivierten Mikroglia werden hierbei vermehrt in den
proinflammatorischen M1 Zustand uberfuhrt und kénnen so die sekundare Hirnschadigung
begtinstigen (242). In diesem Experiment wurde die Genexpression der Proteine Occludin und
dem Tight-Junction-Protein untersucht, die als Teil der Zell-Zell-Verbindungen als

mechanische Barriere der Darmschleimhaut fungieren. In allen vier Versuchsgruppen zeigen
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sich bei beiden Targets keine signifikanten Unterschiede. Am flinften postoperativen Tag findet
demnach keine Beeinflussung der Genexpression dieser Proteine statt. Die Integritat der
Darmschleimhaut wurde demnach auf dieser Ebene durch das SHT nicht beeintrachtigt. Eine
weitere interessante Erkenntnis ist, dass auch in der Sham/AB-Gruppe es zu keiner
verminderten Expression von Adhasionsproteinen kommt. Somit hat auch zu diesem Zeitpunkt
eine induzierte Dysbiose keine negativen Einflisse auf die Mukosaintegritat. Die
Genexpression bezieht sich jedoch ausschlieRlich auf den Euthanasietag(d5). In Folgestudien
kénnten dies zu spateren Zeitpunkten untersucht werden, um maogliche Integritatsstdrungen
zu spateren Zeitpunkten zu detektieren. Ein weiters Target in diesem Zusammenhang konnte
der Nuclearfaktor Kappa B(NF-kB) sein. Dies ist ein spezifischer Transkriptionsfaktor, der eine
wichtige Rolle bei der Immunantwort spielt und zu einer erhdhten Expression des
interzelluldaren Adhasionsmolekil-1(ICAM-1)  fahrt. ICAM-1 fungiert als Ligand flr
Immunzellen, die so die Darmwand leichter passieren kdonnen. In Studien wurde nach SHT
eine erhohte Aktivitat bzw. eine Hochregulation dieser Targets nachgewiesen (243). Deshalb
konnte neben den in diesem Experiment untersuchten Zielstrukturen in zuklnftigen
Versuchsreihen auch die Bindungsaktivitat von NF- kB und die Genexpression von ICAM-1
bestimmt werden, um so die Untersuchung der Integritdt und Immunmodulation der

Darmschleimhaut nach einem traumatischen Ereignis zu erweitern.
Auswirkungen des SHT auf die Zusammensetzung des Darmmikrobioms

Die mikrobiologischen Ergebnisse zeigten eindeutig die Auswirkungen der Antibiotikagabe auf
das Mikrobiom. Die induzierte Dysbiose charakterisiert sich zum einen durch die Reduktion
der absoluten Zahl der KBE und auch durch die Mikrobiom-Zusammensetzung. Die Vielfalt
des Mikrobioms wurde deutlich reduziert. Uber 90% der KBE fiihren auf den gramnegativen
Erreger Enterobacter cloacae =zurtck, der durch Resistenzbildung gegeniber den
eingesetzten Antibiotika einen Selektionsvorteil hat und daher dominiert. Der fakultativ
anaerobe, stabchenformige Erreger gehoért zur Darmflora des Menschen und kann
nosokomiale Infektionen wie neugeborenen Sepsis, Pneumonie, Meningitis und
Harnwegsinfektionen verursachen (244). Die Auswirkungen der Antibiose auf das Mikrobiom
konnten eindrlcklich dargestellt werden. Es stellt sich nun die Frage, inwiefern traumatische
Hirnverletzungen, in diesem Versuch durch ein CCl geschehen, die Darmmikrobiota
nachhaltig beeinflussen. Vergleicht man in diesem Experiment das Mikrobiom der CCl/Veh-
Gruppe zum prae- und posttraumatischen Zeitpunkt kénnen einige Veranderungen beobachtet
werden. Die quantitative Erfassung des Mikrobioms erfolgt tiber die KBE. In der CCl/Veh-
Gruppe wurden pratraumatisch insgesamt 195000 KBE pro 20mg Faeces nachgewiesen.
Nach Trauma reduzierte sich das Gesamtmikrobiom auf 135000 KBE pro 20mg Faeces. Dies
entspricht einer Reduktion um mehr als 30%. Vergleicht man die Werte innerhalb der CCI/AB-

Gruppe zeigt sich eine deutlichere Reduktion der KBE. Es ist daher anzunehmen, dass
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traumatische Hirnverletzungen auf das Mikrobiom quantitativ Einfluss nehmen kdnnen.
Verstarkt wird diese Annahme beim Blick auf die Sham/Veh-Gruppe. Dies ist die Gruppe mit
der geringsten Intervention und Manipulation. Sie ist die einzige Gruppe, bei der postoperativ
kein Abfall der KBE zu beobachten ist.

Neben den quantitativen Veranderungen wurden auch Verschiebungen der Diversitat des
Mikrobioms beobachtet. Um die Auswirkungen der Hirnverletzung isoliert beschreiben zu
kénnen, werden die mikrobiologischen Analysen der CCI/Veh-Gruppe genauer analysiert.
Vergleicht man die Vielfalt des Mikrobioms vor und nach dem Trauma kommt es bei einigen
Bakterienarten zu signifikanten Veranderungen. Die relative Verteilung der drei
Erregergruppen Pilze, grampositive -und gramnegative Erreger zeigt posttraumatisch eine
relative Zunahme grampositiver Erreger, wahrend gramnegative Arten und Pilze abnehmen.
Es wird beobachtet, dass es bei einigen Bakterienarten finf Tage nach dem traumatischen
Ereignis zu einer Abnahme einzelner Bakterienarten kommt. Hierzu zahlen beispielsweise
folgende Erreger: Lactobacillus gasseri, Staphylococcus sciuri, Staphylokokkus xylosus und
Enterococcus faecilis. Das SHT verursacht somit eine Veranderung der Vielfalt des
Mikrobioms. Im Folgenden werden die Veranderungen der Lactobacillus Familie genauer
analysiert. Bakterien der Lactobacillus Gattung zeigten in vorherigen Studien neuroprotektive
Effekte. Sie besitzen die Fahigkeit Trauma bedingte Dysfunktionen zu verbessern und
sensomotorische Defizite zu reduzieren. Auch eine psychotrope Wirkung ist bekannt, indem
chronisch psychischer Stress mikrobiell vermindert werden kann. Zudem konnte die Apoptose
in mehreren Hirnregionen reduziert werden (193, 245). Die Reduktion dieser Bakteriengattung
in Folge des Traumas kdnnte sich daher negativ auf das neurologische und psychologische
Outcome der Versuchstiere auswirken. Es stellt daher einen interessanten therapeutischen
Ansatzpunkt dar. Seltsamerweise kam es auch in der Sham/Veh-Gruppe zu einer Reduktion
des L. gasseri am flinften postoperativen Tag. Da die Bakterienstdmme auch sensibel auf
Stress reagieren, kdnnte die Ursache daflr in der Durchflihrung der Schein-OP liegen, auch
die mdglichen Effekte der Narkose sind nicht zu vernachlassigen. Zwar sorgt eine Narkose
initial fur eine Schmerzausschaltung bei einer OP und somit zu einer Stressminderung.
Andererseits konnte auch die Verabreichung der Narkotika vor allem in der Einleitung der
Narkose zu einem erhdhtem Stresslevel fihren. Eine Studie von Marin et al. zeigte, dass es
bei gestressten Mausen eine Reduktion des Lactobacillus-Spiegels beobachtet wurde,
nachdem die Mause wiederholtem Stress ausgesetzt waren (246). Da die Versuchstiere alle
pra- und postoperativen anasthesiologischen Teilschritte inklusive einer Manipulation an der
Kalotte durchlaufen haben, kann infolgedessen auch fir die Sham-Gruppe von einem
erhohten Stresslevel ausgegangen werden. Dazu kommen auch die durchgeflihrten
Testungen der Versuchstiere, bei der die Tiere aus dem Kéfig einerseits in eine ungewohnte

Umgebung gebracht wurde und andererseits direkten Kontakt zu Menschen hatten. Das
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erhohte Stresslevel konnte anhand von erhéhtem Stuhl -und Urinabgang bei den Mausen
wahrend der Testung beobachtet werden. Dies konnte die Reduktion der Lactobacillus-
Gattung auch in den Gruppen mit Schein-OP erklaren. Da sich in allen vier Gruppen die
Diversitat des Mikrobioms zwischen dem pra- und postoperativen Zeitpunkt unterscheidet
kann von grundlegender Beeinflussung des Mikrobioms im Experiment durch &uRere
Einflisse, wie beispielsweise hinzugefligten Stress, ausgegangen werden. Daraus folgt, dass
Veranderungen des Mikrobioms nicht allein auf die durchgefihrten Interventionen und
Applikationen von Antibiotika zurickzufiihren sind, sondern multifaktoriellen Einflissen

ausgesetzt sind.

Auch praklinische Studien beim Menschen zeigten signifikante Veranderungen des
Darmmikrobioms nach einer traumatischen Hirnverletzung. Pateinten, die nach stattgehabten
SHT innerhalb von 48 Stunden auf eine Intensivstation befanden, wurde an den Tagen null,
drei und sieben mittels rektalen Abstriches das mikrobielle Wachstum untersucht. Die
isolierten Organismen zu allen drei Zeitpunkten wiesen deutliche Veranderungen auf. Die
dominierenden posttraumatischen Erreger gehoérten zu den Proteobakterien, wobei die
Enterobacteriaceae die groRte Gruppe bildeten (247). Manipulation des Darmmikrobioms
durch eubiotische Therapien kénnten so zukiinftig ein spannendes Behandlungsziel fir SHT
darstellen. Wie bereits beschrieben, kbnnen Mikrobiom-Transplantationen und die Applikation
von Probiotika Trauma induzierte Pathologien abschwachen und so das Outcome verbessern,
indem beispielsweise durch Substitution der Lactobazillen-Stdmme das entstandene Defizit
ausgeglichen und die potenziell neuroprotektiven Effekte dieser Bakteriengattung greifen
kénnen. Die ersten Veranderungen des Mikrobioms treten schon etwa 24 bis 72 Stunden nach
Trauma auf. In diesem Zeitraum finden auch die pathophysiologischen Prozesse der
sekundaren Hirnschadigung statt und stellen daher ein optimales Behandlungsfenster dar.
Durch eine rechtzeitige Veranderung des Mikrobioms in einen eubiotischen Zustand kdnnten
so die SHT-assoziierten Sekundarverletzungen reduziert werden. Praklinische Studien beim
Menschen verstarken diese These. Bei Patienten mit mittelschweren bis schweren SHT
konnte durch eine laktobazillenreiche Supplementierung innerhalb der ersten 48 Stunden nach
Trauma Uber 21 Tage nosokomiale Infektionsraten, gastrointestinale Dysfunktionen und die
Verweildauer auf Intensivstation reduziert werden. Zurlckgefuhrt wurden diese

Beobachtungen auf neuroprotektive Eigenschaften der Probiotika (165, 248).

Die Auswirkungen auf das Mikrobiom durch eine traumatische Hirnverletzung kénnen neben
neuen therapeutischen Angriffspunkten auch zu diagnostischen Zwecken genutzt werden. Das
Ausmall der Darmdysbiose konnte als diagnostisches Mittel eingesetzt werden, den
Schweregrad des SHT zu identifizieren. Bisher kommen mikrobielle Erreger als Biomarker fur
Krankheiten wie M. Crohn oder dem kolorektalem Karzinom zum Einsatz (167, 249). Nach

einer Studie von Houlden et al. korreliert der Grad der Dysbiose mit dem Ausmal} der Schwere
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eines Schadeltraumas beim Nagetier, unter anderem mit dem Lasionsvolumen im MRT. Beim
Vergleich des veranderten Mikrobioms zwischen SHT und einem ischamischen Schlaganfall
gab es deutliche Unterschiede. Dies deutet drauf hin, dass verschiedene Arten von

Hirnschadigungen das Darmmikrobiom unterschiedlich beeinflussen (240).

6.4 Auswirkungen der Dysbiose

Wie bereits beschrieben konnte in beiden Antibiosegruppen im Verlauf des Experimentes
aufgrund der mikrobiologischen Untersuchungen am fiinften postoperativen Tag eine
Dysbiose durch die per os Gabe von verschiedenen Antibiotika und Antimykotika induziert
werden. In beiden Gruppen konnte eine ahnliche dysbiotische Zusammensetzung des
Mikrobioms nachgewiesen werden. Im Folgenden werden die unterschiedlichen
Auswirkungen der Dysbiose des Mikrobioms genauer analysiert. Zunachst wird sich mit den
Auswirkungen auf die Versuchstiere beschaftigt, die kein zusatzliches Trauma erlitten haben,
sodass Effekte eines veranderten Mikrobioms isoliert analysiert werden. Sehr interessant und
damit das Hauptaugenmerk dieser Diskussion sind die Folgen der Dysbiose auf die
Versuchstiere mit stattgehabten SHT. So kénne mdgliche neuroprotektive Effekte oder eine
Zunahme neuroinflammatorischer Prozesse nach Trauma genauer untersucht werden. Bisher
wurde beschrieben, wie sich in Folge des Traumas verandert und welche Folgen dies fir den
Patienten beziehungsweise auf die Versuchstiere hat. Im Folgenden wird der Einfluss der
Dysbiose genauer analysiert und die im Versuch erhobenen Ergebnisse und Beobachtungen

mit der aktuellen Literatur verglichen.

Auswirkungen einer Dysbiose auf Versuchstiere der SHAM-Gruppe

Zunachst werden die Effekte einer Dysbiose ohne vorausgegangenes Trauma genauer
untersucht. So kénnen Grundkenntnisse der Mikrobiom-Hirn-Achse erlangt werden und auch
unerwinschte Wirkungen einer induzierten Dysbiose auf die Versuchstiere dargestellt werden.
In der Literatur findet man zahlreiche Studien zu den Auswirkungen einer Dysbiose. Im
Folgenden werden jedoch nur die im Experiment erhobenen Ergebnisse dargestellt und
interpretiert. Im Vergleich der beiden Sham-Gruppen zeigten die Versuchstiere mit
Antibiotikagabe einen Trend, der mit einer erhohten Expression des mikroglialen
Aktivitatsmarker, MHC-2, einher geht. Das proinflammatorische Zytokin INFy zeigte signifikant
erhohte Expression in der Sham/AB-Gruppe gegentber der Sham/Veh-Gruppe. Diese beiden
Beobachtungen kénnen die These einer Mikrobiom-Darm-Hirn-Achse bestatigen. Bei genauer
Betrachtung des Datensatzes fir das Zytokin INFy fallt auf, dass in der Sham/Veh bei 5/8
Messungen keinerlei Expression nachweisbar war. Dies konnte aufgrund methodischer
Ungenauigkeit entstanden sein, sodass die signifikant erhohten Werte in der Sham/AB durch
diese Fehlerquelle entstanden seien konnten. Sollte dies nicht der Fall sein konnte eine

Dysbiose ursachlich fur eine erhdéhten Mikroglia Antwort und einer Zunahme des
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Inflammtionsgeschehen intrazerebral ohne aullere Verletzungen sein. Dies ist ein weiterer
Grund, die Indikation fir Antibiotika sehr streng zu stellen, da es neben der Resistenzbildung
auch weitreichende Auswirkungen auf das Nervensystem mit sich bringen kdénnte.
Darmdysbiosen konnen somit einen Faktor darstellen, Erkrankungen und Verletzungen, die
mit neuroinflammatorischen Prozessen einher gehen, zu verstarken (250). Auf klinische und
verhaltensbiologische Daten, wie beispielsweise dem Gewicht, hatte die induzierte Dysbiose
in den ersten finf Tagen nach der Operation in beiden Sham-Gruppen keine negativen
Auswirkungen. Somit haben die erhéhten Inflammationsmarker zunachst keine Auswirkungen
auf den Allgemeinzustand der Tiere. Interessant ware dies in zuklnftigen Studien Uber einen

l&ngeren Zeitraum zu untersuchen.

Auswirkungen einer Dysbiose und Antibiotikagabe nach experimentellem SHT

Der Einfluss des Darmmikrobioms auf Entziindungsreaktionen und Reparaturmechanismen
bei SHT-Patienten ist von groRRer klinischer Bedeutung. Da Patienten mit SHT aufgrund
haufiger Antibiotikaeinnahmen, langen Krankenhausaufenthalten, autonomer Dysfunktion und
dem Trauma selbst sehr anfallig fir Veranderungen des Mikrobioms sind (9). Neben der
Charakterisierung und Quantifizierung von Mikroglia und Astrozyten wurden post mortem
zahlreiche Inflammationsmarker im Gehirn untersucht, um so die Auswirkungen einer
Dysbiose auf die sekundare Hirnschadigung genauer zu untersuchen. Erganzt wurde dies
durch zahlreiche Testungen mit den lebenden Versuchstieren. Es stellt sich die Frage, ob eine
induzierte Dysbiose zu einer Verschlechterung oder zu einer Verbesserung der
neuroinflammatorischen Ablaufe fihrt und welche Auswirkungen dies auf das Verhalten bzw.
der Klinik der Versuchstiere hat. Sowohl in der aktuellen Literatur als auch in diesem

Experiment konnte fiir beide Thesen Nachweise gefunden werden.

Zunachst werden die negativen Auswirkungen einer antibiotikainduzierten Modulation des
Mikrobioms genauer analysiert. Einige Studien zeigten, dass Mause, denen zwei Wochen vor
und eine Woche nach der Verletzung ein Breitbandantibiotika verabreicht wurde, einen
erhéhten neuronalen Verlust erlitten haben. Besonders anfallig flir akute und chronische
Neurodegeneration sind Neuronen der CA3 Region des Hippocampus. Studien zeigten
ipsilateral bei den Versuchstieren mit Antibiotikagabe einen erhdhten neuronalen Verlust, der
jedoch nicht mit einem verminderten Volumen des Hippocampus einher geht. Daraus lasst
sich schlielen, dass erhdhte neuronale Verlust in den Antibiotikagruppen nicht durch eine
Ausdehnung des Lasionsvolumen begriindet werden kdénnen (9). Diese Beobachtung, dass
der neuronale Untergang nicht mit einer Ausdehnung des La&sionsvolumens einher geht,
konnte in diesem Experiment methodisch auf eine andere Weise bestatigt werden. Die
Berechnung der ipsilateralen Lasionsvolumina beider CCI-Gruppen zeigte keine signifikanten
Unterschiede. Bei diesem Versuch wurde zudem die Dicke der Granularzellschicht der ipsi -

und kontralateralen Seite beider Hippocampi untersucht. Wahrend die ipsilaterale Seite der
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CCI/AB-Gruppe im Vergleich zur CCI/Veh zwar eine nicht signifikante erniedrigte
Granularzellschicht darbot, konnte auf der kontralateralen Seite zumindest ein Trend
beobachtet werden, bei dem in der CCI/AB-Gruppe ein erhdhter Verlust der
Granularzellschicht nachgewiesen wurde. Dies verstarkt die Annahme, dass das Trauma nicht
alleinig fur den neuronalen Untergang verantwortlich ist, sondern die Dysbiose dies verstarken
konnte. Der erhéhte Verlust in der CCI/AB Gruppe kann durch die beschriebene bidirektionale
Verbindung zwischen Gehirn und Mikrobiom erklart werden und unterstiitz die Behauptung,
dass eine Dysbiose die Hirnschadigung verschlimmern kdnnte, da auch kontralateral ein
neuronaler Verlust nachgewiesen wurde. Methodisch bietet die Messung der Dicke in diesem
Experiment jedoch Fehlerquellen. Durch Ermittlung des Mittelwertes aus drei Messungen
kénnen neuronale Verluste in bestimmten Regionen des Hippocampus kaschiert werden. Die
Messung erfolgte auch rein subjektiv und durch mangelnde Auflésung bei Vergroflerung des
Bildausschnittes, besteht die Gefahr von Ungenauigkeiten. Alternativ zur Dicke Messung
koénnte in zukinftigen Versuchen die Zelldichte unterschiedlicher hippocampaler Regionen
gemessen werden, um dadurch eine erhéhte Objektivitat zu gewahrleisten. Da die Messungen
eine Punktmessung am funften postoperativen Tag darstellen, ware in zukinftigen Studien
eine Beobachtung mit mehreren Messungen Uber langere Zeitrdume interessant, da sich

Veranderung des Lasionsvolumen erst im Laufe der Zeit demaskieren kdnnten.

Im Rahmen des ,Novel object recognition Tests“ deuteten die erhobenen Ergebnisse darauf
hin, dass in der CCI/AB Gruppe mdgliche Gedachtnisstérungen verstarkt auftreten. Da die
Bereiche Neugier, Angst und Gedachtnis eng mit dem Hippocampus verbunden sind (9, 251),
koénnen die erhobenen Daten ein Zeichen fir hippocampale Dysfunktion sein und wirde somit
indirekt die Annahme eines neuronalen Untergangs stutzen. Desweitern konnten auch
Einflisse auf neuroinflammatorische Prozesse beobachtet werden. Studien zeigten
beispielsweise sieben Tage nach erfolgtem Trauma eine erhéhte Aktivitat bei Markern fur
Mikroglia. Als Reaktion auf spezifische Reize besitzen Mikroglia die Fahigkeit Neuronen zu
schaden und spielen daher eine wichtige Rolle. Es wird angenommen, dass eine erhohte
Mikroglia-Aktivitat mit einem erhdhten Zelltod einhergeht (252, 253). Besonders bei den
Versuchstieren mit antibiotikainduzierter Dysbiose wurde in Studien eine erhohte
Mikrogliaaktivierung nachgewiesen. Auch morphologisch zeigten sich Veranderungen. Diese
Daten deuten auf eine mikrogliale Veranderung zugunsten des entziindungsférdernden
Phanotyps hin, die in Folge der Dysbiose verstarkt wurden (254). Marker fur mikrogliale
Aktivierung waren in diesem Versuchsaufbau TSPO, Iba1 und MHC2. Diese wurden per PCR
aus ispsilateralen Trimmschnitten untersucht. Erwartungsgemaf war die Expression dieser
Marker in beiden CCI-Gruppen signifikant erhéht, da durch das Trauma die
pathophysiologische Neuroinflammation induziert wurde. Jedoch konnte kein signifikanter

Unterschied bei den Versuchstieren mit Antibiotika induzierter Dysbiose beobachtet werden.
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Dies unterstitzt zunachst die These, dass eine Dysbiose die Mikroglia Antwort am flinften
postoperativen Tag nicht verstarkt. Grinde flir diese Diskrepanz zur Literatur kénnten die
angewandten Methoden liefern. In Studien wurden die Gewebeproben erst zu einem deutlich
spateren Zeitpunkt nach erfolgtem Trauma entnommen. Es kdnnte sein, dass ein Zeitraum
von funf Tagen zu kurz ist, um signifikante Unterschiede ausarbeiten und erkennen zu kénnen.
Colerrio et al. untersuchte die mikrogliale Aktivitat explizit in Regionen mit geringer Hypoxie-
Toleranz, wie beispielsweise im Hippocampus. Da diese Regionen sensibler auf traumatische
Einflisse und auch auf die Dysbiose reagieren, kénnen dort eine gesteigerte Antwort von
Mikroglia fruhzeitiger und deutlicher nachgewiesen werden. Untersucht man hingegen
Trimschnitte einer ganzen Hemisphare, wie in diesem Versuchsaufbau, werden Unterschiede
erst deutlich spater signifikant, obwohl vielleicht in manchen Regionen schon eindeutige
Unterschiede vorhanden und nachweisbar waren. Diese Anmerkung lasst sich auf alle
molekularbiologischen Untersuchungen der ipsilateralen Trimschnitte Ubertragen, sodass eine
zytologische Untersuchung kleinerer Hirnareale angestrebt werden konnte.. Dies ist jedoch mit
einem deutlich grofkeren Kosten -und Zeitaufwand verbunden. Neben der Mikroglia spielen

auch Astrozyten eine wichtige Rolle.

Die Aktivierung von Astrozyten kann einerseits chemotaktisch auf Mikrogliazellen wirken und
andererseits direkt durch die Freisetzung von Bodenstoffen um so die Neuroinflammation zu
triggern (118). GFAP dient in diesem Versuch als Aktivitatsmarker fir Astrozyten. Beide CCI-
Gruppen zeigen eine deutlich erhdhte Expression. Jedoch konnte bei der CCI/AB Gruppe eine
signifikant héhere Expression im Vergleich zur CCI/Veh Gruppe nachgewiesen werden. Dies
koénnte durch die induzierte Dysbiose begriindet werden. Diese fiihrt Gber die Mikrobiom-GIT-
Hirn-Achse zu einem erhdhten Aktivitdtszustand der Astrozyten. Demnach wirden die
Veranderungen des Mikrobioms eine erhdhte Aktivitat der Astrozyten nach Trauma zur Folge
haben, was einen neuronalen Untergang, beispielsweise Uber die Bildung reaktiver Gliosen,
beginstigen konnte. Verstarkt wird diese Annahme auch durch die Ergebnisse des Western-
Blots. Dort zeigten sich ahnliche Ergebnisse. Auch hier waren GFAP-Intensitat in der CCI/AB-
Gruppe erhoht, jedoch ohne Signifikanz.

Widerspruchlich zu diesen Beobachtungen sind jedoch die Ergebnisse der Immunhistochemie
in diesem Versuch. Diese zeigen sowohl fir Astrozyten als auch fur die Mikroglia im
unmittelbaren Lasionsgebiet beider CCI/AB Gruppen eine signifikant verminderte Zelldichte im
Vergleich zur CCIl/Veh-Gruppe. Dies lasst vermuten, dass eine Dysbiose die perilasionale
Migration von Astrozyten und Mikroglia reduzieren konnte und somit auch positive und somit
neuroprotektive Effekte der Dysbiose in Bezug auf traumatische Hirnverletzungen beobachtet
werden kénnen. Die erhdhte Expression von GFAP in der CCI/AB Gruppe hingegen zeigt eine
erhohte Aktivitat der Astrozyten. In der CCI/AB steht somit eine erhdhte Aktivitat, einer

erniedrigten absoluten Zellzahl gegenuber. Ursachlich hierfur kdnnten methodische
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Unterschiede der Messorte sein. Wahrend bei der Expression von GFAP das gesamte
ipsilasionale Gewebe der Hirnschnitte untersucht wird, werden die Zellzahlen der Astrozyten
nur in einem kleinen perilasionalen Feld quantifiziert. Zudem konnte die Immunmodulation
durch die Dysbiose einerseits die Chemotaxis und Migration von Zellen ins Lasionsgebiet
reduzieren und anderseits Uber andere Mechanismen den Aktivitdtszustand der Astroyzten
erhdhen, sodass man die quantitativen Aspekte differenziert zum Aktivitatszustand betrachten
sollte. Auch Ungenauigkeiten und mangelnde Objektivitat bei der Erhebung der
immunhistochemischen Daten kénnen ursachlich fir die Diskrepanz beider Beobachtungen
sein. Der zu analysierende Ausschnitt bei der immunhistochemischen Untersuchung war sehr
klein und die Aufnahmen sind sehr untersucherabhangig. Kleine Veranderungen des
Ausschnittes kdnnen die ausgezahlte Zellzahl deutlich beeinflussen. Somit ist die Objektivitat
diese Testverfahren im Vergleich deutlich reduziert und weist eine erhdhte Fehleranfalligkeit
auf. Die PCR und Western-Blot Analyse sind jedoch deutlich objektiver, sodass diese
Ergebnisse eine erhdhte Validitat aufzeigen. Des Weiteren konnte Simon et al. 72 Stunden
nach CCI bei Mausen eine signifikante Reduktion aktivierter Mikroglia in Antibiotika-Gruppen
beobachten. Uber die Mikrobiom-Darm-Hirn-Achse kénnte dies einen Mechanismus fir
Neuroprotektion erklaren (255). Diese These wird im Experiment durch die
Immunhistochemische Auswertung der Mikrogliazellzahl im perildsionalen Randgebiet
verstarkt. Dies zeigte eine signifikante Verringerung der Mikrogliazahl in der CCI/AB-Gruppe.
Weiter Studien konnten jedoch bei einer verringerte Immunantwort auch negative
Auswirkungen nachweisen (70). Wie bereits beschrieben konnte in diesem Versuch kein
signifikanter Anstieg oder Abfall der mikroglialen Aktivitdtsmarker beobachtet werde. Jedoch
auch in der Studie von Simo et al. wurden die Mikroglia nur im dorsalen Hippocampus und
nicht in der gesamten ipsilateralen Halfte untersucht. Somit kénnen nachweislich neben den
negativen Folgen auch positive Auswirkungen einer Antibiotikatherapie bestehen. Bezieht man
sich isoliert auf die Dysbiose und deren Folgen, ist der Grofdteil der aktuellen Literatur der
Meinung, dass dies mit einem erhdhten neuronalen Verlust und einer dysregulatorischen
Immunantwort einher geht, was das posttraumatische Outcome eher verschlechtert. Die
Dysbiose stellt daher interessante therapeutische Ansatze dar. Jedoch stellt sich die Frage,
warum wie bei Simon et al. und auch in diesem Experiment bei einigen Ergebnissen eine
deutliche Verbesserung bei Verhaltenstests der Versuchstiere unter Antibiotikagabe
beobachtet werden konnten, obwohl eine Dysbiose nachweislich bestanden hat. Bei Erhebung
des Neurological severity Score (NSS), der zur Quantifizierung des neuromotorischen Status
verwendet wird, zeigte die CCI/AB Gruppe am flnften postoperativen Tag signifikant
niedrigere Werte als die CCI/Veh-Gruppe, was mit einem geringeren neurologischen Defizit
einhergeht. Der NSS kann so das Outcome und Wohlbefinden der Versuchstiere darstellen

und die Ergebnisse zeigen signifikant bessere Werte in der CCI/AB-Gruppe. Ein Kritikpunkt
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des NSS ist trotz Verblindung die subjektive Erhebung des Scores, sodass die Ergebnisse
auch durch eine fehlerhafte Einschatzung des Untersuchers zustande kommen kénnten. Trotz
Dysbiose kommt es also zu einer Verbesserung des neurologischen Outcomes. Eine
Erklarung hierfir kénnte der nachgewiesene erhodhte Aktivierungszustand von Astrozyten
bieten. Neben den erwahnten negativen Auswirkungen haben aktive Astrozyten auch eine
Schutzfunktion, die fiir das Uberleben von Neuronen ein wichtiger Bestandteil ist. Nach
mittelschweren fokalen Hirnverletzungen konnte eine verringerte Entztindung und vermehrte
Erhaltung neuronalen Gewebes nachgewiesen werden, die mit einer erhdhten Aktivitat der
Astrozyten in Verbindung gebracht wurde (256). Die signifikant erhéhte GFAP-Expression im
Hirngewebe der CCI/AB-Gruppe in diesem Versuch konnte diese These festigen und das

bessere Abschneiden beim NSS erklaren.

Die neuroprotektive Wirkung kann auch durch die Off-Target-Wirkung der Antibiotika erklart
werden und weniger durch die Mikrobiom-Darm-Hirn-Achse. Hierzu gehort zum Beispiel die
erhohte Glutamattransporter-Expression unter der Gabe von B-Laktam-Antibiotika. Dies flhrt
zu einer geringeren Glutamat-vermittelten Exzitotoxizitdt und verhindert so neuronalen
Untergang (150, 157). Bei der Analyse in diesem Experiment konnte kein signifikanter Anstieg
der GLUT1-Expression im Hirngewebe nachgewiesen werden. Es bestiinde die Mdglichkeit,
dass dies zu einem spateren Zeitpunkt erst nachweisbar ist. Der Nachweis der OFF-Target
Effekte in diesem Experiment lasst sich schwer darstellen. Grund daflir ist zum einen der
Applikationsweg. Durch die per os Gabe aller Medikamente in einer Trinkflasche und der
fehlenden Messung des Wirkspiegels ist es nicht méglich zwischen den Effekten einzelner
Substanzen zu unterscheiden. Zukilinftige Studien missten daher die Medikamente einzeln
applizieren und so die Effekte genauer beurteilen zu kénnen. In dieser Arbeit liegt das
Hauptaugenmerk jedoch auf den Auswirkungen der Dysbiose. Die Dysbiose geht daher
vermehrt mit einer Progression und Hochregulation neuroinflammatorischer Prozesse einher,
jedoch kénnen einzelne Antibiotikagruppen direkt neuroprotektiv wirken. Dies kdnnte einen
Erklarungsversuch sein, warum in dieses Experiment nach erfolgtem Trauma positive und

negative Beobachtungen nebeneinander vorkommen.
Dysbiose ist nicht gleich Dysbiose

Die unterschiedlichen Auswirkungen und Beobachtungen nach einer Dysbiose, die meistens
eine Zunahme des neuronalen Untergangs als gemeinsame Endstrecke haben, lassen sich
dadurch erklaren, dass nicht jede Dysbiose gleich ist. Da in den einzelnen Studien und auch
in diesem Experiment neben der Applikationsdauer und den Dosierungen der Antiinfektiva
auch die verwendeten Substanzen bzw. Kombinationen variierten, hat dies zur Folge, dass
der Einfluss auf das Mikrobioms unterschiedlich ist. Demnach kénnen die Dysbiosen zwar

nachgewiesen werden, unterscheiden sich jedoch in der mikrobiellen Zusammensetzung. Dies
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kdnnte ursachlich fur die unterschiedlichen Effekte der einzelnen Studien sein und die teilweise
unterschiedlichen Beobachtungen in friheren Studien im Vergleich zu diesem Experiment
erklaren. Es ist daher anzunehmen, dass unterschiedliche Dysbiosen auch unterschiedlich
Einfluss nehmen. Somit kdnnten die Vergleichbarkeit und Ubertragbarkeit einzelner Studien,

die sich mit dieser Thematik auseinandersetzten, eingeschrankt sein.

6.5 Das murine Tiermodell

In der Erforschung des Mikrobioms spielt das Mausmodell eine wichtige Rolle. Umfangreiche
Annlichkeiten in Genetik, Physiologie und Anatomie haben es ermdglicht zahlreiche
Rickschlisse auf die Humanbiologie zu ziehen. Die hohen Reproduktionsraten und kurze
Lebenszyklen sind deutliche Vorteile des Mausmodells. Dazu kommen die niedrigen Kosten
im Vergleich zu anderen Versuchsmodellen mit Saugetieren (257). Jedoch zeigt das murine

Tiermodell auch einige Limitationen.

6.5.1 Anatomische Besonderheiten des Magen-Darmtraktes

Die Physiologie und Anatomie des Magen-Darmtraktes von Mausen und Menschen ist sehr
ahnlich. Es gibt jedoch einige Unterschiede, die durch unterschiedliche Korpergrofie,
Ernahrung und Stoffwechselvorgange erklarbar sind. Obwohl das Verhaltnis zwischen der
Darm- und Korperoberflache beider Arten sehr ahnlich ist, unterscheidet sich das Verhaltnis
einzelner Darmabschnitte sich deutlich. Ein Beispiel ist das Verhaltnis zwischen Dinndarm

und Kolon. Dies betragt bei Mausen 2,5 gegentiber 7 beim Menschen (257, 258). Das murine

Mouse Human

Stomach

Transverse
Ascending colon
Descending
colon

Cecum

Colon Taenia coli

Haustra

Abbildung 51 Makroskopische Unterschiede der Anatomie des
Magen-Darmtraktes (modifiziert nach Nguyen (257))

Coecum ist deutlich gréf3er und erfillt weitreichendere Aufgaben als beim Menschen. Dazu
kommt das Fehlen des Appendix bei Mausen. Studien zeigten, dass der Appendix als
Reservoir fur das Mikrobiom fungiert, um so Stérungen der Mikrobiota entgegenzuwirken
(259). Sodass bei diesem Versuch die Ubertragbarkeit auf den Menschen eingeschrénkt seien

kdnnte. Histologische Unterschiede waren beispielsweise die deutlich gréReren Villi bei den
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Mausen. Dies vergroRert die Resorptionsoberflache als Kompensationsmechanismus fir den
Mangel an Schleimhautfalten. Zudem befinden sich im murinen Darm kaum Haustrien. Es
kommt so zu einer veranderten Fermentation (257). Dies hat Auswirkungen auf die Produktion
von Vitaminen und kurzkettigen Fettsauren, die nachweislich ein Bestandteil der Mikrobiom-

Hirn-Achse darstellen.

6.5.2 Vergleich des murinen und humanen Mikrobioms

Bei Untersuchungen des Darmmikrobioms beider Gattungen zeigten sich deutliche
Unterschiede. Beide Mikrobiota werden von zwei gro3en Phyla dominiert. Untersuchungen
zeigten, dass etwa 85% der Bakteriengattungen beim Menschen im Vergleich zum
Mausmodell nicht vorhanden sind. Es konnen demnach Unterschiede in der
Mikrobiomzusammensetzung zwischen den beiden Gattungen beobachtet werden. Ursachlich
hierfir sind neben den erwahnten anatomischen Unterschieden auch die Exposition
unterschiedlicher Storfaktoren. Diese konnen von der Erndhrung bis zum Kontakt mit
unterschiedlichen Krankheitserregern reichen. Trotz zahlreicher Unterschiede zeigen der
Vergleich der beiden Mikrobiota auch Gemeinsamkeiten auf. Ein Beispiel hierfir ist, dass bei
einer Reduktion der Mikrobiomvielfalt in beiden Modellen das Risiko entziindlich ablaufender
Prozesse im Darmtrakt erhoht. Die Dysbiose wurde in diesem Versuch durch die Antibiose
induziert. Die Auswirkung einer Dysbiose im Mausmodell kénne daher auf
neuroinflammatorische Prozesse beim Menschen teilweise Uibertragen werden (257, 260). Der
absolute Vergleich zwischen beiden Spezies erscheint schwierig. Jedoch ist das Mausmodell
geeignet Variationen oder Veranderungen des Mikrobioms und deren Auswirkungen primar zu
untersuchen. Durch das Mausmodell kdnnen Versuche durchgefihrt werden, die fur
menschliche Probanden zu invasiv waren. Es bietet somit Moglichkeiten Manipulationen am
Mikrobiom durchzufiihren und deren Kausalitat auf neuroinflammatorische Prozesse Uber die

Mikrobiom-Hirn-Achse zu untersuchen.

6.5.3 Alternative Tiermodelle

Die Vor- und Nachteile des Mausmodells wurden bisher gegenibergestellt. Es stellt sich nun
die Frage, ob fur die Darmmikrobiomforschung in Zusammenhang mit einem SHT alternative
Tiermodelle fUr zukunftige Experimente in Frage kommen. Zahlreiche Studien haben das
Mikrobiom verschiedenster Tiermodelle untersucht und mit dem des Menschen verglichen.
Ratten sollen in Bezug auf das menschliche Mikrobiom deutlich reprasentativer sein als Mause
(261). Eine weitere Moglichkeit ist das Meerschweinchen-Modell. Aufgrund der Homologie in
Bezug auf das Transmembran Protein E-Cadherin kam es bisher vor allem bei
Untersuchungen mit Infektionen durch den Erreger Listeria monocytigenes zum Einsatz (262).
Die groBte Ahnlichkeit in der mikrobiellen Zusammensetzung weisen nicht-menschliche
Primaten, wie beispielsweise Schimpansen, auf. Trotz des Vorteils einer engen evolutionaren

Verwandtschaft, was neben der Ahnlichkeit des Mikrobioms auch groRe Ahnlichkeiten in
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Anatomie und Physiologie garantiert, haben Primatenmodelle eine sehr strenge ethische

Limitierung fur Experimente und fur die Aufzucht der Tiere im Vergleich zu Mausen (257).

7 Zusammenfassung

In dieser Dissertation wurden die Auswirkungen einer Antibiotikatherapie bei experimentellem
Schéadel-Hirn-Trauma untersucht. Besonderes Augenmerk lag auf Veranderungen des
Mikrobioms, um so potenziell schadliche oder neuroprotektive Effekte der Dysbiose zu
analysieren. Hierfir wurden 40 mannliche Mause des Stammes C57BI6/J in die Gruppen
CCI/AB, CCl/Veh, Sham/AB und Sham/Veh randomisiert. Den beiden CCI-Gruppen wurde
mittels Operation eine rechtsparietale Lasion gesetzt, wohingegen die Sham-Gruppen eine
Schein-OP erhielten. Beiden Interventionsgruppen erhielten im Anschluss p.o entweder ein
Gemisch aus Antibiotika und Antimykotika oder aus Trinkwasser. Die Versuchstiere wurden 5
Tage lang neurologisch-koordinativ und verhaltensbiologisch getestet. Nach der Dekapitation
wurden die Gehirne enthommen und fur bereits etablierte Untersuchungen vorbereitet. Neben
der histologischen Aufarbeitung des Lasionsvolumens, erfolgten unter anderem auch eine
immunhistochemische Aufarbeitung zur Quantifizierung von Astrozyten und Mikroglia. Das
entnommene Gehirngewebe wurde zudem molekularbiologisch untersucht. Dies trifft auch auf
entnommenes Darmgewebe zu. Das Mikrobiom wurde stichprobenartige mittels Stuhlproben

der Versuchstiere mikrobiologisch analysiert.

Die Ergebnisse zeigten, dass es zu deutlichen Veranderungen in der Zusammensetzung des
Mikrobioms kam. Nicht nur durch die Applikation von Antibiotika und Antimykotika, sondern
auch das Trauma allein zeigte nachweislich Einfluss. Dies war zwar geringer als nach
Medikamentengabe, aber konnte durch mikrobielle Untersuchungen nachgewiesen werden.
Somit konnte primar durch das experimentelle SHT eine mogliche Verbindung zwischen dem
Gehirn und Mikrobiom nachgewiesen werden. Die entstehende Dysbiose hatte mehrere
Auswirkungen auf den Organismus der Versuchstiere, insbesondere auf
neuroinflammatorische Prozesse. In der Literatur und in diesem Experiment gehen Dysbiosen
uberwiegend mit erhohten neuronalen Verlusten einher. Insbesondere in Regionen mit
geringer Sauerstoffdefizittoleranz, wie bspw. dem Hippocampus. Die Aktivitat der Astrozyten
war in der CCI/AB-Gruppe signifikant erhdht und spricht daher eher fiir eine Zunahme der
Neuroinflammation. Zudem zeigten Studien eine erhdhte Mikrogliaaktivitat in Folge einer
Dysbiose, die in diesem Versuch jedoch nicht bestatigt wurde. Neben den negativen
Auswirkungen auf ablaufende Prozesse im Gehirn, kdnnen Dysbiosen auch bestehende
Darmkrankheiten in ihrem Verlauf negativ beeinflussen und induzieren. Dies wurde auch fur
nicht traumatische neurodegenerative Erkrankungen beobachtet. Verhaltensbiologisch zeigte
sich jedoch in der CCI/AB Gruppe eine signifikante Verbesserung. Auch die perilasionale

Anzahl von Mikroglia und Astrozyten war bei den Versuchstieren mit Dysbiose verringert.
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Diese eher widerspruchlichen Beobachtungen koénnten auf die Off-Target Effekte der
Antibiotika zurtickgefiihrt werden. Diese kénnen Uber verschiedene Mechanismen ein
Herunterregulieren der Immunantwort bewirken. Ein Beispiel hierfiir ware die verminderte
Glutamat-induzierte Exzitotoxizitat durch eine erhdhte Expression des Glutamattransporters.
In diesem Experiment konnte dies durch die fehlende Differenzierung der Effekte einzelner
Wirkstoffe nicht untersucht und nachgewiesen werden. Es stellt sich somit abschlielend die
Frage, wie die positiven Off-Target Effekte einzelner Antibiotika genutzt werden kénnen, unter
der Voraussetzung, die negativen Folgen einer Dysbiose zu verhindern bzw. abzuschwéachen.
Der adjuvante Einsatz von Probiotika stellt einen interessanten Lésungsansatz dar. Somit
kénnen neben den mdglichen neuroprotektiven Effekten der Antibiotika auch gezielt Probiotika
eingesetzt werden, die zum einen die Dysbiose abschwachen und durch eine gezielte
Zusammensetzung mit bestimmten Bakteriengattungen, wie bspw. Lactobacillen, zudem
neuroprotektive Auswirkungen auf den Organismus haben. Man wirde so zwar die
unerwinschten Nebenwirkungen reduzieren, aber nicht verhindern. Der Einsatz von
Antibiotika sollte daher immer aulerst kritisch erfolgen, neben der aktuellen Resistenzlage
weltweit besonders unter dem Aspekt, dass auch in der Sham/AB-Gruppe eine Zunahme

neuroinflammatorischer Marker beobachtet wurde.

Der nachweisliche Einfluss des Mikrobioms auf neuroinflammatorische Prozesse und die Off-
Target Effekte einzelner Antibiotika stellen daher zuklinftig interessante Ansatzpunkt dar, die
sekundare Hirnschadigung zu minimieren. Die Optimierung positiver Effekte und Reduktion
unerwilinschter Nebenwirkungen sollte Gegenstand zukunftiger Forschung sein. Diese Arbeit

konnte grundlegende Erkenntnisse dazu liefern.
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Allgemeine Hochschulreife

29.06.2012

Ausbildung/berufliche Werdegang

10/2012 bis 03/2014 Bundesfreiwilligendienst als Rettungshelfer im BRK-Kreisverband
HaRberge
Hauptamtliche Tatigkeit im Rettungsdienst des BRK-Kreisverband

04/2014 bis 12/2016 HaRberge

. Rettungsassistentenausbildung an der DAA Meiningen
08/2014 bis 02/2015 Erfolgreicher Abschluss 24.02.2015

Eintritt in die Sanitatsoffizierlaufbahn der Bundeswehr als
Sanitatsoffizieranwarter (SanOA)

Studiengang: Humanmedizin

Seit 01.01.2017

Ableistung der allgemeinen Grundausbildung im Sanitatslehrregiment

01-03/2017 Feldkirchen
13.12.2019 Beférderung zum Leutnant SanOA
30.05.2023 Beférderung zum Stabsarzt
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Lebenslauf

1.
2.

3.

Studienbeginn

Studienort
Staatsexamen
Staatsexamen

Praktische Jahr

Staatsexamen
Approbation

Promotion:

Studium: Humanmedizin

Sommersemester April 2017
JGU Mainz

Marz 2019

April 2022

Mai 2022 — April 2023

1.Tertial: Innere BWZK Koblenz

2.Tertial: Neurochirurgie Universitatsklinikum Mainz

3.Tertial: Chirurgie
3.1: University of Cape Town Groote Schuur Hospital
3.2: BWZK Koblenz

Mai 2023

Mai 2023

Oktober 2019 — Oktober 2023
Anasthesiologie Universitatsmedizin Mainz

Arbeitsgruppe Neuroprotektion unter der Leitung von
Prof. Dr. rer. nat. Michael Schafer
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