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1 Einleitung

Auch in der heutigen Zeit zahlt das Schadel-Hirn-Trauma (SHT) bis zum frihen Er-
wachsenenalter zu den haufigsten Ursachen fur Tod und lebenslange Behinderung. In
Deutschland muss pro Jahr von einer Inzidenz von 332 Patienten mit SHT pro 100.000
Einwohner ausgegangen werden (1-3). Weltweit geht man von 69 Millionen Menschen
pro Jahr aus, die von einem SHT betroffen sind (4).

Das SHT ist die Folge einer Krafteinwirkung auf den Schadelknochen und das darun-
terliegende Gewebe. Die hieraus resultierenden primaren Verletzungsfolgen sind irre-
versibel und letztendlich nur durch praventive Mallnahmen zu beeinflussen. Bei der
Entwicklung von Therapieoptionen liegt der Fokus auf der Eindammung des sich im
Rahmen komplexer pathophysiologischer Prozesse entwickelnden sekundaren Hirn-
schadens (3,5,6).

Haufig geht das SHT mit weiteren Verletzungen, wie beispielsweise Knochenfrakturen
der Extremitaten, einher (7—10). Erweist sich eine dieser Verletzung oder die Kombi-
nation der Verletzungen als lebensbedrohlich, spricht man von einem Polytrauma (11).
Polytrauma-Patienten, die ein SHT erleiden weisen eine hohere Mortalitat und eine
schlechtere Rehabilitationsfahigkeit auf, als Polytrauma-Patienten ohne SHT (12,13).
Fur den klinischen Alltag ist es daher hochst relevant das SHT und weitere Verletzun-
gen in einem wissenschaftlichen Kontext kombiniert zu betrachten.

Schultz et al. und Yang et al. zeigten bereits im Mausmodell, dass bei gleichzeitigem
Vorliegen eines geschlossenen Schadel-Hirn-Traumas und einer geschlossen Tibia
Fraktur, es zu einer verstarkten Neuroinflammation und einer erhohten Permeabilitat
der Blut-Hirn-Schranke (BHS) kommt. Dies zeigt sich in ausgepragteren neurologi-
schen Defiziten und verstarkt darstellbaren histopathologischen Hirnschadigungen in
den Tieren mit kombinierter cerebraler und ossarer Schadigung (14,15). Interessan-
terweise wirkt sich das Vorliegen eines SHTs, bei gleichzeitiger Tibia-Fraktur, wohl
fordernd auf die Knochenheilung aus (16).

Ein Aspekt dieser Arbeit ist es, die Wechselwirkungen zwischen SHT und Knochen-
fraktur, in Form der Mobilisation inflammatorischer Mediatoren von der Knochenfraktur
zum Gehirn und die damit einhergehende verstarkte Neuroinflammationsreaktion (15),
zu untersuchen. Hierzu wird ein etabliertes Mausmodell fur ein offenes SHT mit kom-

binierter Fraktur des Femurs verwendet (17).



Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht das Glykoprotein Osteopontin (OPN), dem in unter-
schiedlichen Modellen experimenteller Hirnschadigung neuroprotektive Effekte zuge-
sprochen werden konnten (18-20). Daruber hinaus wird OPN als regulatorischer Fak-
tor der Neuroinflammation angesehen (21).

Ziel dieser Arbeit ist die Evaluation der neuroprotektiven Effekte von OPN am murinen
Polytrauma-Modell. Hierbei soll die neuroprotektive Rolle von OPN in dem komplexen
pathophysiologischen Zusammenspiel der cerebralen Schadigung und der peripheren
ossaren Pathologie, diskutiert werden. Explizit soll gezeigt werden, ob eine intracere-
broventrikulare (ICV) Applikation von rekombinantem OPN (rOPN) unmittelbar vor An-
wendung des SHT / Femurfraktur-Modells den sekundaren Hirnschaden vermindert.
Die Auswirkungen der ICV Gabe von Osteopontin werden in dieser Arbeit auf verschie-
denen Ebenen analysiert. So erfolgt zunachst eine verhaltenspathophysiologische
Analyse der Versuchstiere zu verschiedenen Zeitpunkten vor und bis zum 5. Tag nach
der Polytrauma-Operation. Zur histopathologischen Analyse des Schadensvolumens
werden 5 Tage nach Anwendung des SHT / Femurfraktur-Modells Serienschnitte der
post mortem entnommen Gehirne durchgefuhrt und diese entsprechend gefarbt. Zu-
dem werden spezifische immunhistochemische Zusammenhange analysiert. Aul3er-
dem wird das Gewebe in der zum Schaden ipsilateralen Hemisphéare einer Genexpres-
sionsanalyse unterzogen.

In Anbetracht der Tatsache, dass ein SHT haufig zusammen mit Frakturen langer R6h-
renknochen auftritt, was experimentell zu einer Zunahme des sekundaren Hirnscha-
dens fuhrt (15,17), kommt dieser Arbeit eine hohe Relevanz im klinischen Alltag zu.
Eine neuroprotektive Rolle von OPN in dem komplexen pathophysiologischen Zusam-
menspiel von Gehirnverletzung und Knochenfraktur, ware hierbei ein vielversprechen-

der therapeutischer Ansatz.



2 Literaturdiskussion

2.1 Das Schadel-Hirn-Trauma

2.1.1 Definition und Epidemiologie

Als Schadel-Hirn-Trauma bezeichnet man die Folge einer Gewalteinwirkung, die zu
einer Funktionsstorung des Gehirns gefuhrt hat und dabei mit einer Verletzung des
Gehirns verbunden sein kann. Das SHT kann auRerdem mit Verletzungen der Kopf-
schwarte, des Schadelknochens, der Gefalle sowie der harten Hirnhaut einhergehen.
Die Schéadelprellung, die keine Funktionsstorung oder Verletzung des Gehirns auf-
weist, ist von dem SHT abzugrenzen. Kommt es durch das Zerrei3en der harten Hirn-
haut (Dura mater) und durch Verletzungen der Weichteile und des Knochens zu einer
Verbindung des Schadelinneren mit der Aul3enwelt, spricht man von einem offenen
SHT (3).

Nach einer prospektiven Studie Uber epidemiologische und ursachliche Aspekte des
SHTs in Deutschland, muss jahrlich von 332 SHT-Patienten pro 100.000 Einwohnern
ausgegangen werden. Im Rahmen der Studie waren 91,2 Prozent (%) als leichte-, 3,9
% als moderate- und 5,2 % als schwere Schadel-Hirn-Trauma klassifiziert worden,
wobei Manner mit einem Anteil von 58,4 % gegenuber Frauen (41,6 %) und Kindern
(29,7 %) haufiger betroffen waren. Die Letalitat lag etwa bei 1 %, was bedeutet, dass
von ca. 248.000 SHT-Patienten 2750 verstorben sind. Als Hauptursachen wurden mit
52,5 % Sturze und mit 26,3 % Autounfalle eruiert (2).

Aktuellere Zahlen des statistischen Bundesamts zeigen, dass im Jahr 2015 in
Deutschland 6333 Menschen ursachlich an einem Schadel-Hirn-Trauma (ICD-10,
S06: intrakranielle Verletzungen) verstarben, wobei auch hier Manner (3850) deutlich
haufiger als Frauen (2483) betroffen waren (22). Eine Studie aus dem Jahr 2019 pos-
tuliert eine Inzidenz von 10,1 SHT-Fallen pro 100.000 Einwohnern pro Jahr in Deutsch-
land, wobei hier nur moderate und schwere SHT beachtet wurden (8).

Im Rahmen einer Metaanalyse zur Epidemiologie des SHTs in Europa wurde eine eu-
ropaweite Inzidenz von 262 pro 100.000 Einwohner pro Jahr ermittelt, wobei, am ehes-
ten durch den demografischen Wandel bedingt, der Autounfall von dem Sturzereignis
als Hauptursache abgelost wurde. In der Metaanalyse wurden 28 Studien aus 16 eu-
ropaischen Landern, darunter auch Deutschland, in den Jahren 1990 bis 2014 bertck-
sichtigt (23,24). Aufgrund zunehmender Lebenserwartung, rucklaufiger Geburtenraten
und dem damit einhergehenden Anstieg des Anteils &lterer Menschen in



Industrienationen, zeigt sich ein deutlicher Zuwachs alterer Patienten, die ein Schadel-
Hirn Trauma erleiden. Die mit dem Alter einhergehende eingeschrankte Mobilitat und
Multimorbiditat fihrt zu Sturzereignissen, die insbesondere in Kombination mit antiko-
agulatorischer Therapie meist schwere Schadel-Hirn-Traumata zur Folge haben (23—
25).

Die Folgen eines SHTs sind vielfaltig und oftmals fur Betroffene und ihre Angehorige
noch lange (ber den Zeitpunkt des Traumas hinaus relevant. So zeigen schon Uber-
lebende eines moderaten SHTs ein zweifach erhohtes Risiko gegenluber der Normal-
bevolkerung verfruht zu versterben. Darlber hinaus leiden sie an langfristigen Ein-
schrankungen motorischer und kognitiver Funktionen (26). Passend hierzu konnte
eine Studie aus dem Jahr 2019 herausarbeiten, dass weltweit im Jahr 2016 die mit
Behinderung gelebten Lebensjahre (engl. years lived with disability: YLDs) nach SHT
bei 111 pro 100.000 Menschen lagen (27). Des Weiteren ist die Inzidenz von psychi-
atrischen Erkrankungen, neurodegenerativen Erkrankungen (wie beispielsweise
(bspw.) Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson oder Chronisch-traumatische Enzepha-
lopathie) und Epilepsien bei Uberlebenden eines SHTs deutlich erhéht. AuRerdem
wirkt sich das stattgefundene SHT nachteilig auf den Prozess des Alterns aus (28—
35).

Es wird deutlich, dass die enormen Nachwirkungen eines SHTs sich nicht nur auf die
Betroffenen und ihre Familien auswirken, sondern auch die Wirtschaft und Gesell-
schaft in grolem Male beeinflussen. Die enorme sozioOkonomische Relevanz des
SHTs wird anhand folgender in den USA erhobenen Daten aus dem Jahr 2010 deut-
lich. Die wirtschaftlichen Kosten, die das Schadel-Hirn Trauma verursacht, wurden fur
das Jahr 2010 auf 76.5 Billionen US-Dollar geschatzt, wobei lediglich 11.5 Billionen
US-Dollar fur die direkte medizinische Behandlung bendtigt wurden. Die verbleibenden
64.8 Billionen US-Dollar wurden fur indirekte Kosten wie Lohnausfall, Verlust der Ar-

beitskraft oder allgemein nicht medizinische Ausgaben aufgewandt (36—38).

2.1.2 Klinische Aspekte

Die Einteilung des Schadel-Hirn Traumas nach Schweregrad erfolgt mithilfe der glas-
gow coma-scale (GCS), eine einfache Bewertungsskala zur Einschatzung einer Be-
wusstseins- und Hirnfunktionsstorung. Anhand der GCS werden die Kriterien Augen-

offnen, verbale Kommunikation und motorische Reaktion standardisiert bewertet



(39)(s. Tabelle 1), wobei ein leichtes SHT einer GCS von 13-15, ein mittelschweres
SHT einer GCS von 9-12 und ein schweres SHT einer GCS von 3-8 entspricht.

Kriterium Reaktion Punkte

Augenoffnen Spontan 4

Auf Aufforderung

Auf Schmerzreiz

Keine Reaktion

Beste verbale Re- | Orientiert, konversationsfahig

aktion Desorientiert, konversationsfahig

Unzusammenhangende Worter

Unverstandliche Laute

Keine Reaktion

Beste motorische | Auf Aufforderung

Reaktion Reagiert gezielt auf Schmerzreize

Reagiert ungezielt auf Schmerzreize

Reagiert mit Beugesynergismen auf Schmerzreiz

Reagiert mit Strecksynergismen auf Schmerzreiz

= N W A O] O = N WO & O = N W

Keine Reaktion

Tabelle 1: Die glasgow-coma-scale. (39)

Die Symptome des SHTs sind vielfaltig und reichen von subjektiven Stérungen (wie
bspw. Kopfschmerzen, Ubelkeit und Schwindel), objektiven Verletzungen (wie bspw.
Riss- oder Platzwunden oder der Austritt von Blut, Liquor oder Hirngewebe), sowie
Hinweise auf Schadigungen des Nervensystems (wie bspw. Amnesie, Lahmungen,
Krampfanfalle, Streckkrampfe oder vegetative Stérungen) bis hin zu Bewusstseinssto-
rungen, die sich in Eintribung des Bewusstseins und Koma differenzieren lassen. Ein
Koma geht mit einem GCS < 8 Punkten einher, womit die Indikation einer sofortigen
Intubation gegeben ist. Gerade Beuge- oder Strecksynergismen, Storungen der Pupil-
lomotorik, Hemiparese und Krampfanfalle sind Zeichen eines intrakraniellen Druckan-
stieges und einer transtentoriellen Herniation und stellen somit eine akut lebensbe-

drohliche Verschlechterung beim bewusstseinsgestorten Patienten dar (3,39—43).



Der primare Hirnschaden ist der direkte irreversible Defekt, der durch die Gewaltein-
wirkung verursacht wird und letztendlich nur durch Pravention zu verhindern ist. Als
sekundarer Hirnschaden wird ein indirekter Defekt bezeichnet, der sich aus dem initi-
alen Trauma Uber komplexe zwischengeschaltete pathophysiologische Prozesse ent-
wickelt (44—-47). Systemische Faktoren, wie Hypoxamie, Hyperkapnie, arterielle Hypo-
tension, Hyperglykamie und Hyperthermie beeinflussen die Ausbreitung des sekunda-
ren Hirnschadens und sind daher essenzielle Ansatzpunkte therapeutischer Mal3nah-
men (43,47). In diesem Zusammenhang ist das primare Therapieziel des SHTs die
Aufrechterhaltung der Homoostase im Sinne der ,Minimalisierung des sekundaren
Hirnschadens durch Pravention von Hypotension, Hypo-/Hyperkapnie, Hypoxamie,
Hypo-/Hyperglykamie und Hyperthermie® (43). Zur ausreichenden Durchblutung des
Gehirns soll, wenn notig durch Volumen-Therapie, Katecholamin-Therapie oder chi-
rurgische Entlastung (Dekompressions-Kraniotomie), der zerebrale Perfusionsdruck
(engl. cerebral perfusion pressure, CPP) zwischen 50-70 Millimeter-Quecksilbersaule
(mmHg) und der intrakranielle Druck (engl. intracranial pressure, ICP) unter 20 mmHg
liegen. Der CPP errechnet sich aus der Differenz des mittleren arteriellen Blutdrucks
(engl. mean arterial pressure, MAP) und des ICPs (43). Die Dekompressions-Kranio-
tomie, kann hierbei durchaus kritisch betrachtet werden. So zeigt eine neuere Studie,
dass Patienten die bei einem ICP > 25 mmHg zu der Basistherapie eine Dekompres-
sions-Kraniotomie erhielten nach 6 Monaten mit einer hdheren Wahrscheinlichkeit in
einem vegetativen Zustand verweilen als Patienten mit einem IPC > 25 mmHg, die nur
die Basistherapie erhielten. Patienten mit moderaten Behinderungen oder guter Erho-
lung waren nach 6 Monaten in beiden Gruppen etwa in gleicher Anzahl vertreten (48).
Weitere Therapie-Ziele im Rahmen der Homoostase sind das Erreichen oder die Auf-
rechterhaltung der Normoxamie (SpO2 > 90 %, SpO:2: kapillare Sauerstoffsattigung)
und der Normokapnie (paCO2 = 35 — 38 mmHg, paCO2: arterieller Kohlendioxidparti-
aldruck). Da das Hirngewebe auf eine kontinuierliche Versorgung mit Sauerstoff ange-
wiesen ist und eine Hypokapnie zu einer Vasokonstriktion (Reduktion des ICPs durch
Abnahme des zerebralen Blutvolumen -> Abnahme der Gehirnperfusion) beziehungs-
weise (bzw.) eine Hyperkapnie zu einer Vasodilatation (Anstieg des ICPs durch Zu-
nahme des zerebralen Blutvolumens) der Hirngefale fuhrt, sind Normoxamie und
Normokapnie essenzielle Faktoren, um die Ausbreitung des sekundaren Hirnscha-
dens zu verhindern. Bei gestellter Indikation zur endotrachealen Intubation kdnnen die
Zielwerte im Rahmen einer Beatmungstherapie durch Anpassen der entsprechenden



Parameter erreicht werden. Hierbei tragt eine adaquate Analgosedierung durch die
Verhinderung einer Agitation des Patienten zusatzlich zur Kontrolle des ICPs bei (43).
Die Blutglukosekonzentration, welche ggf. durch Insulintherapie zu steuern ist, sollte
zwischen 110 - 150 mg/dl liegen (43). Fieber muss konsequent durch bspw. Antipyre-
tika, gekuhlte Infusionen oder physikalische Mallnahmen gesenkt werden (43). Eine
neuere Studie zeigt, dass bei Patienten mit einem ICP = 20 mmHg die Normothermie
(36 — 37,5 Grad Celsius (°C)) gegenuber der Hypothermie bei sonst gleicher Basisthe-
rapie uberlegen ist (49).

Gegenuber den systemischen Faktoren stehen intrakranielle Prozesse wie Exzitotoxi-
zitat, Neuroinflammationsreaktion, Zusammenbruch der BHS und Odembildung, die
die Ausbreitung des sekundaren Hirnschadens beeinflussen und ebenso therapeuti-
sche Ansatzpunkte darstellen (43,47).

2.1.3 Pathophysiologie

2.1.3.1 Primarer Hirnschaden

Der Primarschaden ist der Schaden des Gehirns, der unmittelbar durch die Gewaltein-
wirkung im Rahmen eines SHTs verursacht wird. Der Defekt ist irreversibel und somit
nicht behandelbar. Einzig praventive Malinahmen, wie bspw. das Tragen eines Fahr-
radhelmes, konnen die Entstehung eines primaren Hirnschadens verhindern (44—-47).
Der primare Hirnschaden kann in fokale und diffuse Schadigungsmuster unterteilt wer-
den. Zu den fokalen Defekten zahlen intrakranielle Blutungen (epidural, subdural, int-
razerebral und subarachnoidal), Lazeration und Kontusionen (auch im Sinne von
Coup-Contrecoup-Ereignissen). Zu den diffusen Schadigungsmustern zahlen das
Hirnddem und der diffuse axonale Schaden (47,50-52).

2.1.3.2 Sekundarer Hirnschaden

Der Sekundarschaden ist der indirekte Hirnschaden, der sich aus dem initialen Trauma
uber komplexe zwischengeschaltete pathophysiologische Prozesse entwickelt (44—
46). Neben den bereits beschriebenen systemischen Faktoren (Hyperkapnie, Hypoxa-
mie, arterielle Hypotension, Hyperthermie und Hyperglykamie) spielen intrakranielle
Prozesse wie Neuroinflammationsreaktion, Exzitotoxizitat, Odembildung und Zusam-
menbruch der Bluthirnschranke bei der Entstehung des sekundaren Hirnschadens

eine essenzielle Rolle. Gerade die Exzitotoxizitdt und die neuroinflammatorische
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Reaktion stellen hierbei zentrale Pathomechanismen dar, die mit neuronalem Zelltod
durch Apoptose und Nekrose vergesellschaftet sind (43,47).

Die Erforschung und das Verstandnis der Prozesse des sekundaren Hirnschadens
sind, aufgrund ihrer Zuganglichkeit fur therapeutische Ansatze, gerade aus klinischer
Sicht aul3erordentlich interessant (47). Aufgrund der hohen Relevanz fur diese Arbeit
werden die Neuroinflammationsreaktion, die Storung der BHS, sowie die Exzitotoxizi-
tat als Prozesse des sekundaren Hirnschadens im Folgenden naher erlautert. Gerade
der BHS kommt im Rahmen eines Polytraumas als physikalische Barriere zwischen
peripheren Pathologien wie bspw. einer Fraktur und den zentralen Prozessen eines
SHTs eine wichtige Bedeutung zu.

2.1.3.2.1 Grundlegende Pathomechanismen des SHT und Exzitotoxizitat

Die Exzitotoxizitat stellt den Untergang einer Nervenzelle aufgrund andauernder Uber-
aktivierung dar (53) und spielt somit eine Schlusselrolle in der Pathophysiologie des
SHTs. Die Exzitotoxizitat ist als Reaktion auf den primaren Hirnschaden den Prozes-
sen des sekundaren Hirnschadens zuzuordnen (47). Im Folgenden werden zunachst
die grundlegenden pathophysiologischen Mechanismen eines SHTs erortert, bevor
das Phanomen der Exzitotoxizitat beschrieben wird.

Das Trauma-Geschehen verursacht einen lokalen Schaden des Hirngewebes und
eine Dysregulation des zerebralen Blutflusses, was zu einer erheblichen Beeinflus-
sung des Stoffwechsels fuhrt. Es zeigt sich eine Ischamie-ahnlichen Konstellation mit
anaerober Glykolyse und entsprechender Akkumulation von Laktat sowie einer erhoh-
ten Permeabilitat der Zellmembranen. Der Energiehaushalt der Zellen kann aufgrund
der anaeroben Stoffwechsellage nicht aufrechterhalten werden, was zum Versagen
von energieabhangigen, membranstandigen lonenpumpen und somit zur Destabilisie-
rung des Membranpotentials fuhrt (47). Das Versagen der lonenpumpen, die erhohte
Durchlassigkeit der Zellmembranen fur lonen sowie die zellulare Aufnahme osmotisch
aktiver Teilchen fuhrt zum Wassereinstrom in Astrozyten, Neuronen und Mikroglia.
Man spricht in diesem Zusammenhang auch von einem zytotoxischen Hirnddem
(47,54). Damit einhergehend depolarisieren synaptische Endigungen, woraufhin es
zur massiven Freisetzung exzitatorischer Transmitter, allen voran Glutamat, in den
Extrazellularraum kommt (47,55,56). Die initialen Pathomechanismen des Schadel-
Hirn-Traumas fuhren also zu einem massiven Anstieg der extrazellularen Konzentra-

tion exzitatorischer Transmitter, was den Vorgang der Exzitotoxizitat initiiert
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(47,55,56). Hierdurch werden a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
receptor- (AMPA-) und N-Methyl-D-Aspartat- (NMDA-) Rezeptoren, sowie spannungs-
abhangige Calcium- (Ca?*-) und Natrium- (Na*-) Kanale aktiviert bzw. beraktiviert,
sowie hochreguliert (47,57). Die Uberaktivierung der ionotropen und metabotropen
Glutamatrezeptoren, welche hauptsachlich von Neuronen und Astrozyten exprimiert
werden, flhrt zu einem massiven Kalium- (K*-), Na*- und Ca?*-Einstrom in die Zellen
(58,59). Hierbei sind auch Zellen betroffen, die in der Umgebung der initialen Scha-
densregion liegen und zunachst nicht von dem Trauma beeinflusst wurden. Der Ver-
such der Zelle den lonengradienten durch Hochregulation der Na*/K*-Adeno-
sintriphosphat- (ATP-) asen aufrecht zu erhalten, fuhrt wiederum zu einer erhohten
Nachfrage an Energie, was die pathophysiologischen Ablaufe aufgrund des bereits
bestehenden Energiemangels nur noch forciert (60). Die erhohte intrazellulare Ca?*-
Konzentration fuhrt dazu, dass die Zelle sich durch Aktivierung zahlreicher kataboler
Enzyme selbstverdaut. So werden Phospholipasen, Lipidperoxidasen und Proteasen
aktiviert, was zu einem intrazellularen Anstieg von freien Fettsauren und freien Radi-
kalen fuhrt. Aulerdem werden Translokasen, Caspasen und Endonukleasen rekru-
tiert, die die Degradierung biologischer Membranen und die Fragmentierung von Des-
oxyribonukleinsaure (engl. deoxyribonucleic acid, DNA) initiieren (47). Die calciumab-
hangige Mitochondriale Permeabilitats-Transitions-Pore, wird ebenfalls Uberaktiviert,
was letztendlich zur Entkopplung der Atmungskette und zum Stopp der ATP-Synthese
fuhrt (61,62). Die beschriebenen Prozesse fuhren zusammengenommen zur Nekrose
oder zum programmierten Zelltod (Apoptose) der betroffenen Zelle (47). Eine Verbin-
dung zwischen Exzitotoxizitat und Neuroinflammation stellt der Tumornekrosefaktor
alpha (TNF-a) dar, welcher im Rahmen einer neuroinflammatorischen Reaktion die
Prozesse der Exzitotoxizitat verstarkt (63).

2.1.3.2.2 Neuroinflammation und Stérung der Bluthirnschranke

Die Entzindungsreaktion als Folge eines SHTs ist ein komplexes Zusammenspiel von
sowohl zentral angesiedelten als auch peripheren Zellen, sowie 16slichen Komponen-
ten des Immunsystems (64,65). Hierbei ist die im Jahr 2002 von Morganti-Kossmann
et al. verwendete Beschreibung der Neuroinflammation als ,zweischneidiges Schwert*
sehr passend, da viele Prozesse zunachst einen neuroprotektiven Charakter im Sinne
von Reparatur und Regeneration aufweisen. Eine dysregulierte Entzindungsreaktion
birgt jedoch das Risiko einer Ausbreitung des sekundaren Hirnschadens, sowie die
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Entstehung eines chronischen Hirnschadens. (64,66). So konnte Goldstein et al. zei-
gen, dass SHT, die im Zusammenhang mit Explosionsereignissen stattfanden, mit
posttraumatischer Belastungsstorung, Gedachtnisstorung, chronisch traumatischer
Enzephalopathie und chronischer Neuroinflammation assoziiert sind (67).

Durch die Gewebeschaden des primaren Hirnschadens, aber auch aufgrund patho-
physiologischer Prozesse des sekundaren Hirnschadens, werden so genannte da-
mage-associated molecular patterns (DAMPs) freigesetzt. Diese endogenen Molekule
initiieren im Extrazellularraum die Entzindungsreaktion. So kommt es zur Freisetzung
von Chemokinen und Zytokinen, sowie zur Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten
und zur Rekrutierung zirkulierender, peripherer Immunzellen (64,65,68,69).

Mikrogliazellen gehoren in ihrer Funktion als spezialisierte Immunzellen zu den Glia-
zellen des ZNS, wobei sie sich unter anderem durch Phagozytose und Antigenprasen-
tation auszeichnen (70). Sie sind in ihrem Verhalten den Makrophagen ahnlich und
gehoren ebenfalls dem Mononuklearen Phagozytensystem (71) der hamatopoeti-
schen Zellen an, wobei sie entscheidende Funktionen bei immunologischen als auch
inflammatorischen Prozessen des ZNS haben (72). Mikrogliazellen werden aus einem
,s'uhenden“ Zustand heraus aktiviert und zeichnen sich durch die Fahigkeit der freien
Migration im ZNS aus (73). Das ionized calcium-binding adapter molecule 1 (Iba1) und
das mitochondriale franslocator protein (TSPO) werden im Rahmen der Aktivierung in
Mikroglia-Zellen hochreguliert und dienen daher, gerade in einem wissenschaftlichen
Kontext, als Marker der Mikroglia-Aktivitat und Neuroinflammation (74—77).

Im Rahmen der SHT-bedingten Neuroinflamationsreaktion zeigen Mikrogliazellen ein
Spektrum verschiedener Phanotypen mit jeweils unterschiedlichen Expressionsprofi-
len. So differenzieren sich die Mikrogliazellen im Zuge ihrer Aktivierung zu so genann-
ten M1-like Phanotypen, denen ein pro-inflammatorischer, eher schadigender Charak-
ter zugesprochen wird, oder zu M2-like Phanotypen, die eher anti-inflammatorische
und somit neuroprotektive Charakterzige aufweisen (78-80). Durch DAMPs, freie Ra-
dikale und pro-inflammatorische Zytokine wie Interferon gamma (IFN-y), wird die Dif-
ferenzierung zum M1-like Phanotyp induziert. Der M1-like Phanotyp zeichnet sich
durch reduzierte Phagozytoseaktivitat, sowie durch die Produktion pro-inflammatori-
scher Zytokine (wie bspw. Interleukin-1 beta (IL-18) und TNF-a), Chemokine (wie
bspw. CC-Chemokin-Ligand-2 (CCL2) und CXC-Ligand 9 (CXCL9)) und reaktiven

Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species ROS) aus (64,78-80). Die pro-
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inflammatorische Reaktion der M1-like Mikrogliazellen ist nicht per se als schadigend
anzusehen, so kann eine moderate M1-Antwort im Rahmen eines SHTs durchaus
neuroprotektiv sein. Eine zu starke oder zu lang andauernde M1-Antwort kann jedoch
zur VergrofRerung des sekundaren Hirnschadens und zu einem chronischen hyperin-
flammatorischen Zustand, der mit chronischer Neuroinflammation, oxidativem Stress,
Neurodegeneration und der Inhibierung von Regeneration vergesellschaftet ist, beitra-
gen (64,81,82). Die M2-like Mikrogliazellen lassen sich nochmals in drei verschiedene
Typen (a-c) differenzieren. Der durch Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin-13 (IL-13) in-
duzierte M2a-like Phanotyp zeichnet sich durch die Sezernierung anti-inflammatori-
scher Zytokine und einer gesteigerten Phagozytosetatigkeit aus (64,79,80). Die Diffe-
renzierung zum M2c-like Phanotyp wird durch Interleukin-10 (IL-10), Glukokortikoide
oder durch die Phagozytose sich in Apoptose befindlicher Zellen ausgeldst, wobei die-
ser Phanotyp den Umbau, sowie die Reparatur von Gewebe reguliert (64,79,80). Der
durch Antigen-Antikorper-Komplexe und toll-like-receptor- (TLR-) Liganden induzierte
M2b-like Phanotyp wirkt sowohl anti-inflammatorisch (Sekretion von IL-10) als auch
pro-inflammatorisch (Sekretion von IL-1, Interleukin-6 (IL-6) und TNFa) (64,79,80). Die
Auspragung der verschiedenen Mikroglia-Phanotypen zeigt Uber die Zeit deutliche Ak-
tivitatsunterschiede. Unmittelbar nach dem SHT zeigt sich eine vorribergehende Do-
minanz der M2-like Phanotypen, die am 7. Tag ihren Peak erreicht. Hieran schlief3t
sich eine Dominanz des M1-like Phanotyps an, der um die Tage 21-28 nach dem SHT
seinen Peak erreicht. Bei einer chronischen Neuroinflammationsreaktion nach SHT
zeigt sich der M1-like Phanotyp als dominant (81,83,84).

Neuere Untersuchungen lehnen eine strikte Einteilung von Mikrogliasubtypen in M1
versus M2 ab und weisen auf eine hohe Plastizitat zwischen diesen Subtypen hin, die
hohes therapeutisches Potential bietet (85).

Neben den Mikrogliazellen spielen die Astrozyten, als weitere ortstandige Zellen des
ZNS, eine absolute Schlusselrolle in der zellularen Antwort auf ein Schadel-Hirn
Trauma. Astrozyten, die bis zu 50% des menschlichen Gehirnvolumens ausmachen,
stellen die groRte Zellpopulation der Gliazellen des zentralen Nervensystems dar (86).
Die Aufrechterhaltung der Homoostaase im zentralen Nervensystem ist eine Schlus-
selfunktion der Astrozyten. Hierbei unterstutzen sie Neurone in ihrer Funktion durch
Regulation der extrazellularen Glutamat-Konzentration, Koordination des Wasser-
transportes und Regulation des extrazellularen pH-Wertes sowie des
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Kaliumhaushaltes. Aulerdem kommt ihnen eine Rolle in der Modulation synaptischer
Aktivitat zu (87). Eine weitere wichtige Aufgabe der Astrozyten ist die Aufrechterhal-
tung der Integritat der BHS, indem die Endfufichen der Astrozyten das im zentralen
Nervensystem durch tight junctions ausgezeichnete Kapillarendothel umschliel3en,
und durch inter- und intrazellulare Kommunikation mit dem Endothel interagieren (88—
90).

Astrozyten reagieren auf eine Lasion in Form einer gesteigerten Reaktivitat, der so
genannten Astrogliose (91). Hierbei zeigen die Astrozyten eine gesteigerte Prolifera-
tion sowie eine erhohte Expression der Intermediarfilamente glial fibrillary acidic pro-
tein (GFAP) und Vimentin. AuRerdem zeichnen sie sich durch eine veranderte Mor-
phologie und das Freisetzen von pro-inflammatorischen Mediatoren aus. Durch auto-
krine und parakrine Mechanismen Ubertragt sich das reaktive Verhalten auch auf um-
liegende Astrozyten (90,92,93). Neben der astrozytaren Synthese von pro-inflamma-
torischen Zytokinen, Chemokinen und Matrix-Metalloproteinasen, die zu einer Aggra-
vation des sekundaren Hirnschadens fuhren (94,95), zeigen reaktive Astrozyten auch
ein neuroprotektives Expressionsprofil, welches Reparatur-und Regenerationspro-
zesse unterstutzt (96,97). Neuere Studien zeigen hierbei eine Differenzierung der re-
aktiven Astrozyten in einen A1- sowie einen A2-Phanotyp, die sich in ihrem Expressi-
onsprofil deutlich unterscheiden. Der A1-Phanotyp wird im Rahmen der Neuroinflam-
mationsreaktion von aktivierten Mikrogliazellen durch die Sekretion von TNF-a, IL-1a
und dem Komplementfaktor C1q induziert. Der A1-Phanotyp verliert hierdurch neben
den anti-apoptotischen Eigenschaften die Fahigkeit zur Synaptogenese, zur Phagozy-
tose sowie zum Zellwachstum und weist durch die Induktion von neuronalem Zelltod
primar neurotoxische Eigenschaften auf. Zudem konnte der A1-Phanotyp vermehrt in
neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, Chorea Huntington, Mor-
bus Parkinson und Multiple Sklerose detektiert werden. Dem gegenuber steht der A2-
Phanotyp, der sich durch die Expression neurotropher Faktoren auszeichnet und ent-
sprechend neuroprotektive Eigenschaften aufweist (98,99).

Der Serin-Protease-Inhibitor A3n (SerpA3n) wird im Rahmen von Entzundungsreakti-
onen, sowie als Reaktion auf Nervenverletzungen hochreguliert (100,101), wobei ge-
rade reaktive Astrozyten eine erhOhte Expression des Enzyms aufweisen (99). Auf-
grund dieser Eigenschaften hat sich SerpA3n neben GFAP in wissenschaftlichen Ar-

beiten als Marker fur reaktive Astrozyten etabliert.
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Die morphologische Veranderung der Astrozyten im Rahmen der reaktiven Gliose voll-
zieht sich zunachst im Sinne einer Hypertrophie. So konnten Villapol et al. 2014 in
einem SHT-Maus-Modell am 3. postinterventionellen Tag im Iasionalen sowie perlasi-
onalen Gewebe hypertrophierte Astrozyten detektieren. Im Rahmen der Astrogliose
konnen Astrozyten neben der Proliferation auch Zellauslaufer aktiv zur Lasion hin elon-
gieren (102,103). Ab dem 7. Tag nach SHT vollziehen die Astrozyten eine weitere
morphologische Veranderung in ihrer Funktion als Teil der glialen Narbe. Daruber hin-
aus konnten Villapol et al. eine Astrozyten-Tatigkeit im Sinne einer reaktiven Gliose
noch bis zu 60 Tage nach SHT nachweisen (90,104). Die gliale Narbe setzt sich haupt-
sachlich aus Astrozyten aber auch aus Mikrogliazellen, Fibroblasten, Endothelzellen
und extrazellularer Matrix zusammen (105). Auch in Form der glialen Narbe zeigen
reaktive Astrozyten in Bezug auf Neuroprotektion ein ambivalentes Verhalten. So hat
die gliale Narbe zunachst den neuroprotektiven Effekt gesundes Gewebe durch eine
,physikalische Barriere” (90) von giftigen Zelltrimmern und DAMPs zu trennen. Auf
Neubildungs- und Regenerationsprozesse scheint die Narbe aufgrund der Barriere-
funktion jedoch einen eher hemmenden Einfluss zu haben (105,106).

Wie bereits beschrieben, fuhrt eine hohe Konzentration an exzitatorischen Neurotrans-
mittern im Extrazellularraum, allen voran Glutamat, zum pathophysiologischen Pro-
zess der Exzititoxizitat, was im Rahmen eines SHTs zur Aggravation des sekundaren
Hirnschadens fuhrt. Indem Astrozyten Uber spezifische Glutamat-Transporter aktiv
den exzitatorischen Neurotransmitter wiederaufnehmen und somit einer hohen Gluta-
mat-Konzentration im Extrazellularraum entgegenwirken, kommt ihnen hier eine wei-
tere neuroprotektive Funktion zu (87,90).

Es wird deutlich, dass die reaktive Astrogliose sehr heterogen ist und sowohl neuropro-
tektive als auch neurotoxische Eigenschaften ausweist.

Die Bluthirnschranke ist eine selektive Barriere zwischen den Kompartimenten Blut
und Hirngewebe mit der Aufgabe die Homoostase des zentralen Nervensystems auf-
recht zu erhalten (107,108). Die BHS wird von den Endothelzellen der Gehirnkapilla-
ren, den Perizyten (109) und den Endfluf3chen der Astrozyten (89) gebildet. Der ele-
mentare Bestandteil der BHS wird von dem Kapillarendothel gebildet, welches im Ge-
gensatz zum Endothel peripherer Strukturen nicht fenestriert ist und durch Trans-
membranproteine, den so genannten tight junctions (bestehend aus Occludin und Pro-
teinen aus der Claudin-Familie) und junctional adhesion molecules (JAMs) fest
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miteinander verbunden ist. Diese Formation schliel3t einen parazellularen Stofftrans-
port weitestgehend aus (107,110,111). Auch den Perizyten kommt eine wichtige Rolle
zur Aufrechterhaltung der Integritat der BHS zu. So zeigten Armulik et al. am Maus-
Modell, dass ein Mangel an Perizyten zu einer erhdhten Permeabilitat der BHS fuhrt
(109).

Im Rahmen eines SHTs konnen direkte vaskulare und parenchymale Schaden zu ei-
nem Zusammenbruch der BHS fuhren. Mechanismen des sekundaren Hirnschadens
wie Odembildung, Exzitotoxizitat und Neuroinflammation kénnen eine direkte Folge
der BHS-Storung sein. Die Zunahme dieser Pathomechanismen tragt wiederum zu
einem weiteren Integritatsverlust der BHS bei (112).

Die Permeabilitat der BHS ist grundsatzlich ein dynamischer Prozess und primar ab-
hangig von dem Expressionslevel verschiedener Proteine, allen voran den tight-junc-
tion-Proteinen (112). Als Reaktion auf den Hirnschaden im Rahmen eines SHTs syn-
thetisieren Astrozyten und Mikrogliazellen Moleklle wie transforming growth factor-
beta (TGF-B) (113), ROS (114), vascular endothelial growth factor (VEGF) (115) und
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) (116), welche zur Zerstérung oder zur Unterdru-
ckung der Expression von tight-junction-Proteinen, wie bspw. Claudin-5 flhren
(112,117). Hierbei ist Uber die Zeit auch eine gewisse Dynamik feststellbar. So ist die
Durchlassigkeit fur Albumin und andere hochmolekulare Proteine uber die BHS 4-6
Stunden und an den Tagen 2-3 nach dem SHT besonders hoch (112,118,119). Die
Integritat der BHS kann daruber hinaus noch fur Jahre gestort sein (120).

Neben dem durch das Trauma verursachten direkten Endothelschaden gibt es grund-
satzlich zwei pathophysiologische Ablaufe, die zur Storung der BHS fuhren. Aufgrund
des Verlustes von tight junction-Proteinen, kommt es zunachst zu einer Zunahme des
parazellularen Transportes. Aulierdem gelangen grof3ere Molekule wie Albumin, mit
normalerweise nur eingeschranktem Durchtritt Uber die BHS, durch gesteigerte
Transzytose vermehrt in das Gehirn (112,121-123). Diese Pathomechanismen initiie-
ren die Entstehung eines Hirnddems, wobei das zytotoxische Hirnddem von dem va-
sogenen Hirnddem abgegrenzt werden muss (124). Das vasogene Hirnddem ist eine
direkte Folge des Verlustes der Integritat der BHS. Die erhdohte Konzentration von
plasmastandigen, osmotisch aktiven Substanzen im Interstitium fuhrt zu einem Was-
sereinstrom, was wiederum zu einer Beeinflussung des zerebralen Blutflusses, sowie
zu einer Erhohung des intrakraniellen Drucks fuhrt (125,126). Die Entstehung des zy-

totoxischen Hirnddems, welches aufgrund von Stoffwechselveranderungen und dem
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Versagen von membranstandigen lonenpumpen zustande kommt, wurde bereits wei-
ter oben im Rahmen der Exzitotoxizitat beschrieben (125).

Im Rahmen eines Polytraumas kommt der BHS als physikalische Barriere zwischen
peripheren und zentralen Prozessen, die sich potenziell gegenseitig beeinflussen, eine
besondere Bedeutung zu. So konnte mittels experimenteller Modelle fur offenes und
geschlossenes SHT in der Maus eine erhohte Permeabilitat der BHS, sowie erhohte
Serumkonzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine und DAMPs bei gleichzeitig
vorliegender geschlossener Fraktur der Tibia nachgewiesen werden. Diese pathophy-
siologischen Veranderungen bei gleichzeitig vorliegender Tibia-Fraktur gehen mit ei-
nem vergrof3erten histopathologisch darstellbarem Hirnschaden einher (14,15).

Ein weiterer Effekt eines SHTs und des damit einhergehende Verlustes der Integritat
der BHS ist die vermehrte Infiltration peripherer Immunzellen, welche die inflamma-
torische Reaktion im ZNS forcieren (127,128). In Ratten konnte gezeigt werden, dass
die ersten peripheren Zellen, die das zentrale Nervensystem (ZNS) infiltrieren, neutro-
phile Granulozyten sind (129). Als Reaktion auf das SHT werden in der verletzten He-
misphare spezifische Adhasionsmolekule hochreguliert, was die vermehrte Diapedese
der neutrophilen Granulozyten erleichtert (130). Der Hochstwert der neutrophilen In-
filtration liegt im Zeitraum von 24-48 Stunden nach dem Trauma, bevor die Anzahl der
neutrophilen Granulozyten deutlich zurickgeht (129,131). Am Mausmodell konnte ge-
zeigt werden, dass weitere periphere Immunzellen, die in einem Zeitraum von bis zu
3 Tagen nach dem Trauma in das ZNS infiltrieren, Monozyten, dendritische Zellen, T-

Lymphozyten und naturliche Killerzellen sind (83,132,133).

Die nach einem SHT ablaufende Neuroinflammationsreaktion wird durch pro- und anti-
inflammatorische Zytokine, vermittelt. Diese humoralen Mediatoren sind in gesundem
Hirngewebe kaum nachweisbar, wohingegen deren Expression bei entsprechender
Trauma-Konstellation schnell hochreguliert werden kann (134). Im Folgenden werden
die wichtigsten Zytokine aufgefuhrt und erlautert.

Der Interleukin-1 (IL-1) Familie sind die Zytokine IL-18, Interleukin-1-alpha (IL-1a) und
Interleukin-1 Rezeptorantagonist (IL-1ra), welches den ersten beiden in ihrer pro-in-
flammatorischen Funktion entgegenwirkt, zuzuordnen (135). In Ratten konnte gezeigt
werden, dass die ICV Gabe des antagonistisch wirkenden IL-1ra in Zusammenhang
mit einem SHT zu einer Reduktion des neuronalen Schadens fuhrt (136). Zusatzlich
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konnte in Tierversuchen gezeigt werden, dass die Hemmung der Expression von IL-1
durch die Gabe von Immunsuppressiva deutliche neuroprotektive Effekte hat
(137,138). Zusammenfassend sprechen diese Ergebnisse fur einen pro-inflammatori-
schen, neurotoxischen Charakter von IL-1 (139).

Das Zytokin IL-6 gehort zu der Familie der Neuropoietin-Zytokine, welche sich durch
neurotrophe Effekte auf Neurone auszeichnen (140). IL-6 scheint im Rahmen der Neu-
roinflammationsreaktion ambivalente Effekte aufzuweisen. So konnte am Mausmodell
gezeigt werden, dass das Fehlen von IL-6 im Zusammenhang mit einem SHT zu er-
hohtem oxidativen Stress und Neurodegeneration fuhrt, was dem Zytokin neuropro-
tektive Eigenschaften zuschreibt (141). Damit einhergehend, scheint eine Uberexpres-
sion von IL-6 in transgenen Mausen ebenfalls neuroprotektive Effekte auszuweisen
(142). Dem gegenuber postulieren Yang et al., dass IL-6 durchaus pro-inflammatori-
sche Eigenschaften aufweist. So konnten sie mittels eines Modells fur SHT in der Maus
zeigen, dass die Neutralisation von IL-6 zu einer geringeren Neuroinflammationsreak-
tion einhergehend mit einem geringeren neuronalen Schaden, sowie einem geringeren
Defizit der motorischen Fahigkeiten fuhrt(143).

Dem Zytokin IL-10, welches von Mikrogliazellen und Astrozyten synthetisiert wird, wer-
den hauptsachlich neuroprotektive Eigenschaften zugeschrieben (139,144). So unter-
druckt IL-10 die Aktivierung von Mikrogliazellen und Astrozyten, sowie die Produktion
pro-inflammatorischer Zytokine (145,146) und ROS (139,147).

Der TNF-a spielt als pro-inflammatorisches Zytokin eine entscheidende Rolle bei der
Initierung und Koordination der Neuroinflammationsreaktion (139). Der TNF-a wird
hauptsachlich durch Gliazellen, allen voran aktivierten Mikrogliazellen, als Reaktion
auf ein Schadensereignis synthetisiert, wobei auch eine neuronale Synthese nachge-
wiesen werden konnte (148). Obwohl sich die IL-1- und TNF-a-Rezeptoren in ihrer
Struktur unterscheiden, zeigen die jeweiligen intrazellularen Signaltransduktions-
kaskaden deutliche Ubereinstimmungen, was eine ahnliche Funktion der beiden in-
flammatorischen Mediatoren zur Folge hat. So potenzieren sich diese beiden Zytokine
in ihrer neurotoxischen Wirkung synergistisch, was sie wohl zu den zentralen Media-
toren der Neuroinflammationsreaktion und weiteren Prozessen des sekundaren Hirn-
schadens macht (139,149,150).
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2.1.4 Anwendung von SHT-Modellen in einem tierexperimentellen Kontext
Anhand tierexperimenteller SHT-Modelle insbesondere in Ratten und Mausen ver-
sucht die Wissenschaft Erkenntnisse zu gewinnen, die auf den Menschen, gerade in
einem therapeutischen Kontext, Ubertragbar sind. So bieten Gehirn und Ruckenmark
von Mausen und Ratten durchaus anatomische und physiologische Ahnlichkeiten zum
ZNS des Menschen. AulRerdem bieten Nagetieren neben einer recht kurzen Genera-
tionszeit, die Moglichkeit mit gleichaltrigen, geschlechtsdefinierten und genetisch ahn-
lichen Tieren arbeiten zu kdnnen, was viele Storvariablen, die in einem klinischen Kon-
text haufig sind, ausschliel3t. Des Weiteren bieten gerade Mause die Mdglichkeit zur
genetischen Manipulation wie bspw. im Sinne eines genspezifischen ,.knock outs®. Ge-
nerell weist die Ubertragbarkeit tierexperimenteller Erkenntnisse auf den Menschen
jedoch deutliche Limitationen auf. So zeigte bspw. der Einsatz verschiedener Medika-
mente in SHT-Tiermodellen einen aulerordentlich neuroprotektiven Effekt, was sich
jedoch in klinischen Studien nicht bestatigen konnte (151,152). Eine weitere Heraus-
forderung ist die Konstruktion eines SHT-Tiermodells, das zu Mechanismen und Ver-
letzungsmustern, die den komplexen biomechanischen Ablaufen und komplizierten
Schadensmustern eines menschlichen SHTs moglichst entsprechen, fuhrt. So unter-
scheiden sich bspw. Schadel und Gehirn der Maus in Form und Grolie deutlich von
den menschlichen Varianten (153). Zudem zeichnet sich ein SHT unter nicht experi-
mentellen Bedingungen primar durch Krafte aus, die frontal, okzipital oder temporal
wirken und mit einem Contre-Coup-Ereignis einhergehen. Im Gegensatz dazu wirken
die Krafte im Rahmen der meisten tierexperimentellen SHT-Modelle in der Maus meist
von oben. Zudem ist in diesem Zusammenhang eine Contre-Coup Verletzung nicht
reproduzierbar. Diese anspruchsvollen Anforderungen erschweren zusatzlich die
Ubertragbarkeit tierexperimenteller Erkenntnisse auf den Menschen (152). Im Folgen-
den sind nun die relevantesten SHT-Modelle im tierexperimentellen Kontext aufge-
fuhrt.

Das controlled cortical impact (CCl) Modell verwendet einen elektromagnetisch oder
pneumatisch betriebenen Bolzen, der unter definierten Bedingungen auf die expo-
nierte Dura getrieben wird und dort einen fokalen Schaden setzt (genaue Beschrei-
bung siehe 4.4.2.3.). Hierbei kommt es zu Verletzungsmustern wie dem direkten Pa-
renchymschaden mit Zelluntergang, intrakraniellen Blutungen, sowie diffuser axonaler
Schaden und Storung der BHS (151,154,155). Durch die freie Modulation von
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Stempeldurchmesser, Aufprallgeschwindigkeit, Aufpralldauer und Eindringtiefe, lasst
sich die Grolie des Primarschadens steuern und bei gleichen Parametern interindivi-
duell reproduzieren. Ein weiterer Vorteil dieses Modells gegenuber Modellen, die mit
Schwerkraft arbeiten, ist das Ausbleiben einer ,rebound” Verletzung. Wie bereits er-
wahnt, entspricht die von oben wirkende Kraft und das nicht reproduzierbare Contre-
Coup-Ereignis jedoch nicht den biomechanisch komplexen Bedingungen eines
menschlichen SHTs (151).

Im Rahmen des fluid percussion injury (FPI) Modells wird der fokale Schaden durch
einen Flussigkeitsdruckimpuls auf die exponierte Dura ausgeldst, wobei die Kranioto-
mie zur Freilegung der Hirnstrukturen entweder zentral entlang der Mittellinie (156)
oder Uber dem Os parietale (157) durchgefuhrt wird. Die Schwere der Verletzung kann
uber die Starke des Druckpulses variiert werden (151,157).

Ein weiteres tierexperimentelles SHT-Modell ist das weight drop TBI Modell. Hier wird
ein Gewicht gezielt entweder auf den Schadelknochen oder die exponierte Dura fallen
gelassen (158). Das Ausmal} der Verletzung ist uber die Fallhohe und die Masse des
Gewichts regulierbar. Ein Nachteil dieser Methode sind die bereits erwahnten
.rebound” Verletzungen, die durch ein erneutes Aufprallen des Gewichts auf den Scha-
delknochen oder das Gehirn entstehen (151).

DarUber hinaus existierten so genannte blast injury models, die die Auswirkungen von
Druckwellen auf das zentrale Nervensystem untersuchen. So wurde bei Militdrange-
horigen, die einer Explosion ausgesetzt waren ein SHT diagnostiziert, ohne dass au-
Rere Verletzungen oder Hinweise auf eine mechanische Einwirkung ersichtlich waren
(151,159).

Damit einhergehend existieren tierexperimentelle Modelle, die sich die Erforschung
penetrierender Schussverletzungen des Gehirns (engl. penetrating ballistic-like brain
injury models) zur Aufgabe gemacht haben (151,160).
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2.2 Die Begleitverletzung: Knochenfraktur langer Rohrenknochen

Die Knochenfraktur langer Rohrenknochen wird im Folgenden als Begleitverletzung
eines SHTs naher erlautert. Hierbei stehen die grundsatzlichen pathophysiologischen
Prozesse der Frakturheilung, sowie die Auswirkungen einer Fraktur auf das Gehirnpa-
renchym bei gleichzeitig vorliegendem SHT im Mittelpunkt.

2.2.1 Pathophysiologische Aspekte der Frakturheilung

Knochen ist ein komplexes Organ mit vielfaltigen Aufgaben wie Speicherung von Cal-
cium und Phosphat, Regulation der Calciumhomoostase, Schutz lebenswichtiger Or-
gane, Blutbildung, sowie Erleichterung der Bewegung als Teil des Stutzapparats. Zu-
dem ist Knochen ein Gewebe, dass sich durch ein hohes Mal} an Dynamik auszeich-
net. So finden im Knochen kontinuierlich Umbauprozesse durch Osteoblasten- und
Osteoklasten-Tatigkeit zur Anpassung an wechselnde mechanische Beanspruchun-
gen und zur Vorbeugung von Ermudungsbrichen statt (so genanntes remodeling)
(161-163). Kommt es zu einer Fraktur des Knochens, wird die Frakturheilung, ein kom-
plexer Prozess aus Entzundungsreaktion, Reaktion des angeborenen Immunsystems
und Reaktion ortsstandiger Zellen, initiiert. Hierbei unterscheidet man eine primare und
eine sekundaren Frakturheilung (163).

Frakturen, die sich durch einen minimalen Frakturspalt, sowie eine geringe interfrag-
mentare Beweglichkeit auszeichnen, sind fur die primare Frakturheilung zuganglich.
Diese Voraussetzungen sind in der Regel nur durch eine chirurgische Versorgung im
Sinne einer Osteosynthese zu erreichen. Bei exakter Adaption der Frakturenden ist
der Prozess der Frakturheilung mit dem bereits beschriebenen remodeling vergleich-
bar. Es kommt zu einer Osteklasten vermittelten Resorption von Knochen entlang des
Frakturspaltes, woraufhin sich eine direkte Synthese von Lamellenknochen durch Os-
teoblasten anschlief3t. Der neu gebildete Lamellenknochen kann als organisierte Ge-
websform direkt in das System der Havers-Kanale reintegriert werden (161,163,164).
Ist der Frakturspalt fur eine Knochenheilung Uber direkten Kontakt zu grof3 (jedoch
kleiner als 1 mm), wird die ,Lucke” zunachst mit unreifem Geflechtknochen geflllt und
im Anschluss im Rahmen des remodelings zu Lamellenknochen umgebaut. Bei beiden
Varianten der primaren Knochenheilung kommt es zu keiner aul3eren Kallusbildung
(161,163,165).

In den meisten Fallen ist die Adaption der Frakturenden jedoch nicht ideal, was mit
einer grolleren interfragmentaren Beweglichkeit und einem groReren Frakturspalt
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einhergeht (166). In solchen Fallen kommt es im Rahmen der sekundaren Fraktur-
heilung zu komplexen pathophysiologischen Prozessen, welche Hamatombildung,
Entzindungsreaktion, Bildung von Granulationsgewebe, Kallusbildung und remode-
ling beinhalten (166). Der Knochenschaft (Diaphyse) langer Rohrenknochen (bspw.
Femurknochen) zeichnet sich hauptsachlich durch kompakte Knochensubstanz (sub-
Stantia compacta) aus, die die Markhohle, welche gelbes Knochenmark enthalt,
umgibt. Die substantia compacta organisiert sich in Osteone, welche aus konzentri-
schen Knochenlamellen mit je einem zentralen Havers-Kanal bestehen. Die Havers-
Kanale enthalten Blutgefalle zur Versorgung des Knochens. Das Trabekelwerk der
Knochenschwammsubstanz (substantia spongiosa) ist im Bereich der Diaphyse wei-
testgehend vollstandig zurtckgebildet. Substantia compacta und substantia spongiosa
sind Gewebetypen des Lamellenknochens. Die Phasen der sekundaren Frakturhei-
lung im klassischen Sinne laufen hauptsachlich nach Pathologien der substantia com-
pacta, also bei der Heilung von Frakturen langer Rohrenknochen im Bereich der
Diaphyse, ab (161-163). Die Knochenenden langer Rohrenknochen (Epiphysen) so-
wie die Ubergangszone von Epiphyse zu Diaphyse (Metaphyse) zeichnen sich primar
durch substantia spongiosa aus, die von einer dunnen Schicht substantia compacta
umgeben ist. Zwischen den Knochenbalkchen der substantia spongiosa, den Trab-
ekeln, befindet sich rotes Knochenmark (161,162). Frakturen der Metaphyse langer
Roéhrenknochen heilen klassischerweise Uber den Prozess der direkten (desmalen)
Ossifikation aus und weisen daher nicht die typischen Phasen der sekundaren Frak-
turheilung auf (163,167,168). Bei erhohter mechanischer Belastung und Mikrobewe-
gungen werden jedoch Prozesse wie die indirekte (chondrale) Ossifikation und Kallus-
bildung stimuliert, wodurch auch metaphysére Frakturen langer R6hrenknochen Cha-
rakteristika der sekundaren Frakturheilung aufweisen konnen (163,169).

Sowohl Knochen und Periost als auch Knochenmark und umliegendes Gewebe sind
durchblutet, sodass es bei einer Fraktur zur Hdmatombildung kommt, was die zellu-
lare und plasmatische Hamostase aktiviert. DAMPs sezerniert von Zellen, die sich in
Nekrose befinden, sowie zerstorte Extrazellularmatrix und verschiedene Botenstoffe,
die von Thrombozyten und lokalen Gewebsmakrophagen sezerniert werden, fuhren
zum Einstrom von Entzindungszellen und initiieren somit die Inflammationsreaktion,
welche den zweiten Schritt der sekundaren Frakturheilung darstellt. Innerhalb der ers-
ten 24 Stunden stellen neutrophile Granulozyten die ersten infiltrierenden Zellen dar
(163,166,170), wobei eine ubermalige Infiltration, wie sie bspw. im Rahmen eines
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Polytraumas stattfindet, ursachlich fur eine schlechte Knochenheilung sein konnte
(171). Die neutrophilen Granulozyten sezernieren weitere inflammatorische Mediato-
ren wie IL-6 und CCL2 und rekrutieren hierdurch Monozyten respektive Makrophagen
zum Ort der Fraktur (172,173). Neben der Phagozytose extrazellularer sowie zellularer
Trummer, sezernieren Makrophagen weitere Zytokine und Chemokine, wie IL-1f3, IL-
6, TNF-a und CCL2, welche wiederum zur Rekrutierung von Fibroblasten, mesen-
chymalen Stammzellen und Osteoprogenitorzellen fihren. Osteoprogenitorzellen stel-
len hierbei wenig differenzierte Vorlauferzellen des Knochens dar, die sich aus mesen-
chymalen Stammzellen differenzieren. Die Rekrutierung der Vorlauferzellen erfolgt pri-
mar lokal aus Knochenmark, Periost und Perizyten, wobei mit Hilfe des Chemokins
stromal cell-derived factor 1 (SDF-1) mesenchymale Stammzellen auch aus dem Blut-
strom rekrutiert werden konnen. Zusatzlich kommt es zur Resorption von nekrotischem
Knochengewebe durch Osteoklasten (161,163,174—176). Die nun folgenden Prolife-
rations- und Differenzierungsprozesse der mesenchymalen Stammzellen und der Os-
teoprogenitorzellen, sowie die Produktion von Extrazellularmatrix, werden durch die
von Thrombozyten und Makrophagen sezernierten pro-inflammatorischen Zytokine
und Chemokine koordiniert. Weitere Mediatoren, die eine Schlusselrolle bei diesen
Differenzierungs- und Syntheseprozessen innehaben, sind fibroblast growth factor 2
(FGF-2), platelet-derived growth factor (PDGF), VEGF sowie Mitglieder der TGF-3-
Familie (163,177,178). Aus dem ursprunglichen Bild unmittelbar nach der Fraktur, be-
stehend aus Hamatom und akuter Entzindungsreaktion, entwickelt sich somit sukzes-
sive Uber Tage bis Wochen Granulationsgewebe, welches sich durch proliferierende
Vorlauferzellen, Neovaskularisation und unorganisierte Extrazellularmatrix auszeich-
net (163,166,170). Hypoxische Bedingungen, verschiedene Botenstoffe und kleinste
interfragmentare Bewegungen, initiieren unmittelbar am Frakturspalt den Weg der
chondralen Ossifikation. Hierbei differenzieren mesenchymale Stammzellen Uber
Chondroblasten zu Chondrozyten, welche im Laufe mehrerer Wochen nach der Frak-
tur im Sinne der perichondralen Ossifikation ein Gerust aus Knorpel- und Bindegewebe
(fibrokartilaginarer Kallus) synthetisieren, das die Frakturenden verbindet und den
Frakturspalt letztendlich ausfullt. Man spricht in diesem Zusammenhang auch von ei-
nem weichen Kallus, welcher der Fraktur eine gewisse Stabilitat verleiht und das
Grundgerust fur die enchondrale Ossifikation bildet. Des weiteren bilden Osteoblasten,
die sich im Perichondrium befinden, eine Manschette aus Geflechtknochen um den
fibrokartilaginaren Kallus, was zur weiteren Stabilitat beitragt und den ersten Schritt
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der Mineralisation der Knorpelmatrix darstellt (161,163,166,170,177—-179). Zur glei-
chen Zeit differenzieren Osteoprogenitorzellen und mesenchymale Stammzellen an
vereinzelten lokalen Stellen, die eine bessere mechanische Stabilitat und Sauer-
stoffversorgung aufweisen, zu Osteoblasten und synthetisieren im Sinne der desmalen
Ossifkation Geflechtknochen (163,166,175). In einem nachsten Schritt initiieren die
Chondrozyten die Mineralisation des weichen Kallus, indem sie hypertrophieren und
in Apoptose Ubergehen. Hierbei hinterlassen sie teilweise kalzifizierte, knorpelige Ext-
razellularmatrix und setzten Ca?* und verschiedene Botenstoffe frei, was die Vaskula-
risation des Gewebes stimuliert (163,177,178). Einhergehend mit der besseren Blut-
zirkulation und der besseren Sauerstoffversorgung differenzieren sich Osteoblasten
aus Osteoprogenitorzellen und synthetisieren, innerhalb des Knorpelgerusts, Geflecht-
knochen, was die Bildung des harten Kallus initiiert (163,166,177,178). Letztendlich
werden der Geflechtknochen sowie das Knorpelgertst von Osteoklasten resorbiert
und durch die in Osteone organisierte substantia compacta ersetzt. Das remodeling,
welches den abschlielRenden Prozess der sekundaren Frakturheilung darstellt, kann
mehrere Monate oder sogar Jahre andauern (163,166).

2.2.2 Auswirkungen auf den sekundaren Hirnschaden

In Zusammenhang mit einem SHT sind die Auswirkungen von begleitenden Frakturen
langer Rohrenknochen auf den sekundaren Hirnschaden noch nicht vollends aufge-
klart. Da beide Verletzungen jedoch haufig kombiniert auftreten, ist die weitere Vertie-
fung der pathophysiologischen Zusammenhange gerade in einem klinischen Kontext
sinnvoll (8,17). Die SHT-bedingte Storung der Blut-Hirn-Schranke stellt eine Ausnah-
mesituation dar, die den Ubertritt peripherer Faktoren, die unter physiologischen Be-
dingungen die BHS nicht Uberwinden kdnnen, in das zentrale Nervensystem ermog-
licht. So wurde die vermehrte Infiltration peripherer Immunzellen in Zusammenhang
mit einer SHT-bedingten erhohten Permeabilitat der BHS, sowie die daraus resultie-
rende verstarkte Neuroinflammationsreaktion beschrieben (127,128). Dem gegenuber
steht eine enorme Inflammationsreaktion, als Prozess der sekundaren Frakturheilung
nach Fraktur langer Rohrenknochen. Im Rahmen dieser Inflammationsreaktion kommt
es zur Proliferation von Immunzellen, die den Ort der Fraktur infiltrieren und verschie-
dene pro-inflammatorische Zytokine wie IL-13, TNFa und IL-6 freisetzten (163). Diese
pro-inflammatorischen Mediatoren Ubernehmen ebenso im Rahmen der Neuroinflam-

mationsreaktion nach SHT eine essenzielle Rolle (134). Treten nun beide
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Verletzungen in Kombination auf, liegt die Vermutung nahe, dass pro-inflammatori-
sche Zytokine, die im Rahmen der Knochenfraktur entstehen, tber den Blutstrom und
die gestorte BHS das Gehirnparenchym erreichen, wo sie die Neuroinflammationsre-
aktion beeinflussen. (15) Diese These wird durch erhohte Serumkonzentrationen pro-
inflammatorischer Zytokine bei kombiniertem SHT und peripherer Knochenfraktur un-
terstutzt (180,181). Schultz et al. konnten anhand eines experimentellen Modells fur
geschlossenes SHT in der Maus eine verstarkte Neuroinflammationsreaktion nachwei-
sen, wenn als Begleitverletzung eine geschlossene Fraktur der Tibia bestand. Hierbei
konnte in den Polytrauma-Tieren 24 h und 35 Tage nach SHT und Fraktur eine signi-
fikant erhohte IL-1B-Konzentration im Gehirnparenchym, sowie wie eine vermehrte
Astrogliose detektiert werden. Zudem zeigte sich nach 24 h eine signifikant erhohte
Konzentration neutrophiler Granulozyten im Gehirnparenchym. Das am ehesten frak-
turbedingt erhohte II-13, konnte hier der entscheidende Mediator sein, der sowohl die
vermehrte neutrophile Infiltration als auch die verstarkte Astrogliose initiiert und im
Sinne eines chronischen Prozesses aufrecht erhalt (15,182). Neben der verstarkten
Neuroinflammationsreaktion konnte in den Tieren mit kombinierter Verletzung eine
verstarkte Storung der BHS einhergehend mit vermehrter Odembildung, sowie ein ver-
groRerter Hirnschaden und vermehrt motorische Dysfunktionen und Verhaltensauffal-
ligkeiten detektiert werden (15). Auch wenn die Vermutung nahe liegt, dass die Zu-
nahme dieser Pathologien auf die ausgepragtere Neuroinflammationsreaktion zurtck-
zufuhren ist, sollte immer bedacht werden, dass Neuroinflammation durchaus auch
neuroprotektive Aspekte ausweisen kann (15,139). Neben ahnlichen Erkenntnissen
bezuglich Neuroinflammationsreaktion und Schadensvolumen, postulierten Yang et al.
anhand eines experimentellen Modells fur offenes SHT in der Maus eine verstarkte
Expression des inflammatorischen Mediators high mobility group 1 (HMGB1) im Blut-
serum, wenn als Begleitverletzung eine geschlossene Fraktur der Tibia bestand.
HMGB1 ist ein Protein, das von geschadigten oder sich in Apoptose befindlichen Zel-
len sezerniert wird und als Marker fur DAMPs qilt (14,183). So konnte die Arbeits-
gruppe eine signifikante Zunahme der Blutserums-Konzentration in Polytrauma-Tieren
sowohl 2 h als auch 4 h nach Intervention gegenuber SHT-Tieren detektieren. Interes-
santerweise stagnierte die HMGB1-Serumkonzentration in SHT-Tieren nach 2 h, wo-
hingegen die HMGB1-Serumkonzentration in Polyrauma-Tieren weiterhin deutlich an-
stieg. Diese Daten legen die Vermutung nahe, dass die frakturbedingte systemische
Inflammationsreaktion die Freisetzung von HMGB1 verstarkt, was eine Aggravation
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des sekundaren Hirnschadens zur Folge hat (14). Neben bereits beschriebenen Er-
kenntnissen konnten Ritter et al. mittels eines experimentellen Modells fur offenes SHT
in der Maus zeigen, dass es zu signifikant erhohten OPN-Serumkonzentrationen
kommt, wenn zusatzlich eine Fraktur des Femurs besteht. Zudem konnte die Arbeits-
gruppe zeigen, dass sich die cerebrale Expression von OPN in SHT-Tieren und Poly-
trauma-Tieren nicht unterscheidet, wohingegen eine deutlich erhohte Expression von
OPN im Knochengewebe von Polytrauma-Tieren gegenuber SHT-Tieren nachgewie-
sen werden konnte (17). Die Funktionen von Osteopontin werden unter 2.4. ausfuhr-
lich erlautert.

Interessanterweise konnte in Tiermodellen gezeigt werden, dass es zu einer beschleu-
nigten Knochenheilung und einer verstarkten Kallusbildung kommt, wenn gleichzeitig
ein SHT vorliegt (16,184,185). Diese Daten konnten auch in einem klinischen Kontext
bestatigt werden (186,187).
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2.3 Das Polytrauma

2.3.1 Definition und Epidemiologie

Tscherne et al. definierten 1984 das Polytrauma, ein vor allem in Zentraleuropa ver-
wendeter Begriff, als das Vorliegen mehrerer Verletzungen, wobei eine Verletzung
oder die Kombination dieser Verletzungen lebensbedrohlich ist (engl. ,multiple injuries,
of which one, or their combination, is life threatening®) (11). Im angloamerikanischen
Raum existiert der Begriff ,Polytrauma“ eigentlich nicht, hier wird eher auf Begriffe wie
scritically injured” ,severely injured”, ,critically ill with multiple injuries® oder ,multiple
trauma“ zuruckgegriffen. Diese Vielfalt an Begrifflichkeiten, sowie unterschiedliche In-
terpretationen bzw. Ubersetzungen des Begriffs ,Polytrauma®, erschweren die Fin-
dung einer einheitlichen Definition deutlich (188,189). In einem wissenschaftlichen und
klinischen Kontext wird das Polytrauma oft Uber den injury severitiy score (ISS) (190)
definiert. Der ISS beschreibt die anatomische Verletzungsschwere auf Grundlage der
Schwere der Einzelverletzungen. Die Einzelverletzungen werden jeweils mittels der
abbreviated injury scale (AlS) kategorisiert. Die aktuelle Version der AlS (Version 2005
und Update 2008) beinhaltet etwa 2000 verschiedene Verletzungen in neun Korperre-
gionen, wobei die Schwere jeder einzelnen Verletzung auf einer Skala von 1 (leichte
Verletzung) bis 6 (nicht behandelbar, meist todlich) bewertet wird. Der ISS wird nun
als Summe der Quadrate des jeweils hochsten AIS-Schweregrades einer Korperre-
gion, wobei die drei am schwersten verletzten Korperregionen miteinbezogen werden,
berechnet. Der ISS kann maximal einen Wert von 75 annehmen. Findet sich ein AlS-
Wert von 6 resultiert hieraus sofort ein ISS-Wert von 75. (188,190,191). Der new injury
severitiy score (NISS), eine Modifikation des ISS, wird berechnet, indem die drei
hochsten AIS-Schweregrade unabhangig der Korperregion quadriert und addiert wer-
den (192). Ein Polytrauma liegt nun ab einem ISS = 16 Punkten vor. Ein ISS = 16
Punkten bedeutet jedoch nicht zwingend, dass mehr als eine Verletzung vorliegen
muss, was der ursprunglichen Definition von Tscherne et al. widerspricht. So erfullt
eine isoliert vorliegende Verletzung mit einem AIS-Schweregrad von 4 oder 5 ebenfalls
die Polytrauma-Definition. Gerade bezuglich (bzgl.) der Einschlusskriterien in klinische
Studien, stellen widerspruchliche Definitionen ein Problem dar, was die Findung einer
einheitlichen Definition sinnvoll macht (188). Mit dieser Fragestellung haben sich Pape
et al. beschaftigt und mit der Berliner Polytrauma-Definition eine international ver-
gleichbare Definition geschaffen, die sowohl anatomische also auch pathophysiologi-
sche Aspekte beinhaltet. Hiernach liegt ein Polytrauma vor, wenn mindestens zwei
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Verletzungen mit einem AlS-Schweregrad 2 3 Punkten vorliegen und zusatzlich min-
destens eine der folgenden pathophysiologischen Kriterien zutrifft: Hypotension (sys-
tolischer Blutdruck < 90 mmHg), quantitative Bewusstseinseinschrankung (GCS < 8),
Azidose (Base Excess < -6,0), Koagulopathie (INR = 1,4 / PTT = 40 Sekunden (s)),
Alter 2 70 Jahre (189).

Die global burden of disease (GBD) Studie ist eine Initiative unter der Schirmherrschaft
der world health organisation (WHO) mit der Aufgabe die weltweite Verbreitung von
Todesfallen, Krankheiten, Behinderung und Risikofaktoren fur die Gesundheit zu
quantifizieren (193,194). Hiernach stellt das Trauma weltweit die sechsthaufigste To-
desursache und die funfthaufigste Ursache fur Behinderung dar, wobei bei unter 35-
jahrigen das Trauma sogar die Hauptursache fur Tod und Behinderung ist. Hervorzu-
heben ist hier der Verkehrsunfall, der mit 1,3 Millionen Toten jahrlich 35 % aller welt-
weiten Trauma-bedingten Todesfalle ausmacht. Hinzu kommen 45 Millionen Falle von
Behinderung, die jahrlich aus Verkehrsunfallen resultieren (193,195). Zwischen dem
25. und 35. Lebensjahr sind Verkehrsunfalle, Gewalt und Selbstverletzung die fuhren-
den Trauma-bedingten Todesursachen. Dem gegenuber stehen Sturze als die fuh-
rende Art des Traumas nach dem 75. Lebensjahr (193). Altere Patienten stellen eine
wachsende Kohorte an Trauma-Patienten dar, die sich durch Komorbiditaten und Po-
lymedikation auszeichnet. Gerade die Einnahme von Antikoagulantien und Throm-
bozytenaggregationshemmern verkomplizieren den Verlauf eines Traumas, aufgrund
der Blutungsgefahr, deutlich (196). So konnte gezeigt werden, dass traumatisierte Pa-
tienten die Uber 65 Jahre alt waren eine doppelt so hohe Mortalitat aufwiesen, als trau-
matisierte Patienten, die unter 65 Jahre alt waren, wobei beide Kohorten einen ver-
gleichbaren ISS (ISS < 65 Jahren = 23,8 vs. ISS > 65 Jahren = 24,1) aufzeigten
(193,197). Ein weiterer wichtiger Aspekt fur Patienten aber auch fur Angehorige sind
die Langzeitfolgen eines Traumas. Die schwerwiegendsten Folgen lassen sich in der
Regel auf ein SHT im Rahmen des Traumas zurlckfuhren. So leben in den USA etwa
5,3 Millionen Menschen (198) und in Europa etwa 7,7 Millionen Menschen (199), die
mit ernsthaften neurokognitiven und psychosozialen Folgen nach einem Trauma-Er-

eignis kampfen.

Das TraumaRegister der Deutschen Gesellschaft fur Unfallchirurgie (DGU) erfasst
schwerverletzte Patienten aus 689 Kliniken, wobei diese hauptsachlich in Deutschland
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(629 Kliniken) aber auch in Belgien (16 Kliniken), Finnland, Luxemburg, Niederlande,
Osterreich (23 Kliniken), Schweiz (11 Kliniken), Slowenien und den Vereinigten Arabi-
schen Emiraten lokalisiert sind (Stand: Ende 2020). Das erfasste Basiskollektiv wird
uber den maximum AIS (MAIS), also den hochsten AlS-Schweregrad der verletzten
Person, definiert. Demnach beinhaltet das Basiskollektiv des TraumaRegisters der
DGU alle Patienten mit einem MAIS = 3, sowie Patienten mit einem MAIS = 2, die
entweder verstorben sind oder auf Intensivstation waren. Fur das Jahr 2020 zahlt das
Basiskollektiv 28.947 Falle, wobei 24.863 (86%) auf Intensivstation behandelt wurden,
3.452 (12,7 %) im Krankenhaus verstorben sind, 15.743 (54%) einen ISS = 16 aufwie-
sen und 4.332 (15%) einem Polytrauma gemaf der ,Berlin-Definition® entsprachen.
Weiterhin bezogen auf das Basiskollektiv im Jahr 2020: der Altersdurchschnitt lag bei
54,2 Jahren (Kinder unter 16 Jahren: 3,5 %, Altere ab 70 Jahre: 29,0%), 70,1 % waren
mannlich, der mittlere ISS betrug 18,4, 36,5 % erlitten ein SHT (ASI Kopf = 3), 15,6 %
waren bewusstlos (GCS < 8), 7,9 % waren im Schock (RR <90 mmHg), 67,7 % wurden
operiert. Bei 96,3 % war der Unfallmechanismus stumpf, bei 3,7 % penetrierend. Hier-
bei waren die Unfallursachen: Sturz aus niedriger Hohe (< 3 m) 27,9 %, Verkehrsunfall:
Auto 16,2 %, Sturz aus grol3er Hohe (> 3 m) 15,6 %, Verkehrsunfall: Fahrrad 13 %,
Verkehrsunfall: Motorrad 12 %, Verdacht auf Suizid 4,6 %, Verkehrsunfall: Fulliganger:
4,3 %, Verdacht auf Verbrechen 2,4 %. In den Jahren 2018-2020 zeigte sich die Ver-
teilung der Verletzungen bei Patienten des Basiskollektivs wie folgt: Patienten mit SHT
35 %, Patienten mit Thoraxtrauma 38 %, Patienten mit Abdominaltrauma 10 %, wobei
jeweils ein AIS = 3 fur die jeweilige Korperregion vorliegen muss. Verletzungen der
Extremitaten und/oder des Beckens werden mit 28,2 % angeben. Von den 28.947 Fal-
len des Basiskollektivs aus dem Jahr 2020 wurden 24.957 primar versorgt, 2.262
wurde zuverlegt und 1.728 fruh weiter verlegt. Angaben zu Letalitatsrate und Mortali-
tatsprognose wurden nur bei primar versorgten Patienten gemacht. Au3lerdem wurden
hierzu Patienten mit einem therapielimitierenden Patientenwillen (1.224 Patienten), die
innerhalb der ersten Wochen nach Aufnahme verstorben sind, ebenfalls nicht bertck-
sichtigt. Der Altersdurchschnitt der verbleibenden 23.733 Patienten betrug 53,2 Jahre,
71 % waren mannlich, der ISS lag im Mittel bei 17,5 Punkten. Die Letalitat betrug 8,3
% (1970 Patienten) und die Mortalitatsprognose lag bei 8,6 %, was einer Differenz

zwischen Letalitat und Prognose von 0,3% entspricht (9).
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Die epidemiologische Aufarbeitung von Polytrauma und SHT (siehe 2.1.1.) unterstrei-
chen nochmals die individuelle Betroffenheit des schwerverletzten Patienten aber
eben auch die enormen soziobkonomischen Probleme, die aufgrund dieser schweren
Verletzungsmuster entstehen. Gerade in Anbetracht der Tatsache, dass das Vorhan-
densein eines SHTs im Rahmen eines Polytraumas zu erhdhter Mortalitat und schlech-
terer Rehabilitationsfahigkeit fuhrt (12), nimmt die Neuroprotektion bei der wissen-
schaftlichen Betrachtung des Polytraumas eine zentrale Rolle ein. Zudem stellen Ver-
letzungen der Extremitaten, wie Frakturen langer Rohrenknochen, eine haufige Be-
gleitverletzung dar (9), so dass die Entwicklung eines tierexperimentellen Polytrauma-
Modells bestehend aus einem CCI-Modell kombiniert mit einem Modell fur eine Fraktur

des Femurs ein sinnvoller wissenschaftlicher Ansatz ist.
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2.4 Das Glykoprotein Osteopontin

Osteopontin, welches Mitglied der so genannten small integrin binding ligand N-linked
glycoprotein (SIBLING) Familie ist (200), wurde erstmals 1985 als Sialoprotein | be-
schrieben (201). Das sezernierte Protein konnte aus der Extrazellularmatrix von Rin-
derknochen isoliert werden (201) und wurde 1986 aufgrund seiner Funktion als ,Bru-
cke® zwischen Zellen und Hydroxylapatit-Kristallen in Osteopontin (Pons: lat. fur Bru-
cke) umbenannt (202). Die Funktion von OPN geht jedoch weit Uber die des immobili-
sierten Proteins der Extrazellularmatrix hinaus. So ist OPN bspw. auch als das im Rah-
men eines Entzindungsprozesses von Makrophagen, aktivierten T-Zellen oder
Epithel- und Endothelzellen freigesetzte Zytokin earyl T cell activated gene (ETA-1 )
bekannt (203,204). Gerade der Einfluss von OPN auf die Inflammation macht das Gly-
koprotein fur diese Arbeit interessant.

OPN ist ein vielfach phosphoryliertes Glykoprotein, das aus 314 Aminosauren besteht,
dabei reich an Asparaginséure ist und einen sauren Charakter aufweist. Uber N- und
O-glykosidische Bindungen enthalt OPN als Glykoprotein Oligosacharide, die im Rah-
men posttranslationaler Modifikationen angefugt werden. Alternatives Splei3en sowie
Prozesse der posttranslationalen Modifikation fuhren zu verschiedenen OPN-
Varianten mit Molekllmassen zwischen 44-75 Kilodalton (kDA). Aufgrund seiner star-
ken negative Ladung, ist die Sekundarstruktur von OPN mit 8 a-Helices und 6 3-
Faltblattstrukturen nicht sonderlich ausgepragt (201,205-208). Das OPN-Gen liegt auf
dem langen Arm von Chromosom 4 (Genlocus: 4q13), umfasst 8 kb und ist aus 7
Exons zusammengesetzt, wobei Exon 1 nicht transkribiert wird (209). Neben der
Spleil-Variante OPN-a, die alle Exons 2-7 enthalt und somit die vollstandige Variante
darstellt, existieren zwei weitere Spleil3-Varianten. Variante OPN-b zeichnet sich durch
das Fehlen von Exon 5 aus, bei Variante OPN-c fehlt das Exon 4. Der DNA-Abschnitt,
der fur das Signalpeptid kodiert, liegt in Exon 2 und ist somit in allen Splei3-Varianten
enthalten, was den resultierenden Proteinen einen sekretorischen Charakter zuspricht.
Allerdings gibt es eine weitere OPN -Variante mit alternativem Transkriptionsbeginn,
wodurch die Expression des Signalpeptids ausbleibt und eine intrazellulare Osteopon-
tin-Variante (iOPN) resultiert. Weitere OPN Varianten entstehen durch verschiedene
posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung und Glykosylierung
(205,207,210,211).

OPN wird durch viele verschiedene Zelltypen wie B- und T-Lymphozyten, Naturliche
Killerzellen, Makrophagen, Neutrophile Granulozyten, Dendritische Zellen,
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Osteoblasten, Osteozyten, epitheliale Zellen der Brust und Neurone synthetisiert, wo-
bei eine hohe Expression in Knochen, Lunge, Leber, Gehirn, Gelenken, Fettgewebe,
Blut, Urin und Muttermilch festgestellt werden konnte (207,212-214). Wie bereits er-
wahnt, liegt OPN grundsatzlich in zwei Formen vor: als immobilisiertes Molekul der
extrazellularen Matrix in mineralisiertem Gewebe und als freies Zytokin in Korperflus-
sigkeiten. Hierbei interagiert das Protein mit verschiedenen Liganden wie diversen
Membran- bzw. Oberflachenrezeptoren, intrazellularen Signalmolekiile, Ca?* und He-
parin (207). Die vielseitigen Funktionen von OPN spiegeln sich in einer grol3en Anzahl
von Bindungsstellen wider. So hat OPN eine RGD-Sequenz (Arg-Gly-Asp), die In-
tegrine bindet und somit gerade fur die Funktion als Protein der Extrazellularmatrix
aber auch im Rahmen von Entzindungsprozessen wichtig ist. Integrine gehoren zur
Gruppe der Adhasionsmolekule und sind als Heterodimere (axBy) konfiguriert
(202,215,216). AuRerdem besitzt OPN Bindungsstellen fiir Heparin, Ca?* und Varian-
ten des CD44-Rezeptors (217-219). Zudem weist OPN eine konservierte Spaltstelle
far Thrombin ('%8RS'6%) auf, wobei durch enzymatisches Schneiden zwei funktionale
Spaltprodukte entstehen (217). Das N-terminale Fragment (OPN-N) enthalt die RGD-
Sequenz sowie ein durch die Thrombin-Spaltung entstandenes Motiv
("®2SVVYGLR'%8), welches ebenfalls Integrine bindet (220). Das C-terminale Fragment
enthalt 2 Heparin-Bindungsstellen und das Motiv welches Varianten des CD44-
Rezeptors bindet. Neben der Spaltstelle fur Thrombin, weist OPN drei weitere Spalt-
stellen fUr die MMPs auf (66GL 167, 201AT202 210D| 211)(218). Abbildung 1 zeigt nochmals
Ubersichtlich den strukturellen Aufbau, sowie die Aminosauresequenz von OPN. Zu-
sammenfassend fuhren verschiedene Splei3-Varianten, ein alternativer Transkripti-
onsbeginn, posttranslationale Modifikationen, verschiedene Spaltprodukte, sowie di-
verse Bindungsstellen zu vielen verschiedenen OPN-Varianten, die die facettenreiche
Funktionalitat des Glykoproteins widerspiegeln.
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Abbildung 1: Struktureller Aufbau und Aminoséuresequenz von Osteopontin (modifiziert nach 221). Teil A zeigt
den strukturellen Aufbau von OPN. Die Adhasions-Motive sowie deren Aminosauresequenz sind hier farblich her-
vorgehoben. AuRerdem sind die Integrine, welche die Motive binden, in der jeweils gleichen Farbe des Adhéasions-
Motivs aufgefiihrt. Die Ca?*-Bindungsstellen sind in grau dargestellt. Der Buchstabe P zeigt Orte der Phosphorylie-
rung. Teil B zeigt die Aminosauresequenz von OPN in Form des 1-Buchstabencodes. Die Adhasions-Sequenzen
sind auch hier, wie in A farblich markiert. AuBerdem sind die Schnittstellen fir die MMPs sowie Thrombin in orange
bzw. blau dargestellt.

Wie bereits erwahnt zeigt OPN hohe Expressionslevel in mineralisiertem Gewebe wie
Knochen und Zahnen, wobei dem Gylokoprotein hier eine entscheidende Rolle in der
Regulation der Mineralisierung zukommt (212). Neben der Tatsache, dass OPN die
Anheftung der Knochenzellen untereinander steigert, moduliert OPN Uber das Integrin
ovB3 die Osteoklasten-Tatigkeit, was zu vermehrter Knochenresorption flhrt (222,223).
AuRerdem bindet OPN Hydroxylapatit und Ca?*, was im Sinne einer physikalischen
Barriere die Kristallisation und das Knochenwachstum hemmt (224). Somit verhindert
OPN eine Hypermineralisierung des Knochens, was das Risiko fur Knochenbriche
verringern kann. Entsprechend zeigen OPN - Mause eine gestorte Knochenresorp-
tion, was zu einer gesteigerten Mineralisierung des Knochens mit grof3en Kristallen
fuhrt und eine gewisse Instabilitat des Knochens zur Folge hat (225).

Sezerniert von Makrophagen, aktivierten T-Lymphozyten, Epithel- und Endothelzellen,
sowie von glatten Muskelzellen ist OPN als Zytokin ein Regulator der
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Entzindungsreaktion (204). Als chemotaktisches Molekul fuhrt OPN zur Migration pro-
inflammatorischer Zellen, wobei seine adhasiven Eigenschaften zum Verbleib der Ent-
zundungszellen beitragen. OPN interagiert uber seine Adhasions-Motive wie die RGD-
Sequenz und die durch Thrombin-Spaltung entstandene SVVYGLR-Sequenz mit Ent-
zundungszellen aber auch glatten Muskelzellen oder Endothelzellen, die verschiedene
Integrine auf ihrer Oberflache prasentieren (226-228). Gerade Makrophagen, T-Lym-
phozyten und Neutrophile Granulozyten exprimieren ao31 asf31 asp7 Integrine, welche
die SVVYGLR-Sequenz von OPN binden, auf ihrer Zelloberflache (220).

OPN ist in zirkulierenden Monozyten nicht exprimiert. Im Rahmen der Differenzierung
zu Makrophagen kommt es jedoch zu einer enormen Hochregulation des Proteins,
wodurch OPN eines der Hauptsyntheseprodukte von Makrophagen darstellt (229).
OPN selbst fuhrt als chemotaktisches Molekul wiederum zur Migration von Makropha-
gen zum Ort der Entzindung und beeinflusst dartber hinaus deren Zytokinsynthese
in Richtung einer Th1-vermittelten Immunantwort. Hierbei kommt es zu einer Hochre-
gulation von Interleukin-12 (IL-12), wohingegen die Expression von IL10 inhibiert wird
(203,230). AuRerdem hemmt OPN die Apoptose von Makrophagen uber die Interak-
tion mit a4 Integrinen und dem CD44-Rezeptor (231,232).

OPN hat auRerdem eine Schlusselrolle bei der Migration und Reifung Dendritischer
Zellen (engl. dendritic cells, DC), wobei auch hier eine Differenzierung und Polarisie-
rung im Sinne einer Th1-vermittelten Immunantwort stattfindet. So beeinflusst OPN die
Zytokinsynthese der DCs durch die Hochregulation der Expression von IL-12 und TNF-
a (233). AuRerdem scheint die intrazellulare Variante von OPN (iOPN) die Synthese
von Interferon alpha (IFN-a) zu regulieren, was ebenfalls eine Th1-vermittelte Immun-
antwort stimuliert (234).

Obwohl neutrophile Granulozyten selbst nur sehr geringe Expressionslevel von OPN
aufweisen, scheint das Glykoprotein auch hier als chemotaktisches Molekul eine wich-
tige Rolle bei der Rekrutierung und Migration Neutrophiler Granulozyten zu spielen
(235).

Neben der OPN-vermittelten Migration und Adhasion von T-Lymphozyten im Rahmen
einer Entzundungsreaktion (236), ist OPN ein wichtiger Regulator der Differenzierung
von T-Lymphozyten respektive von naiven T-Helferzellen. OPN induziert Uber die In-
teraktion mit dem Integrin av33 und dem CD44-Rezeptor die Synthese von IL-17 und
die Inhibierung der Expression von IL-10 in den T-Helferzellen. Gerade die Interaktion
mit dem CD44-Rezeptor steigert die Expression von IL-17 und IFN-y, wodurch sich T-
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Helferzellen zu Th1- und Th17-Zellen differenzieren. Die Differenzierung zu Th2-Zellen
wird unterdrtckt. Th1-Zellen initiieren eine zellvermittelte Immunantwort, wohingegen
Th2-Zellen eine humorale Immunantwort vermitteln. Th17-Zellen sind mit Autoimmu-
nitat assoziiert (237,238). Abbildung 2 stellt die regulatorischen Eigenschaften von
OPN im Rahmen einer Entzindungsreaktion ubersichtlich dar.

Akkumulation
A

r ~
i IL-12 Thil-vermittelte Immunantwort
Migration Anti-Apoptose /

Aktivierung
l‘\_ L0
Makrophagen

Migration
Proliferation
P Q Thl-vermittelte
) NFy

Immunantwort
T-Zellen

IOPN DCs Anti-Apoptose
INFo Th17-Polarisation
Thl-vermittelte
Immunantwort
Aktivierung

/ ‘ Migration

42 TNF
12 TNFa

b

Thl-vermittelte Immunantwort

Abbildung 2: Regulation von Entziindungs- und Immunzellen durch Osteopontin (modifiziert nach 239). Als
chemotaktisches Molekdl fuhrt OPN zur Migration von Makrophagen und verhindert, darliber hinaus deren
Apoptose, was zusammengenommen zur Akkumulation von Makrophagen fiihrt. Zudem induziert OPN die Expres-
sion von IL-12 und inhibiert die Expression von IL-10 in Makrophagen, was eine Th1-vermittelte Immunantwort
fordert. Auf DC Zellen wirkt OPN als I6sliches Zytokin aber auch in Form der intrazellularen Variante iOPN. Beide
fordern eine Th1-vermittelte Immunantwort, wobei iOPN die Expression von IFN-a in DCs induziert. OPN als 16sli-
ches Zytokin induziert die Expression von IL-12 und TNF-a in DCs. In T-Zellen induziert OPN Migration, Prolifera-
tion und anti-Apoptose. AulRerdem induziert OPN die Expression von IL-17 und IFN-y in T-Zellen, wodurch T-Hel-
ferzellen zu Th1- und Th17-Zellen differenzieren.
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Daruber hinaus scheint Osteopontin auch Einfluss auf viele weiterer Prozesse wie die
Metastasierung von Tumorzellen (240), GefalRerkrankungen (241), Wundheilung
(242), Nierensteinbildung (243) und Diabetes (244) zu haben. Hierbei sind die Auswir-
kungen auf die Gesundheit oftmals gegensatzlich. So scheint OPN gerade aufgrund
seiner Funktion als chemotaktisches Molekul gegenuber Makrophagen ein Risiko fur
kardiovaskulare Erkrankungen (241) und Insulinresistenz (244) darzustellen. Demge-
genuber steht bspw. die OPN-vermittelte Stabilisierung von Knochen durch Regulation

der Mineralisierung (225).

Von elementarer Wichtigkeit fur diese Arbeit sind mogliche neuroprotektive Eigen-
schaften von OPN im Kontext eines Polytrauma-Modells. So konnten fur OPN bereits
in verschiedenen Modellen experimenteller Hirnschadigung wie intrazerebrale Blutung
(245,246), Subarachnoidalblutung (20,247-249), Schlaganfall (250) und SHT
(251,252) neuroprotektive Effekte aufgezeigt werden.

In diesem Zusammenhang werden OPN anti-apoptotische und Autophagie fordernde
Eigenschaften zugesprochen. Die anti-apoptotischen Eigenschaften von OPN konnten
bereits in Zusammenhang mit Tumorwachstum und Metastasierung nachgewiesen
werden, wobei das anti-apoptotische Signal Uber die focal adhesion kinase (FAK) ini-
tilert wird. Hierbei bindet die RGD-Sequenz von OPN Integrine, die auf der Oberflache
von Tumorzellen exprimiert sind, was zur Phosphorylierung der zytosolischen Tyrosin-
kinase FAK fuhrt und den anti-apoptotischen Signalweg in der Tumorzelle aktiviert
(253-255). Die anti-apoptotischen Eigenschaften von OPN konnten von Topkoru et al.
in einen neuroprotektiven Zusammenhang gebracht werden, indem die Arbeitsgruppe
anhand eines Modells fur Subarachnoidalblutung in Ratten einen Tag nach der Ope-
ration einen verringerten neuronalen Zelltod nach nasaler OPN-Applikation nachwei-
sen konnte. Pathomechanistisch postulieren sie hierbei eine FAKPI3K-Act-induzierte
Hemmung der enzymatischen Caspase-3 Spaltung, wobei PI3K fur phosphoinositide
3-kinase steht und Akt ein Synonym fur Protein Kinase B (PKB) ist (20). Die Autopha-
gie-fordernden Eigenschaften von OPN konnten bereits in einem in vitro Modell eines
Bauchaortenaneurysmas (256), sowie eines hepatozellularen Karzinoms (257) nach-
gewiesen werden, wobei die entsprechende Signaltransduktionskaskade Uber Bin-
dung von Integrin-Rezeptoren und CD44-Rezeptoren initiiert wird (256). Sun et al.

konnten anhand eines Modells fur Subarachnoidalblutung in Ratten nachweisen, dass
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es nach nasaler Applikation von rOPN zu einer Steigerung der Expression von Auto-
phagie-bezogenen Proteinen wie Beclin1, sowie einer erhdhten Expression anti-
apoptotischer Proteine wie b-cell lymphoma 2 (Bcl-2) in der Akutphase nach dem ex-
perimentellen Eingriff kommt. Damit einhergehend werden die pro-apoptotischen Pro-
teine aktivierte Caspase-3 und bcl-2 associated x protein (Bax) herunterreguliert,
wodurch OPN durch Regulation der Autophagie-Apoptose-Interaktion neuronalen Zell-
tod verhindert (248). Ebenfalls Sun et al. postulieren, dass die OPN-bedingte gestei-
gerte Autophagie Uber den FAK-ERK-Signalweg initiiert werden konnte (249), wobei
ERK fur extracellular signal-regulated kinase steht und ein klassisches ,downstream"-
Protein der FAK darstellt (258). In Abbildung 3 ist der FAK-ERK-Signalweg, welcher
Autophagie induzieren konnte, nochmals ubersichtlich veranschaulicht. Hierbei bindet
das intranasal applizierte OPN den Integrin-Rezeptor, welcher auf der Zelloberflache
eines Neurons exprimiert ist. Die Bindung fuhrt zur Phosphorylierung der zytosolischen
FAK, was zu einer Hypophosphorylierung der ERK fuhrt, wodurch Prozesse der Auto-
phagie initiiert werden (249).
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Abbildung 3: Autophagie. Auswirkungen von intranasal appliziertem rOPN in einem Modell fiir Subarachnoidal-
blutung in Ratten (modifiziert nach 249). Zu sehen ist das intranasal applizierte rOPN, das im Rahmen einer Sub-
arachnoidalblutung den auf einem Neuron exprimierten Integrin-Rezeptor bindet. Die Bindung fiihrt zur Phospho-
rylierung der FAK, was sekundar zu einer geringeren Phosphorylierung der ERK fiihrt. Diese Prozesse fiihren zur
Expression Autophagie-assoziierter Proteine (light chain 3 (LC3) II/l, Beclin1, autophagy related 5 (ATG5)) und
damit zu verringertem neuronalem Zelltod.

In verschiedenen Modellen experimenteller Hirnschadigung konnten OPN modulie-
rende Eigenschaften in der synaptischen Reorganisation und funktionalen Widerher-
stellung von geschadigtem Gewebe zugeschrieben werden. Hierbei fordert OPN die
Prozesse der Synaptogenese, womit sich das Glykoprotein durch eine weitere neu-
roprotektive Eigenschaft auszeichnet (18,251). Damit einhergehend wird OPN mit der
Proliferation und Migration neuronaler Stammzellen in Richtung des geschadigten
Hirngewebes nach Schlaganfall in Zusammenhang gebracht (259,260).

Ein weiterer wichtiger Aspekt fur diese Arbeit sind die Auswirkungen von OPN auf die
Neuroinflammationsreaktion. OPN ist grundsatzlich ein pro-inflammatorisches Zytokin,
dass sich durch sein chemotaktischen, adhasiven und anti-apoptotischen Eigenschaf-

ten auszeichnet und somit als Regulator der Neuroinflammationsreaktion gilt. Trotz

36



des pro-inflammatorischen Charakters werden dem Glykoprotein eine Vielzahl neu-
roprotektiver Eigenschaften zugeschrieben, die sich im Rahmen der Neuroinflammati-
onsreaktion entwickeln (261,262).

Gliem et al. konnten anhand eines experimentellen Modelles fur Schlaganfall in der
Maus nachweisen, dass OPN eine entscheidende Rolle in der Polarisierung reaktiver
Astrozyten spielt. Daruber hinaus konnte die Arbeitsgruppe feststellen, dass OPN
hauptsachlich von hamatogenen Monozyten respektive Makrophagen, die die innere
Grenzzone des Infarktes infiltrieren, exprimiert wird, wobei residente Gliazellen wonhl
eine untergeordnete Rolle bei der OPN-Synthese spielen. So konnte die Arbeitsgruppe
6 Tage nach dem experimentellen Schlaganfall in OPN -~ Mausen zeigen, dass reak-
tive Astrozyten, die sich in der aulReren Grenzzone des Infarktes befinden, es nicht
schaffen, ihre Fortsatze in Richtung des Infarktkerns zu elongieren. Entsprechend kon-
nen neugebildete Gefalle nicht vollends von den Endfulchen der Astrozyten bedeckt
werden, woraus eine persistierende Schadigung der BHS mit Odembildung resultiert
(19). Grundlage fur die Interaktion von OPN mit reaktiven Astrozyten kdonnten auch
hier die Adhasions-Motive des Glykoproteins sein, die Integrine auf den Zelloberfla-
chen der Astrozyten binden, gerade da die Polarisation von Astrozyten bereits mit Me-
chanismen der Integrin-Bindung in Zusammenhang gebracht werden konnte
(19,263,264).

Vay et al. konnten in einer aktuellen in vitro Studie nachweisen, dass OPN unter
Stressbedingungen die Proliferation, Migration und das Uberleben von priméaren Ast-
rozyten fordert. Zudem postuliert die Arbeitsgruppe, dass OPN die Astrozyten-Diffe-
renzierung insofern reguliert, dass die Entwicklung des neurotoxischen A1-Phanotyps
unterdruckt wird und die Entwicklung des A2-Phanotyps, welcher neuroprotektive Ei-
genschaften aufweist, gefordert wird. Das Potential der beiden Phanotypen zur Ex-
pression von sowohl anti- als auch pro-inflammatorischer Zytokine bleibt hierbei erhal-
ten (265).

Julienne et al. konnten mittels eines CCI-Modells in der Maus zeigen, dass eine intra-
nasale Applikation von rOPN zu einer erhdhten Anzahl von aktivierter Mikroglia in der
zum Schaden ipsilateralen Hemisphare fuhrt, wobei die Detektion der Mikrogliazellen
ein Tag nach der Verletzung erfolgte. Die durch OPN verursachte Verstarkung der
frihen Mikroglia-Aktivierung, konnte ein verbessertes neuroprotektives Setting zu spa-
teren Zeitpunkten zur Folge haben (252). Damit Ubereinstimmend konnte eine in vitro
Studie zeigen, dass die Inkubation von Mikrogliazellen aus dem Schwein mit rOPN zu
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einer erhohten Proliferation und Aktivierung der Mikroglia fuhrt (266). Analog zu der
Expression in Makrophagen, wurden auch Mikrogliazellen im Rahmen der Neuroin-
flammation als Syntheseort von OPN identifiziert, wodurch auch Mikrogliazellen mit
der Initiilerung anti-apoptotischer Signalwege in Zusammenhang gebracht werden kon-
nen (247,252,267). Damit einhergehend, konnte in einer in vitro Studie gezeigt werden,
dass sich OPN unter Stressbedingungen positiv auf das Uberleben von Mikrogliazellen
auswirkt (268). Daruber hinaus konnten Rabenstein et al. in dem gleichen Versuchs-
aufbau zeigen, dass Mikrogliazellen, die mit Lipopolysachariden (LPS) stimuliert wur-
den und zusatzlich mit rOPN anbehandelt wurden, eine signifikant geringere TNF-a
und IL-6 Expressionen aufwiesen. Entsprechend moduliert OPN die Zytokin-Expres-
sion in Mikrogliazellen in Richtung eines anti-inflammatorischen Profils, wobei beach-
tet werden muss, dass die Ubertragbarkeit von Erkenntnissen aus einer in vitro Studie
nur begrenzt maoglich ist (268). Analog hierzu konnte in einer Zelllinie von Makropha-
gen in denen OPN herunterreguliert wurde, unter Stressbedingungen eine verstarkte
Expression von TNF-a, IL-6, sowie verstarkter oxidativer Stress detektiert werden
(269). Gong et. al konnten mittels eines Modells fur intrazerebrale Blutung in Ratten
zeigen, dass die intranasale Applikation von rOPN zu einer Dampfung der akuten Neu-
roinflammationsreaktion fuhrt, was mit einem verringerten Hirnddem und verbesserten
neurologischen Funktionen einhergeht. Bzgl. des Mechanismus auf molekularer
Ebene postulieren sie hierbei eine Integrin-B1 induzierte Hemmung der janus kinase
2/signal transducers and activators of transcription (JAK2/STAT) Signaltransduktions-
kaskade, was zu einer reduzierten Expression von TNF-a und IL-18 fuhrt. Zudem fuhrt
die intranasale Applikation von rOPN zu einer reduzierten Infiltration neutrophiler Gra-
nulozyten sowie einer geringeren Expression der MMP-9 (246).

Gegenuber den neuroprotektiven Charakterzigen von OPN werden aber auch Effekte
beschrieben, die Neurodegeneration fordern, so bspw. bei Morbus Alzheimer (270)
und Morbus Parkinson (271). An dieser Stelle zeigen die pleiotropen Eigenschaften
von OPN, dass eine reine Betrachtung des Glykoproteins in einem neuroprotektiven
Kontext schwierig ist. Gerade in seiner Funktion als pro-inflammatorisches Zytokin,
mussen die Effekte von OPN differenziert betrachtet werden. Zusammenfassend
scheinen die neuroprotektiven Charakterzuge jedoch deutlich zu Uberwiegen, was die
Erforschung von Osteopontin im Zusammenhang mit Pathologien des ZNS, gerade in
einem therapeutischen Kontext, so interessant macht.
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3 Material

3.1 Gerate

Funktion Name Hersteller

Blotkammer Mini Trans-Blot System Bio-Rad, Hercules, USA

CCl-Impactor Impact One Stereotaxic | Leica Biosystems, Rich-
Impactor mond, USA

Detektionssystem GloMax®-Multi + Detec- | Promega, Mannheim, DE
tion System

Elektrophoresekammer Mini-Protean® Electro- | Bio-Rad, Hercules, USA
phoresis Cell

Femur-3-Punkt-Biegevor-

Fracture Device small

RISystem AG, Landquart,

richtung CH

Flachenkamera open field | Basler ace, acA1300- | Basler AG, Ahrensburg,
test 60gm DE
Fluoreszenz-Detektions- | Odyssey® 9260 LI-COR® Biosciences,
system Lincoln, USA
Homogenisator Mastermill MM 300 Retsch Technology

GmbH, Haan, DE

Inkubator

Inkubator 8000

Dragerwerk AG & Co.
KGaA, Lubeck, DE

open field test-Arena

40 x 40 x 40 Zentimeter

(cm)

Noldus, Wageningen, NL

Kafige

Filtertopkafig Typ 2

Bioscape GmbH, Castrop-
Rauxel, DE

Kleintier-Rontgengerat

MX-20 Faxitron

Faxitron
Tucson, USA

Bioptics, LLC,

Konfokalmikroskop

LSM 5 Exciter

Zeiss, Jena, DE

Konfokalmikroskop, La-

Lasos LGK 7812

Lasos Lasertechnik, Jena,

serquelle DE

Kryostat Microm NX 70 Cryo-Star | Thermo Fisher Scientific
Inc., Walldorf, DE

Lochzange Ohrlochzange Zoonlab GmbH, Castrop-

Rauxel, DE
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Luftstromschrank (Tierhal- | UniProtect THF 3378-VO2 | Bioscape, Castrop-
tungsschrank) Rauxel, DE
Magnetruhrer lkamag® Ret Janke und Kunkel, Stau-
fen, DE
IKA® Ret basic Janke und Kunkel, Stau-

fen, DE

Mikroliterspritze

1700 Series, 5 Mikroliter
(M)

Hamilton Bonaduz AG,
Bonaduz, CH

Mikroskop

Stemi 305

Zeiss, Jena, DE

Mikroskopkamera

Axiocam 105 color

Zeiss, Jena, DE

Mouse Screw-Nagel

Mouse Screw

RISystem AG, Landquart,
CH

Narkosegasvapor Vapor 19.3 Dragerwerk AG & Co.
KGaA, Lubeck, DE
Objektiv  Flachenkamera | CS-Mount Computar Ob- | Computar, Cary, USA

open field test

jektiv

Operationsmikroskop

Technoskop OPMI 11

Carl Zeiss Meditec AG,
Jena, DE

polymerase chain reac-
tion-(PCR-) Block

Mastercycler gradient

Eppendorf AG, Hamburg,
DE

pH-Meter CG 842 Schott AG, Mainz, DE
Photometer NanoVue System GE Healthcare, Chalfont
Saint Giles, UK
Pipetten Research, Research Plus, | Eppendorf AG, Hamburg,
Reference DE
Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann Laborgerate

GmbH und Co. KG, Eber-
stadt, DE

Prazisionsbohrer

Uni-Drive N Komplettgerat

Paggen Werkzeugtechnik
GmbH, Starnberg, DE

real-time quantitative | LightCycler® LC 480 Roche Molecular Systems
PCR-(gPCR-) System Inc., Pleasanton, USA
Schuttel- und Mischgerate | Unimax 2010 Heidolph Instruments,

Schwabach, DE
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Rocking Platform

VWR GmbH, Darmstadt,
DE

Rotamax 120 Heidolph Instruments,
Schwabach, DE
Reax control Heidolph Instruments,

Schwabach, DE

Stereotaxierahmen

World Precision Instru-
ments Germany GmbH,
Friedberg, DE

Stromversorgung

PowerPac™ 300

Bio-Rad, Hercules, USA

PowerPac™ HC

Bio-Rad, Hercules, USA

Thermoblock

ThermoMixer® comfort

Eppendorf AG, Hamburg,
DE

ThermoMixer® 5436

Eppendorf AG, Hamburg,
DE

Waage Sartorius R 180 D Sartorius AG, Gottingen,
DE
Sartorius labratory Sartorius AG, Gottingen,
DE
DIPSE TP-Serie — Digitale | DIPSE, Oldenburg, DE
Tischwaage 2000 Gramm
(9)/0.1g
Warmematte ThermoLux® Witte + Sutor GmbH, Murr-
hardt, DE
Zentrifuge Centrifuge 5804 R Eppendorf AG, Hamburg,

DE

Heraeus Megafuge® 1.0

Thermo Scientific, Wall-
dorf, DE

Micro Star 17R

VWR GmbH, Darmstadt,
DE

Mini Star silverline

VWR GmbH, Darmstadt,
DE

Tabelle 2: Gerite
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3.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Produktbeschreibung

Hersteller

96-well Zellkulturplatten

Cellstar®

Greiner Bio One Internati-
onal GmbH, Kremsmduns-
ter, AT

Chirurgisches Nahtmate- | Prolene® 6-0 Ethicon Inc., Somerville,
rial USA
Deckglaser 24 x 60 Millimeter (mm) Waldemar Knittel

Glasbearbeitungs-GmbH,
Braunschweig, DE

Einbettmedium

NEG-50™

Thermo Fisher Scientific
Inc., Walldorf, DE

Einstreu

Lignocel® FS 14

J. Rettenmaier & Sohne
GmbH & Co. KG,
Rosenberg, DE

Einmalkanulen

Sterican® 19 G, 26 G

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, DE

Einmalspritze

BD Discardit™ Il 2 Milliliter
(ml), 5ml, 10 ml

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, DE

Injekt®-F

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, DE

Filterpapier

Schleicher &  Schuell
BioScience GmbH, Das-
sel, DE

Futterpellets

Maus-Zucht Extrudat

ssniff Spezialdiaten
GmbH, Soest, DE

Kompressen, steril

10 x 10 cm

MaiMed GmbH, Neuenkir-
chen, DE

Kryoboxen Ratiolab GmbH, Dreieich,
DE
Kryorohrchen 0,5 ml Schraubdeckelge- | Starlab International

falle, glatt, mit Stehrand,
Natur

GmbH, Hamburg, DE
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Standarddeckel
Schraubdeckelgefalle

far

Starlab
GmbH, Hamburg, DE

International

Kryotomklingen

Microtome Blade C35

Feather Safety Razor Co.,
Osaka, J

Mikropipettenspitzen

TipOne®, 10 pl, 200 pl,
1000 pl

Starlab
GmbH, Hamburg, DE

International

Mikropipettenspitzen, Fil-

ter

TipOne®, 10 pl, 200 pl,
1000 pl

Starlab
GmbH, Hamburg, DE

International

Nitrozellulosemembranen

Thermo Fisher Scientific
Inc., Rockford, USA

Objekttrager Superfrost® plus Thermo Scientific, Braun-
schweig, DE
Papierhandttcher 1-lagig, grin Schuch Laborhandel,

Langgons. DE

Pipetten, serologisch, ste-

ril

Cellstar® 25 ml, 10 ml, 5

ml

Greiner Bio One Internati-
onal GmbH, Kremsmduns-
ter, AT

Wattekopf

Reaktionsgefale Falcon™ 15 ml, 50 ml Greiner Bio One Internati-
onal GmbH, Kremsmuns-
ter, AT

PCR-Einzelgefaly, 0,5 ml | Starlab International
GmbH, Hamburg, DE

Safe-Lock (2,0 ml, 1,5 ml, | Eppendorf, Hamburg, DE

0,5 ml)

TubeOne® 1,5 ml, 2 ml Starlab International
GmbH, Hamburg, DE

Saugtupfer Sugi® Sponge Points Kettenbach GmbH,
Eschenburg, DE

Skalpelle Einwegskalpell, No.23 Feather Safety Razor Co.,
Osaka, J

Wattestabchen steril, Holz, 15 cm lang mit | Centramed Medizintech-

nik, Koblenz, DE

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien
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3.3 Puffer und Losungen

Puffer/Losung Zusammensetzung/Hersteller

Blockierlosung Western Blot 2,5 % weight/volume (w/v) Magermilch in
TBS

Blockierlosung Immunhistochemie 5 % NGS, 1 % Bovines Serumalbumin
(BSA) in PBST

Blotpuffer 25 Millimolar (mM) Tris, 192 mM Glycin,
20 % volume/volume (v/v) Methanol
(MeOH)

Kresylviolett-Farbeldsung 0,031 mM Kresylviolett, 20 % (v/v) Etha-
nol

Phosphatgepufferte Salzlosung (engl. | 137 mM Natriumchlorid (NaCl), 2,7 mM

phosphate-buffered saline, PBS) KCI, 6,5 mM NaxPOg4, 1,5 mM, Kalium-
dihydrogenphosphat (KH2PQO4) (pH 7,5)

RPE-Puffer Qiagen N.V., Venlo, NL

RWT-Puffer Qiagen N.V., Venlo, NL

radioimmunoprecipitation assay (RIPA) | 50 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM

Puffer Ethylendiamintetraacetat (EDTA), 1 %

(v/v) NP-40, 1 Tablette Protease-Inhi-
bitor (auf 10 ml RIPA), 1 Tablette Phos-
phatase-Inhibitor (auf 10 ml RIPA), 0,1%

(w/v) SDS
Sammelgelpuffer 50 mM Tris, 4 % (v/v) SDS (pH 6,8)
SDS-Elektrophoresepuffer 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0.1 % (w/v)
SDS
SDS-Ladepuffer 0,125 Molar (M) Tris-HCI pH 6,8, 4 %

(w/v) SDS, 20 % (v/v) Glycerin, 10 %
(v/v) B-Mercaptoethanol, 0.004 % (w/v)
Bromphenolblau

TBS-Puffer 15 mM NaCl, 5 mM Tris, 0,2 mM HCI (pH
7,4)

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

Trenngelpuffer 150 mM Tris, 4 % (v/v) SDS (pH 8,8)

Tabelle 4: Puffer und Lésungen
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3.4 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Ammoniumpersulfat (APS)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Acrylamid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Aqua destillata

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

B-Mercaptoethanol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Bromphenolblau

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Bovines Serumalbumin A

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Chameleon™ Duo Prestained Protein
Ladder

LI-COR® Biosciences, Lincoln, USA

Chloroform

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ethanol absolut

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

EDTA Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Glycerin Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Glycin Applichem, Darmstadt, DE
Isopropanol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Merck, Darmstadt, DE

Kresylviolett (Acetat)

Merck, Darmstadt, DE

Magermilchpulver

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Methanol (MeOH)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Natriumdodecylsulfat (engl. sodium do-
decyl sulfate, SDS)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Nonidet™ P-40 (NP-40)

Applichem, Darmstadt, DE

PageRuler Plus Prestained Protein Lad-
der

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Paraformaldehyd (PFA)

Merck, Darmstadt, DE

Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets
PhosSTOP

Roche Molecular Biochemicals, Mann-
heim, DE

Protease Inhibitor Cocktail Tablets cOm-
plete Tablets, Mini, EDTA-free

Roche Molecular Biochemicals, Mann-
heim, DE

Protein Assay Reagent DC™ (A, B, S)

Bio-Rad, Hercules, USA

RNase-freies Wasser

Fermentas, St. Leon Rot, DE

45




Roti®Histokitt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Roti®Histol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Salzsaure (HCI)

Merck, Darmstadt, DE

Stickstoff, flussig

Air Liquide S.A., Dusseldorf, DE

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan (Tris)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Tween-20

GE Healthcare, Chalfont Saint Giles, UK

Tabelle 5: Chemikalien

3.5 Medikamente

Wirkstoff

Handelsname

Hersteller

ber

Dexpanthenol Bepanthen® Augen- und | Bayer, Leverkusen, DE
Nasensalbe
Fentanyl Fentanyl-dJanssen Janssen-Cilag GmbH,
Neuss, DE
Isofluran Forene ® AbbVie Deutschland,
Wiesbaden, DE
n-Butyl-2-Cyanoacrylat Histoacryl® Gewebekle- | B. Braun Melsungen,

Melsungen, DE

rekombinantes Osteopon-

tin

BioLegend®, San Diego,
USA

Tramadol hydrochlorid

Tramadol-ratiopharm®,

Ratiopharm GmbH, Ulm,

Tropfen DE
Tabelle 6: Medikamente
3.6 Primare Antikorper
Target Antikorper | Spezies Verdiinnung | Hersteller
all-Spectrin BML- Maus 1:1000 (2,5 % | Enzo Life Sciences
FG6090 Magermilch Inc., Farmingdale,
(MM)/TBS) USA
Glycerinalde- | ACRO01PS | Maus 1:1000 (2,5 % | Acris Antibody Inc.,
hyd-3- MM/TBS) San Diego, USA
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phosphat-De-

hydrogenase
(GAPDH)
GFAP Z033401-2 | Kaninchen 1:1000 (2,5 % | Dako Omnis, Agilent
MM/TBS) Technologies, Sa-
nata Clara, USA
GFAP 13-0300 Ratte 1:1000 Invitrogen AG, Carls-
bad, USA
Iba1 019-19741 | Kaninchen 1:1000 FUJIFILM Wako
Chemicals  Europe
GmbH, Neuss, DE
Osteopontin AF808 Ziege 1:1000 (2,5 % | Bio Techne, Minnea-
MM/TBS) polis, USA
Tabelle 7: Primére AntikGrper
3.7 Sekundare Antikorper
Target Antikorper | Spezies Verdiinnung | Hersteller
Anti-Kanin- Alexa Fluor | Ziege 1:500 Invitrogen AG, Carls-
chen 488 bad, USA
A-11034
Anti-Kanin- IRDye Ziege 1:15000 LI-COR® Biosci-
chen 800CW (in 2,5 % | ences, Lincoln, USA
926-32211 MM/TBST)
Anti-Maus IRDye Ziege 1:15000 LI-COR® Biosci-
800CW (in 2,5 % | ences, Lincoln, USA
926-32210 MM/TBST)
Anti-Ratte Alexa Fluor | Ziege 1:500 Invitrogen AG, Carls-
568 bad, USA
A-11077
Anti-Ziege IRDye Affe 1:15000 LI-COR® Biosci-
680RD (in 2,5 % | ences, Lincoln, USA
926-68074 MM/TBST)

Tabelle 8: Sekundére Antikbrper
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3.8 Kits

Produkt

Hersteller

ABsolute Blue gPCR, SybrgreenMix

USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

LightCycler® 480 Probes Master

ton, USA

Roche Molecular Systems Inc., Pleasan-

RNeasy® Mini Kit

Qiagen N.V., Venlo, NL

QlAzol® Lyse-Reagenz

Qiagen N.V., Venlo, NL

kine® ELISA Kit

Mouse/Rat Osteopontin (OPN) Quanti-

Research and Diagnostic Systems Inc,
Minneapolis, USA

QuantiTect® Reverse Transcription Kit

Qiagen N.V., Venlo, NL

Tabelle 9: Kits

3.9 Primer

Target - Rich-
tung

Basenabfolge in 5°-> 3~

Hersteller

GFAP-Forward(F) | CGGAGACGCATCACCTCTG Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA
GFAP-Reverse(R) | TGGAGGAGTCATTCGAGACAA | Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA
GRN-F ATGCTGTGTGCTGTGAGGAC Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA
GRN-R CACTCCACATTCCCAACCTT Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA
PPIA-F GCGTCTSCTTCGAGCTGTT Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA
PPIA-R RAAGTCACCACCCTGGCA Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA
SerpA3n-F GCCTCGTCAGGCCAAAAAG Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA
SerpA3n-R TGAACGTGTCAAGAGGGTCAA | Thermo Fisher Scientific

Inc., Waltham, USA
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SPP1/OPN-F ATGTCATCCCTGTTGCCCAG Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA
SPP1/OPN-R GACTGATCGGCACTCTCCTG Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA
TNFa-F TCTCATCAGTTCTATGGCCC Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA
TNFa-R GGGAGTAGACAAGGTACAAC Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA
TSPO-F GCCTACTTTGTACGTGGCGAG | Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA
TSPO-R CCTCCCAGCTCTTTCCAGAC Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA
Tabelle 10: Primer
3.10 Software
Software Hersteller

Image Studio, Version 3.1

LI-COR® Biosciences, Lincoln, USA

Image J, Version 1.52e

Entwickelt von Wayne Rasband, ehema-
liger Mitarbeiter des National Institutes of
Health, Bethesda, USA

LightCycler® Software 4.5

Roche Molecular Systems Inc., Pleasan-
ton, USA

Mendeley Desktop, Version 1.19.4

Mendeley Ltd., London, UK

Microsoft® Excel fur Mac, Version 16.41

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Microsoft® Word fur Mac, Version 16.40

Microsoft Corporation, Redmond, USA

EthoVision XT

Noldus Wa-
geningen, NL

Information Technology,

Prism 8 for Mac OS X, Version 8.4.3

GraphPad Software Inc., La Jolla, USA

ZEN 2 (blue edition)

Zeiss, Jena, DE

Tabelle 11 Software
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4 Methoden

4.1 Versuchsubersicht und Studiendesign

Die im Rahmen der Experimente verwendeten 40 Versuchstiere werden in vier Grup-
pen randomisiert.

Durch einen chirurgischen Eingriff wird bei 24 Tieren ein kontrollierter Hirnschaden
mittels CCl sowie eine Femurfraktur verursacht. Unmittelbar vor Anwendung des CCI
/ FF Modells wird den Tieren entweder rOPN (Gruppe: poly rOPN, n=12) oder eine
wirkstofflose Tragerlosung (Gruppe: poly veh; n=12) ICV appliziert.

Die verbleibenden 16 Tiere werden als Kontrollgruppe scheinoperiert. Auch diesen
Tieren wird vor Durchfuhrung der Scheinoperation (Sham-Operation) entweder rOPN
(Gruppe: sham rOPN, n=8) oder eine wirkstofflose Tragerlosung (Gruppe: sham veh,
n=8) ICV appliziert.

Zur besseren Ubersicht werden in dieser Arbeit die Formulierungen Anwendung des
CCI- und FF-Modells und Polytrauma-Operation synonym verwendet. Das Studiende-
sign ist in folgender Tabelle zur Ubersicht nochmals aufgefihrt.

Operation Sham CCI+FF
Behandlung Vehikel rOPN Vehikel rOPN
(ICV)
Anzahl 8 8 12 12

Tabelle 12: Studiendesign

Zur Erfassung allgemeiner und verhaltenspathophysiologischer Parameter werden die
Tiere vor und nach den chirurgischen Eingriffen verschiedenen Tests unterzogen.
Hierzu gehdren Neuroscore, Beinbelastungsscore (BBS), open field test und Erfas-
sung des Korpergewichts. Die Tests beginnen einen Tag vor den chirurgischen Inter-
ventionen und werden bis zum 5. postinterventionellen Tag regelmafig durchgefuhrt.
Am 5. Tag nach den chirurgischen Interventionen werden die Tiere euthanasiert. Fol-
gende Tabelle zeigt die zeitliche Abfolge der verschiedenen Tests und der Euthanasie
in Relation zum Operationstag (ICV-Injektion, CCl / FF-Modell, Scheinoperationen).
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Pra-Op Post-OP

1d 1d 3d 5d

Neuroscore X X X X

BBS X X X

Open Field X X X X
Test

Gewicht X X X X

Euthanasie X

Tabelle 13: Zeitlicher Ablauf allgemeiner und verhaltenspathophysiologischer Analysen

Am Tag der Euthanasie werden die Gehirne der Versuchstiere entnommen, im Verlauf
Serienschnitte angefertigt und das Kontusionsvolumen sowie die Dicke der Kornerzell-
schicht des Gyrus dentatus anhand einer Kresylviolett-Farbung bestimmt. AuRerdem
werden immunhistochemische Farbungen angefertigt und analysiert, um die Differen-
zierung von Astrozyten und Mikroglia im perildsionalen Gewebe zu beurteilen. Uber-
dies werden in dieser Arbeit molekularbiologische Verfahren wie die quantitative Echt-
zeit-PCR (engl. real-time quantitative PCR, qPCR) und Western Blot angewandt um

Parameter bzgl. neuronalem Zelltod und Neuroinflammation zu erheben.

4.2 Genehmigung der Tierversuche

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Tierversuche sind nach Prufung des Tier-
versuchsantrags mit dem Aktenzeichen 23 177-07/ G 17-1-062 durch das Landesun-
tersuchungsamts Rheinland-Pfalz bewilligt. Die Versuche wurden demnach gemaf §
8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes (Fassung vom 18. Mai 2006) durchgefuhrt.

4.3 Tiere und Tierhaltung

Das Experiment wird mit 8-9 Wochen alten weiblichen C57BL/6N Mausen der Firma
Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) durchgefuhrt. Die Tiere wiegen zwi-
schen 17,7 und 21,8 g.

Wahrend der Versuche werden die Tiere in den Laboren der Klinik fur Anasthesiologie,
gemal den Vorgaben der Gesellschaft fur Versuchstierkunde / society of laboratory
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animal science (GV-SOLAS), in einem Tierhaltungsschrank gehalten. Hiernach ist der
Tierhaltungsschrank mit folgenden Haltungsparametern voreingestellt:

Paramater Wert

Temperatur 20-24°C

Luftfeuchte 55%

Luftwechsel 30 LW/h
Beleuchtungsprogramm 12 h Hell-Dunkel-Rhythmus

Tabelle 14: Parameter Tierhaltungsschrank

Die Mause befinden sich zu viert in Standardkafigen des Typs 2-Filtertop mit einer
Grundflache von 350 cm?. Die Kéfige sind mit Streu aus Holzspanen bestlickt. Als
Nestbaumaterial dient einfacher Zellstoff, wobei in jedem Kafig zusatzlich eine Plastik-
rolle vorhanden ist. Das Einstreu- und Nestmaterial wird wochentlich gewechselt.

Das in pelletierter Form verabreichte Spezialfutter wird den Mausen mittels eines sich
uber den Tieren befindlichen Gittereinsatzes ad libitum angeboten, wodurch eine Kon-
tamination durch Fakalien verhindert wird. Uber Trinkflaschen haben die Tiere stets
Zugang zu frischem Wasser. Futter und Wasser werden im Rahmen des Kafigwech-
sels mit erneuert. Nach den operativen Eingriffen werden den Mausen einzelne in
Wasser getrankte Futterpellets an den Boden des Kafigs gelegt, um die Nahrungsauf-

nahme fur die geschwachten Tiere zu vereinfachen.

4.4 Erhebung allgemeiner und verhaltenspathophysiologischer Parame-
ter

441 Neuroscore

Der neurological severity score (NSS) ist eine etablierte Methode, die den funktionalen
Status von Mausen nach traumatic brain injury (TBI) erfasst (272). Laborintern wird ein
nach Huang et al. (273) angepasster NSS verwendet, der die Kriterien von Shohami
(272) aufgreift, diese aber differenzierter auswertet (laborinterne Bezeichnung des
Tests: Neuroscore).

In dieser Arbeit wird auf die Erhebung des Kriteriums ,failure to exit a 30-cm-diameter
circle“im Rahmen des NSS verzichtet, da diese Fragestellung in dem ebenfalls durch-

gefuhrten open field test erfasst wird. Abbildung 4 zeigt das verwendete Neuroscore-
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Protokoll, welches die verschiedenen Aufgaben und Kriterien sowie die Punkte-
vergabe zur Auswertung beinhaltet.

Der Neuroscore besteht somit aus funf verschiedenen Aufgaben, die jeweils differen-
ziert mit Punkten bewertet werden. Null Punkte entsprechen hierbei einer voll funktio-
nalen Maus ohne neurologisch-motorische Defizite. Die maximale Punktzahl des mo-
difizierten Tests, die ein Versuchstier erreichen kann, betragt 13 Punkte und beschreibt
eine Maus mit hochgradigem neurologisch-motorischem Defizit.

Im Rahmen dieser Arbeit werden mit Hilfe des Neuroscores die motorischen und neu-
rologischen Fahigkeiten der Tiere vor und nach der Polytrauma- oder Sham-Operation
erfasst. Zu berucksichtigen ist, dass hierbei eine funktionale Einschrankung durch die
Femurfraktur von einer zentral bedingten Einschrankung der Extremitat durch einen
Hirnschaden unterschieden werden sollte. Wenn die Einschrankung lediglich auf die
Femurfraktur zurtickzufuhren ist und eine zentrale Komponente ausgeschlossen wer-
den kann, werden im Neuroscore fur die entsprechende Aufgabe keine Punkte verge-
ben. Diese Differenzierung ist allerdings schwierig und in vielen Fallen nur bedingt
moglich. Zu welchem Zeitpunkt der Neuroscore erfasst wird, ist in Tabelle 13 aufge-
fuhrt. Wichtig hierbei ist, dass der Test immer zur gleichen Tageszeit durchgefuhrt
wird, um eine entsprechende Vergleichbarkeit zu gewahren.

Im Folgenden sind die einzelnen Kriterien des Neuroscore dargestellt, wobei die je-
weiligen Details zur Punktevergabe Abbildung 4 zu entnehmen sind:

Reflexe:

Indem man Uber der Maus in die Hande klatscht, wird gepruft, ob das Tier hierauf eine
entsprechende Schreckreaktion zeigt.

Verhaltensdefizite:

Hier wird gepruft, ob die Maus ein naturliches Erkundungsverhalten zeigt und ob das
Tier geradeaus laufen kann.

Koordination:

Die Koordination des Tieres wird gepruft, indem die Maus eine Distanz von 50 cm Uber
einen 1,2 und 3 cm breiten Balken zurtcklegen soll.

Balance:

Die Gleichgewichtsfahigkeit der Maus wird gepruft, indem das Tier sich fur 10 Sekun-
den mit allen 4 Pfoten an einem runden und einem quadratischen Stab (jeweils mit
einem Durchmesser von 0,5 cm) festhalten soll.

Motorische Defizite:

53



Hier wird gepruft, ob eine Parese einer Pfote oder eine komplette Hemiparese vorliegt.

PreOP Day 1 Day 3 Day 5

1. Reflexes
startle reflex Present (0)
Absent (1)

If the mouse is not moving at all,
clap your hands once above the
mouse; did it react?

2. General behavioral deficit?

Seeking Present (0)
behavior

Absent (1)
Walk Present (0)
straight

Absent (1)

3. Coordination

Beam walking | Score (0-2)
3cm

Beam walking | Score (0-2)
15¢cm

Beam walking | Score (0-2)
lem

Criteria: 0 point: normal movement / no impairment

(new) 1 points: feet misplacements / unstable movement
2 points: sits down / stops moving on beam / falls down
Criteria (old): Count misplacements (new: in index)

4. Balance

Round stick Score (0-1)
Square stick Score (0-1)
Criteria: 0 point: Can grip the stick with4 paws for 10 seconds

1 points: turn the stick: can it do that again, or is a paw

(hemiparesis) "hanging out"

5. Motor deficit

Paresis Absent (0)
One foot
(1)
Hemiparesis

(2)

Abbildung 4: Laborinternes Neuroscore-Protokoll

4.4.2 open field test

Mit Hilfe des open field tests werden verhaltensbiologische Parameter wie allgemeine
Aktivitat, Erkundungsverhalten sowie Vermeidungsverhalten bzw. Angstlichkeit von
Testtieren quantifiziert und erfasst. Der open field test ermoglicht einen Vergleich des
Verhaltens der Tiere vor und nach der Polytrauma- bzw. Sham-Operation, sowie eine
Verlaufsanalyse des Verhaltens vom 1. bis zum 5. postoperativen Tag. Die zeitlichen
Zusammenhange sind in Tabelle 13 dargestellt, wobei auch hier wichtig ist, dass der
Test immer zur gleichen Tageszeit durchgefuhrt wird, um eine entsprechende Ver-
gleichbarkeit zu gewahrleisten.

Zum Test wird die Maus zentral in eine blickdichte Arena (40 x 40 x 40 cm) gesetzt
und verbleibt dort fur 3 Minuten (min). Die Maus wird dabei von einer Kamera erfasst
und aufgezeichnet. Mittels der computergestutzten Software EthoVision XT werden
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anhand der Videodaten verschiedene verhaltensbiologische Parameter erfasst. Zu be-
achten ist hierbei, dass die Analyse immer bei gleichen Lichtverhaltnissen (gleichma-
Rig hell erleuchtet) und in Stille durchgefuhrt wird.

Als Aktivitatsparameter wird in dieser Arbeit die Distanz, die wahrend der dreimindtigen
Analysezeit zurtickgelegt wird, bestimmt.

Analog zu dem im NSS erfassten Parameter ,failure to exit a 30-cm-diameter circle”
wird im open field test die Zeit gemessen, die die Maus benotigt um den zentral in der
quadratischen Grundflache gelegenen virtuellen Kreis (452,4 cm?), in den sie mittig
gesetzt wird, zu verlassen.

Als border zone, wird die aulRere Flache bezeichnet, die innerhalb des quadratischen
Messbereiches liegt, aber nicht zu dem zentralen Kreis gehort (1600 cm? — 452,4 cm?
= 1147,6 cm?). Ein weiterer Parameter, der in diesem Zusammenhang erfasst wird, ist
die Zeit, die das Versuchstier wahrend der dreiminutigen Analyse in der border zone
verbringt.

4.4.3 Beinbelastungsscore

Der Beinbelastungsscore erhebt drei Kriterien anhand derer die allgemeine Aktivitat
des Versuchstieres im Kafig sowie die Belastung und Beweglichkeit der frakturierten
Extremitat objektiviert werden sollen. Hieraus ergibt sich die Moglichkeit die Femur-
fraktur der Tiere im Verlauf zu beurteilen und entsprechend zwischen den Gruppen zu
vergleichen. Die linke untere Extremitat der scheinoperierten Tiere wird ebenfalls ana-
lysiert. Der Beinbelastungsscore wird am 1., 3. und 5. postoperativen Tag immer zur
gleichen Tageszeit erhoben.

Im Rahmen der Testung werden die allgemeine Bewegung und Aktivitat der Maus im
Kafig beurteilt. Anschlie3end wird das Tier aus dem Kafig genommen. Die Belastbar-
keit und die Beweglichkeit des frakturierten Beins werden somit auf freier Flache ana-
lysiert. Nachfolgend ist das laborinterne Protokoll aufgefuhrt. Details zur Punkte-
vergabe und Bewertung sind dem Protokoll zu entnehmen.
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1d 3d 5d

1. Bewegung im
Kafig

normal (0)

wenig (1)
keine (2)

2. Beinbelastung

normal (0)

wenig (1)
keine (2)
3. Beweglichkeit

des Beins

normal (0)

wenig (1)
keine (2)

Abbildung 5: Laborinternes Beinbelastungsscore-Protokoll

4.4.4 Bestimmung des Gewichts der Versuchstiere

Die Nahrungsaufnahme und damit indirekt das Gewicht ist ein wichtiger Indikator fur
die Befindlichkeit der Tiere. Beginnend einen Tag vor den chirurgischen Eingriffen,
werden die Mause regelmalig zur gleichen Tageszeit gewogen. Bei zu starkem Ge-
wichtsverlust (> 20%) in Kombination mit ausgepragter Schmerzsymptomatik und Ver-
haltensdefiziten werden betroffene Tiere entsprechend der vordefinierten Abbruchkri-
terien des Versuchs in tiefer Narkose (Isofluran) unmittelbar durch Genickbruch eutha-
nasiert.

Daruber hinaus ist durch das kontinuierliche Wiegen und die dadurch sicher gestellte
Nahrungsaufnahme weitestgehend auszuschliel3en, dass mogliche messbare Effekte
aufgrund einer katabolen Stoffwechsellage des Tieres zustande kommen bzw.
dadurch beeinflusst werden.
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4.5 ICV-Injektion und Polytrauma-Modell

4.5.1 Narkose und allgemeine perioperative MaBnahmen

Im Rahmen einer grundlegenden Schmerztherapie wird den Tieren zwei Tage vor den
Eingriffen bis zum Zeitpunkt der Euthanasie Tramadol (ratiopharm®, 1mg/ml) Uber das
Trinkwasser zugefuhrt.

Am Operationstag wird den Tieren Fentanyl (Fentanyl-Janssen®, 50 Mikrogramm
(Mg)/Kilogramm Korpergewicht (kgkG)) intraperitoneal appliziert. Die Gabe erfolgt 15
min vor dem Eingriff, um eine ausreichende Anflutung des Medikamentes zu gewahr-
leisten.

Zur stressfreien Induktion der Narkose wird das Tier anschlieRend unter eine Haube
gelegt und daruber in eine Atmosphare mit dem 4 Vol % Inhalationsanasthetikum Is-
ofluran verbracht, bis alle motorischen Reaktionen erloschen sind (circa (ca.) 1 min).
Zur Aufrechterhaltung der Narkose wahrend den operativen Eingriffen (ICV-Injektion,
CCI- und FF-Modell), wird dem spontan atmenden Tier kontinuierlich Uber eine in den
jeweiligen Operationsplatz integrierte Inhalationsmaske 2 Vol % Isofluran in einem
Luft-Sauerstoffgemisch zugefuhrt.

Um ein Austrocknen der Augen des narkotisierten Tieres zu verhindern, wird eine Au-
gensalbe aufgetragen.

Zur bestmoglichen Anwendung der ICV-Injektion und des CCIl-Modells ist der Kopf des
Tieres in einem stereotaktischen Rahmen fixiert. Hierzu befindet sich das Tier in
Bauchlage. Um die Korpertemperatur wahrend der Operation aufrecht zu erhalten,
liegt das Tier auf einer Warmplatte, wobei die Kérpertemperatur des Tieres kontinuier-
lich rektal gemessen wird.

Fur die FF-Operation ist keine Fixierung des Kopfes in einen stereotaktischen Rahmen
notig. Die Operation erfolgt an einem zweiten Operationsplatz ebenfalls in Bauchlage
und unter Monitoring der Korpertemperatur mittels Warmeplatte und rektaler Messung.
Im Anschluss sollen die Tiere in einem beheizten Sauglingsinkubator (Bei 33 °C und

35 % Luftfeuchte) aufwachen, wo sie fur weitere 1,5 Stunden Uberwacht werden.

4.5.2 ICV-Injektion
Unmittelbar vor der Polytrauma- oder Sham-Operation wird dem Tier je nach Grup-
penzugehorigkeit entweder 4 pl rekombinantes Osteopontin (BioLegend®, 0,1 ug/ul)
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oder 4 ul Vehikel-Substanz (NaCl) ICV appliziert. Die Injektion findet unter den in 4.5.1
beschriebenen Bedingungen statt.

Zunachst wird eine ca. 1,5 cm lange mediane Inzision der Kopfhaut zur Freilegung der
Schadelkalotte von der Sutura coronalis auf Hohe des Bregmas bis zur Sutura
lambdoidea gesetzt. Mit Hilfe eines Wattetupfers wird das freigelegte Periost nach la-
teral prapariert. AnschlieRend wird an den stereotaktischen Koordinaten anteroposte-
rior — 0.5 mm und lateral von Bregma + 1 mm ein Bohrloch gefrast. Die entsprechende
Substanz wird mit einer Hamilton Spritze in 1,6 mm Tiefe langsam injiziert. Um die
Verteilung der Substanz im intraventrikularen Raum zu gewahrleisten, wird die Spritze
fur 3 min in Applikationsposition belassen. Nach dem Entfernen der Applikationsvor-
richtung, wird das Bohrloch mit Histoacrylkleber verklebt. Je nach Gruppenzugehdrig-
keit des Tieres erfolgt nun der Verschluss des Hautschnitts mit Knopfnahten oder das
CCI-Modell. Folgende Abbildung zeigt ein Versuchstier zum Zeitpunkt der ICV Injek-

tion.
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Abbildung 6: /CV-Injektion Zu sehen ist eine sich in Bauchlage befindliche Maus, die am Operationsplatz ,ICV /
CCI* mit dem Kopf in einen stereotaktischen Rahmen gespannt ist. Uber die der Schnauze anliegende Maske wird
dem Tier 2 Vol% Isofluran in einem Luft-Sauerstoffgemisch zugefiihrt. Die Schadelkalotte ist freiprapariert und die
Hamilton-Spritze lber ein gefrastes Bohrloch (stereotaktische Koordinaten: anteroposterior — 0.5 mm und lateral
von Bregma + 1 mm) in Applikationsposition platziert. Zur ICV Applikation ist die Hamilton-Spritze hier in 1,6mm
Tiefe positioniert.

4.5.3 CCI-Modell

Die CCI-Operation findet im Anschluss an die ICV-Injektion unter den in 4.5.1 beschrie-
benen Bedingungen statt.

Aufgrund der ICV-Injektion ist die Schadelkalotte des Tieres bereits freigelegt. Orien-
tierend am Bregma wird uber der rechten Hemisphare ein quadratisches Bohrloch mit
einer Seitenlange von ca. 7 mm unter Erhalt der Dura mater gefrast. Die mediale Seite
der Knochenplatte, welche der Sutura sagittalis entspricht, wird beim Frasen ausge-
spart und fixiert somit die Knochenplatte an der Schadelkalotte. Die Knochenplatte
wird nun nach medial aufgeklappt und der druckluftgetriebene CCI-Applikator Uber
dem freigelegten Hirngewebe platziert. Das SHT wird durch einen Stempel (Durch-
messer 3,0 mm) computergesteuert mit einer definierten Geschwindigkeit von 6 Meter
pro Sekunde (m/s), einer Eindringtiefe von 1,5 mm und einer Aufpralldauer von 200
Millisekunden (ms) auf das Gehirn induziert. Nach Versuchsende wird die
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Knochenplatte wieder nach lateral Uber das Hirngewebe gelegt und mit Histoacrylkle-
ber fixiert. Die verbleibende Hautwunde wird mit Einzelknopfnahten verschlossen. Ab-

bildung 7 zeigt ein Versuchstier zum Zeitpunkt der CCI-Applikation.

Abbildung 7: CCI-Modell. Zu sehen ist eine sich in Bauchlage befindliche Maus, die am Operationsplatz ,ICV /
CCI* mit dem Kopf in einen stereotaktischen Rahmen gespannt ist. Uber die der Schnauze anliegende Maske wird
dem Tier 2 Vol% Isofluran in einem Luft-Sauerstoffgemisch zugefiihrt. Die Schadelkalotte ist freiprapariert, die
Knochenplatte wie oben beschrieben nach medial aufgeklappt. Der CCIl-Applikator ist iber dem freigelegten Hirn-
gewebe platziert.

4.5.4 Femurfraktur

Die operative Femurfrakturierung erfolgt direkt im Anschluss an die CCI-Operation un-
ter den in 4.5.1 beschriebenen Bedingungen.

Das linke Bein des Tieres wird desinfiziert und rasiert. AnschlieRend wird ein ca. 4mm
langer Hautschnitt medial der Kniescheibe gesetzt. Nach Mobilisation der Patellar-
sehne wird die Kniescheibe nach lateral aufgeklappt, was den Zugang zum distalen
Femur ermdglicht. Zur Eréffnung der Markhdhle wird eine 0,5 mm dicke Trephine
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verwendet. Hiernach wird der MouseScrew-Nagel so tief in die Markhohle eingefuhrt,
dass proximal der Trochanter major penetriert wird. Die Frakturierung des Femurs er-
folgt kontrolliert unter Verwendung einer 3-Punkt-Biegevorrichtung. Die intramedullare
Schienung der Fraktur erfolgt Uber den zuvor eingebrachten MouseScrew-Nagel. Ab-
schlielend wird die Patella reponiert und der Hautschnitt vernaht. Das Operationser-

gebnis wird radiologisch mit Hilfe des Kleintier-Rontgengerat MX-20 Faxitron (35kV fur
5s) kontrolliert (Abbildung 8).

Abbildung 8: Postoperative Réntgenkontrolle der linksseitigen Femurfraktur. Zu sehen ist eine postoperative Ront-
genaufnahme eines Polytrauma-operierten Tieres. Die Seiten sind anhand der weiflen Buchstaben L (links) und R
(rechts) definiert. Linksseitig imponiert der durch den weifen Pfeil markierte, rontgendichte MouseScrew-Nagel.
Der Nagel ist intramedullar platziert. Der weifde Kreis markiert den Frakturspalt der linksseitigen Femurfraktur.
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4.5.5 Sham-Operation

Alle scheinoperierten Tiere werden wie in 4.5.1 beschrieben in Narkose versetzt. Eine
ICV-Injektion erfolgt jedoch auch bei den Tieren, die der Sham-Gruppe angehoren. Je
nach Gruppenzugehorigkeit (s. 4.1) wird hierbei dann entweder rOPN oder eben eine
Vehikel-Substanz appliziert.

Die scheinoperierten Tiere werden nach der ICV-Injektion fur den Zeitraum einer CCI-
Operation mit freipraparierter Schadelkalotte ohne weitere Intervention (keine weitere
Kraniotomie und kein Impact) belassen. Die Hautwunde wird anschlieend mit Einzel-
knopfnahten verschlossen.

Im Anschluss werden die scheinoperierten Tiere aus der stereotaktischen Fixierung
befreit und auf den zweiten Operationsplatz gelegt. Unter kontinuierlicher Narkose er-
folgt der Hautschnitt und die Muskelpraparation am linken Oberschenkel ohne weitere
Interventionen. Auch hier werden die Tiere fur den Zeitraum einer FF-Operation in
Narkose belassen. Anschlielend wird die Hautinzision analog zum FF-Modell ver-
schlossen.

Um hiernach behutsam aus der Narkose zu erwachen, werden auch die scheinope-
rierten Tiere fur 1,5 Stunden in einem Sauglingsinkubator Uberwacht.

4.5.6 Euthanasie und Entnahme von Gewebeproben

Fanf Tage nach den Eingriffen werden die Tiere zur Entnahme von Gewebeproben
euthanasiert. Dazu wird das Tier fur 90 s mit 4 Vol % Isofluranbegasung narkotisiert.
Anschlieend wird das Tier dekapitiert. Das aus dem Torso hervortretende Blut wird
in einem mit 80 pl Heparin versetzten Falcon aufgefangen und bei 4 °C und 3000 rpm-
1 fur 8 min zentrifugiert. Das zellfreie Blutplasma wird bis zur weiteren Analyse bei -80
°C weggefroren.

Zur Hirnentnahme wird zunachst die Kopfhaut mediansagittal mit einer Schere aufge-
schnitten und die Schadelkalotte freigelegt. AnschlieRend wird am Foramen magnum
mit der Schere ein kleiner Schnitt gesetzt und die Schadelkalotte von occipital nach
rostral vorsichtig aufgebrochen, bis das Gehirn freiliegt. Nach Durchtrennung der vent-
ralen Hirnnerven, kann das Gehirn vorsichtig entnommen werden. Direkt im Anschluss
wird das entnommene Gehirn in pulverisiertem Trockeneis fur 1 min schockgefroren

und anschliel3end bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C weggefroren.
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Abbildung 9: CCI-Gehirn nach Entnahme. Zu sehen ist ein nach Euthanasie entnommenes Gehirn eines CClI-
Tieres. Die dorsale Aufsicht zeigt die beiden Hemispharen, sowie den rechtshemisphérisch gelegenen Schaden,
welcher sich deutlich von dem sonst homogenen Gewebe abhebt.

4.6 Histopathologische Analyse

4.6.1 Kryostat und Probengewinnung

Um Praparate fur histologische Farbungen zu erhalten, werden die Gehirne der Ver-
suchstiere mittels eines Kryostats bei -20 °C in der Frontalebene geschnitten und auf
Objekttrager aufgenommen. Aullerdem wird hierbei Gewebe zur molekularbiologi-
schen Analyse gewonnen.

Zunachst wird das Gehirn in rostraler Ausrichtung mit Hilfe eines Einbettmediums auf
dem Objekttisch fixiert. Das am Objekttisch fixierte Gehirn wird nun so gegen das Mes-
ser ausgerichtet, dass Schnitte in der Frontalebene resultieren. Hiernach wird das Ge-
hirn komplett mit Einbettmedium umhullt. Um das Anfertigen der Schnitte verschiede-
ner Gehirne vergleichbar zu machen, wird jedes Gehirn von rostral nach kaudal in 16
500 (Mikrometer) um dicke Frontalebenen unterteilt, beginnend bei Ebene Bregma
+3,14 mm, welche als Ebene 1 (£ 0 ym) definiert wird. Am Anfang jeder Ebene werden
funf Serienschnitte, mit der Dicke von 12 ym auf jeweils einen Objekttrager aufgenom-
men, wobei die Ebenen 1-10 und 11-16 jeweils zusammen auf einem Objekttrager
aufgenommen werden. Die mit den Praparaten bestuckten Objekttrager werden bis
zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

63



Die Probengewinnung zur molekularbiologischen Analyse erfolgt zwischen den Ebe-
nen 6 (£ 2500 um, Bregma +0,64 mm) und Ebene 13 (2 6000 ym, Bregma -2,86 mm).
Hierzu werden nach Aufnehmen der jeweiligen Serienschnitte so genannte Trimm-
schnitte, die 60 ym dick sind, angefertigt. Es werden sechs Trimmschnitte angefertigt
(£ 240 um), welche in gleicher Ausrichtung deckungsgleich aufeinandergestapelt wer-
den. Das ventrale Drittel wird abgetrennt und verworfen, der verbleibende Anteil wird
entsprechend den Hemispharen entlang der Mittellinie in eine ipsilasionale und eine
kontralasionale Seite geteilt und jeweils in einem Kryorohrchen aufbewahrt. Pro Tier
werden fur jede Hemisphare zwei Kryorohrchen verwendet, die abwechselnd zur Pro-
benaufnahme zwischen den Ebenen 6-13 verwendet werden (s. Tabelle 15). Das sich
in den Kryorohrchen befindliche Gewebe wird bis zur Transkript- und Proteinanalyse
bei -80 °C gelagert.

Kryoréhrchen Ebenen (je 4 x 60 um)

1.Kryordhrchenii semisphire 2500, 3500, 4500, 5500 (um)
1.Kryoroéhrchenre Hemisphre 2500, 3500, 4500, 5500 (um)
2.Kryordhrchenii emisphire 3000, 4000, 5000, 6000 (um)
2.Kryordhrchenye Hemisphire 3000, 4000, 5000, 6000 (um)

Tabelle 15: Probengewinnung zur molekularbiologischen Analyse

4.6.2 Kresylviolett-Farbung

Die nach Franz Nissl benannte Nissl-Farbung (in diesem Experiment mit dem Farbstoff
Kresylviolett) dient insbesondere der Darstellung von Nervengewebe. Kresylviolett bin-
det basophile Verbindungen wie Ribonukleinsaure (engl. ribonucleic acid, RNA) und
DNA, was zu einem violetten Anfarben von Zellkernen und Ribosomen fuhrt. Die Ri-
bosomen sind im Nervenzellkdrper deutlich konzentrierter als in Axon oder Dendrit,
weshalb weitestgehend nur die Zellkdrper angefarbt werden. Zu nennen ist noch das
Phanomen der so genannten ,Nissl-Schollen®, die dem rauen Endoplasmatischen Re-
tikulum entsprechen.

Zunachst werden die zu farbenden Objekttrager fir 30 min an der Luft getrocknet,
anschlie3end fur 2 min in 70%igem Ethanol belassen und dann fir 10 min in Kresylvi-
olett- Farbelosung eingetaucht. Hiernach werden die Objekttrager kurz in zwei Behal-
ter mit destilliertem Wasser eingetaucht, um uberschussige Farbe zu entfernen. Zum

Entwassern der Schnitte werden die Objekttrager jeweils zweimal kurz in zunachst
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70%igem und dann in 96%igem Alkohol gewaschen. Durch das anschliel3ende Ein-
tauchen der Objekttrager fur zunachst 5 und dann 2 min in jeweils frischem RotiHistol
werden die Schnitte fixiert. Um die angefarbten Schnitte Uber langere Zeit zu konser-
vieren, werden diese mit Hilfe des RotiHistokitts und einem Deckglaschen nach aul3en

verschlossen.

4.6.3 Quantifizierung des Kontusionsvolumens

Die mit Kresylviolett gefarbten Schnitte eignen sich gut zur Erfassung des Kontusions-
volumens, da sich das gesunde, angefarbte Hirngewebe, von dem nicht gefarbten
Kontusionsgewebe klar absetzt.

Zunachst werden alle 16 Schnitte eines Gehirns mit Hilfe eines Mikroskops, einer Mik-
roskopie-Kamera und der Software ZEN 2 (blue edition) aufgenommen und ausge-
messen. Zur Bestimmung des Kontusionsvolumens eines Gehirns werden zunachst
von allen 16 Schnitten die Flache der linken und rechten Hemisphare und die Flache,
die das vitale Gewebe der rechten Hemisphare einnimmt, bestimmt. Das Kontusions-
volumen eines Schnittes ergibt sich aus der Differenz der Flache der rechten Hemi-
sphare und der Flache des vitalen Gewebes der rechten Hemisphare. Um das Kontu-

sionsvolumen (V) Uber alle 16 Schnitte zu berechnen, wird folgende Formel verwendet:

16

V=ZAx X 500 um
1

1mm

Abbildung 10: Veranschaulichung des Kontusionsgewebes gegeniiber intaktem Gewebe Zu sehen sind drei Fron-
talschnitte eines CCI-Gehirns der Ebenen 9 (Bregma - 0,86 mm, A), 10 (Bregma — 1,36 mm, B) und 11 (Bregma —
1,86 mm, C), die nach Nissl mit Kresylviolett gefarbt sind. Der Bereich des Schadens ist, da dieses Gewebe nicht
angefarbt ist, deutlich zu identifizieren.

4.6.4 Dickemessung Gyrus dentatus
Der Gyrus dentatus ist Teil der Hippocampusformation und einer der wenigen Orte im

zentralen Nervensystem, mit der Fahigkeit zur Neurogenese im adulten Organismus.
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Der Gyrus dentatus besteht aus einem inneren Stratum plexiforme, dem mittig gele-
genen Stratum granulosum, welches mit dicht gepackten Kornerzellen den Hauptbe-
standteil darstellt und dem aul3eren Stratum moleculare. Die neuronalen Stammzellen
liegen in der subgranularen Zone zwischen Stratum granulosum und Stratum ple-
xiforme (161).

In dieser Arbeit soll die Dicke der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus bestimmt wer-
den, wodurch die Schadensauswirkung des SHTs in weiter entfernten Hirnregionen
untersucht und quantifiziert werden kann. Hierzu werden die mit Kresylviolett gefarbten
Schnitte der Ebenen 11-13 (Bregma — 1,86 mm (11), - 2,36 mm (12), -2,86 mm (13))
verwendet. Aufgrund der hohen Dichte der Kornerzellen ist das Stratum granulosum
in der Nissl-Farbung gut darstellbar. Die fotografierten Schnitte werden mit der com-
putergestutzten Software ZEN 2 (blue edition) ausgemessen.

Pro Versuchstier werden zwei Schnittebenen so vermessen, dass jeweils ipsi- und
kontralasional innen, mittig und aul3en die Dicke der Kornerzellschicht bestimmt wird,
wobei darauf zu achten ist, dass fur diese Lokalisationen an jeweils vergleichbaren
Stellen gemessen wird. Zudem wird fur die ipsi- und kontralasionale Seite jeweils die
dinnste Stelle des Stratum granulosum bestimmt. Hierbei ist darauf zu achten, dass
nicht das dunn auslaufende laterale Ende der Zellschicht gewahlt wird, sondern die
Stelle mit dem groflten Strukturverlust. Aus den pro Hemisphare (kontra- vs. ipsilasio-
nal) erhobenen vier Werten (innen, mittig, au3en, dunnste Stelle) wird der Mittelwert
gebildet. Die Daten der zwei verschiedenen Schnittebenen pro Tier (Ebenen 11-13)
werden nochmals arithmetisch gemittelt und dann zur statistischen Analyse verwen-
det. Folgende Abbildung zeigt einen mit Kresylviolett gefarbten Schnitt der Ebene 11
eines Polytrauma-operierten Tieres, wobei die genauen Lokalisationen der zu mes-

senden Stellen anhand von Pfeilen veranschaulicht sind.
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Abbildung 11: Dickemessung der Kérnerzellschicht des Gyrus dentatus. Zu sehen ist ein mit Kresylviolett gefarbter
Schnitt der Ebene 11 (Bregma — 1,86 mm) eines Polytrauma-Tieres. Die schwarzen Pfeile deuten auf die zu mes-
senden Stellen (innen, mittig und aufRen) der Kérnerzellschicht des Gyrus dentatus, die jeweils an vergleichbaren
Stellen (ipsi- vs. kontralasional) liegen sollen. Der rote Pfeil zeigt jeweils auf die Stelle mit dem gré3ten Struktur-
verlust, deren Dicke ebenfalls bestimmt werden soll.

4.6.5 Immunhistochemische Farbung

Mit Hilfe der Immunfluoreszenz werden Proteine oder andere Strukturen durch Anti-
korper, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert sind, sichtbar gemacht.

In dem hier angewandten Protokoll bindet zunachst ein so genannter primarer Antikor-
per spezifisch an das Zielprotein. Der sekundare Antikorper ist fluoreszenzmarkiert
und bindet den primaren Antikorper spezies-spezifisch, wodurch die Zielstruktur nach
Anregung durch die entsprechende Wellenlange indirekt sichtbar wird. In dieser Studie
werden die Proteine Iba1 und GFAP immunhistochemisch gefarbt. GFAP wird als Mar-
ker fur Astrozyten (92) und Iba1 als Marker fur Mikrogliazellen (75) verwendet, wobei
eine durch Inflammation bedingte Aktivierung der Zellen zu einer gesteigerten Expres-
sion der jeweiligen Proteine fuhrt.

Immunhistochemisch gefarbt werden die Schnitte der Ebenen 11-13 (Bregma — 1,86
mm (11), - 2,36 mm (12), -2,86 mm (13)). Die entsprechenden Objekttrager werden 30
min an der Luft getrocknet bevor sie fur 10 min in 4%igem Paraformaldehyd (PFA)
fixiert werden. Anschliel3end werden die Schnitte dreimal fur 3 min in PBS gewaschen
bevor sie fur 30 min in einer Blockierlosung (5 % NGS, 1 % BSA in PBST) in einer
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Feuchtkammer inkubiert werden, was eine unspezifische Proteinbindung verhindert.
Hiernach werden die primaren Antikorper, die in Blockierlosung entsprechend kon-
zentriert sind (rabbit anti Iba1 (1:1000) + rat anti GFAP (1:1000)), hinzugegeben und
bei 4 °C in einer Feuchtkammer uber Nacht inkubiert. Am Folgetag werden die Schnitte
zunachst dreimal fur 10 min in PBS gewaschen. Anschlieend werden die sekundaren
Antikorper, die in Blockierlosung entsprechend konzentriert sind (goat anti rabbit Alexa
488 (1:500), goat anti rat Alexa 568), hinzugegeben und fur 2 Stunden (h) im Dunkeln
bei Raumtemperatur inkubiert. Die nachfolgenden Schritte finden weiterhin im Dunkeln
statt um eine Irritation des Fluoreszenzfarbstoffes zu vermeiden. Nach der zweistun-
digen Inkubation folgt ein dreimaliges Waschen in PBS bevor die Schnitte fur 5 min in
einer 4',6-Diamidin-2-phenylindol- (DAPI-) Losung (1:10000 in PBS) inkubieren. Hier-
nach folgt noch ein einmaliges funfminttiges Waschen in PBST bevor die Schnitte mit
Immunomount eingedeckelt werden und uber Nacht im Dunkeln bei 4 °C trocknen. Am
nachsten Tag werden die gefarbten Schnitte mit Nagellack versiegelt. Die Lagerung
erfolgt bei 4 °C im Dunkeln.

4.6.6 Quantifizierung der immunhistochemischen Farbung

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbung erfolgt unter einem konfokalen
Mikroskop bei 20-facher Vergrofierung und den Wellenlangen von 488 Nanometer
(nm) und 568 nm. Die zwei zu analysierenden Regionen liegen hierbei in der rechten
Hemisphare perilasional und in der, zu diesem Bereich an der Mittellinie gespiegelte
Region, in der kontralasionalen linken Hemisphare (s. Abbildung 12). In den Sham-
Gruppen, die keinen Schaden aufweisen, wird ein analoger Bereich zu den CClI-Tieren
eruiert und analysiert. Von den zu analysierenden Regionen werden Bilder angefertigt,
die mit der computergestutzten Software ImagedJ ausgewertet werden. Mit Hilfe der
Software werden die immunhistochemisch durch ihre Marker-Proteine angefarbten,
immunreaktiven Zellen (Astrozyten — GFAP und Mikroglia — Iba1) quantifiziert, bzw.
die GFAP-positiven und Iba1-positiven Partikel gezahlt. Sowohl fur die GFAP- als auch
fur die Iba1-Farbung wird die GroRe der zu analysierenden Partikel zwischen 50 pm -
2000 um gesetzt. Die Flache, die zur Zahlung der Partikel verwendet wird, ist fur jedes
Bild gleich grof3 (300,60 um x 300,6 um). Fur die Analyse der ipsi- und kontralasionalen
Seite eines Schnittes, soll der gleiche Treshold gewahlt werden. Pro Tier werden hier-
bei jeweils die Ebenen 11 (Bregma — 1,86 mm) und 12 (Bregma — 2,36 mm) untersucht
und aus den jeweiligen Werten einer Hemisphare die Mittelwerte gebildet.
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Abbildung 12: Darstellung der immunhistochemisch untersuchten Bereiche. Zu sehen ist ein mit Kresylviolett ge-
farbter Frontalschnitt eines CCI-Gehirns der Ebene 11 (Bregma — 1,86 mm). Die schwarz schraffierten Kastchen
zeigen den Bereich, der im Rahmen der immunhistochemischen Analyse untersucht werden soll (300,60 pm x
300,6 um). A zeigt den perilasionalen Bereich in der rechten Hemisphare, B zeigt den zu A an der Mittellinie ge-
spiegelten Bereich in der kontralasionalen linken Hemisphare.

4.7 Biochemische und molekularbiologische Analyse

4.7.1 Bestimmung der OPN-Konzentration im Blutplasma mittels ELISA

Zur Bestimmung der OPN-Konzentration mittels enzym-linked immunsorbent assay
(ELISA) wird das in 4.5.6 gewonnene Blutplasma verwendet.

Die ELISA-Technik ist ein antikorperbasiertes Nachweisverfahren mit dessen Hilfe un-
ter anderem (u.a.) Proteine spezifisch nachgewiesen und quantifiziert werden konnen.
In dieser Studie wird das Mouse/Rat Osteopontin (OPN) Quantikine® ELISA Kit ver-
wendet, welches die Sandwich-ELISA-Technik aufgreift. Hierbei wird zunachst ein ers-
ter polyklonaler Antikdrper (auch capture antibody), der Osteopontin bindet, an eine
Mikrotiterplatte gebunden. In die wells der Mikrotiterplatte werden dann die Serumpro-
ben sowie Standard- und Kontrollproben gegeben und fur 2 h inkubiert, um die Bin-
dung von OPN an den capture antibody zu ermoglichen. Zur Entfernung ungebunde-
ner Substanzen wird die Platte nach der Inkubation zunachst gewaschen. Anschlie-
Rend wird ein zweiter, enzymgebundener polyklonaler Antikorper, der ebenfalls OPN
bindet in die wells gegeben. Auch hier werden nach zweistindiger Inkubation
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ungebundene Antikorper-Substrat-Komplexe durch Waschen entfernt, bevor eine
Substrat-Losungen in die wells gegeben wird. Die Enzymreaktion ergibt ein blaues
Produkt, das nach Zugabe der Stopp-LOsung in ein gelbes Produkt umschlagt. Die bei
450 nm photometrisch bestimmte Farbintensitat der Probe (korrigiert durch Subtrak-
tion des bei 570 nm bestimmten Wertes) ist proportional zur Menge an Osteopontin,
welche initial den capture antibody gebunden hat. Die genaue Konzentration lasst sich
dann mit einer Standardkurve bestimmen, die anhand der Farbintensitaten der Stan-
dardproben erstellt wird.

Bevor die in 4.5.6 gewonnenen Plasma-Proben fur dieses Assay verwendet werden
konnen, mussen diese zunachst 200-fach verdinnt werden. Hierzu werden 10 ul der
Probe mit 90 pl Calibrator Diluent RD6-12-L6sung versetzt, bevor 20 pl der verdunnten
Probe mit weiteren 180 pl der Calibrator Diluent RD6-12-Losung gemischt werden.
Das weitere Vorgehen ist dem Mouse/Rat Osteopontin (OPN) Quantikine® ELISA Kit

zu entnehmen.

4.7.2 RNA-Analyse

4.7.2.1 RNA-Extraktion und photometrische Konzentrationsbestimmung

Zur molekularbiologischen Analyse des aus den Trimmschnitten gewonnenen Gewe-
bes der ipsilasionalen Hemisphare (Gewinnung s. 4.6.1), muss zunachst die RNA aus
diesem Gewebe extrahiert werden. Hierzu wird das RNeasy Mini Kit und das QlAzol
Lyse-Reagenz von Qiagen verwendet.

Zunachst wird zu den jeweiligen Geweben eine Metallkugel und 0,9 ml Qiazol-Lyse-
Reagenz, welches das Gewebe lysiert und zusatzlich RNasen inhibiert, gegeben. Hier-
nach wird das Gewebe im Mastermill zweimal 1 min lang bei 20 Hertz (Hz) zerkleinert
und anschliel’end fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wer-
den 100 pl genomische DNA (gDNA) Eliminator und 180 pl Chloroform hinzugegeben,
bevor das Gemisch weitere 3 min inkubiert und anschlieend fur 15 min bei 4 °C und
12000 x g zentrifugiert wird. Hiernach wird die obere, farblos-wassrige Phase, welche
die RNA beinhaltet, vorsichtig aufgenommen und in 600 uyl 70%igem Ethanol resus-
pendiert. Das Gemisch wird auf eine Mini-Spin-Saule mit einer RNA-selektiven Silikat-
membran pipettiert und fur 15 s bei Raumtemperatur und 8000 x g abzentrifugiert,
wobei der Durchlauf verworfen wird. Es folgen Waschschritte mit zunachst 700 yl RWT
Buffer bei 8000 x g und anschlieend mit 500 pl RPE Buffer bei 8000 x g, wobei auch
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hier der Durchlauf jeweils verworfen wird. Zum Trocknen werden nochmals 500 pl RPE
Buffer einpipettiert und bei 8000 x g flir 2 min zentrifugiert, bevor die Saule ohne er-
neute Zugabe von Flussigkeit fur 1 min bei maximaler Geschwindigkeit abzentrifugiert
wird. Zum Eluieren werden 30-50 pyl RNase-freies Wasser genau auf die Membran
pipettiert und 1 min bei 8000 x g zentrifugiert. Die extrahierte RNA befindet sich im
Durchlauf und wird bei -80°C gelagert.

In einem nachsten Schritt wird die Konzentration (c) der jeweils eluierten RNA mittels
eines Photometers bestimmt. Hierzu werden 1 ul des Eluats eingesetzt und die opti-
sche Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 260 nm (Absorptionsmaximum von Nuk-

leinsduren) und 280 nm (Absorptionsmaximum von Proteinen) bestimmt. Der Rein-

0D(260)
0D(280)

heitsgrad ergibt sich aus und sollte zwischen 1,8 und 2,1 liegen. Eine OD2¢0)

= 1,0 entspricht einer Konzentration von 40 pg/ml. Entsprechend kann anhand folgen-
der Formel die RNA-Konzentration berechnet werden.

¢ = 0OD(260) * 40ug/ml * Verdiinnungsfaktor

4.7.2.2 Synthese der komplementaren DNA

Damit die extrahierte RNA im Rahmen einer PCR analysiert werden kann, muss diese
zunachst in komplementare DNA (engl. complementary DNA, cDNA) umgeschrieben
werden. Hierzu wird ein Enzym, die so genannte Reverse Transkriptase (auch: RNA-
abhangige DNA-Polymerase) verwendet, welche mit Hilfe der RNA als Matrize einen
exakt komplementaren DNA-Strang synthetisiert.

Zur cDNA-Synthese wird das QuantiTect reverse Transcription Kit von Qiagen ver-
wendet. Zunachst wird das Volumen, welches 1 ug extrahierte RNA enthalt mit 2 pl
gDNA Wipeout Buffer versetzt und auf ein Gesamtvolumen von 14 yl mit RNase-freiem
Wasser aufgefullt. Zur Eliminierung von genomischer DNA wird der Ansatz bei 42 °C
fur 8 min inkubiert. Im nachsten Schritt synthetisiert die reverse Transkriptase den zur
RNA komplementaren DNA-Strang. Hierzu wird ein Mastermix mit einem Gesamtvo-
lumen von 20 ul bestehend aus: 1 yl Quantiscript RTanskriptase, 4 ul Quantiscript RT-
Buffer, 1 yl RT-Primermix und 14 yl gDNA-freie RNA angesetzt. Der Ansatz wird bei
42 °C fur 30 min inkubiert und anschlief3end sofort auf Eis gestellt. Zur Inaktivierung
der reversen Transkriptase folgt eine dreiminutige Inkubation bei 95 °C. Die cDNA wird

abschlielend 1:1 mit Wasser verdunnt und bei -80 °C gelagert.
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4.7.2.3 quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion

Mithilfe der qPCR werden die zuvor in cDNA umgeschriebenen Transkripte quantifi-
ziert, was eine uber Primer definierte, spezifische Genexpressionsanalyse der ipsila-
sionalen Hemisphare ermdglicht.

Die gPCR basiert auf dem Prinzip der Polymerasekettenreaktion, welche der Verviel-
faltigung (Amplifizierung) von DNA mit Hilfe des Enzyms DNA-Polymerase dient. Die
Reaktionen laufen jeweils in Zyklen ab, wobei die Produkte des vorherigen Zyklus als
Edukte des nachsten Zyklus dienen, wodurch die Amplifikations-Rate exponentiell zu-
nimmt. Es werden zwischen 20-50 Zyklen in einem Thermocycler absolviert, wobei ein
Zyklus grundsatzlich aus drei Reaktionen besteht. Wahrend der ersten Reaktion, der
Denaturierung, werden bei 94-96°C die Wasserstoffbricken zwischen den DNA-
Strangen aufgebrochen, sodass die jeweiligen Einzelstrange resultieren. Anschlie-
Rend, in der Phase der Hybridisierung, binden die Primer, welche die zu amplifizieren-
den Targets umrahmen, jeweils komplementar an die Einzelstrang-DNA. Die Anneal-
ing-Temperatur richtet sich hierbei individuell nach Primer-GroRe und Basenzusam-
mensetzung der Primer. Damit das Target ,umrahmt” werden kann, gibt es entspre-
chend einen Forward-Primer, welcher den Sense-Strang bindet, und einen Reverse-
Primer, welcher den Anti-Sense-Strang bindet. In der dritten Phase, der Elongations-
phase synthetisiert die DNA-Polymerase ausgehend vom 3'-Ende des jeweiligen Pri-
mers einen neuen DNA-Strang. Hierzu verwendet das Enzym die dem Reaktionsge-
misch zugesetzten Desoxy-Nukleotide. Die Temperatur richtet sich nach dem Arbeits-
optimum der verwendeten DNA-Polymerase. Hierauf schlief3t sich eine erneute Dena-
turierungsphase und somit ein neuer Zyklus an.

Zur Quantifizierung der DNA erfasst die q°PCR am Ende der Elongation jedes Zyklus
in Echtzeit Fluoreszenzemissionen. Zur Fluoreszenzmarkierung der DNA wird in die-
ser Studie der Farbstoff SYBR-Green, welcher in die DNA interkaliert, verwendet. Ent-
sprechend korreliert die Konzentrationszunahme der markierten zu amplifizierenden
DNA mit der Zunahme der Fluoreszenz.

Zur genauen Konzentrationsbestimmung tragt man die Intensitat der Fluoreszenz ge-
gen die PCR-Zyklen auf, wobei sich drei typische Phasen abzeichnen. Auf die erste,
durch eine langsame Zunahme der Fluoreszenz gekennzeichnete Phase, schlief3t sich
die Phase des exponentiellen Wachstums an. Das exponentielle Wachstum erklart
sich durch das in dieser Phase bestehende optimale Verhaltnis zwischen DNA, Pri-

mern und Polymerase. In der anschlieRenden dritten Phase stagniert das Wachstum,
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da sich die Produkte gegenseitig hemmen und die Enzyme sich zunehmend erschop-
fen.

Wahrend der Phase des exponentiellen Wachstums wird mit Hilfe der Software
LightCycler® der so genannte Umschlagspunkt (engl. crossingpoint, CP) bestimmt,
der den Zyklus beschreibt, in dem die Fluoreszenzintensitat erstmals signifikant die
Hintergrund-Fluoreszenz Uberschreitet. Durch den Vergleich des Umschlagspunktes
mit einer Standardkurve, kann die absolute DNA-Konzentration bestimmt werden.
Die Proben der verschiedenen Targets werden im Doppelansatz bestimmt und arith-
metisch gemittelt. Zusatzlich zu den definierten Targets wird die Expression des Hous-
ekeeping-Gens Peptidylprolyl Isomerase A (PPIA) analysiert. Das Gen zeichnet sich
durch eine kontinuierliche Expression aus, die auch nach CCI unbeeinflusst bleibt. Die
Ergebnisse der verschiedenen Targets werden entsprechend auf die PPIA-Expression
normalisiert.

In diesem Experiment werden alle Targets (GFAP, SerpA3n, TSPO, OPN/SPP1, GRN,
TNF-a) mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green bestimmt. Die Proben wer-
den nach dem unten aufgefuhrten Schema auf eine 96-Well-Platte pipettiert, zentrifu-
giert und gemessen. Als Negativkontrolle wird Wasser verwendet.

SYBR-Green Pipettierschema
5 ul SYBR-Green
0,25 pl Primer Forward (Target-spezifisch)

0,25 pl Primer Reverse (Target-spezifisch)
3,5 yl H20

1 pl Proben-DNA
Tabelle 16: Pipettierschema SYBR-Green.

4.7.3 Proteinanalyse

4.7.3.1 Proteinextraktion und Konzentrationsbestimmung

Zur proteinbezogenen Analyse des Gewebes der ipsilasionalen Hemisphare (Gewin-
nung s. 4.6.1) mittels Western-Blot missen die Proteine zunachst extrahiert werden.
Hierzu wird das Gewebe in einem Verhaltnis von 10 ul/ug mit RIPA-Puffer, welcher
intakte Zellen lysiert und Proteine denaturiert, versetzt. Der Ansatz wird 30 min auf Eis
inkubiert, wobei die Proben alle 10 min durch das Streichen Uber einen Eppi-Stander
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mechanisch beansprucht und durchmischt werden. Hiernach werden die Proben fur
20 min bei 14000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand, der die gelGsten Proteine
enthalt, wird in ein neues Reaktionsgefal® uberfuhrt. Die Lagerung erfolgt bei -80°C.

In einem nachsten Schritt wird die Proteinkonzentration jeder einzelnen Probe mit dem
Lowry DC Protein Assay bestimmt. Zuerst werden acht Standard-Proben im Doppel-
ansatz mit aufsteigender, definierter Proteinkonzentration (0, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0
pg/ul) auf eine 96-Well-Platte aufgetragen. Die Proben, die die gelésten Proteine ent-
halten, werden zunachst 1:10 verdunnt, bevor, ebenfalls im Doppelansatz, je 5 pl auf
die 96-Well-Platte pipettiert werden. Die Proben, sowie die Standard-Proben werden
mit 25 pl eines Reaktions-Gemisches, bestehend aus 50 Teilen Reagent A und 1 Teil
Reagent S, sowie 200 pyl Reagent B versetzt. Der Ansatz wird fur 12 min bei Raum-
temperatur im Dunkeln inkubiert. Hierbei entsteht ein Farbstoff, dessen Extinktionzsonm
proportional zu der Proteinkonzentration der jeweiligen Probe bzw. Standard-Probe
ist. Die Extinktion der jeweiligen Proben und Standard-Proben wird mithilfe des Glo-
max-Detektionssystem bei 750 nm photometrisch bestimmt und die Mittelwerte aus
den jeweiligen Doppelansatzen errechnet. Anhand der Standardreihe kann, auf Grund
der bekannten Proteinkonzentrationen, eine Standardkurve erstellt werden. Unter Zu-
hilfenahme dieser Kurve und unter Berucksichtigung der initialen Verdunnung, kann
nun anhand der gemittelten Extinktionswerte der Proben die jeweilige Proteinkonzent-

ration bestimmt werden.

4.7.3.2 Elektrophorese

Um einen Western-Blot durchzufihren, mussen die zu analysierenden Proteine zu-
nachst mittels Gelelektrophorese bzw. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) der GrofRe nach aufgetrennt werden.

Am Vortag der Elektrophorese werden die Gele nach dem Prinzip der radikalischen
Polymerisation zwischen zwei abgedichteten Glasplatten hergestellt. Zunachst wird
das untere Gel, das Trenngel gegossen und mit einer dinnen Schicht Isopropanol
ubergossen, was einen Schutz vor dem Radikalfanger Sauerstoff darstellt und gleich-
zeitig die Oberflache glattet. Nachdem das Trenngel auspolymerisiert ist (ca. 30 min),
wird zunachst das Isopropanol abgegossen und anschlieend das Sammelgel auf dem
Trenngel gegossen. In das noch flussige Sammelgel wird ein Kamm eingesteckt,
wodurch die Taschen zum Befullen des Gels entstehen. Das Sammelgel hartet eben-

falls fur 30 min aus. Die jeweilige Gelldsung besteht aus dem Gelbildner Akrylamid (~7
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% im Sammelgel, ~10 % im Trenngel), dem Radikalstarter APS, dem Katalysator
TEMED sowie Trenn- bzw. Sammelgelpuffer und Wasser. Die genaue Zusammenset-
zung eines 10%igen Polyacrylamid-Gels sowie eines Sammelgels ist unten aufgefuhrt
(Tabelle 17).

Sammelgel Trenngel 10 %
Acrylamid 1,25 ml 3,25 ml
APS 75 pl 150 pl
TEMED 5l 5l
Sammelgel- / Trenngelpuf- 1,25 ml 2,5ml
fer
Wasser 2,5ml 4 ml

Tabelle 17: Zusammensetzung Trenngel und Sammelgel (je zwei Gele)

Zum Beladen der Gele, werden diese zunachst in eine Elektrophoresekammer einge-
spannt, die mit Elektrophoresepuffer aufgefullt ist. Zur Probenvorbereitung werden an-
schliellend 25 ug Protein (Konzentrationsbestimmung nach Lowry DC Protein Assay,
s. 4.7.3.1) mit dem SDS-Ladepuffer in einem Verhaltnis von 1:5 versetzt, bevor die
Proben fur 5 min bei 95°C inkubieren, was zum Aufbrechen von Sekundar- und Terti-
arstruktur fuhrt. Der SDS-Ladepuffer enthalt B-Mercaptoethanol, welches zusatzlich
Disulfidbricken durch Reduktion spaltet. Das ebenfalls in dem SDS-Ladepuffer ent-
haltene SDS (Natriumdodecylsuflat) hat die Aufgabe als anionisches Tensid die Ei-
genladungen der Proteine zu Uberdecken, wodurch diese vernachlassigt werden kon-
nen. 1,4 g SDS binden hierbei ca. 1 g Protein, wodurch ein konstantes Masse-/La-
dungsverhaltnis entsteht und die Proteine somit im elektrischen Feld gro3enabhangig
und unabhangig der Eigenladung aufgetrennt werden konnen. Die durch das SDS be-
dingte negative Ladung fuhrt zu einem gegenseitigen Abstol3en der Proteine, was zu-
sammen mit der zuvor beschriebenen Denaturierung durch Erhitzen und dem Spalten
der Disulfidbricken durch B-Mercaptoethanol zu einer Linearisierung der Molekule
fuhrt.

Die denaturierten Proben werden nun auf das vorbereitete Gel geladen, wobei in die
erste Tasche der Marker Chameleon™ und in die letzte Tasche der Prestained-Marker
pipettiert wird. Nach Anlegen einer elektrischen Spannung migrieren die Proteine auf-
grund ihrer negativen Ladung Richtung Anode, wobei das Polyacrylamid-Gel eine Art
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Sieb darstellt und die groferen Proteine langsamer als kleinere Proteine durch das
Gel wandern. Zur vollstandigen Auftrennung der Proteine laufen die Gele fur ca. 70
min bei 0,03 Ampere (A).

4.7.3.3 Western-Blot, Detektion und Auswertung

Beim Western-Blot werden die Proteine mittels eines senkrecht zum Polyacrylamid-
Gel gerichteten elektrischen Feldes auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert und
anschlief3end durch fluoreszenzmarkierte Antikdrper detektiert.

Nach der Elektrophorese (s. 4.7.3.2) wird zunachst das Sammelgel abgetrennt und
das Trenngel in Blotpuffer Uberfuhrt. Zum Transferieren der Proteine auf eine Nitrozel-
lulose-Membran werden mehrere Lagen verschiedener Materialien, die in Blotpuffer
aquilibriert sind, Ubereinander in einen Rahmen eingespannt. Zwischen den beiden
Kompressionskassetten sind die Materialien wie folgt angeordnet: ein Schwamm, zwei
Filterpapiere, das Gel mit den zu transferierenden Proteinen, die Nitrozellulose-Memb-
ran, zwei Filterpapiere und nochmals ein Schwamm. Das Ubereinander Anordnen der
verschiedenen Materialien findet im Blotpufferbad statt, wobei jegliche Luftblasen zwi-
schen den verschiedenen Schichten vermieden werden sollen. Das zusammenge-
setzte Konstrukt wird in eine Blotkammer Uberfuhrt und diese mit Blotpuffer gefullt. Zur
Kdhlung ist die Kammer wahrend des Western-Blots in Eis eingebettet. Durch das An-
legen eines elektrischen Feldes senkrecht zum Acrylamid-Gel, migrieren die negativ
geladenen Proteine Richtung Anode und damit Richtung Nitrozellulose-Membran. Der
Transfer findet bei einer konstanten Stromstarke von 380 mA statt und dauert je nach
GroRe des zu transferierenden Proteins bis zu 2 h.

Zum Blocken wird die Nitrozellulose-Membran anschliel3end fur 1 h bei Raumtempe-
ratur in 2,5 % Magermilch TBS inkubiert. Hiernach wird die Membran Uber Nacht bei
4 °C mit dem primaren Antikorper, welcher die Zielstruktur bindet, inkubiert. Die pri-
maren Antikorper sind in 2,5 % Magermilch TBS gel6st. Die jeweilige Konzentration
der Antikorper ist in Tabelle 7 angegeben.

Am nachsten Tag wird die Membran zweimal fur 5 min in 1 x TBST gewaschen. Hier-
nach wird die Nitrozellulose-Membran fur 1 h mit dem sekundaren Antikorper bei
Raumtemperatur inkubiert wird. Der sekundare Antikorper richtet sich gegen die Spe-
zies, die zur Gewinnung des primaren Antikorpers verwendet wurde und ist an einen
Fluoreszenzfarbstoff zur spateren Detektion gekoppelt. Die sekundaren Antikorper
sind in der Verdunnung 1:15000 in 2,5 % Magermilch TBST gelost. Nach der
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Inkubation mit dem sekundaren Antikorper wird die Membran abschlieRend zweimal
fur 5 minin 1 x TBST gewaschen. Alle Wasch- und Inkubationsschritte finden auf dem
Schuttler statt. Aulderdem finden mit der Inkubation des fluoreszenzmarkierten sekun-
daren Antikorpers dieser und alle folgenden Schritte im Dunkeln statt.

Die computergestutzte Detektion der Fluoreszenzsignale wird mit dem Licor Odyssey
Imaging System durchgefuhrt. Die zur Messung verwendeten Wellenlangen richten
sich hierbei nach den Fluoreszenzfarbstoffen, mit denen die sekundaren Antikdrper
assoziiert sind, wobei diese je nach Farbstoff bei 680 nm ein rotes und bei 800 nm ein
grunes Signal zeigen (s. auch Tabelle 8).

Die quantitative Bestimmung des Fluoreszenzsignals erfolgt mit der Software Image
Studio von Licor. Hierbei wird die Differenz aus dem Fluoreszenzsignal der zu mes-
senden Protein-Bande und dem Fluoreszenzsignal des Hintergrundes bestimmt. Bei
jeder Probe wird zusatzlich das Protein GAPDH bestimmt, welches trotz aulerer Ein-
flusse stabil exprimiert wird und somit als Kontrollprotein dient. Entsprechend wird das
Fluoreszenzsignal des zu bestimmenden Proteins auf das Fluoreszenzsignal von
GAPDH normalisiert, indem das Verhaltnis von beiden bestimmt wird. Dieser relative
Wert wird zur statistischen Auswertung verwendet.

4.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der in dieser Arbeit erhobenen Daten erfolgt mit der Soft-
ware GraphPad Prism Version 8.4.3, wobei das Signifikanzniveau a auf 5 % festgelegt
wird (a = 0,05). In den graphischen Abbildungen sind die p-Werte wie folgt definiert: *
=p <005 *=p<0,01, " =p <0001 und ****=p < 0,0001. Wenn der p-Wert in
folgendem Intervall liegt: 0,05 < p < 0,1, spricht man von einem statistischen Trend.
Die Daten werden zunachst mittels ROUT-Test (Q=1%) auf Ausreil3er untersucht. Et-
waige Ausreil’er werden, wenn nicht anders angegeben, ausgeschlossen, bevor die
verbleibenden Werte mittels Shapiro-Wilk-Testung auf Normalverteilung gepruft wer-
den. Normalverteilte Daten, die zum selben Zeitpunkt erhoben wurden, werden mittels
einfaktorieller Varianzanalyse (engl. one-way analysis of variance, one way ANOVA)
auf Signifikanz untersucht und anhand des Holm-Sidak-Tests fur multiples Testen kor-
rigiert. Nicht normalverteilte Daten, die zum selben Zeitpunkt erhoben wurden, werden
mittels Kruskal-Wallis-Test auf Signifikanz untersucht und mithilfe des Dunn-Tests fur
multiples Testen korrigiert.
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Normalverteilte Daten von lediglich zwei Gruppen, die zum gleichen Zeitpunkt erhoben
wurden, werden mittels zweiseitigem t-test auf Signifikanz gepruft. Sind die Daten hier-
bei nicht normalverteilt, wird die Signifikanztestung mittels Mann-Whitney-Test durch-
gefuhrt.

Gewicht, Neuroscore, Beinbelastungsscore und open field test werden zu verschiede-
nen Zeitpunkten erhoben, weshalb hier eine Testung auf Signifikanz mittels zweifak-
torieller ANOVA (engl. two-way analysis of variance, two-way ANOVA) durchgefuhrt
wird, wobei auch hier mittels Holm-Sidak-Test fur multiples Testen korrigiert wird.
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5 Ergebnisse

Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (auf zwei Nach-

kommastellen gerundet) angegeben, wobei die Werte graphisch als Balken- oder X-

Y-Punkt-Diagramm dargestellt sind.

Auch wenn in den statistischen Auswertungen grundsatzlich alle Gruppen miteinander

verglichen wurden, sind zur besseren Ubersicht nur signifikante Unterschiede von

Gruppen, die sich in einem Merkmal unterscheiden, dargestellt (sham veh vs. sham

rOPN / sham veh vs. poly veh / sham rOPN vs. poly rOPN / poly veh. vs. poly rOPN).

In folgender Tabelle sind die wichtigsten Abklrzungen, die gerade in den graphischen

Darstellungen verwendet wurden, nochmals aufgefuhrt.

Abkilirzung | Erklarung

sham veh Scheinoperierte Tiere mit ICV Applikation einer wirkstofflosen Trager-
6sung

sham rOPN | Scheinoperierte Tiere mit ICV Applikation von rekombinantem Osteo-
pontin

poly veh CCI- / FF-operierte (Polytrauma-operierte) Tiere mit ICV Applikation
einer wirkstofflosen Tragerlosung

poly rOPN | CCI- /| FF-operierte (Polytrauma-operierte) Tiere mit ICV Applikation
von rekombinantem Osteopontin

pre Praoperativer Tag, ein Tag vor der Polytrauma- oder Sham-Operation

d1 1. postoperativer Tag

d3 3. postoperativer Tag

d5 5. postoperativer Tag

OoP Operation

counts Anzahl GFAP-positiver oder Iba1-positiver Partikel

Tabelle 18: Zur graphischen Darstellung verwendete Abkiirzungen
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5.1 Allgemeine und verhaltenspathophysiologische Untersuchungen
Ziel dieser Versuchsreihe war es, die Auswirkungen der ICV Injektion von Osteopontin
auf allgemeine und verhaltenspathophysiologische Parameter der Polytrauma- und
scheinoperierten Versuchstiere zu erfassen. Hierzu wurden in einem Zeitintervall (pre
— d5) um den Operationstag herum verschiedene Tests durchgefuhrt. Fur die Auswer-
tung der Daten zu Gewicht, Neuroscore, Beinbelastungsscore und open field test wur-
den keine Ausreil3er exkludiert.

5.1.1 Gewicht

Das Korpergewicht der Versuchstiere, welches ein Indikator fur das Wohlbefinden der
Mause ist, wurde ab dem Tag vor der Polytrauma- oder Scheinoperation regelmafiig
(pre, d1, d3, d5) zum gleichen Tageszeitpunkt bestimmt.

Folgender Graph beschreibt zunachst das Ausgangsgewicht der Versuchstiere, wel-
ches ein Tag vor dem Operationstag gemessen wurde.
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Abbildung 13: Préoperatives Ausgangsgewicht der Versuchstiere. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt.
n=8 (sham), n=12 (poly), One-Way-ANOVA, Holm-Sidak Korrektur.

Die praoperativen Ausgangsgewichte der Tiere in der sham veh-Gruppe (20,05 + 0,32
g), der sham rOPN-Gruppe (19,76 + 0,26 g), der poly veh-Gruppe (19,42 + 0,30 g) und
der poly rOPN-Gruppe (19,44 + 0,36 g) unterscheidet sich nicht signifikant voneinan-
der.
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Folgender Graph beschreibt die Gewichtsentwicklung der Versuchstiere im Zeitverlauf
(pre — d5).
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Abbildung 14: Gewichtsentwicklung im Zeitverlauf (pre - d5). Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. n=8
(sham), n=12 (poly), Two-Way-ANOVA, Holm-Sidak Korrektur, *** p < 0,001, * p < 0,05

Die Gewichtsentwicklung der Tiere wird hier gezeigt, indem die Differenz aus dem
praoperativen Ausgangsgewicht und dem jeweiligen Gewicht am 1., 3. und 5. posto-
perativen Tag bestimmt wird. Auf gleiche Weile wird die Gewichtsentwicklung vom 1.
bis zum 5. postoperativen Tag bestimmt. Am 1. postoperativen Tag zeigt sich, dass
alle Gruppen nach den operativen Eingriffen zunachst an Gewicht verlieren, wobei sich
die Gewichtsabnahmen der verschiedenen Gruppen nicht signifikant voneinander un-
terscheiden (sham veh: -0,47 £ 0,31 g, sham rOPN: -0,69 + 0,19 g, poly veh: -1,41 +
0,01 g, poly rOPN: -1,31 £ 0,12 g). Am 3. postoperativen Tag unterscheidet sich die
Gewichtsentwicklung der sham veh- und poly veh-Gruppe (sham veh: 0,85 + 0,29 g
vs. poly veh: -1,02 + 0,19 g, p=0,0006) sowie die Gewichtsentwicklung der sham
rOPN- und poly rOPN-Gruppe (sham rOPN: 0,6 + 0,16 g vs. poly rOPN: -0,81 + 0,26
g, p = 0,0009) signifikant voneinander, insofern, dass die scheinoperierten Tiere ge-
genuber dem praoperativen Ausgangswert nun schwerer sind und die Polytrauma-
operierten Tiere gegenuber dem praoperativen Ausgangswert weiterhin weniger wie-
gen. Dieser Unterschied zeigt sich auch noch am 5. postoperativen Tag signifikant
(sham veh: 1,10 £ 0,36 g vs. poly veh: -0,14 + 0,17 g, p = 0,0413 / sham rOPN: 0,97 +
0,18 g vs. polyrOPN: 0,00 £ 0,27 g, p = 0,0379). Die Gewichtsentwicklung der Tiere
vom 1.- bis zum 5. postoperativen Tag zeigt zwischen den Gruppen keinen signifikan-

ten Unterschied. Hierbei zeigt sich aber, dass alle Gruppen vom 1.- bis zum 5.
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postoperativen Tag an Gewicht gewinnen (sham ve: 1,57 £ 0,20 g, sham rOPN: 1,66
+ 0,24 g, poly veh: 1,27 + 0,20 g, poly rOPN: 1,31 £ 0,23 g).

Zur Veranschaulichung zeigt folgender Graph den Gewichtsverlauf der absoluten Ge-
wichte als X-Y-Punkt-Diagramm (pre: sham veh: 20,05 + 0,32 g, sham rOPN: 19,76 +
0,26 g, poly veh: 19,42 £+ 0,30 g, poly rOPN: 19,44 + 0,36 g; d1: sham veh: 19,58 %
0,0,37 g, sham rOPN: 19,08 + 0,31 g, poly veh: 18,01 £ 0,34 g, poly rOPN: 18,13 +
0,29 g; d3: sham veh: 20,90 + 0,33 g, sham rOPN: 20,36 + 0,27 g, poly veh: 18,39 £
0,33 g, poly rOPN: 18,63 £ 0,30 g; d5: sham veh: 21,15 + 0,33 g, sham rOPN: 20,74 £
0,30 g, poly veh: 19,28 £ 0,26 g, poly rOPN: 19,44 + 0,27 g). Da dieser Graph lediglich

der besseren Ubersicht dient, wird auf das Darstellen von Signifikanzen verzichtet.
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Abbildung 15: Absolutes Gewicht im Zeitverlauf. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. n=8 (sham),
n=12 (poly), Two-Way-ANOVA, Holm-Sidak Korrektur.
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5.1.2 Beinbelastungsscore

Anhand des BBS wurde die Belastbarkeit und Beweglichkeit der frakturierten Extremi-
tat, die den Versuchstieren im Rahmen der FF-Operation zugefuhrt wurde, objektiviert.
Durch das mehrfache Testen nach den operativen Eingriffen (d1, d3, d5), ist eine post-
operative Verlaufsbeurteilung moglich. Alle scheinoperierten Tiere erzielten am 1., 3.
und 5. postoperativen Tag 0 Punkte im BBS. Die scheinoperierten Tiere wurden daher

in der folgenden statistischen Analyse nicht berucksichtigt.
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Abbildung 16: Beinbelastungsscores im Zeitverlauf. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. n=12 (poly),
Two-Way-ANOVA, Holm-Sidak Korrektur, *** p < 0.001, ** < 0,01, * p < 0,05

Die von den Versuchstieren erzielten Ergebnisse im Beinbelastungsscore unterschei-
den sich zwischen den Gruppen poly veh und poly rOPN an den postoperativen Tagen
1, (poly veh: 2,79 £ 0,36 Punkte, poly rOPN: 2,92 + 0,16 Punkte) 3 (poly veh: 2,37
0,39 Punkte, poly rOPN: 2,62 + 0,16 Punkte) und 5 (poly veh: 1,58 + 0,38 Punkte, poly
rOPN: 2,25 £ 0,25 Punkte) nicht signifikant voneinander. Betrachtet man nur die poly
veh-Gruppe, nimmt die von den Versuchstieren erzielte Punktzahl Gber die Zeit signi-
fikant ab (poly veh d1: 2,79 = 0,36 Punkte vs. poly veh d3: 2,37 + 0,39 Punkte, p =
0,0251 / poly veh d1: 2,79 + 0,36 Punkte vs. poly veh d5: 1,58 + 0,38 Punkte, p =
0,0005 / poly veh d3: 2,37 + 0,39 Punkte vs. poly veh d5: 1,58 + 0,38 Punkte, p =
0,0020)
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5.1.3 Neuroscore

Der Neuroscore soll den neurologisch-funktionalen Status der Versuchstiere vor und
nach der CCIl-Operation erfassen. Um diesbezuglich auch Aussagen den Zeitverlauf
betreffend tatigen zu konnen, wurde der Neuroscore zu mehreren Zeitpunkten (pre,
d1, d3, d5) immer zur gleichen Tageszeit erhoben.
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Abbildung 17: Neuroscore im Zeitverlauf (pre - d5). Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. n=8 (sham),
n=12 (poly), Two-Way-ANOVA, Holm-Sidak Korrektur, **** p < 0.0001.

Ein Tag vor den operativen Eingriffen gibt es zwischen den Gruppen bzgl. der erzielten
Punkte im Neuroscore keinen signifikanten Unterschied (sham veh: 0,25 + 0,16
Punkte, sham rOPN: 0,25 + 0,16 Punkte, poly veh: 0,08 £ 0,08 Punkte, poly rOPN:
0,17 £ 0,17 Punkte). An den postoperativen Tagen 1, 3 und 5 erzielen die scheinope-
rierten Tiere gegenuber den Polytrauma-operierten Tieren stets signifikant unter-
schiedliche Ergebnisse im Neuroscore, insofern, dass die Polytrauma-operierten Tiere
hohere Punktzahlen erzielen. Hierbei wird die sham veh-Gruppe mit der poly veh-
Gruppe und die sham rOPN-Gruppe mit der poly rOPN-Gruppe verglichen (d1: sham
veh: 0,37 + 0,18 Punkte vs. poly veh: 5,92 £ 0,40 Punkte, p < 0,0001 / sham rOPN:
0,00 £ 0,00 Punkte vs. poly rOPN: 6,25 £ 0,33 Punkte, p <0,0001 ; d3: sham veh: 0,13
+ 0,13 Punkte vs. poly veh: 4,83 + 0,49 Punkte, p < 0,0001 / sham rOPN: 0,00 + 0,00
Punkte vs. poly rOPN: 5,17 + 0,34 Punkte, p < 0,0001 ; d5: sham veh: 0,00 + 0,00
Punkte vs. poly veh: 3,83 £ 0,55 Punkte, p <0,0001 / sham rOPN: 0,25 £ 0,25 Punkte
vs. poly rOPN: 4,00 £ 0,33 Punkte, p < 0,0001). Betrachtet man nur die Polytrauma-
operierten Tiere (poly veh vs. poly rOPN) zeigt sich im Neuroscore an den postopera-
tiven Tagen 1, 3 und 5 kein signifikanter Unterschied.
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Zur Ubersichtlicheren Betrachtung des postoperativen Zeitverlaufs (d1-d5), werden im
Folgenden lediglich die Neuroscore-Ergebnisse der Polytrauma-operierten Tiere sta-

tistisch analysiert und graphisch dargestellt.
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Abbildung 18: Neuroscore der Polytrauma-operierten Tiere im Zeitverlauf (d1-d5). Die Daten sind als Mittelwert +
SEM dargestellt. n=12 (poly), Two-Way-ANOVA, Holm-Sidak Korrektur, ** p < 0.01, * p < 0,05.
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Betrachtet man die poly veh-Gruppe im postoperativen Verlauf (d1-d5) zeigt sich, dass
die erzielten Punkte im Neuroscore uber die Zeit signifikant abnehmen (poly veh d1:
5,92 £ 0,40 Punkte vs. poly veh d3: 4,83 £ 0,49 Punkte, p = 0,0062 / poly veh d1: 5,92
+ 0,40 Punkte vs. poly veh d5: 3,83 + 0,55 Punkte p = 0,0047 / poly veh d3: 4,83 £
0,49 Punkte vs. poly veh d5: 3,83 £ 0,55 Punkte p = 0,0388). In gleicher Weise nehmen
die von der poly rOPN-Gruppe erzielten Punkte im Neuroscore im postoperativen Ver-
lauf (d1-d5) signifikant ab (poly rOPN d1: 6,25 + 0,33 Punkte vs. poly rOPN d3: 5,17
0,34 Punkte, p = 0,0231 / poly rOPN d1: 6,25 £ 0,33 Punkte vs. poly rOPN d5: 4,00 £
0,33 Punkte, p = 0,0031 / poly rOPN d3: 5,17 £ 0,34 Punkte vs. poly rOPN d5: 4,00 £
0,33 Punkte, p = 0,0231).

5.1.4 open field test

Anhand des open field tests werden verhaltensbiologische Parameter wie allgemeine
Aktivitat, Erkundungs- und Vermeidungsverhalten von Versuchstieren erfasst und
quantifiziert. Um diese Parameter in einem zeitlichen Bezug zu den Polytrauma- oder
Scheinoperationen beurteilen zu kdnnen, wurde der open field test an verschiedenen
Tagen (pre, d1, d3, d5) immer zur gleichen Tageszeit durchgefuhrt.
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5.1.4.1 Zuriickgelegte Distanz
Hier wird die Distanz bestimmt, die die Maus wahrend der dreiminatigen Versuchs-
dauer zurucklegt.
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Abbildung 19: Zuriickgelegte Distanz im Zeitverlauf (pre - d5). Die Daten sind als Mittelwert £+ SEM dargestellt.
n=8 (sham), n=12 (poly), Two-Way-ANOVA, Holm-Sidak Korrektur.

An allen Tagen (pre, d1, d3, d5), an denen die zuruckgelegte Distanz der Versuchs-
tiere im Rahmen des open field tests bestimmt wurde, gibt es zwischen den Gruppen
(sham veh, sham rOPN, poly veh, poly rOPN) keine signifikanten Unterschiede (pre:
sham veh: 1429 £ 96,51 cm, sham rOPN: 1678 + 109,2 cm, poly veh: 1571 * 68,27
cm, poly rOPN: 1699 £ 108,3 cm / d1: sham veh: 1283 £ 168,3 cm, sham rOPN: 1217
1 83,79 cm, poly veh: 955,4 £ 94,93 cm, poly rOPN: 992,2 + 67,09 cm / d3: sham veh:
1032 + 130,7 cm, sham rOPN: 952,6 + 118,3 cm, poly veh: 1107 £ 171,0 cm, poly
rOPN: 1012 + 77,26 cm / d5: sham veh: 1028 + 146,1 cm, sham rOPN: 976,4 + 72,48
cm, poly veh: 1142 £ 119,5 cm, poly rOPN: 1160 + 100,1 cm ).
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Zur besseren Veranschaulichung der signifikanten Unterschiede im Zeitverlauf sind in
folgendem Graph nur die Polytrauma-operierten Tiere dargestellt.
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Abbildung 20: Zuriickgelegte Distanz der Polytrauma-operierten Tiere im Zeitverlauf (pre - d5). Die Daten sind als
Mittelwert + SEM dargestellt. n=12 (poly), Two-Way-ANOVA, Holm-Sidak Korrektur. *** p < 0.001, ** p <0.01, *p
<0,05

Betrachtet man die poly veh-Gruppe im Zeitverlauf (pre-d5) zeigt sich, dass die im
open field test zuruckgelegte Distanz ein Tag vor der Polytrauma-Operation signifikant
grofer ist als jeweils an den postoperativen Tagen 1, 3 und 5 (poly veh pre: 1571 £
68,27 cm vs. poly veh d1: 955,4 £ 94,93 cm, p = 0,0005 / poly veh pre: 1571 + 68,27
cm vs. poly veh d3: 1107 £ 171,0cm, p = 0,0375 / poly veh pre: 1571 £ 68,27 cm vs.
poly veh d5: 1142 £ 119,5 cm, p = 0,0045). Gleiches lasst sich auch fur die poly rOPN-
Gruppe feststellen (poly rOPN pre: 1699 + 108,3 cm vs. poly rOPN d1: 992,2 + 67,09
cm, p =0,0013 / poly rOPN pre: 1699 + 108,3 cm vs. poly rOPN d3: 1012 + 77,26 cm,
p = 0,0006 / poly rOPN pre: 1699 + 108,3 cm vs. poly rOPN d5: 1160 + 100,1 cm, p =
0,0062).
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5.1.4.2 exit from the circle
In diesem Experiment wurde die Zeit bestimmt, die das Versuchstier benotigt, um den
zentral in der quadratischen Grundflache gelegenen virtuellen Kreis (452,4 cm?), in

den die Maus mittig gesetzt wurde, zu verlassen.
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Abbildung 21: exit from the circle im Zeitverlauf (pre - d5). Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. n=8
(sham), n=12 (poly), Two-Way-ANOVA, Holm-Sidak Korrektur. * p < 0,05.

An allen Tagen (pre, d1, d3, d5), an denen die exit from the circle-Zeitim Rahmen des
open field tests bestimmt wurde, gibt es zwischen den Gruppen (sham veh, sham
rOPN, poly veh, poly rOPN) keine signifikanten Unterschiede (pre: sham veh: 3,95 +
1,29 s, sham rOPN: 10,53 + 3,70 s, poly veh: 3,66 £ 0,75 s, poly rOPN: 6,38 + 1,74 s
/ d1: sham veh: 1,43 £ 0,79 s, sham rOPN: 0,25 £ 0,16 s, poly veh: 3,43 £ 2,51 s, poly
rOPN: 1,08 £ 0,24 s / d3: sham veh: 0,80 + 0,31 s, sham rOPN: 0,44 £+ 0,41 s, poly
veh: 0,72+ 0,30 s, poly rOPN: 1,72 £ 0,84 s / d5: sham veh: 0,40 £ 0,11 s, sham rOPN:
0,68 £ 0,28 s, poly veh: 0,74 £ 0,30 s, poly rOPN: 0,50 + 0,26 s ).

Betrachtet man nur die poly veh-Gruppe im zeitlichen Verlauf, bendétigt diese an den
postoperativen Tagen 3 und 5 signifikant weniger Zeit den Kreis zu verlassen als am
praoperativen Ausgangstag (poly veh pre: 3,66 + 0,75 s vs. poly veh d3: 0,72 + 0,30
s, p =0,0474 / poly veh pre: 3,66 £ 0,75 s vs. poly veh d5: 0,74 £ 0,30 s, p = 0,0135).
Betrachtet man nun nur die poly rOPN-Gruppe im zeitlichen Verlauf, bendotigten diese
Versuchstiere an den postoperativen Tagen 1 und 5 signifikant weniger Zeit den Kreis
zu verlassen als am praoperativen Ausgangstag (poly rOPN pre: 6,38 £ 1,74 s vs. poly
rOPN d1: 1,08 £ 0,24 s, p = 0,0480 / poly rOPN pre: 6,38 £ 1,74 s vs. poly rOPN d5:
0,50 £ 0,26 s, p = 0,0390).
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5.1.4.3 border zone time
Hier wurde die Zeit bestimmt, die das Tier wahrend der 3-minutigen Analysezeit in der

so genannten border zone verbringt.
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Abbildung 22: border zone time im Zeitverlauf (pre - d5). Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. n=8
(sham), n=12 (poly), Two-Way-ANOVA, Holm-Sidak Korrektur. * p < 0,05.

An allen Tagen (pre, d1, d3, d5), an denen die border zone-Zeit im Rahmen des open
field tests bestimmt wurde, gibt es zwischen den Gruppen (sham veh, sham rOPN,
poly veh, poly rOPN) keine signifikanten Unterschiede (pre: sham veh: 135,1 £ 11,35
s, sham rOPN: 140,4 + 4,65 s, poly veh: 150,8 + 5,42 s, poly rOPN: 146,3 + 4,70 s /
d1: sham veh: 158,8 + 3,63 s, sham rOPN: 162,1 + 3,13 s, poly veh: 156,4 £ 11,31 s,
poly rOPN: 160,5 + 2,35 s / d3: sham veh: 161,3 £ 5,83 s, sham rOPN: 167,3 + 3,79
s, poly veh: 168,0 £ 1,99 s, poly rOPN: 161,1 £ 4,95 s / d5: sham veh: 138,2 + 13,32
s, sham rOPN: 154,4 + 7,51 s, poly veh: 166,9 + 2,34 s, poly rOPN: 160,4 £ 4,82 s ).
Betrachtet man die sham rOPN-Gruppe im zeitlichen Verlauf, halten sich die Tiere am
3. postoperativen Tag signifikant langer in der border zone auf als am Tag vor den
operativen Eingriffen (sham rOPN pre: 140,4 + 4,65 s vs. sham rOPN d3: 167,3 £ 3,79
s, p = 0,0497).
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5.2 Histopathologische Analyse

Um in einer zweiten Versuchsreihe dieser Polytrauma-Studie die Auswirkungen der
ICV Gabe von OPN auf histologischer Ebene zu erfassen, wurden von den Gehirnen,
die nach Euthanasie der Versuchstiere am 5. postoperativen Tag entnommen wurden,
histologische Schnitte angefertigt und diese weiter untersucht.

5.2.1 Analyse des Kontusionsvolumens

Zur Bestimmung der verschiedenen Hirnvolumina (linke Hemisphare, rechte Hemi-
sphare, vitales Gewebe der rechten Hemisphare und Kontusionsvolumen) wurden die
histologischen Schnitte mit Kresylviolett gefarbt und anschlielRend vermessen.

In folgendem Graph ist zunachst das gesamte Hirnvolumen (Volumen der linken He-
misphare + Volumen der rechten Hemisphare) der poly veh-Tiere dem gesamten Hirn-

volumen der poly rOPN-Tiere gegenubergestellt.
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Abbildung 23: Hirnvolumen gesamt. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. n=12 (poly), Unpaired t Test.

Die Hirnvolumina der poly veh-Gruppe (314,0 £ 5,71 mm?) und der poly rOPN-Gruppe
(304,8 + 3,31 mm?3) unterscheiden sich nicht signifikant voneinander.
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In dem folgenden Abschnitt wird das Kontusionsvolumen der Polytrauma-operierten
Tiere (poly veh, poly rOPN), welches sich aus der Differenz des Volumens der rechten
Hemisphare und dem Volumen des vitalen Gewebes der rechten Hemisphéare berech-
net, statistisch ausgewertet und graphisch dargestellt.
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Abbildung 24: Graphische und histologische Darstellung des Kontusionsvolumens A: Graphische Darstellung des
Kontusionsvolumens der Gruppen poly veh und poly rOPN. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. n=12
(poly), Mann-Whitney Test B: Dieser Teil der Abbildung zeigt drei mit Kresylviolett gefarbte Schnitte der Ebenen 5
(Bregma + 1,14 mm, Oben), 10 (Bregma - 1,36 mm, Mitte) und 15 (Bregma - 3,86 mm, Unten) eines poly rOPN-
Tieres. Hierbei reprasentiert Ebene 5 die Ebene, in der die Ausbreitung Schadensvolumen nach rostral gerade
beginnt, Ebene 10 reprasentiert die Ebene, in der das Kontusionsvolumen maximal ausgepragt ist und Ebene 15
reprasentiert die Ebene, in der die Ausbreitung des Kontusionsvolumens kaudal gerade endet. C: Dieser Teil der
Abbildung zeigt drei mit Kresylviolett gefarbte Schnitte der Ebenen 5 (Bregma + 1,14 mm, Oben), 10 (Bregma -
1,36 mm, Mitte) und 15 (Bregma - 3,86 mm, Unten) eines poly veh-Tieres. Hierbei reprasentiert Ebene 5 die Ebene,
in der die Ausbreitung Schadensvolumen nach rostral gerade beginnt, Ebene 10 reprasentiert die Ebene, in der
das Kontusionsvolumen maximal ausgepragt ist und Ebene 15 reprasentiert die Ebene, in der die Ausbreitung des
Kontusionsvolumens nach kaudal gerade endet.

Die Kontusionsvolumina der poly veh-Gruppe (19,53 = 2,40 mm?) und der poly rOPN-
Gruppe (18,76 + 1,67 mm?) unterscheiden sich nicht signifikant voneinander. Die in B
und C gezeigten reprasentativen histologischen Schnitte deuten nahezu gleich grolie
Kontusionsvolumina in dem poly veh- und poly rOPN-Tier an.
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5.2.2 Dickemessung der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus

Ein weiterer Aspekt des histologischen Versuchsteils ist die Dickemessung der Kor-
nerzellschicht des Gyrus dentatus, die ebenfalls anhand der mit Kresylviolett gefarbten
histologischen Schnitte durchgefuhrt wurde.

In der statistischen Auswertung wird lediglich der ipsilasionale Gyrus dentatus der Po-

lytrauma-operierten Tiere berlcksichtigt.
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Abbildung 25: Graphische und histologische Darstellung der Dickemessung der Kérnerzellschicht des Gyrus den-
tatus. A: Graphische Darstellung der Dickemessung der Kornerzellschicht (KZS) des Gyrus dentatus (GD). Die
Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. n = 12 (poly), Unpaired t Test, * p < 0,05. B: Zu sehen ist ein repra-
sentativer mit Kresylviolett gefarbter Schnitt der Ebene 11 (Bregma — 1,86 mm) eines poly rOPN-Tieres. Die Kor-
nerzellschicht des Gyrus dentatus der ipsilasionalen Seite ist in dem rot umrahmten Ausschnitt zur Veranschauli-
chung vergroRert dargestellt. C: Zu sehen ist ein reprasentativer mit Kresylviolett gefarbter Schnitt der Ebene 11
(Bregma — 1,86 mm) eines poly veh-Tieres. Die Kdrnerzellschicht des Gyrus dentatus der ipsilasionalen Seite ist
in dem rot umrahmten Ausschnitt zur Veranschaulichung vergrof3ert dargestellt.

Die Kornerzellschicht des Gyrus dentatus der poly veh-Gruppe (33,02 £ 1,41 ym) ist
signifikant dunner (p = 0,0188) als die Kornerzellschicht des Gyrus dentatus der poly
rOPN-Gruppe (38,84 + 1,81 ym). Dies wird auch anhand der reprasentativen histolo-
gischen Schnitte (B, C), wo sich das poly veh-Tier gegenuber dem poly rOPN-Tier mit
einem groleren Substanzverlust der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus zeigt, be-

statigt.

5.2.3 Immunhistochemische Farbungen GFAP und Iba1

Um die Auswirkungen der ICV Gabe von OPN in dieser Polytrauma-Studie auf die
Astrozyten- und Mikroglia-Aktivierung zu untersuchen, wurden die angefertigten Se-
rienschnitte immunhistochemisch mit GFAP (Marker fur Astrozyten-Reaktivitat (92))
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und Iba1 (Marker fur Mikroglia-Aktivitat (75)) gefarbt und analysiert. Hierbei liegen die
Regionen, die auf GFAP- oder Iba1-positive Partikel untersucht wurden, in der rechten
Hemisphare perilasional und in der zu diesem Bereich an der Mittellinie gespiegelte
Region in der kontralasionalen linken Hemisphare. Bei den scheinoperierten Tieren,

die keinen Schaden aufweisen, wurden analogen Bereiche zu den CCI-Tieren be-
stimmt und analysiert.

5.2.3.1 Immunhistochemische Farbung GFAP
Bei der Analyse der Daten zur ipsilasionalen Region mithilfe des ROUT-Tests, wurde

ein Tier der poly veh-Gruppe zunachst als Ausrei3er identifiziert und zur statistischen
Analyse ausgeschlossen.
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Abbildung 26: Quantifizierung der GFAP-positiven Partikel. kontra: Quantifizierung der kontralasionalen Seite.
Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. n=8 (sham), n=12 (poly), Kruskal-Wallis Test, Dunn-Korrektur. ipsi:
Quantifizierung der ipsilasionalen Seite. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. n=8 (sham veh), n=8

(sham rOPN), n=11 (poly veh), n=12 (poly rOPN), One-Way-ANOVA, Holm-Sidak Korrektur, **** p < 0.0001, * p <
0,05.

Die Anzahl der GFAP-positiven Partikel in der definierten Region der kontralasionalen,
linken Hemisphare unterscheidet sich zwischen den Gruppen nicht signifikant (sham
veh: 2 + 0,27 counts, sham rOPN: 2,38 £ 0,42 counts, poly veh: 3,08 £ 0,51 counts,
poly rOPN: 2,25 + 0,43 counts). Polytrauma-operierte Tiere zeigen eine signifikant ho-
here Anzahl GFAP-positiver Partikel in der perilasionale Region der rechten
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Hemisphare als scheinoperierte Tiere (sham veh: 1,81 + 0,47 counts vs. poly veh:
37,45 + 4,13 counts, p <0,0001 / sham rOPN: 4,75 £ 1,75 counts vs. poly rOPN: 27,67
+ 2,58 counts, p < 0,0001). AuBerdem weist die poly veh-Gruppe gegenuber der poly
rOPN-Gruppe eine signifikant hdhere Anzahl GFAP-positiver Partikel in der perilasio-

nale Region auf (poly veh: 37,45 + 4,13 counts vs. poly rOPN: 27,67 + 2,58 counts, p
= 0,0297).

5.2.3.2 Immunhistochemische Farbung Iba1

kontra ipsi
20 20-
p = 0,0736

— — 1
ﬂ 15— ﬂ 15—
S5< S5< T
S w S w
O, @ 10 O, & 10
"“; I T +‘¢_v < T
o 5 2 5

0- T T 0- | I

40 oqé 46(\ er 4§ er Aé,o oqé
S & o & &
PN Q & Q

Abbildung 27: Quantifizierung der Iba1-positiven Partikel. kontra: Quantifizierung der kontraldsionalen Seite. Die
Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. n = 8 (sham), n = 12 (poly), One-Way-ANOVA, Holm-Sidak Korrektur.
ipsi: Quantifizierung der ipsilasionalen Seite. Die Daten sind als Mittelwert £+ SEM dargestellt. n = 8 (sham), n = 12
(poly), One-Way-ANOVA, Holm-Sidak Korrektur.

Die Anzahl der Iba1-positiven Partikel in der definierten Region der kontralasionalen,
linken Hemisphare unterscheidet sich zwischen den Gruppen nicht signifikant (sham
veh: 6,75 £ 1,74 counts, sham rOPN: 8,75 + 2,94 counts, poly veh: 7,17 + 1,46 counts,
poly rOPN: 7,08 £ 1,43 counts). Auch bei Betrachtung der Iba1-positiven Partikel in
der perilasionale Region der rechten Hemisphare zeigt sich kein signifikanter Unter-
schied zwischen den Gruppen (sham veh: 6,88 + 0,64 counts, sham rOPN: 7,25 + 1,11
counts, poly veh: 12,83 £ 1,69 counts, poly rOPN: 11,92 + 1,79 counts). Der Graph
zeigt eine hohere Anzahl Iba1-positiver Partikel in der perilasionale Region bei Poly-

trauma-operierten Tieren gegenuber den scheinoperierten Tieren. Dies wird statistisch
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jedoch lediglich in Form eines Trends (p = 0,0736) zwischen der sham veh- und der
poly veh-Gruppe bestatigt.

Folgende Abbildung zeigt immunhistochemische Farbungen der perilasionalen Region
(analog gewahlte Region bei scheinoperierten Tieren) von je einem reprasentativen

Tier der vier Gruppen.

sham veh sham rOPN poly veh poly rOPN

GFAP-...
) -...

Merge : 3

Abbildung 28: Immunhistochemische Férbungen der perildsionalen Region. Die Abbildung zeigt immunhistoche-
mische Farbungen der perilasionalen Region von je einem reprasentativ gewahlten Tier aus den vier verschiedenen
Gruppen. Bei den scheinoperierten Tieren, die keinen Schaden aufweisen, sind zu der perilasionalen Region der
CCl-Tiere analoge Bereiche gefarbt. Es ist jeweils sowohl die GFAP- als auch die Iba1-Farbung zu sehen, sowie
eine ,Merge“-Ansicht beider Farbungen.

Die in der Abbildung gezeigten reprasentativen immunhistochemischen Farbungen
der perilasionalen Region unterstreichen nochmals die zuvor beschriebenen Unter-
schiede. So wird auch hier deutlich, dass Polytrauma-operierte Tiere eine signifikant
hohere Anzahl GFAP-positiver Partikel aufweisen, bzw. deutlich mehr Astrozyten in
den entsprechenden Farbungen dargestellt sind. Die erhdhte Astrogliose der poly veh-
Gruppe gegenuber der poly rOPN-Gruppe, lasst sich ebenfalls anhand der Abbildung

nachvollziehen.
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5.3 Biochemische und molekularbiologische Analyse

Ziel einer dritten Versuchsreihe war es, die im Rahmen dieser Polytrauma-Studie un-
tersuchten Auswirkungen des ICV applizierten OPNs auf biochemischer und moleku-
larbiologischer Ebene zu untersuchen. Hierzu wurde Gewebe der ipsilasionalen, rech-
ten Hemisphare verwendet, welches in Form von Trimmschnitten, wahrend der Kryo-
tomie gewonnen wurde. Zur Bestimmung der OPN-Konzentration im Blutplasma der
Versuchstiere mittels ELISA, wurde das nach Dekapitation gewonnene Blutplasma

verwendet.

5.3.1 OPN ELISA
Mithilfe der ELISA-Technik wurden in dieser Polytrauma-Studie die Auswirkungen der

ICV Injektion von OPN auf die Konzentration von OPN im Blutserum der Versuchstiere

untersucht.
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Abbildung 29: Konzentration von Osteopontin im Blutserum. Die Daten sind als Mittelwert £+ SEM dargestellt. n=8
(sham), n=12 (poly), One-Way-ANOVA , Holm-Sidak Korrektur, ** p < 0.01.

Die OPN-Konzentration im Blutserum ist bei den Polytrauma-operierten Tieren signifi-
kant hoher als bei den scheinoperierten Tieren (sham veh: 132,9 £ 11,72 vs. poly veh:
237,6 £ 22,22, p < 0,0035 / sham rOPN: 137,5 + 12,43 vs. poly rOPN: 230,2 + 19,71,
p < 0,0058). Die beiden Polytrauma-operierten Gruppen (poly veh vs. poly rOPN) wei-
sen ahnliche OPN-Konzentrationen im Blutserum auf.
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5.3.2 Quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion

Um die Auswirkungen des im Rahmen dieses Polytrauma-Modells ICV applizierten
rOPNs auf die Transkription verschiedener Zielgene zu untersuchen, wurden die Tran-
skripte zunachst aus dem rechtshemispharischen Hirngewebe extrahiert, in komple-
mentare DNA umgeschrieben und anschliel3end mittels gPCR quantifiziert.

Die in der gPCR bestimmte Anzahl der DNA-Kopien wurde auf das Housekeeping-
Gen PPIA, dessen Expression ebenfalls bestimmt wurde, normalisiert und dann zur
statistischen Analyse verwendet.
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Abbildung 30: mRNA-Expression GFAP. Die Daten sind als Mittelwert £+ SEM dargestellt. n=8 (sham), n=12 (poly),
One-Way-ANOVA , Holm-Sidak Korrektur, **** p < 0.0001.

Die Polytrauma-operierten Tiere zeigen gegenuber den scheinoperierten Tieren
rechtshemispharisch eine signifikant hdhere Anzahl an GFAP-Transkripten (sham veh:
9,10x 104 £ 6,42 x 10 vs. poly veh: 8,34 x 103 £ 6,43 x 10, p < 0,0001 / sham rOPN:
9,13 x 10* + 7,74 x 10 vs. poly rOPN: 7,89 x 103 + 4,05 x 10*, p < 0,0001). Die
Anzahl der rechtshemispharischen GFAP mRNA-Kopien der beiden Polytrauma-ope-
rierten Gruppen (poly veh vs. poly rOPN) unterscheidet sich nicht signifikant voneinan-
der.
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5.3.2.2 Granulin

Granulin (GRN) ist ein Spaltprodukt von Progranulin (PGRN), welches anti-inflamma-
torische und neurotrophe Eigenschaften besitzt und im ZNS von Neuronen und
Mikrogliazellen synthetisiert wird. Das Spaltprodukt GRN bewirkt jedoch eine erhdhte
Synthese pro-inflammatorischer Mediatoren und dient daher in dieser Arbeit als Mar-

ker der Neuroinflammationsreaktion (274,275).
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Abbildung 31: mRNA-Expression GRN. Die Daten sind als Mittelwert £+ SEM dargestellt. n=8 (sham), n=12 (poly),
One-Way-ANOVA , Holm-Sidak Korrektur, **** p < 0.0001.

Die rechtshemispharische mRNA-Expression von GRN ist in den Polytrauma-operier-
ten Tieren gegenuber den scheinoperierten Tieren signifikant hoher reguliert (sham
veh: 5,84 x 103 + 1,84 x 10* vs. poly veh: 3,47 x 102 + 3,14 x 103, p < 0,0001 / sham
rOPN: 6,06 x103 + 1,71 x 10* vs. poly rOPN: 3,18 x 102 + 2,30 x 103, p < 0,0001).
Die beiden Polytrauma-operierten Gruppen (poly veh vs. poly rOPN) unterscheiden

sich hierbei nicht signifikant voneinander.
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5.3.2.3 TSPO
Zur statistischen Auswertung der mRNA-Expressionsdaten des Markers fur aktivierte
Mikroglia TSPO, wurden zwei Tiere der poly rOPN-Gruppe mittels ROUT-Test zu-

nachst als Ausreilder identifiziert und dann ausgeschlossen.
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Abbildung 32: mRNA-Expression TSPO. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. n=8 (sham veh), n=8
(sham rOPN), n=12 (poly veh), n=10 (poly rOPN), One-Way-ANOVA , Holm-Sidak Korrektur, **** p < 0.0001.

Die Anzahl der mRNA-Kopien des TSPO-Gens ist rechtshemispharisch in den Poly-
trauma-operierten Tieren signifikant hoher als in den scheinoperierten Tieren (sham
veh: 3,75 x 105 £ 4,17 x 10 vs. poly veh: 1,47 x 10* + 1,19 x 10, p < 0,0001 / sham
rOPN: 3,47 x 10° + 2,12 x 10 vs. poly rOPN: 1,31 x 10 + 4,62 x 10, p < 0,0001).
Vergleicht man die beiden Polytrauma-operierten Gruppen (poly veh vs. poly rOPN),

zeigt sich diesbezuglich kein signifikanter Unterschied.
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5.3.2.4 SerpA3n

Zur statistischen Auswertung der mRNA-Expressionsdaten des Astrozytenmarkers
SerpA3n wurde ein Tier der sham veh-Gruppe und ein Tier der poly veh-Gruppe mittels
ROUT-Test zunachst als Ausreilder identifiziert und dann ausgeschlossen.
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Abbildung 33: mRNA-Expression SerpA3n. Die Daten sind als Mittelwert £+ SEM dargestellt. n=7 (sham veh), n=8
(sham rOPN), n=11 (poly veh), n=12 (poly rOPN), One-Way-ANOVA, Holm-Sidak Korrektur, **** p < 0.0001.

Die Polytrauma-operierten Tiere weisen gegenuber den scheinoperierten Tieren
rechtshemispharisch eine signifikant hohere Anzahl von SerpA3n mRNA-Transkripten
auf (sham veh: 1,00 x 10 + 7,88 x 10 vs. poly veh: 1,15 x 102 £ 6,92 x 104, p <
0,0001 / sham rOPN: 1,19 x 103 + 1,29 x 10 vs. poly rOPN: 1,15 x 102 £ 5,32 x 104,
p < 0,0001). Vergleicht man die beiden Polytrauma-operierten Gruppen (poly veh vs.
poly rOPN) bzgl. der rechtshemispharischen mRNA-Expression von SerpA3n, zeigt
sich kein signifikanter Unterschied.
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5.3.2.5 TNF-a

Zur statistischen Auswertung der mRNA-Expressionsdaten des Inflammationsmarkers
TNF-a wurde ein Tier der poly rOPN-Gruppe mittels ROUT-Test zunachst als Ausrei-
Rer identifiziert und dann ausgeschlossen.
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Abbildung 34: mRNA-Expression TNF-a. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. n=8 (sham veh), n=8
(sham rOPN), n=12 (poly veh), n=11 (poly rOPN), One-Way-ANOVA, Holm-Sidak Korrektur, **** p < 0.0001.

Die rechtshemispharische mRNA-Expression des TNF-a ist in den Polytrauma-ope-
rierten Tieren gegenuber den scheinoperierten Tieren signifikant hdher reguliert (sham
veh: 7,32 x 107 £ 1,70 x 1077 vs. poly veh: 6,91 x 106 + 9,86 x 10”7, p < 0,0001 / sham
rOPN: 5,22 x 107 + 9,40 x 108 vs. poly rOPN: 6,34 x 10 + 2,69 x 107, p < 0,0001).
Die rechtshemispharische Anzahl der TNF-a mRNA-Kopien der beiden Polytrauma-
operierten Gruppen (poly veh vs. poly rOPN) unterscheidet sich nicht signifikant von-

einander.
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5.3.2.6 OPN
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Abbildung 35: mRNA-Expression OPN. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. n=8 (sham), n=12 (poly),
One-Way-ANOVA, Holm-Sidak Korrektur, **** p < 0.0001.

Die rechtshemispharische mRNA-Expression von OPN ist in den Polytrauma-operier-
ten Tieren gegenuber den scheinoperierten Tieren signifikant hochreguliert (sham veh:
1,81 x 102 £ 8,52 x 10 vs. poly veh: 1,19 £ 0,18, p < 0,0001 / sham rOPN: 1,92 x 10
2+8,17 x 10 vs. poly rOPN: 1,07 £ 0,13, p < 0,0001). Die beiden Polytrauma-operierte
Gruppen (poly veh vs. poly rOPN) zeigen bzgl. der rechtshemispharischen mRNA-

Expression von OPN keinen signifikanten Unterschied.
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5.3.3 Western Blot

Die Western Blot-Analyse ermdglicht es im Kontext dieser Polytrauma-Studie die Aus-
wirkungen der ICV Applikation von rOPN auf die Expression bestimmter Proteine zu
untersuchen. Die Proteine wurden zunachst aus dem Hirngewebe der ipsilasionalen
rechten Hemisphare extrahiert und nach Bestimmung des Expressionslevels mittels
Western Blot, auf das Kontrollprotein GAPDH normalisiert. Dieser relative Wert wurde
zur statistischen Auswertung verwendet.

Fur alle drei Western Blot-Analysen wurde ein Tier der poly rOPN-Gruppe ausge-
schlossen, da die GAPDH-Bande dieses Tieres im Western Blot nicht auswertbar war.
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Abbildung 36: Proteinexpression GFAP. A: Graphische Darstellung der GFAP-Proteinexpression aller Gruppen
relativ zu GAPDH. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. n=8 (sham veh), n=8 (sham rOPN), n=12 (poly
veh), n=11 (poly rOPN), One-Way-ANOVA, Holm-Sidak Korrektur, ** p < 0.01. B: Darstellung der Western Blot-
Banden GFAP (55 kDa) und GAPDH (37 kDa) von je einem reprasentativ gewahlten Tier aller 4 Gruppen (sham
veh, sham rOPN, poly veh, poly rOPN).

Das Protein GFAP ist rechtshemispharisch in den poly veh Tieren signifikant hoher
exprimiert als in den sham veh Tieren (sham veh: 0,49 £ 0,094 vs. poly veh: 3,27 +
0,69, p = 0,0026). Beim Vergleich der sham rOPN-Gruppe mit der poly rOPN-Gruppe
zeigt sich hierbei lediglich ein statistischer Trend (sham rOPN: 0,58 + 0,12 vs. poly
rOPN: 2,32 + 0,45, p = 0,0672), insofern, dass die Tiere der poly rOPN-Gruppe in der
rechten Hemisphare mehr GFAP-Expression aufweisen als die Tiere der sham rOPN-

Gruppe. Die geringeren GFAP-Expressionslevel der scheinoperierten Tiere
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gegenuber den Polytrauma-operierten Tieren lassen sich auch anhand der Fluores-
zenzintensitaten der Western Blot-Banden in B verifizieren.

Der Graph A zeigt ein hoheres rechtshemispharisches GFAP-Expressionslevel in den
poly veh-Tieren gegenuber den poly rOPN-Tieren. Die in B gezeigten reprasentativen
Western Blot-Banden zeigen auch ein entsprechend intensiveres Fluoreszenzsignal
des poly veh-Tieres bei vergleichbarer GAPDH-Intensitat. Dieser Unterschied ist nach
statistischer Analyse jedoch nicht signifikant (p = 0,2849). Entsprechend ergibt sich
beim Vergleich der beiden Polytrauma-operierten Gruppen (poly veh vs. poly rOPN)
bzgl. der Proteinexpression von GFAP in der rechten Hemisphare kein signifikanter
Unterschied.

5.3.3.2 OPN
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Abbildung 37: Proteinexpression Osteopontin. A: Graphische Darstellung der OPN-Proteinexpression aller Grup-
pen relativ zu GAPDH. Die Daten sind als Mittelwert £+ SEM dargestellt. n=8 (sham veh), n=8 (sham rOPN), n=12
(poly veh), n=11 (poly rOPN), Kruskal-Wallis Test, Dunn-Korrektur ** p < 0.01, *** p < 0.001. B: Darstellung der
Western Blot-Banden Osteopontin (60-70 kDa) und GAPDH (37 kDa) von je einem reprasentativ gewahlten Tier
aller 4 Gruppen (sham veh, sham rOPN, poly veh, poly rOPN). Die Osteopontin-Bande stellt sich aufgrund ver-
schiedener Spleilvarianten und unterschiedlicher posttranslationaler Modifikationen breit (60-70 kDa) dar.

In der graphischen Darstellung A ist eine signifikant hohere rechtshemispharische
OPN Proteinexpression in den Polytrauma-operierten Tieren gegenuber den schein-
operierten Tieren erkennbar (sham veh: 0,01 + 2,62 x 103 vs. poly veh: 0,60 + 0,14, p
=0,0017 / sham rOPN: 6,57 x 103 £ 3,04 x 10-3 vs. poly rOPN: 0,59 + 0,20, p = 0,0009).
Dies zeigt sich auch in B, wo die scheinoperierten Tiere nahezu keine OPN-Bande

aufweisen. Die Polytrauma-operierten Gruppen (poly veh vs. poly rOPN) zeigen
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ahnliche OPN-Expressionslevel in der rechten Hemisphare und unterscheiden sich
somit diesbezuglich nicht signifikant voneinander, was sowohl graphisch (A) als auch
reprasentativ anhand des Western-Blots (B) nachvollziehbar ist.

5.3.3.3 145 kDA/150 kDa SBDPs

Aufgrund nicht auswertbarer Banden wurden 2 Tiere der sham veh-Gruppe, 3 Tiere
der sham rOPN-Gruppe, 4 Tiere der poly veh-Gruppe und 5 Tiere der poly rOPN-
Gruppe zur statistischen Analyse ausgeschlossen.

all-Spektrin ist ein Protein des Zytoskeletts, dass im Gegensatz zu al-Spektrin nicht in
Erythrozyten exprimiert ist, daflr aber in anderen Zelltypen wie bspw. in Neuronen
(276). all-Spektrin (280kDa) ist ein Hauptsubstrat der Proteasen Calpain und Caspase
3, wobei die Calpain-vermittelte Degradation zu zwei einzigartigen und sehr stabilen
Spaltprodukten mit 145 kDa und 150 kDa fuhrt. Diese Spaltprodukte dienen als Marker
fur Nekrose, Apoptose und neuronalen Zelltod, da sie im Zusammenhang mit diesen
Pathologien schon frih auftreten (277,278). Spaltprodukte von all-Spektrin werden
auch spectrin breakdown products (SBDPs) genannt.
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Abbildung 38: 145 kDA/150 kDa SBDPs. A: Graphische Darstellung der 145 kDA/150 kDa SBDPs aller Gruppen
relativ zu GAPDH. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. n=6 (sham veh), n=5 (sham rOPN), n=8 (poly
veh), n=7 (poly rOPN), Kruskal-Wallis test, Dunn-Korrektur, ** p < 0.01. B: Darstellung der Western Blot-Banden
der 145 kDA/150 kDa SBDPs und GAPDH (37 kDa) von je einem reprasentativ gewahlten Tier aller 4 Gruppen
(sham veh, sham rOPN, poly veh, poly rOPN).

Die poly veh-Tiere zeigen gegenuber den sham veh-Tieren eine signifikant hohere
Anzahl der 145 kDa/150 kDa Spaltprodukte von all Spektrin in der rechten Hemisphare
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(sham veh: 3,17 x 104+ 2,17 x 10* vs. poly veh: 2,68 x 102 £ 9,83 x 103, p = 0,0032).
Der Vergleich der sham rOPN-Gruppe mit der poly rOPN-Gruppe zeigt diesbezlglich
lediglich einen statistischen Trend (sham rOPN: 8,92 x 10 + 3,97 x 10** vs. poly rOPN:
1,83 x102+6,03x 103, p=0,0951). Die unterschiedlichen Konzentrationen der Spalt-
produkte von all Spektrin in der rechten Hemisphare der Polytrauma- und scheinope-
rierten Tiere werden durch die entsprechenden Banden im Western Blot (B) bestatigt.
Der Graph A deutet eine hohere Anzahl der all Spektrin-Spaltprodukte in der rechten
Hemisphare der poly veh-Tiere gegenuber den poly rOPN-Tieren an. Die in B gezeig-
ten reprasentativen Western Blot-Banden zeigen auch ein entsprechend intensiveres
Fluoreszenzsignal des poly veh-Tieres bei vergleichbarer GAPDH-Intensitat. Dieser
Unterschied ist nach statistischer Analyse jedoch nicht signifikant. Entsprechend ergibt
sich beim Vergleich der beiden Polytrauma-operierten Gruppen (poly veh vs. poly
rOPN) bzgl. der Anzahl der 145 kDA/150 kDa SBDPs in der rechten Hemisphare kein
signifikanter Unterschied.
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6 Diskussion

6.1 Auswirkungen von appliziertem rOPN auf allgemeine und verhaltens-
pathophysiologische Untersuchungen

Im Rahmen dieser Versuchsreihe wurden die Auswirkungen der ICV Injektion von

rOPN auf allgemeine und verhaltenspathophysiologische Parameter der Polytrauma-

und scheinoperierten Versuchstiere erfasst.

Das Gewicht der Versuchstiere ist ein Indikator fur Wohlbefinden und allgemeine Kon-
stitution und weist indirekt darauf hin, ob die Nahrungsaufnahme ausreichend ist. Die
scheinoperierten Tiere weisen nach einem initialen Gewichtsverlust schon ab dem 3.
postoperativen Tag ein Korpergewicht auf, das den Wert des praoperativen Ausgangs-
gewichts bereits Uberschreitet. Der Gewichtsverlust am ersten postoperativen Tag ist
durch die Scheinoperation, welche eine Narkose, sowie das Freipraparieren der Scha-
delkalotte und des Femurs beinhaltet, erklarbar. Die Polytrauma-operierten Tiere er-
reichen erst am 5. postoperativen Tag ein Gewicht, das in etwa dem Wert des praope-
rativen Ausgangsgewichts entspricht. Diese verzogerte Gewichtszunahme der Poly-
trauma-operierten Tiere ist durch die Nachwirkungen der deutlich invasiveren Opera-
tion erklarbar. Wichtig hierbei ist, dass die Polytrauma-operierten Tiere nach dem ini-
tialen Gewichtsverlust ab dem 1. postoperativen Tag kontinuierlich an Gewicht gewon-
nen haben. So wurde bei allen Tieren zu keinem Zeitpunkt ein kritisches Gewicht er-
reicht, was zu einem Ausschluss gemal tierschutzrechtlichen Verordnungen gefluhrt
hatte. Entsprechend kann eine Beeinflussung der Versuchsreihe durch unterernahrte,
schwache Tiere weitestgehend ausgeschlossen werden.

Zwischen den rOPN- und veh-Gruppen, gab es bezuglich des Gewichts keine signifi-
kanten Unterschiede, sodass sich die ICV Applikation von rOPN nicht auf das Korper-

gewicht der Versuchstiere im postoperativen Verlauf (d1-d5) auswirkt.

Der Beinbelastungsscore objektiviert die Belastbarkeit und Beweglichkeit der fraktu-
rierten Extremitat der Polytrauma-operierten Tiere. Bei idealer Umsetzung der experi-
mentellen Femurfraktur, sollte die frakturierte Extremitat im postoperativen Verlauf, ge-
rade aufgrund der intramedullaren Schienung, weitestgehend belastbar und beweglich
sein. Am 1. postoperativen Tag, zeigen die Polytrauma-operierten Tiere eine erhohte
Punktzahl im Beinbelastungsscore (poly veh: 2,79 und poly rOPN: 2,92 von 6
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moglichen Punkten), wobei sowohl die poly rOPN- als auch die poly veh-Gruppe im
postoperativen Verlauf eine bessere Belastbarkeit und Beweglichkeit der frakturierten
Extremitat aufweisen. Hierbei ist die Reduktion der Punkte im Beinbelastungsscore
der poly veh-Gruppe im postoperativen Verlauf signifikant. Die bessere Beweglichkeit
und Belastbarkeit der frakturierten Extremitat der Versuchstiere im postoperativen Ver-
lauf, spricht fur eine gute Umsetzung der experimentellen Femurfraktur mit in-
tramedullarer Schienung. Hierdurch wird der Einfluss der frakturierten Extremitat, im
Sinne einer peripheren Funktionseinschrankung, auf Untersuchungen, die zentral-mo-
torische Defizite betreffen, zumindest reduziert.

Die poly rOPN- und die poly veh-Gruppe unterscheiden sich an den jeweiligen posto-
perativen Tagen (d1, d3, d5) nicht signifikant in den erreichten Punkten des BBS, so-
dass die ICV Applikation von rOPN in den ersten funf Tagen nach der Polytraumope-
ration keinen Einfluss auf die Belastbarkeit und Beweglichkeit der frakturierten Extre-
mitat hat.

Der BBS eignet sich nur bedingt, um die Auswirkungen einer rOPN-Applikation auf die
von Brady et al postulierte verstarkte Kallusbildung im Rahmen eines Polytrauma-Mo-
dells (16) zu untersuchen. Eine andere Messmethode wie bspw. die von Tsitsilonis et
al. verwendete Micro-CT-Untersuchung, die die Knochenstrukturen hochauflésend
darstellt, ware fur diese Fragestellung besser geeignet (279). DarUber hinaus ist das
Untersuchungsintervall von funf Tagen zu kurz, um Ruckschlusse auf Prozesse der

sekundaren Frakturheilung, die Uber Monate andauern, ziehen zu konnen.

Anhand des Neuroscores lasst sich das neuromotorische Defizit der Versuchstiere im
postoperativen Verlauf beurteilen. Das neuromotorische Defizit ist ein indirekter Mar-
ker fur die Schwere der Hirnschadigung. Entsprechend ist davon auszugehen, dass
die Hirnschadigung umso ausgepragter ist, je beeintrachtigter sich die Versuchstiere
in ihrem artspezifischen Verhalten und ihren koordinativ-motorischen Fahigkeiten zei-
gen.

Erwartungsgemal zeigen die Polytrauma-operierten Tiere zu allen postoperativen
Zeitpunkten deutlich starker ausgepragte neuromotorische Defizite als die scheinope-
rierten Tiere.

Sowohl bei den poly rOPN- als auch bei den poly veh-Tieren kommt es im postopera-
tiven Verlauf zu einer signifikanten Abnahme der erreichten Punkte im Neuroscore,

was fur eine gute Erholungsfahigkeit der Tiere spricht. Vergleicht man die poly rOPN-
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Gruppe mit der poly veh-Gruppe, unterscheiden sich die Versuchstiere an den posto-
perativen Tagen 1, 3 und 5 nicht signifikant in den erreichten Punkten im Neuroscore.
Somit scheint das ICV verabreichte rOPN in diesem Zeitraum keinen Einfluss auf den
neurologischen Status der Polytrauma-operierten Tiere zu haben. Dieses Resultat ah-
nelt einem vorherigen Ergebnis in einem CCI-Modell fir SHT in Ratten, in dem keine
Beeinflussung neurologischer Defizite nach intranasaler Verabreichung von rOPN 24
h nach CCI festgestellt wurde (252). Dem gegenuber stehen jedoch mehrere Studien,
die mittels verschiedener Modelle experimenteller Hirnschadigung, wie SAB in Ratten
(247), ICB in Ratten (245,246) und Schlaganfall in Mausen (250) eine Verbesserung
des neuromotorischen Defizits durch eine Behandlung mit OPN, respektive rOPN er-
reichen konnten, wobei die signifikanten Daten je nach Studie in den Tagen 1-5 nach
der Hirnschadigung erhoben wurden. Die unterschiedlichen Modelle experimenteller
Hirnschadigung, die unterschiedlichen Applikationsformen, sowie die unterschiedli-
chen Orte und Varianten der Hirnschadigung, konnten eine Erklarung fur die wider-
spruchlichen Ergebnisse sein. Ebenso konnte der Aspekt des Polytraumas, im Sinne
einer Beeinflussung der frakturierten Extremitat auf die Erhebung des Neuroscores,
ein relevanter und limitierender Faktor dieser Arbeit sein. Hierbei kann der periphere
Frakturschaden eine zentral-bedingte Storung imitieren und zu falsch-hohen Punkten
fuhren. Von dieser potenziellen Storvariable sind aber die poly rOPN- als auch die poly
veh-Tiere gleichermallen betroffen, sodass deren Vergleich nicht beeinflusst sein
sollte. In Zusammenschau der aktuellen Literatur scheint sich zusammenfassend ein
Trend abzuzeichnen, sodass die Behandlung mit OPN in verschiedenen Modellen tier-
experimenteller Hirnschadigung, gerade in der Akutphase zu einer Verbesserung des
neuromotorischen Defizits zu fuhren scheint, was nahelegt, dass OPN neuroprotektive

Mechanismen initiiert.

Anhand des open field test werden verhaltensbiologische Parameter wie allgemeine
Aktivitat, sowie Erkundungs- und Vermeidungsverhalten von Versuchstieren erfasst
und quantifiziert.

Zu allen postoperativen Zeitpunkten (d1, d3, d5), zeigen die Gruppen, insbesondere
die poly rOPN- und poly veh- Gruppen, keine signifikanten Unterschiede in den Ergeb-
nissen der Disziplinen ,zurtuckgelegte Distanz®, ,exit from the circle® und ,border zone

time“ des open field tests. Hiernach scheint die ICV Applikation von rOPN im
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postoperativen Verlauf (d1-d5) der Polytrauma-Operation keine Auswirkungen auf ver-
haltensbiologische Parameter der Versuchstiere zu haben.

Anhand der Disziplin ,zurtickgelegte Distanz” zeigt sich, dass die Polytrauma-operier-
ten Tiere im postoperativen Verlauf ahnliche Entfernungen absolvieren wie die schein-
operierten Tiere, was womoglich ein indirekter Hinweis fur die gute Umsetzung der
medullar geschienten experimentellen Femurfraktur ist. So scheint die frakturierte Ext-
remitat die Polytrauma-Tiere in ihrem Bewegungsumfang und Bewegungsverhalten
nicht zu storen, was dafurspricht, dass die Femurfraktur Untersuchungen, die das neu-
rologische ,outcome” betreffen, womaoglich nur in geringem Malde beeinflusst.

6.2 Auswirkungen von appliziertem rOPN auf den histopathologischen
Schaden

Zur Bestimmung des histopathologischen Hirnschadens wurden mit Kresylviolett ge-
farbte Hirnschnitte verwendet.

Das Ausmal} des Kontusionsvolumens und die Dicke der Kornerzellschicht des ipsila-
sionalen Gyrus dentatus konnen als histopathologisches Korrelat fur die Schwere des
Primardefekts und des sekundaren Hirnschadens angesehen werden (17). Gerade
durch die Analyse der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus soll die Schadensauswir-
kung des SHTs in weiter entfernten Hirnregionen untersucht und quantifiziert werden.
Die jeweiligen Gesamt-Hirnvolumina der poly rOPN- und der poly veh-Gruppe unter-
scheiden sich nicht signifikant voneinander, wodurch gleiche Grundvoraussetzungen
gegeben sind.

Vergleicht man die Kontusionsvolumen der poly rOPN- und der poly veh-Gruppe mit-
einander, zeigt sich kein signifikanter Unterschied. Die poly rOPN-Tiere zeigen jedoch
einen signifikant geringer ausgepragten Substanzverlust der Kornerzellschicht des
ipsilasionalen Gyrus dentatus im Vergleich mit den poly veh-Tieren.

Wahrend also das Lasionsvolumen unbeeinflusst bleibt, reduziert die ICV Applikation
von rOPN die lokale histopathologische Schadigung der Kornerzellschicht des ipsila-
sionalen Gyrus dentatus 5 Tage nach kombiniertem Trauma aus CCIl und Femurfrak-
tur.

Julienne et al. konnten in einem CCI-Modell in Ratten nach intranasaler rOPN-Appli-
kation ebenfalls keine signifikante Anderung des Lasionsvolumens gegeniiber Tieren
feststellen, die keine rOPN-Behandlung erhalten haben. Die Ermittlung des
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Lasionsvolumens wurde hier einen Tag nach der experimentellen Operation anhand
von MRT-Bildern durchgefuhrt (252). Eine Untersuchung, die den Substanzverlust in
perilasionalen Strukturen betrifft, wurde von der Arbeitsgruppe nicht durchgefuhrt.
Der Gyrus dentatus ist als perilasionale Struktur nicht unmittelbar von dem initialen
Schaden betroffen. Ein Substanzverlust der Kornerzellschicht kdnnte somit primar
durch frihe pathophysiologische Mechanismen, die sich nach initialem Schaden ent-
wickeln verursacht sein, was dieses Messverfahren zu einem Marker fur frihe Pro-
zesse des sekundaren Hirnschadens machen konnte. So konnten He et al. zeigen,
dass es in einer frihen Phase der Hirnschadigung zur Beeintrachtigung hippocampa-
ler Strukturen kommt, wobei hier ein tierexperimentelles Modell fur Subarachnoidal-
blutung in Ratten verwendet wurde (280).

Ein Pathomechanismus, der den geringeren Substanzverlust in den poly rOPN-Tieren
gegenuber den poly veh-Tieren erklaren konnte, ware die von Sun et al. postulierte
regulatorische Wirkung von OPN auf die Autophagie-Apoptose-Interaktion (248). So
konnte das ICV bereitgestellte rOPN Uber den FAK-ERK Signalweg vermehrt Auto-
phagie fordern (249) und Uber den FAKPI3K-akt Signalweg vermehrt Apoptose hem-
men (20). Diese Mechanismen konnten zu geringerem Zelltod hippocampaler Neurone
fuhren, und entsprechend den geringeren Substanzverlust der Kornerzellschicht 5
Tage nach der Polytrauma-Operation erklaren. Um diese Theorie weiter zu erforschen,
musste das perilasionale Gewebe im Rahmen dieses Polytrauma-Modells, gerade in
Hinblick auf die Expression anti- und pro-apoptotischer, sowie Autophagie-bezogener
Proteine, weiter untersucht werden. Ein weiterer interessanter Aspekt der Arbeits-
gruppe um Sun et al. ist die Untersuchung der histopathologischen Auswirkungen ei-
ner rOPN-Applikation auf Strukturen des Hippocampus im Kontext einer Langzeitun-
tersuchung. So konnte die Arbeitsgruppe anhand eines Modells fur Subarachnoidal-
blutung in Ratten zeigen, dass die frlUhe intranasale Applikation von rOPN zu einem
geringeren Schaden hippocampaler Strukturen fuhrt, wobei die Daten 28 Tage nach
den experimentellen Operationen erhoben wurden (249).

Mit dem in dieser Arbeit verwendeten Polytrauma-Modell konnten Ritter et al. einen
vermehrten Substanzverlust der ipsilasionalen Kornerzellschicht in Polytrauma-Tieren
gegenuber Versuchstieren, die nur ein CCl erhalten haben, nachweisen (17). Bereits
Schultz et al. konnten anhand eines experimentellen Modells fur geschlossenes SHT
in der Maus einen verstarkten histopathologischen Defekt, sowie eine verstarkte Neu-

roinflammationsreaktion nachweisen, wenn als Begleitverletzung eine geschlossene
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Fraktur eines langen Rohrenknochens bestand. Hierbei konnte in den Polytrauma-Tie-
ren 24 h und 35 Tage nach SHT und Fraktur eine signifikant erhohte IL-1B-
Konzentration im Gehirnparenchym nachgewiesen werden (15). Yang et al. konnten
anhand eines experimentellen Modells fur offenes SHT in der Maus 4 Tage nach der
Operation ebenfalls, neben dem verstarkten histopathologischen Defekt, eine ver-
starkte Expression der proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-13 und IL-6 im Ge-
hirnparenchym feststellen, wenn als Begleitverletzung eine geschlossene Fraktur der
Tibia vorlag (14). Interessant fur diese Arbeit ist nun die Rolle von OPN in dem kom-
plexen pathophysiologischen Zusammenspiel von cerebraler und ossarer Schadigung,
gerade da diese Arbeit zeigt, dass die Applikation von rOPN in einem Polytrauma-
Modell zu einer Reduktion der lokalen histopathologischen Schadigung fuhrt. Gong et.
al konnten mittels eines Modells fur intrazerebrale Blutung in Ratten zeigen, dass die
intranasale Applikation von rOPN zu einer Dampfung der akuten Neuroinflammations-
reaktion fuhrt. Hierbei postulieren sie eine Integrin-31 induzierte Hemmung der
JAK2/STAT-Signaltransduktionskaskade, was zu einer reduzierten Expression von
TNF-a und IL-1B flhrt (246). Uber diesen Pathomechanismus kénnte das in dem Po-
lytrauma-Modell dieser Arbeit ICV applizierte rOPN, der frakturbedingten Mobilisation
peripherer pro-inflammatorischer Mediatoren wie TNF-a und IL-13 entgegenwirken,
und den lokalen histopathologischen Schaden durch eine Dampfung der akuten Neu-
roinflammationsreaktion reduzieren. Die Genexpressions-Analyse im geschadigten
Hirngewebe von TNF-a und weiteren neuroinflammatorischen Markern in dieser Ar-
beit, bestatigt diese Theorie zunachst nicht, aber dennoch sind weitere Untersuchun-

gen in diesem interessanten Kontext durchaus sinnvoll.

6.3 Auswirkungen von appliziertem rOPN auf die Aktivierung von Gliazel-
len
Neben der Genexpressionsanalyse von GFAP auf Transkript- und Proteinebene mit-
tels gPCR und Western Blot, wurde der Astrozyten-Marker mittels immunhistochemi-
scher Farbung detektiert. Im Rahmen der reaktiven Astrogliose steigern Astrozyten in
einem hohen Ausmal} die Expression des Intermediarfilaments GFAP sowie des Se-
rin-Protease-Inhibitors SerpA3n (92,99). Anhand der Anzahl GFAP-positiver Partikel
in dem definierten rechtshemispharischen Bereich, lasst sich auf die Aktivierung der
lokalen perilasionalen Astrozyten schlief3en. Die mMRNA- und Protein-Expressionslevel
von GFAP und die mRNA-Expressionslevel von SerpA3n im geschadigten
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Hirngewebe dienen ebenfalls als Marker der Astrogliose und damit auch als Marker
der Neuroinflammationsreaktion.

Erwartungsgemal zeigt die immunhistochemische Farbung 5 Tage nach Polytrauma-
Operation in den ungeschadigten Hemispharen in allen Gruppen nur wenige reaktive
Astrozyten, wobei keine signifikanten Unterschiede feststellbar sind.

In der verletzten Hemisphare zeigen die Polytrauma-operierten Tiere 5 Tage nach dem
Eingriff eine signifikant hohere Anzahl GFAP-positiver Partikel im perilasionalen
Cortex gegenuber den scheinoperierten Tieren. Erganzend kommt es zu diesem Zeit-
punkt zu einer deutlichen Hochregulation der mRNA- und Protein Expression von
GFAP, sowie der mRNA-Expression von Serp3An im geschadigten Hirngewebe der
Polytrauma-operierten Tiere gegenuber den scheinoperierten Tieren. Zusammenfas-
send zeigen diese Ergebnisse die zu erwartende gesteigerte Astrogliose im Rahmen
der akuten Neuroinflammationsreaktion in den Polytrauma-operierten Tieren als Re-
aktion auf das SHT (91).

Vergleicht man nun die poly rOPN-Tiere mit den poly veh-Tieren, sind im perilasiona-
len Gewebe der rOPN-Tiere signifikant weniger GFAP-positive Partikel detektierbar
als im perilasionalen Gewebe der Versuchstiere, die eine Tragerlosung erhalten ha-
ben. Entsprechend vermindert die ICV Applikation von rOPN die Ausbildung einer pe-
rilasionalen Astrogliose im geschadigten Hirngewebe funf Tage nach kombiniertem
Trauma aus CCI und Femurfraktur. Die Analyse der Genexpressionen der Astrozyten-
Marker GFAP und Serp3An kann dies nicht bestatigen. Vergleicht man die poly rOPN-
Gruppe mit der poly veh-Gruppe, so zeigen diese 5 Tage nach der Intervention keine
signifikanten Unterschiede in der mRNA- und Protein-Expression von GFAP, sowie in
der mRNA-Expression von Serp3An im geschadigten Hirngewebe. Eine Erklarung fur
diese zunachst widerspruchlichen Ergebnisse, konnte eine primar perilasionale Beein-
flussung der Astrogliose durch OPN sein. So konnten Gliem et al. anhand eines expe-
rimentellen Modelles fur Schlaganfall in der Maus nachweisen, dass OPN primar von
hamatogenen Monozyten respektive Makrophagen, die die innere Grenzzone des In-
farktes infiltrieren, exprimiert wird (19). Auch wenn die Pathomechanismen von
Schlaganfall und SHT verschieden sind, konnte die ICV Applikation von rOPN zu einer
gesteigerten Infiltration von hamatogenen Makrophagen in das perilasionale Gewebe
fuhren. Dies hatte eine gesteigerte Expression von OPN im perilasionalen Gewebe zur
Folge und wirde somit die lokal reduzierte Astrogliose erklaren. Dieser lokale Effekt
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konnte zu gering sein, um anhand der mRNA- und Protein-Expressionsanalyse der
ipsilasionalen Hemisphare reproduzierbar zu sein.

Die reduzierte perilasionale Astrogliose konnte fur eine kontrollierte und milde Aktivie-
rung der Astrozyten sprechen, wobei OPN die Differenzierung und Proliferation der
Astrozyten in eine neuroprotektive Richtung regulieren konnte. So postulieren Vay et
al. in einer aktuellen in vitro Studie, dass OPN unter Stressbedingungen die Entwick-
lung des neurotoxischen A1-Phanotyps unterdrickt und die Entwicklung des A2-Pha-
notyps, welcher neuroprotektive Eigenschaften aufweist, fordert, wobei deren Potential
zur Expression von sowohl anti- als auch pro-inflammatorischer Zytokine erhalten
bleibt (265). Ein weiterer neuroprotektiver Effekt von OPN der im Zusammenhang mit
aktivierten Astrozyten diskutiert wird, ist die von Gliem et al. postulierte Rolle von OPN
in der Polarisierung reaktiver Astrozyten. So konnte die Arbeitsgruppe anhand eines
experimentellen Modelles fur Schlaganfall in der Maus nachweisen, dass OPN mitver-
antwortlich dafur ist, dass Astrozyten, die sich in der aulderen Grenzzone des Infarktes
befinden, ihre Fortsatze in Richtung des Infarktkernes migrieren. Hierdurch ist gewahr-
leistet, dass die Endfufdchen der Astrozyten neugebildete Gefalle erreichen, was zu
einer gesicherten Reetablierung der BHS fuhrt (19). Die moglichen neuroprotektiven
Effekte von OPN im Rahmen der Aktivierung und Differenzierung von Astrozyten in
einem Polytrauma-Modell, gerade in Hinblick auf die Mechanismen, sind interessante

Themen fur weiterfuhrende Untersuchungen.

Die Mikroglia-Marker Iba1 und TSPO wurden mittels immunhistochemischer Farbung
bzw. mittels gPCR im Rahmen der mRNA-Expressionsanalyse detektiert.

In den Polytrauma-operierten Tieren kommt es gegenuber den scheinoperierten Tie-
ren erwartungsgemald zu einer deutlichen Hochregulation der mRNA-Expression von
TSPO im geschadigten Hirngewebe 5 Tage nach Intervention. Auch die immunhisto-
chemische Farbung zeigt zu diesem Zeitpunkt eine erhdohte Anzahl von Iba1-positiven
Partikeln im perilasionalen Gewebe in den Polytrauma-operierten Tieren gegenuber
den scheinoperierten Tieren, wobei sich hier lediglich ein Trend abzeichnet und keine
signifikanten Unterschiede zu eruieren sind. Zusammenfassend spricht die Hochregu-
lation der Mikroglia-Marker in den Polytrauma-Tieren fur die zu erwartende Aktivierung
von Mikrogliazellen im Rahmen der akuten Neuroinflammation als Reaktion auf das
experimentelle SHT (74-77).
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Sowohl bezogen auf die mRNA-Expression von TSPO im geschadigten Hirngewebe
als auch auf die Anzahl Iba1-positiver Partikel im perilasionalen Hirngewebe, zeigt ein
Vergleich der poly rOPN-Gruppe mit der poly veh-Gruppe am 5. posttraumatischen
Tag keinen signifikanten Unterschied. Nach diesen Ergebnissen hat die ICV Applika-
tion von rOPN keine Auswirkungen auf die Mikroglia-Aktivierung im geschadigten Hirn-
gewebe 5 Tage nach kombiniertem Trauma aus CCl und Femurfraktur. Im Gegensatz
zu den Ergebnissen dieser Arbeit, konnte in einer in vitro Studie gezeigt werden, dass
die Inkubation von Mikrogliazellen aus dem Schwein mit rOPN zu einer erhohten
Proliferation und Aktivierung der Mikroglia fuhrt (266). Damit einhergehend konnten
Julienne et al. mittels eines CCI-Modells in der Maus zeigen, dass eine intranasale
Applikation von rOPN zu einer erhdhten Anzahl von aktivierter Mikroglia in der ipsila-
sionalen Hemisphare fuhrt, wobei die Ergebnisse einen Tag nach Intervention erhoben
wurden (252). Wichtig zu erwahnen ist, dass die Arbeitsgruppe zur Quantifizierung der
Iba1-positiven Partikel die komplette zum Schaden ipsilaterale Hemisphare verwen-
dete, wohingegen in dieser Arbeit ein perilasionaler Ausschnitt ausgezahlt wurde. Den-
noch konnten die Ergebnisse dieser Arbeit sowie die Ergebnisse von Julienne et al.
insofern Ubereinstimmen, dass eine erhdhte Verfugbarkeit von OPN einen Tag nach
dem experimentellen SHT zu einer verstarkten Mikroglia-Aktivitat fuhrt, die nach 5 Ta-
gen jedoch wieder auf das Niveau der vehicle-applizierten Tiere zuruckfallt. Diese
frihe Hochregulation der Mikroglia-Aktivitat durch OPN, die sich im Verlauf wieder Ii-
mitiert, konnte durchaus als neuroprotektiv interpretiert werden. Die Prozesse der
Mikroglia-Aktivierung beider Studien in einen zeitlichen Zusammenhang zu bringen,
erweist sich jedoch aufgrund des Polytrauma-Aspekts dieser Studie, sowie der unter-
schiedlichen Auswertung der immunhistochemischen Farbung und der unterschiedli-
chen Applikationsformen von rOPN, als schwierig. Um diese Theorie entsprechend zu
verifizieren, mussen weitere Untersuchungen zu gleichen Bedingungen durchgefuhrt

werden.

6.4 Auswirkungen von appliziertem rOPN auf die Polytrauma-induzierte
Genexpression im Gehirn

Die Genexpressionsanalyse des geschadigten Hirngewebes wurde 5 Tage nach Inter-

vention auf mMRNA-Ebene mittels qPCR und auf Proteinebene mittels Western-Blot

durchgefuhrt.
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Mit den Ergebnissen der immunhistochemischen Farbung Ubereinstimmend, kommt
es 5 Tage nach Intervention in den Polytrauma-operierten Tieren gegenuber den
scheinoperierten Tieren zu einer Hochregulation der Astrozyten-Marker GFAP und
SerpA3n, sowie des Mikroglia-Markers TSPO im geschadigten Hirngewebe. Damit
einhergehend sind das akute Phase Zytokin TNF-a, sowie das pro-inflammatorisch
wirkende Spaltprodukt GRN im geschadigten Hirngewebe der Polytrauma-Tiere deut-
lich hochreguliert, wohingegen die scheinoperierten Tiere lediglich geringe Expressi-
onslevel aufweisen. Diese Ergebnisse lassen sich mit der Hochregulation pro-inflamm-
atorischer Mediatoren im geschadigten Hirngewebe, sowie der Aktivierung von Astro-
zyten und Mikrogliazellen im Rahmen der CClI-bedingten akuten Neuroinflammations-
reaktion vereinbaren.

Vergleicht man nun die poly rOPN- mit der poly veh-Gruppe, hat die ICV Applikation
von rOPN keine Auswirkungen auf die Expression der Astrozyten- und Mikroglia-Mar-
ker, sowie auf die Expression der neuroinflammatorischen Marker GRN und TNF-a im
geschadigten Hinrgewebe am 5. Tag nach kombinierter cerebraler und ossarer Scha-
digung. Diese Daten sprechen dafur, dass die Neuroinflammationsreaktion 5 Tage
nach Anwendung des Polytrauma-Modells von der erhdhten Verfugbarkeit von OPN
unbeeinflusst bleibt. Entgegen diesen Erkenntnissen konnten Rabenstein et al. in einer
in vitro Studie zeigen, dass OPN die Zytokin-Expression in Mikrogliazellen unter
Stressbedingungen in Richtung eines anti-inflammatorischen Profils moduliert. So wie-
sen Mikrogliazellen, die mit LPS stimuliert und mit OPN inkubiert wurden eine signifi-
kant geringere TNF-a und IL-6 Expression auf als Mikrogliazellen, die nicht mit OPN
inkubiert wurden (268). Selbsterklarend ist die Ubertragung von Ergebnissen aus in
vitro Studien auf einen Modellorganismus oder den Menschen schwierig, dennoch
zeigt OPN hier deutliche neuroprotektive Eigenschaften. Damit einhergehend konnten
Gong et. al anhand eines tierexperimentellen Modells fur intrazerebrale Blutung in Rat-
ten zeigen, dass die intranasale Applikation von rOPN zu einer Dampfung der akuten
Neuroinflammationsreaktion einhergehend mit einer reduzierten Expression von TNF-
a und IL-1B fahrt. Die Genexpressionsdaten wurden 24 Stunden nach den experimen-
tellen Operationen erhoben (246). Die Zusammenschau dieser Arbeit mit der Studie
von Gong et al. impliziert, dass messbare neuroprotektive Effekte von appliziertem
OPN, gerade die Zytokin-Expression im geschadigten Hirngewebe bestreffend, primar
frh nach den experimentellen Operationen auftreten, und zum Bobachtungszeitpunkt
dieser Arbeit (5 Tage nach Intervention) nicht mehr nachweisbar sind. Aber auch hier
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ist ein Vergleich beider Studien aufgrund der unterschiedlichen Applikationsformen
von rOPN und den unterschiedlichen Modellen experimenteller Hirnschadigung
schwierig, was weitere Studien zu gleichen Bedingungen zur Klarung dieser Frage-
stellung sinnvoll macht.

Ein weiterer wichtiger Punkt, der bei der Expressionsanalyse pro-inflammatorischer
Mediatoren im geschadigten Hirngewebe beachtet werden muss, ist der Polytrauma-
Aspekt dieser Studie. So konnte bereits mehrfach anhand eines experimentellen SHT-
Modells in der Maus eine verstarkte Neuroinflammation nachgewiesen werden, wenn
gleichzeitig eine Fraktur eines langen Rohrenknochens vorliegt (14,15,17,281). Ent-
sprechend sind in dieser Polytrauma-Studie gegenuber Studien, die die Auswirkungen
einer rOPN Applikation rein anhand von Modellen tierexperimenteller Hirnschadigung
erforschen, schwierigere Grundvoraussetzungen im Sinne einer verstarkten Neuroin-
flammation gegeben. Die fraktur-bedingte Induktion pro-inflammatorischer Zytokine,
sowie die Mobilisation peripherer pro-inflammatorischer Mediatoren von der Fraktur
zum Gehirn, kdnnten hierbei das Messen madglicher neuroprotektiver Effekte durch die
ICV Applikation von rOPN erschweren.

6.5 Auswirkungen von appliziertem rOPN auf die mit Nekrose und
Apoptose assoziierte Degradation von all-Spektrin

Die 145 kDa und 150 kDa schweren Spaltprodukte, die aus der Degradation von all-
Spektrin durch Calpain resultieren und als Nekrose- und Apoptose-Marker dienen
(277,278), wurden mittels Western Blot detektiert.

Die Polytrauma-operierten Tiere zeigen gegenuber den scheinoperierten Tieren 5
Tage nach den experimentellen Operationen eine hohere Konzentration der all-
Spektrin-Spaltprodukte in dem geschadigten Hirngewebe, wobei der Vergleich der
sham rOPN-Gruppe mit der poly rOPN-Gruppe hierbei lediglich einen statistischen
Trend (p = 0,0951) aufweist. Dennoch spiegeln diese Ergebnisse den gesteigerten
neuronalen Zelltod in Form von Nekrose und Apoptose im Rahmen eines SHTs wider
(47).

Vergleicht man nun die poly rOPN-Gruppe mit der poly veh-Gruppe zeigt sich kein
signifikanter Unterschied in der Konzentration der Nekrose- und Apoptose-Marker im
geschadigten Hirngewebe. Nach diesen Ergebnissen kann am 5. postinterventionellen
Tag kein Einfluss der ICV Applikation von rOPN im Rahmen dieses Polytrauma-Mo-
dells auf die Prozesse der Nekrose und Apoptose im geschadigten Hirngewebe
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nachgewiesen werden. Dem gegenuber postulieren Topkoru et al. anhand eines Mo-
dells fur Subarachnoidalblutung in Ratten einen verringerten neuronalen Zelltod nach
nasaler OPN-Applikation, wobei diese Daten einen Tag nach den experimentellen
Operationen erhoben wurden (20). Gerade in Hinblick auf den in dieser Studie detek-
tierten verringerten Zelltod hippocampaler Neurone, lasst sich auch hier die These auf-
stellen, dass das applizierte rOPN in einer frihen Phase nach den experimentellen
Operationen neuronalen Zelltod verhindert, wobei dieser neuroprotektive Effekt auf
Proteinebene nach 5 Tagen nicht mehr messbar ist. Der Vergleich beider Studien ist
aufgrund der bekannten Limitationen, wie die unterschiedliche Applikationsform von
rOPN und den verschiedenen Modellen experimenteller Hirnschadigung, erschwert.
Zudem verwenden beide Arbeiten unterschiedliche Zielproteine die Signaltransduki-
onskaskade von Apoptose und Nekrose betreffend. Neben der Hemmung der
Apoptose, wird OPN die Forderung von Autophagie, sowie die Regulation der Interak-
tion von Autophagie und Apoptose in eine neuroprotektive Richtung zugeschrieben
(248,249). Dies sind weitere interessante Aspekte, die gerade in Zusammenhang mit
der Frage nach dem Zeitpunkt der anti-apoptotischen Wirkung von OPN, eine Grund-
lage fur weitere Forschungsprojekte bilden.

6.6 Auswirkungen von appliziertem rOPN auf die OPN-
Serumkonzentration und die OPN-Genexpression im Gehirn
Die Genexpressionsanalyse von OPN im geschadigten Hirngewebe erfolgte auf
MRNA-Expressionsebene mittels qPCR und auf Protein-Expressionsebene mittels
Western-Blot, die OPN-Serumkonzentration wurde mittels ELISA bestimmt.
Funf Tage nach den experimentellen Operationen zeigen die Polytrauma-Tiere eine
signifikant hohere OPN-Serumkonzentration als die scheinoperierten Tiere, was durch
Ritter et al. im Rahmen einer Polytrauma-Studie bestatigt werden kann. Daruber hin-
aus konnte die Arbeitsgruppe 5 Tage nach den Interventionen eine signifikant hbhere
OPN-Serumkonzentration in den Polytrauma-operierten Tieren gegenuber Versuchs-
tieren mit den Einzelverletzungen Femurfraktur oder CCI feststellen, was die Vermu-
tung eines additiven Effekts in den Tieren mit kombinierter Verletzung nahelegt (17).
Zusammenfassend ist OPN als pro-inflammatorisches Zytokin (204) im akuten Verlauf
nach kombinierter cerebraler und ossarer Schadigung im Serum vermehrt verfugbar,
wobei sowohl die akute Neuroinflammationsreaktion im Rahmen des CCl, als auch die
akute Entzundungsreaktion im Rahmen der Frakturheilung dazu beitragen.
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Vergleicht man nun am 5. postinterventionellen Tag die poly rOPN-Gruppe mit der poly
veh-Gruppe, zeigt sich, dass die ICV Applikation von rOPN keine Auswirkungen auf
die Serumkonzentration von OPN hat.

Im Rahmen der Genexpressionsanalyse des geschadigten Hirngewebes auf mRNA-
und Protein-Ebene zeigt sich, dass OPN am 5. Tag nach Intervention in den schein-
operierten Tieren kaum exprimiert ist, wohingegen das experimentelle Trauma zu ei-
ner enormen Hochregulation des Glykoproteins fuhrt. Diese Ergebnisse spiegeln die
Hochregulation des pro-inflammatorischen Zytokins OPN im geschadigten Hirnge-
webe im Rahmen der akute Neuroinflammationsreaktion (262) nach CCI wider und
decken sich mit den Ergebnissen der Polytrauma-Studie von Ritter et al.. Weiterhin
konnten Ritter et al. in dieser Studie zeigen, dass die Femurfraktur keinen Einfluss auf
die OPN-Genexpression im geschadigten Hirngewebe hat, wobei diese Daten eben-
falls am 5. postinterventionellen Tag erhoben wurden (17). Somit scheint die Hochre-
gulation von OPN in der geschadigten Hirnregion von dem Polytrauma-Aspekt unbe-
einflusst und rein eine Reaktion auf die cerebrale Pathologie zu sein.

Die ICV Applikation von rOPN scheint hingegen keine Auswirkungen auf die endogene
Expression von OPN im geschadigten Hirngewebe 5 Tage nach den experimentellen
Operationen zu haben, da sich die poly rOPN-Tiere und die poly veh-Tiere zu diesem
Zeitpunkt nicht in der OPN mRNA- und Protein-Expression unterscheiden. Unter der
Annahme, dass das applizierte rOPN anhand des Western-Blots auf Proteinebene de-
tektiert wird, ist das verabreichte rOPN am 5. Tag postinterventionell im geschadigten
Hirngewebe nicht oder nicht mehr nachweisbar, da beide Polytrauma-operierten Grup-
pen annahernd gleiche OPN-Proteinkonzentrationen im geschadigten Hirngewebe
aufweisen. Die Vermutung liegt nahe, dass eine mogliche Hochregulation der endoge-
nen OPN Genexpression durch das applizierte rOPN, sowie das rekombinante Protein
selbst, am 5. postinterventionellen Tag im geschadigten Hirngewebe nicht mehr nach-
weisbar sind, da die Induktion in einer friheren postinterventionellen Phase stattfinden
konnte und das rekombinante OPN bereits degradiert sein konnte. Grundsatzlich stellt
sich aber die Frage nach der Art der Applikation von rOPN und inwieweit das rekom-
binante Protein den Ort des Schadens erreicht. In Modellen tierexperimenteller Hirn-
schadigung konnten bereits neuroprotektive Effekte durch die ICV Applikation von
rOPN nachgewiesen werden, was nahe legt, dass das rekombinante Protein auf die-
sem Wege das entsprechende Zielgewebe erreicht (282,283). Eine weitere etablierte
Applikationsform ist die intranasale Gabe von rOPN, die in einem klinischen Kontext
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anwendbar ist (247) und mogliche Limitationen durch die invasivere Methode der ICV
Applikation nicht aufweist, wobei sich bei dieser Applikationsform die Frage stellt, ob
das rekombinante Protein Uber den nasalen Zugangsweg das verletzte Hirngewebe
erreicht. Topkoru et al. konnten in Ratten anhand erhdhter OPN-Liquor-
Konzentrationen nachweisen, dass das intranasal applizierte rOPN das zentrale Ner-
vensystem erreicht (20). Sun et al. konnten anhand eines Modells fur Subarachnoidal-
blutung in Ratten feststellen, dass die intranasale Applikation von rOPN zu einer deut-
lichen Zunahme der OPN-Proteinkonzentration, sowie verschiedener Spaltprodukte
von OPN in der ipsilasionalen Hemisphare fuhrt, wobei diese Daten 24 Stunden post-
interventionell mittels Western Blot erhoben wurden (248). Diese erhohten Proteinkon-
zentrationen in der ipsilasionalen Hemisphare sind vermutlich durch die rOPN-be-
dingte Induktion der endogenen OPN-Expression, sowie durch den additiven Effekt
des rekombinanten Proteins selbst erklarbar. Diese Ergebnisse lassen darauf schlie-
Ren, dass das rekombinante OPN Uber den nasalen Weg das Zielgewebe im zentralen
Nervensystem erreicht, was die intranasale Applikation zu einer interessanten Alter-
native gegenuber der ICV Variante macht. AulRerdem stitzt die Studie von Sun et al.
die These, dass das applizierte, rekombinante OPN in einer frihen postinterventionel-
len Phase die endogene Expression von OPN induziert, wobei diese Effekte am 5.

postinterventionellen Tag moglicherweise nicht mehr messbar sind.

6.7 Limitationen und Aussichten

Diese Arbeit weist Limitationen auf, die beachtet werden mussen. So wurden nur weib-
liche Mause als Versuchstiere verwendet. Eine neuere Studie zeigt, dass sowonhl tier-
experimentelle SHT-Studien, als auch Schadel-Hirn-Trauma des Menschen durch das
Geschlecht beeinflusst sind (284). Eine weitere Limitation der Studie ist der Einfluss
der Femurfraktur auf Untersuchungen, die das neurologische ,outcome® betreffen. Im
Rahmen der experimentellen Femur-Operation wird zwar durch die intramedullare
Schienung eine gewisse Stabilitat und Beweglichkeit sichergestellt, dennoch ist es
hierbei schwierig Funktionsstorungen in den Versuchstieren sicher einer Storung des
Bewegungsapparates oder einer zentral-motorischen Stérung zuzuordnen. Abschlie-
Rend sind noch maogliche, nicht gewunschte Gehirnverletzungen, die durch die Krani-
otomie und durch die ICV Applikation entstehen konnten, als Limitationen dieser Stu-

die zu nennen.
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Zusammenfassend reduziert die ICV Applikation von rOPN die lokale histopathologi-
sche Schadigung, sowie die perilasionale Astrogliose im geschadigten Hirngewebe
funf Tage nach kombiniertem Trauma aus CCl und Femurfraktur. In Zusammenschau
mit anderen Studien, lasst sich vermuten, dass weitere neuroprotektive Effekte des
applizierten rOPNSs, in einer frihen Phase nach den experimentellen Operationen ini-
tilert werden, am 5. postinterventionellen Tag jedoch schon nicht mehr messbar sind.
Somit waren weitere tierexperimentelle SHT- oder Polytrauma-Studien sinnvoll, die die
neuroprotektive Wirkung von OPN in einem zeitlichen Kontext betrachten, um maogli-
che Dynamiken im Verlauf zu eruieren. Damit einhergehend waren auch tierexperi-
mentelle Langzeitstudien, die die neuroprotektive Wirkung von OPN untersuchen, in-
teressant, da sich aktuelle Studien zur Datenerhebung primar auf frihe Zeitpunkte
nach den experimentellen Operationen konzentrieren. Weiterhin ist es sinnvoll das
tierexperimentelle Polytrauma-Modell im Kontext der OPN-Forschung verstarkt zu
etablieren. Die aktuelle Literatur verwendet in diesem Kontext primar isolierte Modelle
experimenteller Hirnschadigung, ohne einen moglichen Polytrauma-Aspekt, wie die
Fraktur eines langen R6hrenknochens, zu beachten. Um die Auswirkungen der Femur-
fraktur oder generell die Auswirkungen des Polytrauma-Aspekts auf neuroprotektive
Effekte einer rOPN-Applikation genauer zu untersuchen, ware eine Polytrauma-Stu-
die, die zusatzlich CClI-Tiere, FF-Tiere und Polytrauma-Tiere miteinander vergleicht,
ein sinnvoller Ansatz. Daruber hinaus hat sich die intranasale Applikation von rOPN in
aktuellen Studien etabliert und bewahrt. Gerade aufgrund der moglichen Anwendung
in einem klinischen Kontext, sowie der deutlich geringeren Invasivitat gegenuber der
ICV Applikation, ware es interessant, diese Form der rOPN-Gabe im Rahmen einer
Polytrauma-Studie zu erproben.
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7 Zusammenfassung

Das Schadel-Hirn-Trauma (SHT) ist eine der fuhrenden Ursachen fir Tod und Behin-
derung, wobei weltweit pro Jahr von 69 Millionen Menschen, die von einem SHT be-
troffen sind, ausgegangen werden muss (4). Da ein SHT oft im Zusammenhang mit
Autounfallen oder Sturzen auftritt, wird es haufig von weiteren Verletzungen, wie Frak-
turen langer Rohrenknochen, begleitet (7—10). Erweist sich eine dieser Verletzung
oder die Kombination der Verletzungen als lebensbedrohlich, spricht man von einem
Polytrauma (11). Bei prognostischen Uberlegungen spielt das SHT im Rahmen eines
Polytraumas eine entscheidende Rolle. So weisen Polytrauma-Patienten mit SHT eine
hohere Mortalitat und schlechtere Regenerationsfahigkeit auf (12,13). Entsprechend
nimmt die Neuroprotektion und damit die Verringerung der Sekundarschadigung in der

Forschung und Therapie des Polytraumas eine zentrale Rolle ein.

Fur das Glykoprotein Osteoponin (OPN) wurden bereits in verschiedenen Modellen
experimenteller Hirnschadigung wie intrazerebrale Blutung (245,246), Subarachnoi-
dalblutung (20,247-249), Schlaganfall (250) und SHT (251,252) neuroprotektive Ef-
fekte aufgezeigt. Ziel dieser Arbeit war die Evaluation der neuroprotektiven Eigen-
schaften von OPN in einem murinen Polytrauma-Modell aus kombinierter cerebraler
und ossarer Schadigung. Hierbei erfolgte die Applikation von rekombinantem Osteo-
pontin (rOPN) oder einer Vehikelldsung durch eine intracerebroventrikulare (ICV) In-
jektion, die unmittelbar vor dem kombinierten Trauma aus rechtsparietalem controlled
cortical impact (CCl) und intramedullar stabilisierter linksseitiger Femurfraktur oder der
Scheinoperation durchgefuhrt wurde. Postinterventionell wurden zunachst verhaltens-
pathophysiologische Untersuchungen durchgefuhrt, bevor am funften posttraumati-
schen Tag die Euthanasie der Versuchstiere erfolgte. Hieran schlossen sich weitere
Untersuchungen auf histopathologischer, molekularbiologischer und biochemischer
Ebene an.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die ICV Applikation von rOPN zu einer
Reduktion der histopathologischen Schadigung ipsilasional-hippocampaler Struktu-
ren, sowie zu einer Reduktion der perilasionalen Astrogliose funf Tage nach der expe-
rimentellen Polytrauma-Operation fuhrt. Die immunhistochemischen und histopatholo-
gischen Effekte konnten zu diesem Zeitpunkt durch die Gen-Expressionsanalyse der
Marker fur Neuroinflammation und Apoptose nicht bestatigt werden. In
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Zusammenschau mit anderen Studien, lasst sich vermuten, dass die neuroprotektiven
Effekte des applizierten rOPNSs in einer frihen posttraumatischen Phase initiiert wer-
den und auf mRNA- und Protein-Expressionsebene am 5. postinterventionellen Tag
womaglich nicht mehr messbar sind. Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse da-
rauf schlieBen, dass eine erhohte Verfugbarkeit von OPN in dem komplexen patho-
physiologischen Zusammenspiel von cerebraler und ossarer Schadigung neuroprotek-
tive Effekte hat.

Neben bereits postulierten neuroprotektiven Effekten in verschiedenen Modellen ex-
perimenteller Hirnschadigung, konnte diese Arbeit zeigen, dass OPN auch im Kontext
eines murinen Polytrauma-Modells neuroprotektive Eigenschaften aufzeigt, was das
Glykoprotein umso interessanter fur mogliche therapeutische Anwendungen am Men-
schen macht.
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