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1. Einleitung / Ziel der Dissertation

Ein Schadel-Hirn-Trauma (SHT) ist definiert als eine Verletzung oder Funktionsstérung

des Gehirns in Folge einer externen Gewalteinwirkung [1].

Das SHT stellt in der Altersgruppe der 29-45-Jahrigen die haufigste Todesursache
oder Ursache einer lebenslangen Behinderung in Deutschland dar [2]. Weltweit
werden die jahrlichen Kosten fur Schadel-Hirn-Traumata auf 400 Billionen US-Dollar
geschatzt [3]. Stumpfe Traumata sind hierbei fuhrend mit 97,5% in Deutschland im
Zeitraum von 2013-2017 und die haufigste Ursache fir ein SHT in Deutschland ist der
Sturz aus niedriger Hohe [2]. Vor allem die Kaskade der weiteren Schadigung, die dem
ursachlichen Ereignis folgt, kann den primaren Hirnschaden verschlimmern, zu
weiterem Untergang von Hirngewebe flhren, das Auftreten neurodegenerativer
Krankheiten wie der Alzheimer Krankheit fordern oder auch den Tod nach sich ziehen
[4, 5]. Der Verlauf des sekundéren Hirnschadens kann durch eine Vielzahl von
Faktoren wie zum Beispiel gleichzeitig auftretender Frakturen, Infektionen, einer
systemischen Entzindungsreaktion und der Dysregulation des autonomen
Nervensystems beeinflusst werden. Anderseits kann ein SHT Auswirkungen auf
periphere Organe wie unter anderem Herz, Lunge und Magen-Darm-Trakt haben,
weshalb das SHT zu einer systemischen Erkrankung gezahlt werden kann [6].
In diesem Zusammenhang ist die sogenannte Hirn-Darm-Achse zuletzt in den Fokus
der klinischen und Grundlagenforschung gelangt. So wurde eine bidirektionale
Interaktion entlang der Hirn-Darm-Mikrobiom- Achse bereits durch einige klinische und
auch praklinische Studien gezeigt [7]. Veranderungen der Darm-Hirn-Achse in Folge
eines SHT tragen bidirektional zur Krankheitsenwicklung sowie zur zentralen
Neuroinflammation und Neurodegeneration bei und koénnen die Mortalitat und
Morbiditat beeinflussen [8, 9]. Das Mikrobiom scheint Einfluss auf die funktionelle
Integritat des Gehirns zu nehmen und eine Dysbiose wird mit diversen
Krankheitsbildern  wie  Autismus,  Schizophrenie,  Depression, chronisch
neurodegenerativen Erkrankungen aber auch dem SHT in Verbindung gebracht [10—
14].

Da sich bei SHT Patienten ein erhohtes Risiko fur Infektionen wie zum Beispiel der
Pneumonie oder einer postoperativen Meningitis zeigt, erhalt die Mehrzahl der
stationar behandelten SHT Patienten eine antibiotische Therapie, dessen langfristige
Effekte auf das neurologische Outcome im Sinne der Darm-Hirn-Homodostase von

zunehmendem Interesse sind [6]. Zunehmende Studien untersuchen daher die
1



Auswirkungen einer antibiotischen Therapie auf das Outcome nach einem SHT. Eine
antibiotische Therapie kann zum einen gegen spezifische Erreger antibakteriell wirken,
aber auch eine mikrobielle Dysbiose auslosen, welche das Potential hat, eine
zerebrale Neuroinflammation zu unterhalten. Aktuelle Studien zeigen jedoch auch,
dass bestimmte Antibiotika antiinflammatorische und neuroprotektive Effekte fern ab
der antibakteriellen Wirkung zeigen und das neurologische Outcome verbessern
koénnen [6, 8, 15].

Die Hirn-Darm-Homoostase bietet daher Potenzial als Ansatz zur therapeutischen
Beeinflussung des sekundaren Hirnschadens, weshalb in dieser Arbeit der
Zusammenhang zwischen einer mikrobiellen Dysbiose durch antibiotische Therapie
und dem frilhen sekundéaren Hirnschaden nach SHT behandelt wird [14, 16, 17].
Hierzu wird in den Versuchstieren durch eine zweiwtchige Antibiotika und
Antimykotikum-Therapie eine Mikrobiomdepletion hervorgerufen, welcher ein
experimentelles kontrolliertes kortikales Hirntrauma folgt. Die folgenden 72 Stunden
bis zur Euthanasie wird die antibiotische Therapie fortgesetzt und die Auswirkungen
einer Therapie auf die neurobehaviorellen Parameter, das histopathologische

Lasionsvolumen und den Gen- und Proteinnachweis bestimmter Marker untersucht.

Da bisher die meisten tierexperimentellen Studien bezlglich des SHT und auch
beziglich des Einflusses einer mikrobiellen Dysbiose auf ein SHT an mannlichen
Mé&ausen durchgefuhrt wurden, wurden in dieser Arbeit weibliche M&use untersucht [15,
17-19].



2. Literaturdiskussion

2.1. Das menschliche Nervensystem

Das Nervensystem umfasst zum einen das zentrale Nervensystem (ZNS), bestehend
aus dem Gehirn und dem Rickenmark und zum anderen das periphere Nervensystem
(PNS), welches aus zahlreichen Neuronen und sensiblen wie auch motorischen
Leitungsbahnen besteht. Weiterhin lasst sich das somatische, bestehend aus
motorisch  willkiirlich  beeinflussbarer Steuerung und sensibel bewusster
Wahrnehmung, von dem vegetativen, autonom agierenden, Nervensystem
unterscheiden. Das vegetative Nervensystem lasst sich wiederum in den

Parasympathikus und Sympathikus differenzieren [20].
2.1.1. Makroskopischer Aufbau des Gehirns

Das Gehirn befindet sich in der kndchernen Schadelhdhle. Seine Funktion besteht
darin, vielfaltige Informationen aus der Peripherie zu erhalten und entsprechend zu
verarbeiten und in stetiger Kommunikation mit sich selbst und vielen weiteren Organen

des menschlichen Korpers zu stehen.
Es lasst sich funktionell wie auch morphologisch in sechs Bereiche teilen (Abb. 1)

Makroskopisch lasst sich das Telencephalon als maf3geblich integrative Struktur des
Gehirnes in zwei, jeweils aus sechs Lappen bestehende, Hemispharen teilen, welche
zum einen durch die Fissura longitudinalis cerebri fragmentér getrennt und durch das

Corpus callosum miteinander verbunden sind [21].

Abbildung 1 Gliederung des Gehirns, aus [20]

Abbildung des Gehirnes mit 1 verlangertes Mark (Medulla oblongata), 2 Bricke (Pons),
3 Mittelhirn (Mesencephalon), 4 Zwischenhirn (Diencephalon), 5 Kleinhirn (Cerebellum),
6 das Grof3hin (Telencephalon)



Das Gehirn liegt geschitzt im Schadel und wird von drei Hirnhauten, den Meningen
umgeben. Direkt dem Hirn anliegend und den Gyri und Sulci folgend, befindet sich die
Leptomeninx Pia mater. Die ebenfalls zur Leptomeninx zahlende Arachnoidea befindet
sich zwischen dieser Pia mater und der &uf3ersten, harten Hirnhaut, der Dura mater.
Zwischen der Pia mater und der Arachnoidea befindet sich der Subarachnoidalraum
(SAB), welcher den Liquor cerebrospinalis und arterielle Gefal3e wie den Circulus
arteriosus Willisii enthalt. Die Dura mater ist sowohl Teil des Periosts des
Schéadelknochens als auch eine Hulle des Gehirns. Eine der Funktionen der Dura
mater ist die Fixierung des Gehirns im Schadel, sodass jenes bei Kopfbewegungen
nicht allzu frei beweglich und somit verletzlich ist. Vendse Gefaliraume, das Sinus-
system, befinden sich zwischen Dura mater und Periost und gewéahrleisten den
Blutabfluss in Richtung Herz. Topographisch wird das Gehirn durch Dura-mater-
duplikaturen wie die Falx cerebri, das Tentorium cerebelli, Falx cerebelli und das

Diaphragma sellae unterteilt [22].

Der Liquor cerebrospinalis, eine vor allem durch die Ependymzellen des Plexus
choroideus mit einer Geschwindigkeit von 0,3-0,4mL/min produzierte zellfreie und
klare Flussigkeit, zirkuliert durch die Liquorraume und befindet sich in den vier
Ventrikeln. Die Rickresorption in das venodse System erfolgt tberwiegend durch die
Granulationes arachnoideae im Sinus sagittalis superior, wobei neue Studien zeigen,
dass der Lymphweg als der entscheidende Hauptabflussweg angesehen werden sollte
[23]. Der Liquor hat zur Aufgabe, das Hirngewebe vor mechanischer Belastung zu
puffern, sowie als Vermittler zwischen Blutkapillaren und Gehirnzellen durch eine
Versorgung mit Sauerstoff, Nahrstoffen wie Glukose, Laktat, Aminosauren und durch
den Abtransport von Abbauprodukten, wie zum Beispiel Kohlenstoffdioxid (CO2) und
Laktat, eine zuverldssige Zellakitivitat zu ermdoglichen [24, 25]. Die lonen-
zusammensetzung und das Volumen des Liquors, vor allem in den Ventrikeln und dem
SAB-Raum, sowie der extrazellularen Intraspinalfltissigkeit, sind notwendig flr eine
effiziente Gehirnfunktion. Barrieren wie die Blut-Hirn-Schranke (BHS) und die Blut-
Liquor-Schranke haben grof3en Anteil an der Aufrechterhaltung der zerebralen
Homoostase [26]. Einschrankungen der Liquorresorption oder Liquorzirkulation haben
einen erhodhten Liquordruck zur Folge, der zur Erweiterung der Liquorraume fihrt. So
kann umliegendes Hirngewebe durch den auf ihn einwirkenden Druck geschadigt

werden.



Die funktionelle Grundeinheit des Nervensystems stellt letztendlich das Neuron dar,
welches aus einem Soma (Zellkorper), einem Axon und mehreren Dendriten besteht.
An bestimmten Stellen des Gehirnes wie zum Beispiel im Hippocampus sind neuronale
Stammzellen vorhanden, die in gewissem MalRe zur Regeneration befahigt sind [27].
Verletzungen des Somas fihren zu einem Untergang des betroffenen Neurons,
wohingegen axonale Schaden im Rahmen der Wallerschen-Degeneration nur zum
Verlust distaler Bereiche des Axons fiihren, aber auch durch retrograde axonale

Degeneration ein Neuronenuntergang maoglich ist [20].
2.1.1.1. Hippocampus

In der Medianwand des Temporallappens findet sich die zum limbischen System
gehorende, als Hippocampus bezeichnete, Struktur. Anatomisch lasst er sich
unterteilen in das Pes hippocampi, Gyrus dentatus, Crura fornicis, Commissura
fornicis, Corpus fornicis, Columnae fornicis und letztlich die Corpora mammillaria.
Wichtige Funktionen des Hippocampus bestehen in der Ausbildung des
Gedachtnisses, Verhaltens, sowie emotionaler und vegetativer Funktionen. Die als
Papez Neuronenkreis bezeichnete Informationsweiterleitung zwischen den
verschiedenen Teilen des Hippocampus hat maRgeblichen Anteil an der Uberfiihrung
von Gedachtnisinhalten (Ereignisse, sachliche Zusammenhange, raumliche
Gegebenheiten) vom Kurzzeit- in das Langzeitgedéachtnis. Es resultieren deutliche
Merkfahigkeitsdefizite bei Zerstérung auch nur eines der Glieder dieses
Neuronenkreises. Weiterhin fihrt eine Storung der y-Aminobutterséaure (engl..gamma
aminobutyric-acid, GABA)- Interneurone zu einer erhdhten Bereitschaft zur spontanen
neuronalen Entladung nach viszeralen oder sensorischen Empfindungen, welche sich
in komplex fokalen Anfallen zeigen. Auch bei schizophrenen Stérungen oder der
Alzheimer Erkrankung lasst sich eine Reduktion der glutamatergen Neurone im
Hippocampus finden [20].



Abbildung 2 Papez Neuronenkreis, aus [20]

Der als Papez Neuronenkreis bezeichnete Neuronenkreis zur Ubertragung von Informationen
vom Kurzzeit- in das Langzeitgedachtnis (1 Hippocampus —2 Fornix — 3 Corpora
mammillaria — 4 Fasciculus mammillothalamicus — 5 Thalamus (Nucleus anterior) — 6 Gyrus
cinguli — 7 Cingulum — 8 Area entorhinalis — 1 Hippocampus), aus [20]



2.2.Das Schadel-Hirn-Trauma

2.2.1. Definition des Schadel-Hirn-Traumas

Ein SHT ist definiert als eine Verletzung oder Funktionsstérung des Gehirns in Folge
einer externen Gewalteinwirkung. Abzugrenzen ist hierbei die Schéadelprellung, die
sich durch eine Verletzung des Kopfes ohne Funktionsstorung des Gehirnes oder
dessen Verletzung auszeichnet. Von einem offenen SHT wird gesprochen, sofern die
Dura mater eréffnet ist [28]. Klinisch einteilen lasst sich das SHT anhand der nach drei
Kriterien bewertenden Glasgow-Coma-Scale (GCS). Bewertet werden hierbei die
Kategorien Augen 0Offnen, beste verbale Antwort und beste motorische Antwort. Je
nach erreichter Punktzahl wird das vorliegende Trauma in leicht (GCS 15-13),
mittelschwer (GCS 12-9) und schwer (GCS 8-3) eingestuft. Diese Einteilung gibt
Hinweise auf die Prognose des Patienten und einzuleitende Mafinahmen wie zum

Beispiel die Schutzintubation [29].

Punkte | Augen 6ffnen Beste verbale Antwort | Beste motorische Antwort

1 Nicht mdglich Keine Keine

2 Nach Schmerzreiz | Laute Strecksynergismen

3 Nach Ansprache Einzelne Worte Beugesynergismen

4 Spontan Desorientiert Ungezielte
Abwehrbewegung

5 Orientiert Gezielte Abwehrbewegung
Nach Aufforderung

Tabelle 1 Glasgow Coma Scale (GCS), modifiziert nach [30]

2.2.2. Epidemiologie des Schadel-Hirn-Traumas

Als haufigste Ursache einer lebenslangen Behinderung oder sogar des Todes in der
Altersgruppe der 29 bis 45-Jahrigen und auch mit Abstand die haufigste Todesursache
bei den unter finfzehn-Jahrigen, ist das SHT ein nicht zu unterschatzendes Trauma.
Jedes Jahr erfahren circa 273.000 Menschen in Deutschland ein SHT. Mehr als ein
Drittel (39,1%) der Patienten wiesen ein isoliertes SHT auf und in der Mehrheit der
Falle (97,5%) ist ein stumpfes Trauma ursachlich gewesen [2]. In Deutschland erleiden
91% der SHT- Patienten ein Trauma mit leichten Folgen, 4% mit mittelschweren und
5% mit schweren [31]. Hochrechnungen zu Folge verursachen SHT Kosten in Hohe

von circa 2,5 Milliarden Euro pro Jahr. Das schwere SHT mit einer GCS von kleiner



gleich 8 am Unfallort zeigt eine Inzidenz von ungefahr 7,3/100.000 Menschen und

weist eine Gesamtmortalitat von 45,8% auf [2].
2.2.3. Langzeitfolgen des Schadel-Hirn-Traumas

Auf Grund eines mit einem SHT verbundenen Unfalles wird in vielen Fallen abrupt das
Leben des meist jungen, aktiven Betroffenen, wie auch seiner Angehérigen
mafdgeblich beeintrachtigt. Schaden des ZNS sind auf Grund der eingeschréankten

Reparaturfahigkeit oft irreversibel [32].

Allein in den USA ergaben Schatzungen, dass 3,2-5,3 Millionen Menschen,
beziehungsweise 1,1-1,7% der US-Bevolkerung unter SHT-bedingten Behinderungen
und Langzeitkomplikationen leiden, die die tagliche Lebensqualitat beeintrachtigen.
Bei sinkender Sterblichkeit nach SHT, bleiben die Langzeitkomplikationen nach einem
SHT aus finanzieller, individueller und institutioneller Sicht von grof3er Bedeutung [33,
34]. Betroffene bendétigen Hilfe auf mehreren Ebenen und kénnen in einigen Fallen
nicht mehr das soziale System mit einkommensabh&ngigen Zahlungen unterstitzen,
sondern bendtigen im Gegenteil meist kostenschwere Unterstiitzung. Das SHT ist
nicht allein ein akutes Ereignis, sondern vielmehr eine chronische Erkrankung [35].
Nach dem Primarschaden entwickelt sich eine komplexe Gehirnerkrankung, die
Ahnlichkeiten mit neuropsychiatrischen Verhaltenspathophysiologien wie in Folge
eines Schlaganfalles oder der Alzheimer Krankheit hat. In vielen Féllen wird nach
einem SHT eine langfristige Neurodegeneration eingeleitet, weshalb ein Trauma
bestehende neurologische Erkrankungen verschlimmern kann und ein wichtiger
Risikofaktor fur neurologische Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson, Epilepsie,
Schlaganfall, chronisch traumatische Enzephalopathie und Depression ist [36, 37].
Diese Krankheitsverlaufe fuhren alle zu einem erhdhten Bedarf an institutioneller und
vor allem langfristiger Hilfe oder sogar Pflege [38]. Ein SHT im Kindesalter kann zu
Bildungsschwierigkeiten, niedrigeren Beschaftigungsprofilen und psychischen
Gesundheitsproblemen fihren und wird mit einem fir Monate bis Jahre erhdhten

Epilepsierisiko in Verbindung gebracht [34, 39].

Ein Schaden im Bereich des Hippocampus kann zu Folgen in der Lern und
Gedéachtnisleistung fihren und die Entwicklung von Depressionen begtinstigen [20].



2.2.4. Pathophysiologie des Schadel-Hirn-Traumas
2.2.4.1. Primarschaden

Das SHT lasst sich pathophysiologisch in einen Primar- und Sekundarschaden
unterscheiden. Der Primarschaden ist hierbei der mechanisch verursachte, irreversible
und nur durch das Trauma an sich beeinflussbare Untergang des Hirngewebes zum
einen und zum anderen die Funktionsstérung der an sich regenerationsfahigen
Neurone im Augenblick des Traumas [29, 40]. Durch Quetschen, Reil3en oder Dehnen
von Neuronen, Axonen, Gliazellen und BlutgefalBen kommt es zu einer
Beeintrachtigung derer Funktion [41]. Mechanische Verletzungen der Neuronen fihren
zu vielfaltigen Veradnderungen in deren Funktion, Verletzungen der Mikroglia
verursachen eine Freisetzung von Zytokinen, die potenziell weitere Immunzellen
anziehen und aktivieren, sodass eine weitreichende Entziindungskaskade aktiviert
wird (siehe Sekundarschaden). Ebenso kann durch das SHT eine unmittelbare
Verletzung von Astrozyten und der funktionell assoziierten Bluthirnschranke
hervorgerufen werden. Durch Astrozytenverletzung kommt es zur Schwellung derer
EndfiRe und verletzte Endothelzellen fihren zur Disruption oder Lockerung der
dazwischenliegenden Tight junctions, sodass es zu einer beeintrachtigten
Barrierefunktion mit folgendem Odem, erhéhtem intrakraniellen Druck, verringertem
Blutfluss und verstarkter Ischamie und Zelltod kommt [42]. Es kommt zu Anderungen
des zerebralen Blutflusses mit folgendem Hypometabolismus, erhéhtem Hirndruck,
Odembildung und Schwellung des Gehirnes, sowie Entziindungen und mehreren
Prozessen auf molekularer Ebene wie oxidativem Stress, Exzitotoxizitat und Apoptose
[43-45].

2.2.4.2. Sekundarschaden

Der Sekundarschaden in Folge eines SHT bezeichnet die sich nach dem Trauma
entwickelnden multifaktoriellen Schaden in Folge glialer und neuronaler Dysfunktion,
Stoffwechselstérungen, Minderdurchblutung, mitochondrialer Dysfunktion,
Inflammation und Odem, welche alle Einfluss auf das Outcome des Patienten haben
und den Primarschaden in seiner Schwere ubertreffen kbnnen [46]. Durch eine Reihe
multifaktorieller Ereignisse wie Glutamatexzitotoxizitat, Stoérung der zellul&ren
Kalziumhomadostase, Membrandepolarisation, mitochondrialer Dysfunktion,
Inflammation, erhéhter Freisetzung freier Radikale, Apoptose, wie auch diffuser
axonaler Verletzung, einer gestorten Integritat der Blut-Hirn-Schranke und eine durch

T und B-Lymphozyten vermittelte adaptive Immunantwort, kommt es zu einem
9



prolongierten und noch nicht vollstdndig erklarten Krankheitsprozess der
traumainduzierten Neurodegeneration. Fortwahrende Neuroinflammation erhdht das
Risiko sich entwickelnder neuropsychiatrischer und neurodegenerativer Krankheiten,
welche sich erst Jahre nach einem Trauma klinisch prasentieren kénnen [47—-49]. Die
Entwicklung dieses Sekundarschadens lasst ein Zeitfenster zur Intervention vermuten
und ist daher Gegenstand vieler Studien [41, 50, 51].

2.2.4.3. Axonale Schadigung

In gewissem Mal3e sind Axone dazu in der Lage, Membrandeformationen zu ertragen.
Trotzdem sollte man sie eher als starre Strukturen in einer elastischen extrazellularen
Umgebung ansehen. Vor allem in den tiefen Gyri an der Grenze der weil3en zur grauen
Substanz kommt es verstarkt zu einer Scherung der Axone mit folgendem Brechen
und Knicken von Mikrotubuli, was zu einer Demontage des Zytoskeletts,
plasmalemmalen Instabilitdt und schlief3llich Untergang der Substanz fuhrt. Vor allem
durch Axolemma-Schaden um die Ranvierschen Knoten herum wird der axonale
Transport unterbrochen [52]. Es kommt zu einer Akkumulation transportierten
Materials, welche sich als axonale Schwellung prasentiert. Durch Dehnung der
Zellmembranen, die einen unkontrollierten, schnellen Natrium- Einstrom und Kalium-
Ausstrom zur Folge hat, stromt Kalzium (Ca 2*) nun nach intraaxonal und aktiviert zum
Beispiel die Protease Calpain, welche zu einer Proteolyse von Zytoskelettproteinen
und somit einem irreversiblen axonalen Schaden fuhrt [53]. Weiterhin flhrt der axonale
Ca ?* -Einstrom zur Aktivierung von NMDA-Rezeptoren, mit folgendem zytosolischen
wie auch mitochondrialen Anstieg von Ca 2*, welcher eine neuronale Depolarisation
auslost. Durch folgende Repolarisation werden verstarkt Natrium-Kalium- ATPasen
genutzt, die einen erhohten Glucoseverbrauch bewirken. Es kommt zu einer
Erschopfung der Energiespeicher, einem mitochondrialen Ca ?*-Einstrom und somit
einem veranderten mitochondrialen Energiestoffwechsel hin zu einer Laktatproduktion
mit Azidose und einem sich entwickelnden Hirnédem. In Folge der mitochondrialen
Dysfunktion kommt es weiterhin zur ineffizienten oxidativen Phosphorylierung, einer
Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies, einer erhohten Caspase-Aktivierung und
neuronaler Apoptose [54]. Ineffiziente oxidative Phosphorylierung hat eine erhéhte
Laktatproduktion, Azidose, einen erhohten zerebralen Blutfluss, Odeme, Ischamie und
neuronale Verletzungen zur Folge [53]. Erhohte Spiegel reaktiver Sauerstoffspezies
férdern die Lipidperoxidation und fihren so zu veranderten Membransignalwegen, die

fur die Homoostase des zerebralen Gewebes unerlasslich sind.
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2.2.4.4. Perfusion

Das Gehirn ist seiner zentralen Bedeutung zur Aufrechterhaltung des hohen
Stoffwechsels mit adaquatem Nahrstofffluss entsprechend sehr gut durchblutet. Es ist
auf einen stabilen zerebralen Blutfluss angewiesen. Sobald die zerebrale Perfusion
gestoppt wird, kommt es innerhalb von Sekunden zu einer Unterbrechung der
Hirnfunktion und innerhalb von Minuten zu einem Untergang neuronaler Zellen [55].
Der zerebrale Blutfluss wird deshalb in Folge eines sich verandernden arteriellen
Blutdrucks, intrakraniellen Drucks oder in Abhangigkeit des Metabolismus mittels
verschiedener Systeme aufrechterhalten. Zerebrale Blutgefal3e haben mittels
myogener, neurogener oder metabolischer Mechanismen die Madoglichkeit zur
Autoregulation. Als Autoregulation wird die Anpassung des zerebrovaskuléren
Widerstades als Reaktion auf eine Veranderung des Perfusionsdruckes verstanden.
Der Perfusionsdruck (engl.: cerebral blood flow- CBF) ist definiert als: Mittlerer
arterieller Druck (engl.: mean arterial pressure- MAP) — intrakranieller Druck (engl:
intracranial pressure- ICP). In Folge eines schweren und mittelschweren SHT, welches
mit Frakturen, Blutungen und massiver Stérung intrakranieller Strukturen einhergehen
kann, kommt es zu Volumenentwicklungen auf Grund von Blutungen oder Odemen,
welche neben der initialen Zerstérung von BlutgefaRen auch zur weiteren Dehnung
oder Kompression von umliegenden GefalRen fuhren. Dies flhrt zu einer gestorten
zerebralen Perfusion mit folgendem Hypometabolismus und mdglicher zerebraler

Ischamie, die zu einem progressiven Verlust von Neuronen fiihren kann [56].

Veranderte Konzentrationen von Endothelin-1, verringerte Spiegel von NO,
zyklischem Guanosinmonophosphat und zyklischem Adenosinmonophosphat, sowie
Veranderungen in der kaliumabhéngigen Kanalaktivierung fihren zu einer
Beeinflussung des Tonus der zerebralen GefaRe und halten die Autoregulation
zunachst aufrecht [57-60]. Stickstoffmonoxid (NO) ist ein bekannter Akteur in der
Regulation des Gefalditonus sowohl in der Peripherie als auch im ZNS. Es wird durch
die endotheliale, neuronale oder induzierbare NO-Synthetasen (NOS) aus L-Arginin
synthetisiert und fuhrt zu einer Vasodilatation [61, 62]. Nach einem SHT steigt die
Aktivitat der endothelialen NOS kurz fir einige Minuten an und fallt dann fir mehrere
Tage auf circa 50% der Ausgangsaktivitat ab [63, 64]. Im Gegensatz zur endothelialen
NOS, steigt die Aktivitat der induzierbaren NOS (iNOS) in Neuronen, Makrophagen,
Neutrophilen, Astrozyten und auch Oligodendrozyten an. Spitzenwerte liel3en sich 4

und 48 Stunden nach Trauma finden, wodurch eine posttraumatische Hyperamie
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induziert wird. Diese Hochregulierung der INOS fuhrt aber auch zu einem schadlichen
Anstieg der Gewebe- NO- Konzentration, welche wiederum zu Neuroinflammation,
Apoptose, Exzitotoxizitat, und einer Entkopplung von NOS mit anschliel3ender
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (engl: reactive oxygen species, ROS) beitragt
[65—67]. Endothelin hat vasokonstriktorische Wirkung, kann aber auch mitogen auf
Neurone, Gliazellen und Endothelzellen wirken [68]. Es gibt Beobachtungen, dass eine
vaskulare Dysfunktion mit folgender eingeschrankter BHS ein Ausgangspunkt fur
abnormale Gehirnalterung, Alzheimer und andere neurodegenerative Erkrankungen
ist [69]. Die BHS als wichtiger Regulator der Nahrstoffversorgung und des zerebralen
Blutflusses hat somit grof3en Anteil der Aufrechterhaltung der Homoostase des
Gehirns [70].

2.2.4.5. Hirndbdem und erhohter intrakranieller Druck

Ein Hirnédem und der damit verbundene erhdhte intrakranielle Druck z&hlen zu den
wichtigsten Folgen nach einer traumatischen Hirnverletzung [71]. In Folge der
traumatisch bedingten Beeintrachtigung der BHS kommt es zur Hyperpermeabilitét.
Die auf Grund der Verletzung reaktiven Endothelzellen der BHS fuhren zu einer
erhohten Permeabilitat der BHS und einer Aktivierung der Hamostase [72]. Der
physiologischer Weise stark regulierte Prozess des Transportes durch die BHS ist in
Folge des SHT nun gestért [73]. Auch die Anzahl der an der Ausbildung der BHS
beteiligten Perizyten nimmt in Folge eines Traumas ab und wird um bis zu 40 %
reduziert [74, 75]. Eine durch ILB induzierte astrozytare Erhéhung der Expression des
Endothelwachstumsfaktors (engl.:vascular endothelial growth factor, VEGF) wie auch
dessen Rezeptors (VEGF-R) und der Matrix-Metalloproteinasen (MMP) 1,2,3 und 9
aggraviert das Geschehen durch eine erhéhte Permeabilitdt der sich entwickelnden
GefaRe. VEGF vermittelt ebenso die Phosphorylisierung und Dislokation von
Endothelproteinen wie Zonula-occludens 1 (ZO-1) und Cadherin, die wichtig zur
Aufrechterhaltung der BHS sind und aktiviert die Caspasel, welche eine Zellapoptose
nach sich zieht [76]. Matrix Metalloproteinasen sind als zinkabh&ngige Proteasen an
dem Abbau der Extrazellularmatrix beteiligt. Sie fihren zu einer Zerstérung der Tight
Junction Proteine Claudin 5 und Occludin und haben dadurch Teil an der Entwicklung
einer hyperpermeablen BHS, des vasogenen Odems und fordern die
Leukozytenextravasation [77]. Aquaporin 4 (AQP4), welches sich an der basolateralen
Membran der Astrozytenfortsatze, Ependymzellen und Endothelzellen befindet, wird

im Zusammenhang mit einem SHT hochreguliert. Es folgt ein verstarkter passiver
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Transport von Wasser in das Hirngewebe und die Astrozyten [78]. Normalerweise
intravasal befindliche Faktoren wie Plasmin, Thrombin, Fibrin, freies Eisen und
Immunzellen treten nun in das Hirngewebe Uber und akkumulieren extrazellular. Diese
Volumenzunahme fuhrt zu einem Hirnédem mit einer Erh6hung des Hirndruckes, was
wiederum den zerebralen Blutfluss vermindert und zu weiterer Gewebeschwellung

fuhrt, Herniationen begunstigt und Sekundarverletzungen wie Ischamien fordert [78].

Makrophagen, Leukozyten und Neutrophile passieren durch traumabedingt erhdhte
Expression von vaskularen Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen die BHS und
fuhren zu einer weiteren Volumenzunahme [79]. Nach Passage der Endothelschranke
durch die Leukozyten passieren diese weiter die Glia limitans, welche durch ein
traumatisch bedingtes Zuriickziehen der astrozytaren Endfii3e passager wird [79]. Die
Leukozyten sammeln sich nun im perivaskularen Raum, vor allem um Venolen herum,
und bewegen sich weiter in das Hirnparenchym [80, 81]. Hier kommt es folglich unter
anderem durch Freisetzung von MMP-9, reaktiver Sauerstoffspezies und
proinflammatorischer Zytokine als auch durch Aktivierung von Proteasen und
Elastasen, zu einer Aggravation des Odems und der Neuroinflammation [79, 81, 82].
Das als zytotoxische Hirnddem bezeichnete Odem, unter anderem durch
Astrozytenschwellung verursacht, ist vor allem in der frihen Phase nach SHT ein
wichtiger Prozess. Durch Nuclear factor “kappa-light-chain-enhancer’of activated B-
cells (NFkB)- induzierte Signalibertragung wie auch High-mobility-Group Protein 1
(HMGB1) -Freisetzung aus nekrotischen Neuronen, welche bei Mikroglia Uber den
TLR4 die Sekretion von Interleukin 6 (IL6) induziert, und in Astrozyten zu einer
Hochregulierung des AQP4-Kanals fuhrt, erfahren Astrozyten selbst eine
Volumenzunahme und haben so Anteil an dem schadlichen Anstieg des intrakraniellen
Druckes nach SHT [71, 83].

2.2.4.6. Neuroinflammation

Neuroinflammation als beeinflussender Faktor der fortschreitenden
Neurodegeneration und des Outcomes nach SHT hat sowohl neurotoxische als auch
neurotrophe Wirkungen, was sie zu einem wichtigen Angriffspunkt potentieller

Therapiestrategien zur Verbesserung des Outcomes macht [41, 84, 85].

Das Ausmal} der andauernden Neuroinflammation und daraus folgender struktureller
Veranderungen im Gehirn scheint im Zusammenhang mit der Mikroglia-Aktivierung zu

stehen [86]. Auch lasst sich eine Erhéhung der Gliazellzahl in kontralateralen und
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entfernten Hirnarealen mehr als eine Woche nach dem Trauma beobachten [87].
Diese Aktivierung, auch ,Priming“genannt, fihrt dazu, dass die Mikroglia sich in einem
aktiven Zustand befinden, um auf interne und externe Angriffe reagieren zu kénnen
[13, 88]. Es reicht nun in diesem aktivierten Zustand ein kleiner Stimulus aus, um eine
proinflammatorische Reaktion auszulésen [89]. Ein dem primaren SHT folgendes
zweites Trauma, eine Infektion, oder Stressfaktoren filhren nun zu einer

Uberproportionalen Entziindungsreaktion [89].

Gliazellaktivierung durch freigesetztes Adenosintriphosphat (ATP) aus zugrunde
gegangenen Zellen, Mobilisation von Leukozyten zum Ort der Schéadigung und
Freisetzung von Entzindungsmediatoren sind wichtige Bestandteile der
Neuroinflammation [90]. Die neurotoxische Wirkung der zum Beispiel durch den
aktivierten IL1B3-Rezeptor aktivierten Gliazellen besteht in der Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine wie IL1b, IL6, Tumornekrosefaktor alpha (TNFa),
Interferon y (IFNy), und ROS [84]. Auch IL-1 vermittelte Aktivierung von MMP9
korreliert mit einem erhdhten Rupturrisiko von Aneurysmen unter anderem durch
erhohte Freisetzung von VEGF und beeintrachtigt somit auch die zerebrale vaskulare
Integritat [91, 92]. ROS wie Superoxidradikale erméglichen die Peroxidation von
Membranlipiden wie Arachidonsaure, Linolensaure, Linolsaure und
Docosahexaensaure sowie die Storung der tight junction Proteine, womit sie zu einer
erhohten Durchlassigkeit der Endothelzellen und folglich der Zerstérung der Integritat
der BHS fuhren [93, 94]. Zuvor genannte proinflammatorische Zytokine flhren
weiterhin zur vermehrten Expression spezifischer Leukozytenadhasionsfaktoren auf
den Endothelzellen wie z.B. ICAM (engl.: intercellular adhesion molecule 1) und E-
Selektin, die dann die Passage von Leukozyten durch die Gefallmembran hinein in
das Hirngewebe ermdglichen [40, 78, 95]. Unterstiutzt wird dies durch das von den
Astrozyten produzierte CCL 2, welches zu einer verminderten Claudin-5- Expression
in Endothelzellen der BHS mit folglicher Permeabilitdtserhéhung fuhrt [96]. P-Selectin
und E-Selectin ermoglichen ein Rollen der Leukozyten entlang des Endothels,
Leukozytenadhéasionsmolekiile wie ICAM1 und VCAM1 auf den
Endothelzelloberflachen ermoéglichen eine Bindung von Leukozyten. ICAM, ein
Oberflachenmarker, der auf Mikroglia, Leukozyten, und auch Endothelzellen, vor allem
durch proinflammatorische Mediatoren vermehrt exprimiert wird, kann eine mit Integrin
LFA-1- wechselwirkende Leukozytenadhasion an das Endothel unterstiitzen, wodurch

die Leukozyteninfiltration in das Gewebe begunstigt wird. Je starker die ICAM-
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Expression stattfindet, desto durchlassiger ist die BHS [97]. Proteine wie das
Plasmalemma-Vesikel-assoziierte-Protein (PLVAP) unterstiitzen schlieZlich die
Transmigration zwischen den Endothelzellen und fitlhren somit zu deren Eintritt in das
Hirngewebe [98, 99]. Im physiologischen Zustand weisen die zerebralen
Endothelzellen eine geringere Leukozyten-Adhasionsmolekllexpression auf als die
peripheren Endothelzellen, weshalb im intakten Zustand der BHS nur eine minimale
Leukozytenmigration in das Hirngewebe stattfindet [100, 101]. Durch von Leukozyten
produzierte Zytokine kdnnen ZNS Endothelzellen aktiviert werden und eine Expression
von weiteren Leukozyten-Adhasionsmolekilen induzieren, wodurch es zu einer

massiven parenchymalen Infiltration von Immunzellen kommen kann [102].

Auch die Synthese von Chemokinen wie IL8 und entzindlichem Makrophagenprotein
(engl. Macrophage inflammatory protein, MIP), welche als chemoaktive Substanzen
die Migration von Leukozyten aus dem systemischen Blutstrom in das ZNS fordern
unterhalt die Leukozyteninflitration des zerebralen Gewebes [95]. Da Leukozyten
selbst freie Radikale wie Superoxiddismutase und Stickoxide produzieren kdnnen,
tragen sie zur Ausbildung oxidativen Stresses und Schadigung der Endothelzellen wie
auch gestorter zerebraler Mikrovaskulatur bei. Durch erhohte Permeabilitdt der BHS
und folglichem unkontrolliertem Strom von lonen und Proteinen kénnen sie zur
Ubererregbarkeit des neuronalen Gewebes beitragen und die Entwicklung einer
Epilepsie beglnstigen [95, 103, 104].

2.2.5. Gliazellen

Gliazellen kommen im Gehirn etwas haufiger als Neuronen vor [105]. Im Zuge der
Evolution nahm das Astrozyten-zu-Neuronen Verhaltnis stetig zu und betragt beim
Homo sapiens circa 1,65:1 [106]. Schatzungen zu Folge wirden die Mikroglia 10-15%,
die Astrozyten circa 20-40% und die Oligodendrozyten die Mehrzahl der
Gesamtgliapopulation ausmachen [107, 108]. Ma et al. zeigten am mannlichen
Mausmodell, dass nach einem mittelschweren bis schweren, oder wiederholt leichten
SHT eine experimentell induzierte andauernde Mikroglia-Aktivierung und erhéhte
Astrozyten-Aktivitat zu einer Entziindung flhrt, die langfristige neuropathologische und
neurobehaviorelle Verdnderungen nach sich zieht [16].
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2.2.5.1. Mikroglia

Mikroglia sind in der weiRen Substanz haufiger nachweisbar als in der grauen
Substanz [108]. Als Bestandteile der Monozyten-Makrophagen-Linie lassen sie sich
als fur das ZNS spezifische Makrophagen bezeichnen und tragen einen maf3geblichen
Teil dazu bei, Infektionen und Verletzungen zu bekampfen [109]. Urspriinglich aus
Dottersack-Makrophagen entstammend, wandern sie zeitgleich mit der Synthese der
ersten Neuronen um den neunten Tag der Embryonalentwicklung einer Maus vor der
Vaskularisation in das Gehirn ein [110]. Sie zeigen eine gewisse Dynamik und sind
wahrend des gesamten Lebens zur Teilung und Selbsterneuerung befahigt. Sie sind
nicht nur Makrophagen, sondern beeinflussen eine Vielzahl von Prozessen, wie zum
Beispiel die Gehirnentwicklung, Homdoostase und Funktion, die Angiogenese,
Wundheilung, den Abtransport von Zelltrimmern, sowie auf synaptischer Ebene die
Signalubertragung, die Bildung und den Zelltod von Synapsen. Sie haben somit einen
Anteil an der Ausbildung des neuronalen Netzwerkes [28, 111, 112]. Durch Férderung
der Neurogenese, Beseitigung von Ablagerungen und Unterdrickung von
Entzindungsreaktionen bei Krankheiten wie beispielsweise Schlaganfall, Autismus

und Alzheimer, schiitzen sie die Physiologie des ZNS [113].

Auf Grund zahlreicher Rezeptoren und Signalmolekile kdnnen Mikroglia kontinuierlich
ihre  Umgebung wahrnehmen und auf freigewordenes Glutamat, ATP,
Wachstumsfaktoren und Zytokine, aber auch auf pathogen assoziierte Muster (engl.:
Pathogen-associated molecular patterns, PAMPS) und endogen von geschadigten
Neuronen oder anderen Zellen des ZNS produzierte Gefahrenstoffe (engl.: danger
associated molecular patterns, DAMPS) reagieren [41, 114]. Die Gesamtheit dieser
Rezeptoren und Signalmolekile wird als ,Sensom“ bezeichnet. Je nach
Aktivitatszustand weisen Mikroglia eine bestimmte Morphologie auf und spiegeln auf
Grund ihrer morphologischen Diversitat und Plastizitat den Zustand ihrer Umgebung
wider [28, 41]. Mikroglia kbnnen bei Aktivierung der proinflammatorischen Kaskade mit
Hilfe der freigesetzten Zytokine eingedrungene Pathogene bekdmpfen, aber auch
umliegendes Gewebe schadigen [28, 38, 40]. Wahrend sie im ruhenden Zustand einen
kleinen Zellkdrper und viele lang ausgestreckte Auslaufer besitzen, mit denen sie ihre
Umgebung kontinuierlich scannen, vollziehen die Mikroglia einen Zustandswechsel,
sobald Hirngewebe geschadigt wird und proinflammatorische Mediatoren wie IFNy,
ATP oder Blutbestandteile wie Ferritin und Fibrinogen in Folge einer beeintrachtigten
BHS freigesetzt werden [115, 116]. Geschadigte Neuronen setzen unter anderem ATP
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frei, welches zu einer Migration der Mikroglia an die Verletzungsstelle fuhrt.
Zelltrummer wie zum Beispiel aus verletzten Neuronen freigesetztes Uridindiphosphat
(UDP) binden nun an die purinergen Rezeptoren PTX4 und P2Y6 der Mikroglia,
wodurch die Phagozytose eingeleitet wird [117]. Mikroglia ermdglichen so die
Phagozytose von fremdem sowie totem Material, wie auch geschadigtem Myelin,
dessen Anwesenheit die Remyeliniserung hemmt, oder erméglichen die Beseitigung
von Synapsen beschadigter Axone, wodurch die Reparatur geschadigten Gewebes
gefordert wird [38, 118]. In ihrer nun aktiven Form, die auch als M1-Phanotyp
bezeichnet wird, weisen sie eine amoéboide Form mit vergroRertem Zellkérper und
zurickgezogenen Auslaufern auf und fihren zu einer Freisetzung weiterer
proinflammatorischer Zytokine wie IL6, IL2 und TNFa und anderer neurotoxischer
Substanzen wie IFNy, IL1B, ROS oder Glutamat in ihre direkte extrazellulare
Umgebung [28, 41, 119]. TNFa flhrt durch Induktion der Cyclooxigenase2 (COX-2) zu
einer Abnahme der ZO-1-Expression in Tight junctions, wodurch die BHS geschadigt
wird [120]. Auch die Freisetzung von ROS durch aktivierte Mikroglia fuhrt zu einer
Storung der BHS durch vorubergehende Aktivierung des PI3SK/AKT — Weges uber
Rho-Kinase A (RhoA), welche eine Tight-Junction-Leckage zur Folge hat [94]. Diese
Leckage wiederum kann zur Infiltration von Immunzellen fihren, was auch Effekte auf

umliegendes, bisher unbeschadigtes Gewebe hat [121].

Durch Expression des major-histocompatibility complex 2 (MHC 2) sind die Mikroglia
in der Lage, mit T-Lymphozyten zu interagieren. So kommt es durch IFNy, ein T-Zell-
Zytokin, welches hauptséchlich von Thl-Zellen und natirlichen Killerzellen freigesetzt
wird und einen potenten Aktivator der Mikroglia darstellt, zu einer erhodhten
Prasentation von Oberflachenmarkern wie MHC 2 und CD40 auf Mikroglia, wodurch
eine Interaktion zwischen Mikroglia und anderen Zellen ermoglicht wird [122]. Durch
prasentiertes CD40 beispielsweise aktivieren und stimulieren Mikroglia T-
Lymphozyten, welche wiederum die Freisetzung weiterer Entziindungsmediatoren aus
den Mikroglia induzieren. Auch durch die Produktion des Zytokins Chemokin Ligand 2
(CCL2, friher Makrophagen-Chemoattraktor-Protein 1, MCP-1) aktivieren sie weitere
Immunzellen wie Granulozyten und Monozyten, wodurch der Entziindungsprozess
unterhalten wird [112, 123-125].

Der durch entzindungshemmende Mediatoren aktivierte Phanotyp der Mikroglia, als
M2 bezeichnet, beglnstigt das Wachstum von Neuriten, fordert die Angiogenese und
Gewebereparatur und unterdriickt destruktive Immunantworten, indem sie anti-
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inflammatorische Zytokine wie IL4, IL10, I1L13, IL1B, Prostaglandine und den
transformierenden Wachstumsfaktor (engl.: transforming Growth faktor beta, TGF()
freisetzen [28, 38, 40]. TGF und IL1[ stimulieren neuroprotektiv die Produktion von
Nervenwachstumsfaktoren aus Astrozyten [126]. TGFB kontrolliert weiterhin die
Bildung von Astroglia-Narben, wodurch es zu Reparaturprozessen nach einer
Verletzung beitragt [127]. Durch Produktion des insulinahnlichen Wachstumsfaktors-1
(engl. Insulin-like-growth factor; IGF1), der die Apoptose unterdrickt und die
Proliferation und Differenzierung neuraler Stammzellen erhéht, oder durch
Veranlassung von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen, einen neuronalen Phanotyp
anzunehmen, fordern Mikroglia aktiv die verletzungsabhangige Neurogenese [128,
129]. Demnach koénnen Mikroglia, je nach auslésendem Reiz, auf Grund ihrer
Plastizitat sowohl neurotoxische als auch neuroprotektive Zustande annehmen [130].
Auch wenn sich zwei Phéanotypen unterscheiden lassen, kann im Rahmen eines SHT
sowohl eine Mikroglia-induzierte Entziindungsreaktion als auch Reparatur beobachtet
werden [88]. Auch lasst sich nicht streng dichotom zwischen M1 und M2 Phanotyp
unterscheiden und jeweils vermutete neuroprotektive oder neurotoxische Wirkung

generalisieren [113].
2.2.5.2. Astrozyten

Ein SHT fuhrt neben dem mechanischen Schaden zur sofortigen Freisetzung
molekularer Stresssignale durch Astrozyten und andere umgebende verletzte Zellen.
Dazu kommt die gestorte Integritat der BHS in Folge des Traumas. Durch Extravasion
von Blutbestandteilen wie Serumproteinen in das Hirnparenchym werden Astrozyten
und Perizyten aktiviert [131, 132]. Astroglia, auch als Astrozyten bekannt, haben einen
groBen Anteil an der Gesamtheit der Gliazellen [107]. Zusammen mit den
Oligodendrozyten bilden sie ein durch Gap junctions verknipftes Synzytium [107]. Sie
sind neuroepithelialen und ektodermalen Ursprungs und haben die Aufgabe, die
Homoostase des Hirngewebes aufrecht zu erhalten und als Abwehrzellen das
Hirngewebe vor pathologischen Einfliissen zu schiitzen [107]. Astrozyten bilden die
Zytoarchitektur der grauen Substanz. Sie bestehen aus einem Soma und mehreren
Fortsétzen, welche sich verzweigen und eine dichte Baumstruktur ausbilden [133,
134]. Mit ihren EndfuRen berihren Astrozyten in Form perivaskularer Endful3e
zerebrale Gefal3e. Sie bilden weiterhin durch subpiale EndfufRen eine an der
Hirnoberflache befindliche Grenzstruktur, die Glia limitans aus [107]. Die glia limitans
stellt eine Barriere zwischen Hirnparenchym und vaskularen wie auch arachnoidalen
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Kompartimenten dar und bildet ein Passagehindernis fir Leukozyten des
systemischen Kreislaufes [135, 136]. Durch SPARC (auch Osteonectin; engl.:
secreted protein acid and rich in cysteine)- einen Antagonist zum synaptogenen Hevin,
haben Astrozyten, wie auch Mikroglia, Teil an der Synapsenelimination und
Phagozytose. Sie sind sowohl fur die Entwicklung funktioneller neuronaler Schaltkreise
als auch fur die posttraumatische Reorganisation von Synapsen und neuronalen
Schaltkreisen essenziell [131, 137, 138]. Das perineuronale Netzwerk, bestehend aus
einer Mischung aus extrazellularen Matrix- und Zelladhasionsproteinen, wie
Chondroitinsulfat-Proteoglykanen, Glykoproteinen, Glykosaminoglykanen,
Tenascinen und Hyaluronan - welches Synapsen einkapselt und stabilisiert, wird
ebenfalls durch astrozytare (und neuronale) Produktion gebildet und modifiziert,
wodurch Astrozyten ein Regulator der zerebralen Plastizitat und Stabilitat sind [138,
139]. Durch den Transport von lonen, den Abbau von Neurotransmittern und die
Freisetzung von Neurotransmittervorlaufern und Radikalfangern halten sie das Milieu
des Hirngewebes im Gleichgewicht [107]. Astrozyten sind in der Lage, eine Vielzahl
biologisch aktiver Substanzen wie z.B. Wachstums- und Entziindungsfaktoren
freizusetzen und kdénnen durch die Glykogensynthese Neurone mit Energiesubstraten
versorgen [107]. Sie spielen weiterhin eine wichtige Rolle zur Regulation des sich
extrazellular befindlichen neurotoxischen Glutamats, welches zur Neurodegeneration
fuhren kann. Sind die Astrozyten in ihrer Funktion beeintrachtigt, so kommt es zu einer
neuronalen Dysfunktion und neuronalem Zelltod [140]. Durch Aufnahme von Glutamat,
y- Aminobuttersdure (engl..gamma-aminobutyric-acid, GABA), Adenosin und
Monoaminen haben sie Teil an der Neurotransmitter-Homoostase. Sie exprimieren
GLT1- einen Glutamattransporter, der zu einer Reduktion der Glutamatansammlung
im synaptischen Spalt durch Metabolisierung von Glutamat zu Glutamin durch die
Glutaminsynthetase fiihrt. Wahrend pathologischer Zustande wird dieser Transporter
hochreguliert um eine postsynaptische Glutamat- Rezeptor- Uberaktivierung zu
verhindern [141-143]. Auch neuro- und gliotoxisches beta-Amyloid wird durch

Astrozyten eliminiert [144]
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Abbildung 3 Astrozytenfunktion, modifiziert aus [107]

Im Rahmen eines Traumas kann durch NFkB induzierte Signalgebung eine astrozytare
Produktion und  Sekretion von  neuroprotektiven und  glioprotektiven
Wachstumsfaktoren, wie dem Neurotrophin BDNF (engl.:brain derived neurotrophic
factor) und Nervenwachstumsfaktor (engl.:nerve growth factor, NGF) induziert werden.
In Form von reaktiven Astrozyten haben sie einen entscheidenden Anteil an der
Reparatur der BHS nach einer Verletzung [70, 145]. So kénnen Astrozyten durch
Freisetzung verschiedener Faktoren wie zum Beispiel Angiopoetin 1 (ANGPTL1),
Fibroblasten-Wachstums-Faktor (engl.: fibroblast growth factor, FGF) und Glia
abgleitetem neurotrophen Faktor (engl.: glia derived neurotrophic factor, GDNF) als
auch Endothelin die Integritat der BHS beeinflussen. Die Freisetzung von ANGPT1
durch perivaskulére Astrozyten fihrt zu dessen Bindung an den Tyrosinkinaserezeptor
Tie-2 der Endothelzellen und fordert die GefalRstabilitat und vermindert die
Permeabilitdt auf Grund einer Hochregulierung von Verbindungsproteinen der BHS

[146]. Weiterhin ist ANGPTL1 in der Lage, Faktoren wie VEGF, die eine Stérung der
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BHS induzieren, entgegen zu wirken [147]. Auch das von Astrozyten produzierte Src-
supprimierte-C-Kinase Substrat (SSeCKs), ein vorgeschalteter Regulator der Angl
Expression in Astrozyten, fuhrt zu einer verminderten Expression von VEGF und einer
erhohten Expression von ZO-1 und Claudin 1 sowie 3, wodurch die Integritat der BHS
stabilisiert wird [148]. Eine gestdrte BHS wird in Zusammenhang mit einer Reihe von
neurologischen Erkrankungen wie Multipler Sklerose, Epilepsie, und Schlaganfall
sowie neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer aber auch Traumata gebracht
[149].

Astrozyten konnen ebenso DAMPs wie das im Rahmen einer Nekrose freigesetzte
HMGB1- Molekil freisetzen, welches zur Angiogenese beitragt, die BHS- Reparatur
nach Trauma fordert und somit Teil an der funktionellen Wiederherstellung hat [150].
HMGB1 kann aber auch, wenn es durch die geschadigte BHS in den systemischen
Kreislauf eintritt, systemische Entzindungsreaktionen wie das Systemische
Inflammatorische Response Syndrom (SIRS) auslosen, wie in Modellen nach
Schlaganfall gezeigt werden konnte [151]. Auch die astrozytdre Sekretion von
Apolipoprotein E (ApoE) unterdriickt einen NFKkB-MMP-9- Signalweg in Perizyten, der
sonst die Durchlassigkeit der BHS erhdht und proinflammatorische Wirkung hat [152].
Astrozyten sind daher zentrale Regulatoren der endothelialen Barriereeigenschaften

zwischen Blut und Hirngewebe [131].

Traumatisch bedingt kommt es durch Untergang neuronaler Zellen zur Freisetzung
von TNFa und zu einem verminderten exzitatorischen Input, wodurch in Astrozyten
eine Freisetzung von Glypican 4 (Gpc4) und Glypican 6 (Gpc6), wie auch
Thrombospondinen (TSP), und Hevin induziert wird. Dies fihrt zu einer Rekrutierung
von postsynaptischen  alpha-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionséure-
Rezeptoren (AMPA- Glutamatrezeptor), sodass eine erhobhte exzitatorische
synaptische  Aktivitdt als Reaktion auf die reduzierte prasynaptische
Glutamatfreisetzung induziert wird [153]. Die Astrozyten tragen so zur synaptischen
Plastizitat bei und haben Anteil an der Aufrechterhaltung der neuronalen Erregbarkeit
und neuronalen Funktion durch Potenzierung der exzitatorischen Ubertragung nach
SHT [131, 154]. Es ist aber zu beachten, dass hyperphysiologische oder wiederholte
Spiegel von TNFa dazu in der Lage sind, eine dysregulierte synaptische Aktivitat zu
begiinstigen und somit zu einer schadlichen Ubererregbarkeit von Synapsen filhren

und somit eine Epilepsie begunstigen konnen [131, 155].
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Weiterhin sind Astrozyten in der Lage auch neurotoxische Wirkungen zu erzielen.
Proinflammatorische Zytokine wie IL13, TNFa und IFNy stimulieren in Astrozyten die
Produktion von MCP 1, welches wiederum die Produktion proinflammatorischer
Zytokine  stimuliert, wodurch  ein  Entzindungsprozess mit  folgender
Gewebeschadigung und Neurodegeneration unterhalten wird [156]. Beispiele fur

weitere neurotoxische Funktionen der Astrozyten sind:

e Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie CXCL10, CCL2, TGF@, TNFaq,
IL1B, IL6, COX2, MMP9, high mobility Group box 1 (HMGB1) [157-159]

e Freisetzung neurotoxischer Mengen reaktiver Sauerstoffspezies [158]

e Freisetzung des potenziell neurotoxischen Glutamats [160]

e Produktion von VEGF und damit negativer Einfluss auf die BHS-Funktion [92]

e ausgeldste Aquaproin 4 (AQP4) - Uberaktivitat mit folgendem zytotoxischem
Odem [161]

e Chronische Zytokinaktivierung welche chronische Schmerzen bedingen kann
[162]

e Freisetzung vasoaktiver Substanzen wie vasokonstriktiver Isoprostane und
damit Teilhabe an der Reduktion des zerebralen Blutflusses nach einem SHT
[163].

2.2.5.3. Begrenzung des Lasionsvolumen durch Ausbildung einer

Glianarbe

Astrozyten konnen auf kleinste Veranderungen des zerebralen Milieus wie Infektionen,
Trauma, Ischamie oder frei gewordenes ATP reagieren, was als reaktive Astrogliose
bezeichnet wird. Extrazellulares ATP aber auch die durch ein mechanisches Trauma
resultierende Membrandeformation mit Aktivierung mechanosensitiver lonenkanéle
induziert einen schnellen Anstieg zytoplasmatischen Kalziums und auch Natriums in
Astrozyten, was zu einer Polarisation der Astrozytenfortsatze in Richtung des
Schadens und einer Rekrutierung von dynamisch beweglichen Mikroglia und
Neutrophilen fuhrt [164, 165]. Im Falle einer Aktivierung im Rahmen eines Traumas
konnen Astrozyten hypertrophieren, Intermediarfilamentproteine wie saures
Gliafaserprotein (engl.:glial fibrillary acidic protein, GFAP), Vimentin und Nestin
vermehrt exprimieren und eine perilasionale Glia-Narbenbildung durch Lagerung
extrazellularer Matrix wie Chondroitinsulfat-Proteoglykanen um die Lasion herum

induzieren. Zusammen mit meningealen Fibroblasten, die ebenfalls Proteine der
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Extrazellularmatrix wie Laminin, Kollagen und Fibronektin sezernieren, bilden sie einen
Wall um die L&sion herum aus, der die Wunde verschlief3t [107, 132, 140, 166]. Diese
Glianarbe hat die Funktion einer physikalischen und chemischen Barriere, dient aber
auch als neuroprotektive Barriere gegenuber Infektionserregern und Immunzellen und
schrankt beispielsweise zum Schutz der noch verbliebenen Neurone die
Leukozytenmigration in das perilasionale Hirngewebe ein [80, 167, 168]. Sie schitzt
somit das noch potentiell lebensfahige Nervengewebe vor Entzindungsmediatoren
und Neurodegeneration, wahrend das irreversibel geschadigte Gewebe dem
entztindlichen Abbau Uberlassen wird [169, 90]. Durch astrozytare Hochregulation von
CD95 und dessen Rezeptor CD95-R sind Astrozyten in der Lage, T-Zell-Apoptose zu
induzieren, um so die Ausbreitung der durch periphere Lymphozyten vermittelten
Entzindung zu kontrollieren [170]. Es kommt zu einer verminderten Invasion von
Immunzellen Gber das primar geschadigte Gewebe hinaus, der Gewebeschaden und
die Lasionsgrofle werden beschrankt und auch der Nervenzellverlust und die
Demyelinisierung mit folgender klinischer Symptomatik und beeintrachtigter
Funktionserholung werden positiv beeinflusst. Narbenbildende Astrozyten haben so
maf3geblichen Einfluss auf den posttraumatischen Schutz und Reparatur von
Nervenzellen [145, 166]. Durch die gleichzeitige Freisetzung von S100B, einem
Kalzium-bindenden Glykoprotein, welches konzentrationsabhangig entweder
neurotroph/neuroprotektiv. oder neurotoxisch im ZNS die Zellproliferation und
Zelldifferenzierung reguliert und die Apoptose inhibiert, haben Astrozyten Teil an der
posttraumatischen Regeneration [171]. Die Glianarbe hemmt aber auch die axonale
Regeneration und verhindert die Ausbildung funktioneller Verbindungen zwischen
neuronalen Netzwerken, was zu kognitiven Defekten in der Aufmerksamkeit, dem

Gedachtnis und exekutiven Funktionen fuhren kann [41, 52].
2.2.5.4. Kommunikation zwischen Mikroglia und Astrozyten

In aktuellen Studien wird eine Kommunikation zwischen Astrozyten und Gliazellen
vermutet, die dazu fuhrt, dass ein spezieller neurotoxischer Phanotyp der Astrozyten
aktiviert wird [172]. So setzen zum Beispiel aktivierte Mikrogliazellen das Chemokin
Stromal cell-derived Factor 1 (SDF-1) frei, welches den astrozytaren CXCR4-Rezeptor
bindet und dort eine TNFa Sekretion in den synaptischen Raum hervorruft [173]. Auch
das astrozytar produzierte S100B und die Freisetzung von ATP wirken chemotaktisch

und haben positiven Einfluss auf die mikrogliale Aktivierung [174, 175].
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Abbildung 4 Astrogliose modifiziert aus [131]

Mechanischer Stress fuhrt zur Deformation der vernetzen Intermediarfilamente innerhalb
der Astrozyten und aktiviert einen loneneinstrom durch mechanosensitive lonenkanéle.
Intrazellular ansteigendes Kalzium fihrt zur Freisetzung von ATP. ATP fihrt wiederum zur
Aktivierung intra und interzellularer Signalwege, wie zum Beispiel der Freisetzung von MMP
9, Endothelin 1 und Glutamat. Komplexe astrozytare Reaktivitdt kann somit neuro-
inflammatorische Reaktionen im Rahmen des Sekundérschadens beeinflussen. Weiterhin
wird im Rahmen eines Traumas GFAP und S100 B freigesetzt, welche als Biomarker fir
den Schweregrad des SHT genutzt werden kdnnen.
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2.2.6. Periphere Faktoren die ein SHT beeinflussen

2.2.6.1. Das enterische Nervensystem

Das in Osophagus, Magen wie auch der Darmwand befindliche enterische
Nervensystem, auch als Plexus entericus bezeichnet, besteht aus intramural
befindlichen Ganglien und beinhaltet circa 100 Millionen Neurone. Es kann durch
sympathische wie auch parasympathische Signale beeinflusst werden, aber auch
autonom aktiv sein. Uber Rezeptoren der Mukosa und Submukosa gelangen afferente
Informationen Uber die enterischen Nervenzellen, wie den Nervus Vagus oder die
Nervi splanchnici zum ZNS. Efferenzen vermitteln die motorische Aktivitat und
Drusenfunktion des Magen-Darm Traktes aber auch die Steuerung des
darmassoziierten Immunsystems (engl.: Gut/mucosa-associated lymphoid tissue;
GALT). Neuropeptide wie das vasoaktive intestinale Polypeptid, Substanz P und auch
Monoamine wie Serotonin, Noradrenalin, NO und Acetylcholin (ACh) sind hierbei
vorkommende Transmitter [20].

2.2.6.2. Die Darm-Hirn- Achse

Die Darmwand bildet mit seiner Schleimhautoberflache, die grol3er als die der
Epidermis ist, die grof3te Schnittstelle des menschlichen Kdrpers zu seiner Umgebung
und beinhaltet circa 70% der Immunzellen. Der Gastrointestinaltrakt beherbergt somit
das groldte Reservoir fur Makrophagen und Immunzellen [176, 177]. Der Darm hat
mehrere Schutzmechanismen, um sich vor Pathogenen der Umwelt zu schitzen. Zum
einen weist es eine mechanische Barriere bestehend aus der Epithelschicht mit Tight
junctions, der Schleimschicht und der Eigenperistaltik auf. Eine Besiedelung des
Darmes mit Kommensalen, sowie die Sekretion von Immunglobulin A (IgA), das
Vorhandensein von dendritischen Zellen, Makrophagen und Antigenrezeptoren sind
Bestandteile der nicht mechanischen Barriere. Dendritische Zellen transportieren
Antigene zu den Lymphknoten um sie dort zu prasentieren. Antigenrezeptoren, auch
Toll-like-Rezeptoren genannt, aktivieren die angeborene Immunantwort [178]. Die
intakte Darm-Hirn-Achse scheint eine Voraussetzung fir die Barriere von Zytokinen
und Bakterien zwischen &auf3erem und innerem Milieu zu sein. Eine chronisch
beeintrachtigte Barrierefunktion des Colons verhindert den notwendigen Schutz
gegeniber hier konzentrierten Mikroorganismen, wodurch es zu einer erhdhten
Anfalligkeit fur systemische Erkrankungen und lebensbedrohliche Komplikationen

kommt. Es ist daher entscheidend, diese Homoostase aufrecht zu erhalten.
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Regulierend auf diese Barriere wirken Darmepithelzellen, Immunzellen der Lamina
propria und enterische Gliazellen (engl: enteric glia cells, EGC) [16]. EGC finden sich
im enterischen Nervensystem vor allem im Plexus myentericus wie auch der Mucosa,
finden sich im Verhatnis Neurone zu EGC von 1:4 und ahneln den Astrozyten des ZNS
bezuglich ihrer Morphologie [179]. Sie haben durch die subepitheliale Lage Einfluss
auf die Integritdit der Darmbarriere, welche durch vagale Stimulation nach

Verletzungen verbessert werden kann [180].

Mehrere Substanzen tragen zur Vernetzung des Darmes mit dem Gehirn auf
bidirektionaler Achse bei. Dazu zahlen Lipopolysaccharide, Neuropeptide und auch
Zytokine wie Cholezystokinin (CKK) [181, 182]. Vereinfacht lassen sich zwei Wege der
Kommunikation zwischen dem Mikrobiom des Darmes und dem zentralen
Nervensystem unterscheiden. Zum einen neuronal Gber zum Beispiel den Nervus

Vagus und zum anderen Uber das Kreislaufsystem [7].
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Allein die rAumliche Nahe ermdglicht es, dass Darmmikroben mit dem Nervus Vagus

interagieren und diesen beeinflussen kdnnen. Die zur Erkennung von viralen und

bakteriellen Bestandteilen wichtigen Toll Like Rezeptoren, die zum angeborenen

Immunsystem gehdren, lassen sich auch auf Neuronen finden, was ermdglicht, dass

Neuronen direkt auf Bakterien und Viren reagieren kdnnen [183]. Weiterhin werden

von Mikroben neuroaktive Substanzen und Metabolite produziert, die wiederum mit
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Chemorezeptoren des Nerven interagieren kénnen. Der Vagusnerv der auch so schon
mit seinen Afferenzen den Zustand des Darmes an das ZNS weiterleitet, kann dadurch
die Neuroinflammation beeinflussen. Es liel3 sich au3erdem zeigen, dass auch durch
efferente  Kommunikation, beispielsweise im Falle einer Neuroinflammation, die
proinflammatorischen Signale aus dem Darm heruntergeregelt werden [177]. So zeigte
sich in Folge einer zentralen inflammatorischen Reaktion im Darmgewebe ein
exzitatorischer cholinerger Reflex des Nervus Vagus. Durch ACh- Freisetzung und
dessen Bindung an cholinerge nikotinische ACh-a7-Rezeptoren auf Makrophagen

kam es zur reduzierten Freisetzung proinflammatorischer Zytokine [184].

Auch Uber den systemischen Kreislauf findet eine gegenseitige Beeinflussung
zwischen Mikrobiom und ZNS statt. So hat die Regulation der tight junctions und somit
das Passieren neuroaktiver, pathogener und immunstimulierender Substanzen durch
das Darmepithel und somit der Eintritt in den systemischen Kreislauf Einfluss auf die
BHS. Es koénnen proinflammatorische Zytokine, fir die die BHS permeabel ist,
Mikroglia aktivieren und die Zytokinproduktion im Gehirn initieren. Es gibt einen
Zusammenhang zwischen der Entziindung im Darm und einer proinflammatorischen

Reaktion mit Mikroglia-Aktivierung und Neuroinflammation im Gehirn [28].

Die durch ein SHT ausgeltste Kaskade des sekundaren Hirnschadens ruft nicht nur in
dem primaren Schadensgebiet umliegenden Hirngewebe eine Reaktion hervor,
sondern betrifft auch periphere Organe wie den Gastrointestinaltrakt [185]. Durch
Dysbiose, freigesetzte Zytokine und DAMPSs, beeinflusste Darmbarriere und gestorte
BHS kommt es dann wiederum auch zu einer Migration von Entziindungs- und

Immunzellen aus dem Darm in das Hirngewebe [177].

Speziell die T-Regulator (Treg —Zellen), die sich in der Lamina propria des Darmes
finden lassen, tragen zur Aufrechterhaltung der Darmhomoostase bei. Die von
kommensalen Mikroben, wie zum Beispiel Clostridien, synthetisierten kurzen
Fettsauren, insbesondere Butyrat und Propionat, regulieren die Treg-Zell-
Differenzierung und Expansion. Die Lumenkonzentration kurzkettiger Fettsauren
korreliert hierbei positiv mit der Anzahl der Treg Zellen im Dickdarm [186]. Uber den G-
Protein gekoppelten Rezeptor GPCR43 (engl. G-protein coupled receptor 43) kdnnen
kurzkettige Fettsauren direkt mit T-Zellen interagieren und die BHS ohne Transporter
passieren. Durch Desoxyribonukleinsdure (engl.: Desoxyribonuclein acid, DNA)-
Acetylierung wird die FoxP3-Expression induziert und dendritische Zellen werden in

die Lage versetzt, die Differenzierung naiver T Zellen in Treg Zellen zu férdern und
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entztindliche wie auch allergische Reaktionen zu unterdriicken [186]. Durch Treg
ausgelodste Mechanismen sind zum Beispiel die Expression hemmender Zytokine wie
IL10, TGFB, IL35, die Expression des IL2 Rezeptors CD25 und folgende
Beeintrachtigung des Zellstoffwechsels, sowie die Zytolyse und gezielte Reifung von
dendritischen Zellen durch Oberflachenexpression von Molekilen wie CTLA-4 und
LAG-335 [187]. Eine massive lymphoproliferative Erkrankung resultiert aus dem
Fehlen des FOX P3 [188]. Das Vorhandensein kurzkettiger Fettsauren, welche zu
einer Induktion immunsuppressiver Treg fllhren, zeigte in experimentellen Studien
einen Schutz vor zum Beispiel T-Zell-Induzierter Kolitis. Weibliche Mause zeigten in

Studien eine geringere Produktion kurzkettiger Fettsauren [186].

Treg Zellen weisen aul3erdem eine IL13 Produktion auf und verbessern die
Barrierefunktion, indem sie die Muzinproduktion stimulieren, die Permeabilitdt der BHS
durch Beeinflussung der Junction- Funktionalitat einschrdnken und den IgA Transport
stimulieren [178]. Bakterielles Priming von dendritischen Zellen in mesenterialen
Lymphkonten fihrt in zuvor mit Antibiotika behandelten Mausen zu einer Expansion
lokaler Treg -Zellen des DUnndarmes. Treg -Zellen reduzieren IL10 abhangig die Aktivitat
der in der Lamina propria des Darmes ansassigen yd-T-Zellen, die normalerweise
durch IL17 Produktion und Sezernierung von Chemokinen fir Neutrophile und
Monozyten mit anschlieBender Infiltration zytotoxischer Immunzellen die
Neuroinflammation nach einer ischamischen Hirnverletzung verschlimmern und eine
Ausdehnung des neuronalen Todes in die Penumbra beglinstigen [189]. IL17 und IL22
exprimierende Lymphozyten weisen die Fahigkeit auf, die Blut Hirn Schranke zu
passieren und leisten so einen Beitrag zur Entstehung zum Beispiel der Lasionen im
Rahmen der Multiplen Sklerose. Auf Grund einer Koexpression von IL17 und Granzym
B kommt es ebenso zur Zytolyse von Neuronen. Die verminderte Expression von
Occludin und Zonula Occludens in Zusammenhang mit einer Zunahme von IL 17
exprimierender Lymphozyten fihrt zu einer weniger intakten Blut Hirn Schranke [190].
IL10 aus Treg -Zellen des Darmes hat demnach neuroprotektive Funktion [189].
Fehlende Treg-Zell-Aktivierung flhrte nach experimentellem Schlaganfall zu einer
erhéhten Anzahl an residenten und infiltrierenden Entziindungszellen wie Mikroglia
und T-Zellen [191].

Mit Amoxicillin-Clavulansaure behandelte Mause mit folgender mikrobieller Dysbiose
zeigten bei Benakis et al. eine reduzierte Neutrophileninfiltration in das Hirngewebe,

bei erhohter Infiltration der Hirnhaute nach induziertem ischamischen Hirnschaden,
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was auf eine gezielte Darm-Hirn-Wanderung hindeutet. Die Hirnhaute scheinen als
Schutzbarriere die Invasion in das Hirngewebe und damit die postischdmische
Entziindung zu begrenzen [189].

2.2.6.3. Das Mikrobiom

Die Gesamtheit jeglicher Mikroorganismen, welche den menschlichen Korper
besiedeln, wird als Mikrobiom bezeichnet und umfasst die Gesamtheit der im Darm
lebenden Bakterien einschlie3lich der Protozoen, Archaeen, Viren und Pilze [192].
Innerhalb des menschlichen Korpers ist das Kolon der am meisten kolonisierte Ort
[193]. Das bakterielle Mikrobiom besteht hauptsachlich aus vier Arten von Bakterien:
den Bacteriodetes, Firmicutes, Actinobacteriae und Proteobacteriae [194]. Die
Proteobakterien umfassen die Pseudomonaden und Escherichia coli, die Firmicutes
die Clostridien, Laktobazillen, Stapheus aureus und Enterokokken. Actinobakterien
umfassen unter anderem die Bifidobakterien [195]. Mit einer Mehrheit von bis zu Uber
90% des Mikrobioms sind die Bakterien entweder den Bacteroidetes oder den

Firmicutes zuzuordnen [196].

2.2.6.4. Bedeutung des Mikrobioms

Seit Millionen von Jahren koexistiert das Mikrobiom im menschlichen Korper und hat
seitdem eine sich immer weiter entwickelnde und voneinander abhangige

Zusammenarbeit mit dem Immunsystem ausgeftuhrt [197].

Die Wirkung des Mikrobioms auf zerebrale Prozesse scheint vielfaltig zu sein. So
werden Funktionen wie das Verhalten, Lernen, das Gedachtnis aber auch
Auswirkungen auf die Mikrogliaaktivitat und Integritat der BHS beobachtet [198].

Ein physiologisches Darmmikrobiom verflgt Uber vielseitige protektive Eigenschatften:

- Hilfe beim Abbau und der Aufnahme von N&hrstoffen

- Reglementierung der Ausbreitung pathogener Erreger und somit Vorbeugung
von Infektionen, Straffung der Epithelbarriere [199, 200]

- Verbesserung des adaptiven und angeborenen Immunsystems [200]

- Regulierung der Angiogenese [201]

- Produktion essenzieller Proteine welche nicht durch humane Gene kodiert
werden [201].
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Es stimuliert die Regeneration intestinaler Epithelzellen, produziert Schleim und
ernahrt die Mukosa durch Produktion von kurzkettigen Fettsauren, hauptséchlich
Acetat, Propionat und Butyrat [199, 202]. Durch Bildung kurzkettiger Fettsauren, als
Endprodukte der mikrobiellen Fermentation von Makronahrstoffen, wie zum Beispiel
Butyrat durch ein gesundes Mikrobiom, welches als Energiequelle fur Epithelzellen des
Dickdarmes dient und zusatzlich immunmodulierende und entziindungshemmende
Eigenschaften aufweist, ist die Homdostase der Mikrobiota an der Aufrechterhaltung
einer intakten Epithelbarriere des Darmes beteiligt [203, 204]. Auch Neurotransmitter
wie GABA, Noradrenalin und Dopamin kénnen durch Darmbakterien synthetisiert
werden [205]. Es lie3 sich zeigen, dass Serotonin, welches als Neurotransmitter im
ZNS bendtigt wird, zu 90% aus dem GI-Trakt stammt und an 5 Hydroxytryptophan (5-
HT)- Rezeptoren an Mikroglia binden, sowie eine Zytokinfreisetzung induzieren kann
und somit Einfluss auf die Neuroinflammation hat [28, 206]. Auch bei der
Metabolisierung von Nahrungstryptophan als Vorstufe des Serotonins lie3 sich
beobachten, dass es durch Dammung der proinflammatorischen Reaktion der

Mikroglia auf Astrozyten eine entziindungshemmende Wirkung aufweist [204, 207].

Durch Ausbildung des intestinalen Lymphgewebes und ansassiger Immunzellen
kommt es zur standigen Stimulation des angeborenen Immunsystems, was zur
schnellen Abwehr von Krankheitserregern notwendig ist [208, 209]. Die mukosale
Barriere des Gastrointestinaltraktes (GI-Trakt) wie auch das Lymphgewebe und
Immunzellen schitzen den systemischen Kreislauf und auch die Darm-Hirn-Achse vor
pathogenen Mikroorganismen und nahrungsmittelassoziierten Antigenen [177]. Das
Mikrobiom hat hierbei Anteil an der Ausbildung des GALT. In Studien lief3 sich zeigen,
dass mikrobiomfreie Tiere erhebliche Defizite in der Ausbildung des GALT mit weniger
und kleineren Peyer Plaques sowie mesenterialen Lymphknoten aufwiesen und
anfalliger fur bakterielle, virale und parasitdre Krankheitserreger sind [210]. Weiterhin
besteht die teleologische Vorstellung, dass ansassige Darmbakterien
Darmerkrankungen durch infektiése Mikroorganismen aktiv zu verhindern versuchen,
um den Bestand der eigenen Spezies zu starken, woraus sich die Vermutung einer
evolutionaren Allianz ergibt, die zwischen S&ugetieren und kommensalen

Mikroorganismen besteht und ein langfristiges Uberleben beider begiinstigt [210].

Bacteroides fragilis hat Einfluss auf die Ilymphatische Organogenese und
Aufrechterhaltung einer adaquaten Immunantwort. Durch Produktion von PSA
(Polysaccharid A) kommt es durch Induktion IL 10 produzierender CD4+ T Zellen zu
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einer Reduktion proinflammatorischer Zytokine wie TNFa, IL17 und IL23, einer

reduzierten epithelialen Hyperplasie und Neutrophileninflitration in den Darm [211].

Durch Produktion von Metaboliten und Signalmolekilen und deren Eindringen in den
systemischen Kreislauf haben Darmbakterien daher eine weitaus grof3ere Wirkung als
lediglich lokal im Darm. Sie fuhren zu einer Beeinflussung des gesamten Wirtes und
somit auch des Zentralen Nervensystems [28]. Sie haben einen Einfluss auf die
Signalubertragung durch Neurotransmitter, die synaptische Plastizitat, Myelinisierung,
Neurogenese und auf Mikroglia, durch zum Beispiel produzierte Faktoren wie PAMPs
[28]. So wurde gezeigt, dass durch Produktion kurzkettiger Fettsduren durch
Bifidobacterium longum ein Schutz gegentber einer Escherichia coli (E. coli) Infektion
erfolgte. Die kurzkettigen Fettsauren reduzierten die Apoptose intestinaler
Epithelzellen, bewahrten so die Integritdit des Darmepithels und reduzierten den
Ubertritt des Stx2-toxins in den Blutkreislauf [212]. Stationar antibiotisch behandelte
Patienten zeigen Infektionen mit Clostridium difficile, welche leichte Diarrhoe oder
auch lebensbedrohliche Erkrankungen wie das toxische Megacolon verursachen
kénnen und die Morbiditdt und Mortalitat der Krankenhauspatienten deutlich erhéht
[213]. Gesunde Menschen zeigen hingegen eine Kolonisierungsresistenz gegenuber
Clostridium difficile, welche unter anderem dadurch begrindet ist, dass das
kommensale Bakterium Clostridium scindens durch Bildung der sekundaren
Gallensauren Desoxycholsaure und Lithocholsdure zur Wachstumshemmung des
Clostridium difficile beitragt [214].

Es wurde beobachtet, dass eine Antibiotikabehandlung durch folgendes
Uberwachstum des antibiotikaresistenten Stammes des E. coli Bakteriums die
Entwicklung einer Sepsis fordert. Durch Epithelschadigung und folgende Invasion in
den korperlichen Kreislauf wird die ILB1 Produktion durch Makrophagen induziert
[215].

2.2.6.5. Dysbiose

Ursachlich fur viele nichtinfektiose Erkrankungen wie Autoimmunitat, Krebs und
Allergien ist eine immunologische Dysregulation, welche durch die Interaktion
zwischen wirtseigenem Immunsystem und sowohl symbiotischen wie auch
pathogenen Mikroorganismen beeinflusst wird. Primérer Ort einer solchen Interaktion
ist der Magen Darm Trakt [210]. Durch ein Ungleichgewicht in der bakteriellen Vielfalt,
auch Dysbiose genannt, kommt es zu einer gestdrten Homoostase mit folgender

Entzindungsreaktion und einer das Darmepithel negativ beeinflussenden
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Stoffwechsellage [194, 216]. AuRerdem wird das Darmepithel durch Reduktion der
Zell-Zell-Verbindung durchléassiger und eine bakterielle Translokation ermdglicht, die
dann wiederum eine systemische Entzindung bedingen und Pathologien
verschlimmern oder auslésen kann [217, 218]. In einem gesunden Mikrobiom lassen
sich ebenfalls als ,Pathobionten® bezeichnete Arten finden, welche pathogene Wirkung
haben, sofern sie in ihrer Funktion und Menge nicht durch das gesunde Mikrobiom
eingeschrankt werden [215]. Eines der mit pathologischen Zustanden in
Zusammenhang stehende Bakterien ist das EO21:H+ Escherichia coli, welches sich
als vorherrschende systemische Spezies nach antibiotischer Behandlung mit

Ampicillin, Vancomycin, Neomycin und Metronidazol nachweisen lief3 [215].

Ein aus dem Gleichgewicht gebrachtes Darmmikrobiom, was unter anderem durch
antibiotische Therapien oder durch erhdhte Spiegel von Noradrenalin induziert wird,
wird derzeit bereits mit einigen pathologischen Zustédnden in Verbindung gebracht
[219]. So liel3en sich vermehrt Infektionen, die intestinal wie auch systemisch auftreten,
vor allem auch eine Besiedelung mit antibiotikaresistenten Erregern wie Vancomycin
resistenten Enterokokken (VRE) und Methicillin-resistentem Stahylococcus aureus
(MRSA), Autoimmunkrankheiten (entzundliche Darmerkrankungen, Diabetes),
allergische Erkrankungen, Adipositas wie auch Arteriosklerose mit einem
eingeschrankten  Darmmikrobiom in  Verbindung bringen [200]. Auch
neurodegenerative  Erkrankungen wie Multiple Sklerose oder Parkinson,
neuropsychiatrische Pathologien wie Autismus und Angststérungen werden in
Zusammenhang mit einer mikrobiellen Dysbiose gestellt [220]. Bei autistischen
Kindern liel3 sich im Vergleich zu gesunden Kindern vermehrt das Bakterienspezies
Bakteroides im Vergleich zu den Firmicutes nachweisen und Parkinson Patienten
zeigten in der Analyse des Mikrobioms vor allem proinflammatorisch wirkende
Bakterien wie Roseburia, Coprococcus oder Blautia im Gegensatz zu
antiinflammatorisch wirksamen Bakterien wie Faecalibakterien [221, 222].
Gramnegative Bakterien sind durch Bindung der Lipopolysaccharid (LPS)-
Komponente ihrer Zellwand an TLRs in der Lage die Produktion proinflammatorischer
Zytokine wie IL6 und IL1B durch Monozyten, Makrophagen und Mikroglia zu
stimulieren [205]. Breitspektrum antibiotisch (Ampicillin, Vancomycin, Neomycin,
Metronidazol) behandelte Mause zeigten im Experiment von Ayres et al. signifikant
hohere Bakterienzahlen in der Lunge und auch der Leber [215]. Antibiotisch

behandelte Mause zeigten aul3erdem nach einer Applikation von Dextransulfat-
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Natrium (DSS), welches toxische Wirkung auf die Epithelzellen im Dickdarm hat,
weniger eine kolitisdhnliche Erkrankung sondern vielmehr systemische Reaktionen
wie Hypothermie, Multiorganschaden, sowie erhohte Serumspiegel
proinflammatorischer Zytokine wie TNFa und IL6 [215]. Hayakawa et al. zeigten, dass
das Darmmikrobiom einige Stunden nach pathologischen Zustdnden wie Schlaganfall
oder Herzstillstand bedeutend gestort wurde [223]. Eine Dysbiose des Darmes fuhrt
unter anderem zu einem Ungleichgewicht der T-Zell- Populationen, welche Th1, Th2,
Thl7 sowie Trg Zellen beinhalten, und kann autoimmune und entzindliche
Veranderungen hervorrufen [224]. In Versuchen von Singh et al hatte diese mikrobielle
Dysbiose eine Translokation von peripheren Th Zellen in das Gehirn zur Folge.
Proinflammatorische Zytokine wie IL2, IL12, TNFa, IFNy, werden von Th1 Zellen
sezerniert und kénnen so Einfluss auf zerebrale Prozesse haben [225]. Singh et al
zeigten, dass die Th-Zell- Infiltration eine zerebrale Entziindungsreaktion iniitierte und
letztlich ein erhdhtes Schlaganfallvolumen und ein schlechteres funktionelles Outcome
zur Folge hatte [226].

Die durch ein SHT ausgeloste Kaskade des sekundéaren Hirnschadens ruft ebenso
nicht nur in dem den primaren Schadensgebiet umliegenden Hirngewebe eine
Reaktion hervor, sondern betrifft auch periphere Organe wie den Gastrointestinaltrakt
[185]. So kommt es nach einem Trauma zu Veranderungen sowohl der strukturellen
als auch der funktionellen Konstitution des Epithelgewebes des Darmes. Funktionell
werden die Transitzeiten im Darm auf Grund einer verminderten Kontraktilitdét nach
SHT verlangert [13, 227]. Ein erhohter Noradrenalinspiegel als Ausdruck einer
Stressreaktion konnte dazu beitragen und urséchlich dafir sein [219]. Hayakawa et al.
zeigten, dass das Darmmikrobiom einige Stunden nach pathologischen Zustanden wie
Schlaganfall oder Herzstillstand bedeutend gestort wurde [223]. Je groRRer die Lasion
des SHT desto mehr Proteobakterien und desto weniger Bakterien des Firmicutes —
Stammes lieBen sich finden. Die bakterielle Diversitdt des Mikrobioms nahm
aulRerdem ab [223]. Auch eine lange Hospitalisierung fuhrt zu einer Veranderung des
Mikrobioms. Durch das Wachstum von Erregern geringer Diversitat kommt es zu einer
erhéhten Virulenz [228]. Eine Verédnderung des Mikrobioms, die auf Grund einer
Erkrankung zu einer Dysbiose flihrt, kann zur Folge haben, dass nitzliche Mikroben
verloren gehen und es zu einer Expansion pathogener Bakterien wie zum Beispiel
Escherichia coli und Klebsiella pneumoniae kommt [229]. Die Bakterien einer

bakteriellen Pneumonie, die als haufigste Todesursache in Folge eines ischamischen
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Schlaganfalles gesehen werden, stammen womdglich aus dem Darm auf Grund einer
erhéhten Permeabilitat [230, 231].

Bereits nach einem moderaten bis schweren SHT zeigte sich im Mausmodell ein
erhohter mukosaler Schaden mit veranderter Permeabilitdt des Dinndarms bis zu 72
Stunden nach Trauma. Im Colon wird durch ein SHT eine chronische Verénderung
von Morphologie und Funktion vor allem am 28. Tag nach Trauma beschrieben. Diese
Veranderungen korrelieren mit einer Verschlechterung der chronischen Hirnverletzung
durch erhohte intestinale Permeabilitat und Endotoxindmie [16]. Eine Stérung der
Darmbarriere auf Grund gestorter Tight junctions mit folgender erhéhter Permeabilitat,
die auch endogene LPS nicht am Durchtritt hindert, fihrt auch im Gehirn zu einer
Immunantwort, die durch induzierte Neuroinflammation neuropsychiatrische und
neurodegenerative Krankheiten ausléosen kann [232]. Hierbei korreliert das Ausmal}
der LPS Freisetzung mit der Schwere der daraus folgenden neurodegenerativen
Erkrankung wie zum Beispiel Morbus Parkinson [233]. Eine verstarkte Endotoxindmie
und bakterielle Translokation, 16st auch lokal im Darm eine Entziindungsreaktion aus.
Es werden folglich vermehrt proinflammatorische Zytokine wie IL6, TNFa, NFkB
freigesetzt und die CD-40 Expression erhoht. Diese proinflammatorische Kaskade
ausgelost durch eine erhdhte Darmpermeabilitdt in Folge eines SHT fuhrt wiederum
auch andersherum zur Beeinflussung extragastrointestinaler Organe, einschlief3lich
des ZNS [13]. Durch Dysbiose, freigesetzte Zytokine und DAMPSs, beeinflusste
Darmbarriere und gestdrte BHS kommt es zu einer Migration von Entziindungs- und

Immunzellen aus dem Darm in das Hirngewebe [177].

Gerade bei SHT- Patienten ist die erhthte Labilitdt in Folge einer peripheren
Immunsuppression gegeniber einer Infektion mit zum Beispiel E.coli eine
Zusatzbelastung. Systemische Entziindungen mit Einbezug von Darm, Lunge, Leber
und Hirn kdénnen die Folge sein, wodurch die Mortalitdt gesteigert wird [177].
Die Wichtigkeit eines ausgeglichenen Mikrobioms zeigt sich immer wieder, denn
Storungen der Homoostase des Darmmikrobioms, die sich nach Verletzungen wie
Trauma, Verbrennungen oder Herzstillstand zeigen, sind préadiktiv fur die Mortalitat,

zum Beispiel in Folge einer Sepsis [14].
2.2.6.6. Gabe von Antibiotika und Probiotika im Rahmen eines SHT

Antibiotika haben bekanntlich vielfaltige Wirkung, wie die gewollte Bekampfung

pathogener bakterieller Spezies, aber auch negative Auswirkungen wie die
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Beeintrachtigung des Mikrobiomes, Férderung der Ausbildung antibiotischer
Resistenzen, Forderung eines Uberwachstumes anderer pathogener Bakterien, oder
Ausbildung bestimmter Krankheitsbilder wie der pseudomembrandsen Colitis oder

Diarrhoe.

Eine Depletion der physiologischen gesunden Darmflora kann weitreichende Effekte
haben. Bereits durch kurzfristige Antibiotikagabe wird die durch LPS induzierte
Expression von Reg3-g, einem bakteriziden Lektin, in Darmepithelzellen und Paneth
Zellen reduziert. Mause sind folglich anfallig fur eine Infektion mit Vancomycin
resistenten Enterokokken [234]. Eine antibiotische Behandlung fihrt zu einer
Beeintrachtigung des als Kolonisierungsresistenz bezeichneten Schutzes vor
Krankheitserregern durch Mikrobiota [235]. Die Kommensalgemeinschaft des Darmes
wird geschwéacht, die Dicke der protektiven Schleimschicht reduziert und die
Expression antimikrobieller Peptide vermindert, sodass Infektionen beglnstigt werden
[200]. Winek et al zeigten, dass eine Depletion der bakteriellen Flora durch
Breitspektrumantibiotika vor einem ischamischen Schlaganfall zu einem schlechteren
Outcome fuhrte [236].

Es liel3 sich auRerdem beobachten, dass sich Mikroglia von Mausen, die mit Antibiotika
zur Dezimierung des Darmmikrobioms behandelt worden sind, wenig in ihrer Dichte
aber vielmehr in ihrer morphologischen Ausrichtung &ndern. Es sind nach
antibiotischer Behandlung vielmehr unreife Mikroglia vorhanden. Mikroglia scheinen
auch im Erwachsenenalter empfindlich zu sein fir Anderungen in der Konstitution des
mikrobiellen Darmmilieus [28]. Bei zuvor mit Antibiotika behandelten Mausen war die
Migration von dendritischen Zellen und IL1B/IL18 Produktion beeinflusst und die
Immunglobulinspiegel, T-Zellzahl und IFNy Produktion reduziert, sodass erhohte
Virustiter einer folgenden Influenzainfektion resultierten [237]. Auch die
Milzmakrophagen scheinen nach erfolgter antibiotischer Therapie beeintrachtigt. Es
zeigte sich eine verminderte Aktivierung naturlicher Killerzellen durch sie [238].
Weiterhin werden durch kommensale Mikroben ausgesandte Signale, welche eine
reduzierte Aktivitdt mononuklearer Phagozyten zur Folge haben, durch antibiotische
Behandlung reduziert. Bakterielle Antigene werden nun vermehrt zu den
mesenterischen Lymphknoten (MLN, engl.: mesenteric lymph nodes) transportiert und

eine adaptive Immunantwort gegen luminale Antigene ausgelost [239].

Lim et al zeigten jedoch auch, dass sich nach Gabe von Ceftriaxon, einem Antibiotikum

aus der dritten Gruppe der Cephalosporine, einige neuroprotektive Effekte zeigten, die
35



sich unabhangig der antibakteriellen Wirkung ergaben. Ceftriaxon fuhrte zum Beispiel
zu einer verminderten Mikroglia-Aktivierung, TNFa Expression durch Mikroglia und
einem Anstieg der Expression des perilasionalen Glutamatl- Transporters (GLT1) in
Neuronen und Mikroglia [240]. Die Glutamatexizotoxizitat zeichnet sich durch einen
tbermafigen Einstrom von Ca 2* im postsynaptischen Neuron mit folgender Calpain
und Caspase-Aktivierung aus, welche letztendlich die Apoptose nach sich ziehen [241,
242]. Die vermehrte Expression dieses Transporters fuhrte im Experiment zu einer
verminderten Konzentration von Glutamat im synaptischen Spalt und extrasynaptisch.
Es folgte eine verringerte Expression der neurodestruktiven Untereinheit des
extrasynaptischen NMDA 2B- Rezeptors und letztendlich eine geringer ausgepragte
neuronale Apoptose sowie verbesserte motorische Defizite und funktionelle
Ergebnisse im Vergleich zu den Vehikel-CCI (kontrolliertes experimentelles
Schadelhirntrauma; engl.: controlled cortical impact) - Tieren [240]. Auch andere
Studien zeigten, dass die Gabe von Ceftriaxon, wie auch Ampicillin, beides beta-
Lactam Antibiotika, oder auch Cefazolin, der Glutamat-induzierten Exzitotoxizitat
entgegen wirkten [101, 243-245]. Eine Behandlung mit Amoxicillin zeigte jedoch auch
neurotoxische Wirkung. So fuhrte es im Mausversuch zu oxidativem Stress und war
mit der Ausbildung eines depressiven Verhaltens und einer Reduktion der
Krampfschwelle in juvenilen Ratten verbunden [246].

Weiterhin kann auch die Gabe von Probiotika positive Effekte zeigen. Sun et al. kamen
zu dem Ergebnis, dass eine Gabe von Probiotika neuroprotektive Wirkung zeigt und
zu weniger neuropsychiatrischen Symptomen in Folge eines ischamischen
Schlaganfalles auf Grund verminderter Expression von Caspase-3 und Bax und somit
antiapoptotischer Wirkung, fuhrt [247]. Probiotika scheinen die Darmpermeabilitat auf
Grund einer Straffung der Gap junctions zu mindern, die IgA und IgG Konzentration zu
erhéhen und den LPS Spiegel zu senken [248-250]. Ait-Belgnaoui et al. zeigten in
ihrem Maus-Experiment, dass eine zwei-wochige Einnahme von Probiotika zu einem
verminderten Spiegel von adrenocortikotropem Hormon (ACTH) und Kortikosteron als
Folge von Stress fuhrte [251]. Vor allem Lactobacillus farmicis verhindert die
stressinduziert erhohte Permeabilitait des Darmes und vermindert die LPS
Translokation und zentrale Zytokinproduktion [251]. Weitere mit neuroprotektiver
Wirkung in Zusammenhang gebrachte Probiotika sind das Clostridium butyricum sowie
Lactobacillus acidopholus [247, 252]. Zusammen mit obligaten Anaerobiern wie zum

Beispiel Bifidobacterium, tragen sie maf3geblich zur Resistenz gegen eine Besiedelung
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mit und Invasion von pathogenen Keimen in die Darmepithelzellen durch Hemmung
der Anhaftung pathogener Bakterien und Induktion einer erhéhten Muzinproduktion
bei. Es folgt eine Wachstumshemmung potenziell pathogener Mikroorganismen, auch
durch die Sekretion von Bacteriocinen - antimikrobiellen Substanzen-, die
Aufrechterhaltung der Barrierefunktion der Darmmukosa, sowie auch die
Beeinflussung der systemischen wie auch lokalen Immunfunktionen [250]. Es kénnte
demnach sinnvoll sein, Probiotika im Rahmen eines SHT zu verabreichen. Sogar eine
frihzeitige enterale Erndhrung nach Trauma mit Glutamin, Arginin, Nukleotiden und
Omega 3- Fettsauren, die die Immunzellen stimulieren und die Barrierefunktion des

Darmes unterstitzen, hat positive Effekte auf das Outcome gezeigt [253].
2.2.7. Geschlechtsspezifische Unterschiede nach SHT

Tierversuchsstudien und auch klinische Studien zeigen immer wieder, dass es
unterschiedliche Reaktionen auf bestimmte Ereignisse in Abhangigkeit des
Geschlechtes gibt [254, 255]. Es gibt die Annahme, dass weibliche Sexualhormone
auf Grund einer geringeren Komplikations- und Komorbiditatsrate bei weiblichen
Mausen nach SHT, eine neuroprotektive Wirkung haben kénnen [18]. Ostrogen wird
mit einer erhdhten GLT-1- Expression in Verbindung gebracht [256]. So liel3 sich unter
anderem ein verminderter Hirnschaden nach experimentellem SHT bei méannlichen
Mausen zeigen, sofern sie intraperitoneal den Ostradiol Metaboliten 2-
Methoxyestradiol verabreicht bekamen [257].
Neurologisches Verhalten sowie auch die kognitive Funktion differiert jedoch auch
nach verschiedenen Formen einer Verletzung des ZNS in Abhéngigkeit des
Geschlechtes. So zeigten einige Studien zum Beispiel ein besseres Outcome von
weiblichen Versuchstieren gegentber mannlichen nach SHT [255]. Die weiblichen
Tiere wiesen eine bessere Integritat der Blut-Hirn-Schranke, einen besseren kortikalen
Blutfluss, weniger sensomotorische Defizite, weniger Hirnédem und geringere
Kontusionsvolumina als gleichaltrige mannliche Tiere nach CCI auf [258—-261]. Waren
die Weibchen zudem scheintrachtig und wiesen somit einen héheren Progesteron und
Ostrogen Spiegel auf, lieR sich ein noch kleineres durch SHT bedingtes Odem
messen, was auf eine neuroprotektive Wirkung der weiblichen Geschlechtshormone
hinweisen kann [255, 258, 262]. Eine weitere klinische Studie bestatigte diese
Hypothese, indem sie zeigte, dass postpubertdre Madchen eine geringere Mortalitat
nach mittelschweren bis schweren SHT aufweisen als gleichaltrige Jungen [263].

Kirkness et al. beobachteten eine unterschiedliche Mortalitat zwischen mannlichen und
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weiblichen Versuchstieren trotz &ahnlichem zerebralen Perfusionsdruck und
intrakraniellem Druck [264]. Bemerkenswerterweise zeigten Tucker et al., dass
unterschiedliche Verhaltensweisen weiblicher Versuchstiere zu beobachten waren,
beispielsweise in Form einer besseren Gehfahigkeit und weniger ausgepragtem
angstlichem Verhalten, obwohl sie keinen Unterschied im Lasionsvolumen im
Vergleich zu den mannlichen Versuchsmausen fanden [265, 266].

Im Bezug auf eine Darm Hirn Achse hat sich gezeigt, dass sowohl das Darmmikrobiom
durch Ostrogen, als auch andersherum beeinflusst wird [267]. Durch Sekretion von -
Glucuronidase durch das Mikrobiom, wird Ostrogen dekonjugiert. Ostrogen kann nun
an ein von der Leber produziertes Glykoprotein, das Sexualhormon- bindende Globulin
(SHBG) binden, oder als freies ungebundenes Ostrogen biologisch aktiv sein.
Weibliche Mause wiesen in Experimenten ein gegenuber Verletzungen
widerstandsfahigeres Darmepithel als mannliche Mause auf [268]. Auch wurde
gezeigt, dass Ostrogen neuronales Wachstum durch Mikrotubuli-stabilisierende
Faktoren, die Tau Proteine, stimuliert [269]. Bereits pranatal lasst sich ein Einfluss der

Konstitution des Mikrobioms auf die Funktion der Mikroglia erkennen [111].
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3. Material und Methoden
3.1. Material
3.1.1. Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Deckglaser

Diagonal; Minster, DE

Einweg-Handschuhe

Safe Ex, SafeMed; Zimmerwald, CH

Einwegpipetten

Pasteur Pipette, VWR; Darmstadt, DE

Faden

MCAOQO Suture 6/0,20mm, Doccol Corp.;
Redlands, CA, USA

Falcon Rohrchen

Greiner; Solingen, DE

Faltenfilter Macherey-Nagel, Diren, DE
Gewebekleber Histoacryl, Braun; Melsungen, DE
Kosmetikticher Hegro; Bittelborn, DE

Kryo-Boxen Karton, weil3, Ratiolab GmbH; Dreieich, DE

Markierstift (Fettstift)

Dako Pen, Dako Denmark; Glostrup, DK

MCAO suture (Faden)

Doccol Corporation; Sharon, USA

Mikropipettenspitzen

TipOne, Starlab; Ahrensburg, DE

Molinea plus Hartmann; Heidenheim, DE

Nahtmaterial Prolene 6-0, Ethicon; Norderstedt, BEL

Objekttrager SuperFrost-Plus, Menzel-Glaser;
Braunschweig, DE

Objekttragerkasten Mit Deckel, blau, VWR; Darmstadt, DE

Parafilm Parafilm M, Brand; Wertheim, DE

Pipettenspitzen

Gelb, blau, farblos, Sarstedt; Nimbrecht,
DE

Probengefal3e Certified Tube (0,5 ml), Starlab; Ahrensburg,
DE
Citrat (0,5 ml), Sarstedt; Nimbrecht, DE
Reaktionsgefalle Safe-Lock (1,5 ml, 0,5 ml, 2,0 ml),

Eppendorf, Hamburg, DE

Sugi Saugtupfer

Kettenbach; Eschenburg, DE

Schmalbandklinge

Sec 35, Microm, Thermo Fisher Scientific;
Walldorf, DE

Schnittstreckerplattchen

Microm, Thermo Fisher Scientific; Walldorf,
DE

Tierfutter

EF R/M Ssniff; Soest, DE
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3.1.2. Gerate

Gerat

Hersteller/Vertrieb

Gefrierschréanke

-20° C: ProfiLine, Liebherr; Ochsenhausen,
DE

-40° C, UPUL 540, Liebherr; Ochsenhausen,
DE

-80° C, Heraeus Sepatech; Osterode, DE

Gestell fur Kafige

Ebeco; Castrop-Rauxel, DE

Isofluran (Forene) Verdampfer

Abbott Dragerwerk, Libeck, DE

Inkubator

IC 8000, Dréager; Lubeck, DE

Kryostat

Microm HM 560 Cryo-Star, Thermo Fisher
Scientific; Walldorf, DE

Lasermikroskop LSM 5 Exciter

Zeiss, Jena, DE

Laser Doppler System

Peri Flux 4001 Master, Perimed; Jarfalla,SE

Lochzange Lochzange fur Ohrmarkierung, Ebeco;
Castrop-Rauxel, DE
Mikroskop Zeiss, Jena DE

Mikroskopie Kamera Axio Cam 105

Zeiss, Jena DE

Magnetrihrer

Ikamag RH, Janke und Kunkel; Staufen, DE

Mikropipetten

Reference, Research, Eppendorf; Hamburg,
DE

Gewebehomogenisator Mastermill
MM 300

Retsch, Haan, DE

OP-Mikroskop

Technoskop OPMI 1-FC, Zeiss Meditec;
Jena, DE

Pu-Meter CG 832, Schott; Mainz, DE
Rotarod Hugo Sachs; March-Hugstetten, DE
Stereotaxierahmen Kopf Instruments; Tujunga, USA
Taumler Rotamax 120, Heidolph; Schwabach, DE
Temperatursonde TCAT-2DF Controller, Physiotemp; New
Jersey, USA
TCAT-2LV Controller, Physiotemp; New
Jersey, USA
CCI Impactor Leica, Nul3loch, DE
Vapor Vapor 2000, Dréager; Lubeck, DE

Vortex Reax control

Heidolph, Hamburg, DE

Waagen

Sartorius research, Sartorius; Géttingen, DE

Sartorius labratory, Sartorius; Géttingen, DE

CS-series, Ohaus; Kirchheim, DE
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Warmematte Homeothermic Blanket, Hugo Sachs; March-
Hugstetten, DE
1086, GFL-Gesellschaft fur Labortechnik;
Burgwedel, DE

Zentrifugen Rotanta/RP, Hettich; Tuttlingen, DE

Zentrifuge Eppendorf 5804 R

Eppendorf, Hamburg, DE

Infrarot Laser Imaging - Odyssey
9260

Li-Cor Biosciences, Bad Homburg, DE

Photometer NanoVue System

GE Healthcare, DE

Rota-Rod RS232/LE8200

Hugo Sachs; March-Hugstetten, DE

Stickstoffbehalter

3.1.3. Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Aqua destillata

Braun; Melsungen, DE

Bovines Serum Albumin (BSA)

Roth, Karlsruhe, DE

Chloroform

Sigma, St. Louis, MO, USA

DAPI (4",6-Diamidin-2-phenylindol)

Sigma, St. Louis, MO, USA

DMSO (Dimethyl Sulfoxid)

Dimethyl sulfoxide, Sigma-Aldrich;
Minchen, DE

Ethanol absolut

AppliChem; Darmstadt, DE

EDTA

Ethylendiamin-tetraacetische S&ure Sigma-
Aldrich; Minchen, DE

Einbettmedium

NEG 50, Richard Allan Scientific, Thermo
scientific; Dreieich, DE,

Eindeckmedium

Immuno Mount Shandon, Thermo Electron;
Karlsruhe, DE

Roti-Histokitt, Roth; Karlsruhe, DE

Flassigstickstoff

Air Liquide; Dusseldorf, DE

Histoacryl, Gewebekleber

Braun, Melsungen

Glycerol

Sigma-Aldrich; Minchen, DE

Isopropanol

Roth; Karlsruhe, DE

Kresylviolett

Merck; Darmstadt, DE

Magnesiumchlorid

Sigma-Aldrich; Miinchen, DE

Mayers Hamalaunlésung

VWR; Darmstadt, DE

Magermilch (MM)

Roth, Karlsruhe

NacCl

ACS, ISO, Roth; Karlsruhe, DE
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Natronlauge 10M

Sigma-Aldrich; Steinheim, DE

Normal Goat Serum (NGS)

Dako, Hamburg

Paraformaldehyd (PFA)

Merck; Darmstadt, DE

PBS Dulbecco Trockensubstanz

Biochrom; Berlin, DE

Protease Inhibitor

Roche, Molecular Biochemicals, Mannheim

Roti-Histol Roth; Karlsruhe, DE
Tissue Tek O.C.T Compound, Miles; Elkhart, USA
Triton X-100 Sigma-Aldrich; Steinheim, DE

Salzsaure (1 N)

Merck; Darmstadt, DE

Stickstoff, fllissig

Air Liquide, Dusseldorf, DE

3.1.4. Arzneimittel

Medikament

Hersteller

Bepanthen-Augensalbe®

Bayer Vital, Leverkusen, DE

Forene® (Wirkstoff: Isofluran)

Baxter, UnterschleiRheim, DE

Amoxicillin-ratiopharm comp. TS

Ratiopharm

Vancomycin CP 500 mg

Hikma Pharma GmbH

Nystatin, Nystaderm — S

Holsten Pharma GmbH, DE

3.1.5. Lésungen und Puffer

Substanz

Inhaltsstoffe

5% BSA (Bovines Serum Albumin)
Losung

5g (w/v) in 100 mL TBST (Tris-
Hydroximethyl-Aminomethan gepufferte

Salzlésung)

5% Magermilch Losung

5g (w/v) in 100 mL TBST

Blockierlosung IHC

1% BSA, 5% NGS in PBST

Kresyllésung

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

PBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 6,5 mM
Na2P0O4,
1,5 mM, KH2PO4, pH 7,5

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

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

1% NP-40, 0,1% SDS
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Transferpuffer (TankBlot)

Tris HCL 25 ml (ph 8,3) Glycin 14,4 g
Methanol 200 ml, H20 bis 1000 ml! aufflllen

3.1.6. Antikorper

3.1.6.1. Primare Antikorper

Antikdrper | Bezeichnung | Spezies Verdinnung | Hersteller

anti- GFAP | 13-0300 Ratte 1:1500 Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

anti- Ibal 019-19741 Kaninchen | 1:1000 Fujifilm WAKO Pure
Chemical Corporation,
Japan

Anti- BML FG6090 | Maus 1:750 Enzo Life Sciences

Spectrin

Anti-GFAP | ZO 33401-2 Kaninchen | 1:1000 DAKO

Anti- ACR 001PS | Maus 1:10.000 Acris Antibody

GAPDH

3.1.6.2. Sekundare Antikbrper

Antikdrper | Bezeichnung | Spezies Verdinnung | Hersteller

Sek Anti- IRDye 680LT | Kaninchen | 1:15000 Li-Cor, Nebraska, USA

Kaninchen

lgG

Sek Anti- IRDye 680RD | Maus 1:15000 Li-Cor, Nebraska, USA

Maus IgG

Sek Anti Alexa Fluor Kaninchen | 1:500 Thermo Fisher

Kaninchen | 488 Scientific, Waltham,

A-11034 Massachusetts, USA
Sek Anti Alexa Fluor Ratte 1:500 Thermo Fisher
Ratte 568 Scientific, Waltham,
A- 11077 Massachusetts, USA
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3.1.7. Primer

Target Basenabfolge 5'nach 3’ Amplikon- | Gen-Bank
lange Nummer
Ppia Forward GCGTCTSCTTCGAGCTGTT 19 NMO008907
Ppia Reverse RAAGTCACCCTGGCA 15
GFAP-Forward | CGGAGACGCATCACCTCTG 19 NM001131020
GFAP-Reverse | TGGAGGAGTCATTCGAGACA |21
A
mu IL 1b 670 Cy5-CAG CTG GAG AGT GTG |25 NM008361
GAT CCC AAG C--PH
mu IL 1b FL TAA TGA AAG ACG GCACAC |24
CCA CCC-FL
mu IL 1b A CAGGAAGACAGGCTTGTGCT |21 NM008361
C
mulL1b S GTGCTGTCGGACCCATATGA |21
G
Tspo-Forward GCCTACTTTGTACGTGGCGA |21 NMO009775
G
Tspo-Reverse CCTCCCAGCTCTTTCCAGAC |20
IFNy Forward GCT CTG AGA CAATGA ACG |20 NMO008337
CT
IFNy Reverse AAA GAG ATAATCTGG CTC |21
TGC
MHC2-Forward | CCGCCTAGACAAGCTGACC 19 NM001042605
MHC2-Reverse | AACAGGTTTGGCAGATTTCG |22
GA
3.1.8. Kits
Kit Hersteller

Absolute Blue gPCR SybrgreenMix

AB-4166

Thermo Scientific

Light Cycler 480 Probes Master

04887301001

Roche Diagnostics Deutschland GmbH,
Mannheim, DE

QuantiTec Reverse Transkription Kit

Qiagen, Hilden, DE

RNeasy Plus Universal Kit

Qiagen, Hilden, DE
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3.1.9. Software

Software

Hersteller

GraphPad Prism 9.4.1 fur Windows

GraphPad Software, Inc., Boston,
Massachusetts, USA

Zen 2 (blue edition)

Zeiss, Jena, DE

Zen 2008, Version 5.0

Zeiss, Jena, DE

ImageJ

NIH Image
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4. Methoden
4.1. Studiendesign, Randomisierung und Verblindung der Experimentatoren

Der folgend beschriebene Tierversuch ist durch das Landesuntersuchungsamt
Rheinland-Pfalz nach Stellung des Tierversuchsantrages mit dem Kennzeichen 23
177-07/G 15-1—059 E1 am 06.02.2018 genehmigt worden.

Das Experiment wurde mit 40 adulten weiblichen Mausen des genetischen Wildtyps
C57/BI6-N durchgefuhrt (Labor Janvier). Die 40 weiblichen Mause wurden in zwei
Gruppen verblindet randomisiert. 20 Tiere erhielten eine pra- und postoperative
antibiotische-und antimykotische Therapie (AB) beginnend zwei Wochen vor der
Operation bis zur Euthanasie 72 Stunden postoperativ, wohingegen die restlichen 20
Tiere als Kontrollgruppe reines Trinkwasser ohne Antibiotika und Antimykotikum
erhielten (Veh). Aus beiden Gruppen (AB und Veh) wurden wiederum jeweils zwei
Gruppen randomisiert. 24 Tiere erhielten einen operativ gesetzten kontrollierten
Hirnschaden (CCI) und 16 Tiere dienten als Kontrollgruppe. Die Kontrollgruppe wurde
einem scheinoperativen Eingriff (Sham) unterzogen, der sich dadurch auszeichnete,
dass die operativen Ablaufe denen der CCI-Gruppe identisch waren, mit dem
Unterschied, dass bei der sham-Gruppe keine Kraniotomie erfolgte und kein
Hirnschaden mittels Impaktor gesetzt wurde. Alle Tiere Uberlebten nach dem

operativen Eingriff weitere 72 Stunden.

Die Experimentatoren, unter denen einer die Antibiotika und Trinkwassergabe
durchfuhrte, die neurologischen Scores erhob wund die Bearbeitung der
Gewebepréaparate vollzog und der andere die operative Schein oder CCI- Behandlung
durchfuihrte, waren wahrend der Versuche allzeit bezuglich der Behandlungsgruppen

verblindet.
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4.2.Haltung der Versuchstiere

Zur Haltung der Versuchstiere wurden Typ 2 Filtertop Kafige genutzt, welche eine
Grundflache von 350 cm? aufwiesen. Die zuvor teilweise mittels Ohrlochung
markierten, weiblichen Mause wurden zu zweit oder dritt in jene Kafige gesetzt, welche
mit entkeimten Holzspanen als Unterlage beflllt worden sind. Jeder Kafig verfugte
Uber einen Einsatz, welcher mit jeweils einer dauerhaft stfRwassergefillten
Trinkflasche und getrockneten Futterpellets (Standard Versuchstieralleinfutter)
versehen worden ist. Die Umgebungstemperatur betrug konstant 21-22 Grad Celcius
(°C), die Luftfeuchtigkeit 55-65%. Die kiinstliche Beleuchtung des Raumes in dem die
Tiere gehalten wurden, sorgte fir eine konstante 12/12- Stunden Tag-Nacht-Rhythmik.
Wadchentlich erfolgte eine Reinigung der Kafige. Taglich erfolgte eine Beurteilung des
Allgemeinzustandes, der Kotbeschaffenheit, des Gewichtes und des Verhaltens jeder
Maus. Hatten sich Auffalligkeiten ergeben, ist jederzeit eine veterinarmedizinische
Versorgung maoglich gewesen, zeigte sich in dieser Versuchsreihe jedoch als nicht

erforderlich.
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4.3. Antibiotika- Gabe

Fur die folgende Antibiotika Gabe galt die Annahme, dass eine Maus téaglich 5 mL
Flissigkeit zu sich genommen hat. Taglich wurde jede Flasche eines Kafigs neu mit
einem Volumen von insgesamt 100 mL Flissigkeit befillt. Es wurde zur Herstellung

der Suspensionen Leitungswasser als Tragermedium genutzt.

Fir die Mause, welche fiir eine Antibiotika Gabe randomisiert worden sind, bestanden

die gegebenen Medikamente aus:
- Amoxicillin- Clavulansaure (Amoxicillin-ratiopharm ®comp. 125 TS)

200mg/Kilogramm (kg) Korpergewicht. Es wurden 5 mg fiur 25 g Maus/ Tag
gegeben. Demnach sind 5mg/5mL nétig gewesen. 3,2 mL Suspension

entsprechen 100mg auf 100 mL Wasser

- Vancomycin (Vancomycin CP 500mg)
100 mg/kg Korpergewicht. Es sind 2,5 mg fur eine 25 g Maus pro Tag
gegeben worden, sodass 2,5 mg/ 5 mL nétig waren. 1 mL Suspension
entsprechen 50 mg auf 100 mL Wasser

- Nystatin (Nystaderm®- S)
200.000 IU/ kg Koérpergewicht. 5.000 U sind fiir eine 25 g Maus pro Tag
vorgesehen, sodass 5.000 IU auf 5 mL nétig waren. 1 mL Suspension
entsprechen 100.000 IU auf 100 mL Wasser

Die Herstellerangaben sind zur Herstellung der Suspension sowie bezuglich der

Lagerung und Haltbarkeit befolgt worden.

Sofern eine Antibiotika Gabe vorgesehen war, wurde jene 14 Tage vor der Operation
begonnen und taglich neu angesetzt. Die Antibiotikagabe ist bis zum Tag der

Euthanasie, welche 72 Stunden nach der Operation stattfand, durchgefthrt worden.

Jeder Kafig erhielt taglich neues Trinkwasser, je nach Protokoll mit oder ohne
Antibiotika/ Antimykotikum. An vier Kafigen, davon zwei, die lediglich die Vehikel
Ldsung Wasser erhielten und zwei mit Antibiotika/Antimykotikum- Suspension, wurde
taglich die getrunkene Wassermenge gemessen und dokumentiert, um das

Trinkverhalten der Tiere einschatzen zu kénnen.
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4.4.Praoperative Vorbereitung

4.4.1. Allgemeinstatus

Vor der Operationseinleitung ist jedes Tier auf mogliche Kontraindikationen fir eine
Operation untersucht und gewogen worden. Kein Tier musste auf Grund physischer
Einschrankungen oder Verhaltensauffalligkeiten von der Studie ausgeschlossen

werden.
4.4.2. Neuroscore (Neurologischer Defizit Score, NDS)

Der Neuroscore ist fur jede Maus einen Tag praoperativ durchgefuhrt worden.
Zusatzlich wurde ebenfalls einen Tag postoperativ und am dritten postoperativen Tag

der Neuroscore fur jede Maus bestimmit.

Das Neuroscore Protokoll gliederte sich in sechs Kategorien:

- Fliehen aus dem Kreis
- Akustische Reflexe

- Allgemeines Verhalten
- Koordination

- Balance

- Motorisches Defizit

In der Kategorie ,Fliehen aus dem Kreis“ ist die Maus in die Mitte eines
aufgezeichneten Kreises mit 23,5 cm Durchmesser gesetzt worden und die Zeit
gemessen worden, die sie bendtigte um die Kreislinie nach Auf3en mit beiden
Vorderbeinen zu Ubertreten. Hierbei wurden die Punkte je nach Zeitintervall gegeben.
Unter 30 Sekunden ist kein Punkt vergeben worden, bei einer Zeit von 30-60 Sekunden
ein Punkt, fur 61-119 Sekunden 2 Punkte und fur Uber 120 Sekunden drei Punkte. Je
schneller die Maus demnach aus dem Kreis floh, desto weniger Punkte erhielt sie.

Die Reflexe wurden durch Schnipsen mit den Fingern circa 20 cm oberhalb der Maus
geprift. Zuckte sie daraufhin zusammen oder lief davon, erhielt sie keinen Punkt. Bei
nicht nachweisbaren Reflexen erhielt die Maus fur diesen Durchgang einen Punkt.

In Bezug auf das allgemeine Verhalten ist beurteilt worden ob die Maus ein fur die Art

typisches Such und Erkundungsverhalten zeigte. War das Suchverhalten erkennbar,

erhielt die Maus keinen Punkt, bei fehlendem Suchverhalten erhielt sie einen Punkt.
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AulRerdem erhielt sie fur die Fahigkeit, geradeaus zu laufen keinen Punkt, sofern sie

dies nicht konnte, erhielt sie einen Punkt.

Die Koordination wurde beim Laufen Uber einen Holzstab von 50 cm Lange und
verschiedener Breite beurteilt. Begonnen wird mit einem Holzstab mit einer Breite von
drei Zentimetern. Danach folgte ein Holzstab mit der Breite von 1,5 Zentimetern und
abschlieRend ein Holzstab von einem Zentimeter Breite. Jeder Holzstab ist in einer

Hohe von 20 cm Uber dem Boden platziert worden

3cm

1.5 cm “}{___

Ziel Start

o S - S

Balancierstabe

Abbildung 6 Schematische Darstellung des Versuchaufbaus ,Koordination®

Es ist nun beobachtet worden, wie die Maus von rechts nach links tber den frei
hangenden Holzstab lief. Lief sie ohne Fehler und Herunterfallen tGiber den Stab, erhielt
sie hierfur keinen Punkt. Lief sie mit Fehlern, die darin bestanden, dass ein Ful3 nicht
den Halt am Holz fand, die Maus in die Luft nach unten trat, oder insgesamt ein
unsicheres Verhalten zeigte, erhielt sie einen Punkt. Zwei Punkte wurden vergeben,

sobald die Maus sich hinsetzte, einstellte sich zu bewegen, oder sogar herunterfiel.

Die Balance wurde beurteilt, indem die Maus auf einen frei gehaltenen Holzstab von
jeweils 0,5 cm Durchmesser und 40 cm Lange gesetzt wurde, an dem sie sich
entweder erfolgreich festhalten konnte oder herunterfiel. Hierbei wird mit einem

qguadratischen Holzstab begonnen, der dann von einem runden gefolgt wird. Es wurde
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nun untersucht, ob die Maus sich mit allen Vieren fir zehn Sekunden an dem Stab

halten konnte. Sofern dies erfolgreich war, erhielt sie keinen Punkt.

Ein motorisches Defizit wurde beurteilt, indem nach einer Parese Ausschau gehalten
wurde. War jene nicht vorhanden, erhielt die Maus keinen Punkt. Sofern ein Ful}
paretisch war, wurde ein Punkt vergeben. Sobald eine Hemiparese sichtbar war,

erhielt die Maus in dieser Kategorie zwei Punkte.
4.4.3. Rotarod

Das Rotarod ist ein Gerét bestehend aus einem motorisierten, drehbaren, drei
Zentimeter durchmessenen Balken, welcher durch finf ,Laufkammern® zieht. Der
drehbare Balken kann individuell auf 4- bis 40 Umdrehungen pro Minute gestellt
werden. Eine Maus wurde in eine Kammer, auf den gummierten, gerippten Balken
gesetzt. Sobald sie herunterfiel, wurde eine Bodenplatte, welche vor Testbeginn
hochgeklappt worden ist, durch das Gewicht der heruntergefallenen Maus nach unten
gedriickt und eine Stoppuhr gestoppt. Die erreichte Zeit bis zum Herunterfallen einer

Maus von dem rotierenden Balken wurde notiert.

Jede Maus erhielt préoperativ insgesamt vier Trainingseinheiten auf dem Rotarod.
Davon wurden jeweils zwei Trainings direkt hintereinander absolviert. Nach einigen
Stunden Pause nach dem ersten Trainingsdurchlauf erfolgten die weiteren zwei direkt

aufeinander folgenden Trainingseinheiten. Der Ablauf ist folgend dargestellt.

Die Maus wurde zur Gewdhnung auf den Zylinder gesetzt. Sofern sie stabil erschien
und zumindest etwas Zeit auf dem Zylinder ohne Hilfe sitzen konnte, wurde die
Rotation gestartet und dabei die Zeit bis zum Herunterfallen gemessen. Danach wurde
die Maus direkt erneut auf dem Zylinder platziert und ebenfalls die Rotation gestartet.
Die nun hier gemessene Zeit bis zum Herunterfallen entspricht Zeit 1.2. Nach
Herunterfallen wird die Maus in ihren Kafig zurtickgesetzt. Nachdem alle Mause
Training eins und zwei durchlaufen haben, wurde mit dem Training drei und vier fur
Maus 1 begonnen. Dieses wurde flr Maus eins bis vierzig fortgefuihrt nach gleichem
Schema wie zuvor. Einen Tag praoperativ ist erneut zweimal die Zeit auf dem Rotarod
fur jede Maus bestimmt worden. Postoperativ wurden zusétzlich jeweils in zwei
Versuchseinheiten einen Tag postoperativ und an Tag drei postoperativ die Rotarod

Zeit fUr jede Maus gemessen.
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4.4.4. Kotprobenentnahme

Die Kotprobenentnahme erfolgte sowohl préaoperativ jeweils wahrend des
Neuroscores und des Rotarods als auch am dritten postoperativen Tag am Tag der
Euthanasie. Kafigweise sind die Kotproben gesammelt und vom Institut fur
Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Universitdtsmedizin Mainz

mikrobiologisch ausgewertet worden.
4.5.Operation

Es wurden jeweils 20 Tiere an zwei aufeinanderfolgenden Tagen operiert. Die Mause
wurden auch bezuglich der Ausschlusskriterien wahrend des gesamten Experimentes
beobachtet. Dazu gehorten: ausgepréagter Gewichtsverlust von >15g mit auffalligem
neurologischen Verhalten wie eingestellte oder ausgepragt verminderte Bewegung,
Krampfe, Benommenheit und Zahneknirschen, was auf Stress sowie Schmerzen
hingewiesen hatte. Bis zum Ende der Studie Uberlebten alle Tiere. Kein Tier musste
vor Studienende auf Grund gesundheitlicher oder behavioreller Auffalligkeiten

ausgeschlossen werden
4.5.1. Anasthesie

Die Maus ist fur die Operation auf einer konstant auf 37°C gewarmten Warmematte
gelagert und die Korpertemperatur mittels rektaler Temperatursonde Uberwacht
worden. Um das Austrocknen der Augen zu verhindern wurde das gedffnete Auge mit
Bepanthen-Augensalbe bedeckt. Es wurde eine Inhalationsnarkose unter
Aufrechterhaltung der Spontanatmung durchgeftihrt. Die Narkoseeinleitung erfolgte
mittels Inhalation von Sauerstoff mit beigemischtem Inhalationsanasthetikum Isofluran
in vierprozentiger Konzentration (4%) durch einen der Maus fir eine Minute
vorgehaltenen Trichter. Wahrend der Operation atmete die Maus spontan, wobei die
Narkose mit 2-prozentigem Isofluran (2%), einem Frischluft-Flow von 0,5 Litern pro
Min (I/min) und 1,0 I/min Sauerstoff aufrechterhalten wurde. Die Narkosetiefe galt als
ausreichend, sofern sich ein Erldschen des Zwischenzehenreflexes der hinteren
Gliedmalie zeigte. Dies ist regelmalig Uberprift worden. Zur sicheren Fixierung der
Maus wéhrend des weiteren Procedere wurde der Kopf der Maus in einen

stereotaktischen Rahmen eingespannt.
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4.5.2. Controlled cortical impact (CCI)

Sobald eine ausreichende Narkosetiefe vorlag, wurde die Maus in Bauchlage auf dem
Operationstisch gelagert. Ihr Kopf wurde dabei in einem stereotaktischen Rahmen mit
auf einem Beil3keil gesicherten Z&dhnen des Oberkiefers fixiert. Die Augen wurden wie
oben beschrieben mit Salbe benetzt. Auch das Operationsgebiet am Schéadel wurde
vorsorglich zur besseren Separation der Behaarung und fir eine bessere
Wundversorgung mit Salbe versehen. Vor Eréffnung der Schadelkalotte wurde die
Kopfhaut fiir circa 10 mm median von der vorderen (Bregma) zur hinteren (Lambda)
koronaren Schadelnaht mit einer Schere inzisiert. Die Eroffnung der Schéadelkalotte in
Form eines 4mmx4mm grof3en, rechteckigen Fensters erfolgte nun rechts paramedian
mittels Handbohrer unter Erhalt der Dura mater. Das Periostfragment wurde mit Hilfe
eines Wattestabchens mobilisiert. Auf das nun frei liegende Gehirn der Maus wurde
ein pneumatischer Kolben im rechten Winkel zum Hirngewebe positioniert. Durch
Knopfdruck durch den Operateur ist nach festgelegten Parametern ein Kolben auf die
freigelegte intakte Dura fallengelassen und somit ein vergleichbarer fokaler Schaden
des darunter liegenden Cortex bei jedem CCI-Versuchstier verursacht worden. Die

voreingestellten Parameter lauteten hierbei:

Kolbenspitzendurchmesser: 3mm
Aufprallgeschwindigkeit: 6m/s
Eindringtiefe: 1,5mm
Kontaktzeit: 200ms

Nach gesetztem Schaden wurde der Kolben entfernt und die kérpereigene Blutstillung
abgewartet. Das zuvor mobilisierte Periostfragment wurde wieder reponiert und mit
Gewebekleber fixiert. Hierbei wurde darauf geachtet, zum einen nicht allzu lange
abzuwarten, da durch den Schaden eine zunehmende Schwellung und Einblutung des
geschadigten und auch umliegenden Gewebes eine Reposition des
Knochenfragmentes erschweren kann oder zur Einklemmung von Gewebe fihren
kann, und zum anderen, dass keine Gewebsteile wie zum Beispiel Haare die Wunde
kontaminieren. Der chirurgische Eingriff wurdr mit dem Hautverschluss in Form einer

Einzelknopfnaht beendet. Auf eine Analgetika-Gabe wurde verzichtet.
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Kraniotomie

Kolbenaufschlagflache

Abbildung 7 Schematische Darstellung des CCI Models, modifiziert nach [270]
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4.5.3. Schein (Sham)- Operation

Die bei der Halfte der Versuchstiere durchgefihrte Schein- Operation wurde an einer
ebenfalls in Bauchlage auf dem Operationstisch fixierten, narkotisierten Maus
durchgefthrt. Die Temperaturkontrolle wurde wie bei den CCI Mausen durchgefihrt.
Da lediglich ein Hautschnitt durchgefiihrt wurde, und kein Periostfragment entnommen
worden ist, ist hier auf die Fixierung im stereotaktischen Rahmen verzichtet worden.
Die Hautinzision an gleicher Stelle wie bei den CCI Mausen wurde mittels
Einzelknopfnahten wieder verschlossen. Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten,
wurde darauf Augenmerk gelegt, die Narkosezeiten gleich lang zu halten wie bei den

CCI operierten Tieren.
4.5.4. Besonderheiten

Es zeigten sich keine Besonderheiten, jedes Tier Uberstand den jeweiligen Eingriff und
es sind keine Abanderungen des OP-Protokolls im Rahmen eines Notfalls oder

Zwischenfalls notig gewesen.
4.5.5. Postoperative Versorgung

Jedes Tier verblieb nach der Operation mindestens 30 min, wenn erforderlich, bis zu
120 min in einem Inkubator. Dieser Inkubator stellte ein Klima mit einer Temperatur
von 33 ° C und einer Luftfeuchtigkeit von 35% her. Sofern die Maus wieder

ausreichend orientiert erschien, wurde sie in ihren urspringlichen Kafig zuriickgesetzt.
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4.5.6. Operationsprotokoll

Protokoll CCl/ Sham -Maus TVA _ & 15-1-059_ Operateur:

Details zur CCI OP-Datum:

Geschwindigkeit: Emfs (Leica) Geplante Uberdebensdauer.72h
Aufprallzeit: 200ms TétungsdatumUhrzeit:
Eindringtiefe: 1,5mm Versuchs-1D:AB 72h Ho.
Lokalisation: rechis Tier-10: 5. Bandaomlists,

0 Sham OP {nur Narkose und Hautschnitt)
Gewicht pra-OP:

Rektale Temperatur: pra OP intra OF:

Narkosedetails

Beginn

Ende

Dauer

Jraumazeitpunks

Anasthefikum: Isofluran (Einleitung 1min 4¥ol.%) Keonzentration: Vol

Inkuhatorzeit bei 35% Luftfeuchtigkeit, 33°C 05h

Gehirnentnahme: Vollstandig

Gehirnkonservierung Trockeneis

Gehirn gelagert in Box:

Sonstige Entnahmen: Blut, Kot , Dam,

Euthanasie:
Anasthefikum: Isofluran (Einleitung 1min 4ol %)

Methode: Decapitation

Besonderheiten:
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4 .6. Euthanasie/ Postmortale Phase

Jede Maus wurde 72 Stunden nach Operation euthanasiert. Die Tiere wurden hierbei
mit 4-prozentigem Isofluran fir 1 min narkotisiert. Sobald das Tier ausreichend

narkotisiert war, erfolgte die Tétung durch Dekapitation.
4.6.1. Vorgehen der Euthanasie

Die Dekapitation erfolgte mittels Schere. Hierbei kam es ebenfalls zu einem Blutaustritt
aus den eroffneten ZervikalgefalRen. Das Blut der Uber einen Falcon gehaltenen Maus
wurde fir eine Blutprobe gesammelt. Es wurden circa 1-2 mL Blut entnommen und mit
80 pL Heparin versetzt. Zur Separierung des Serums wurde die gewonnene Probe bei
4°C und 3000 Umdrehungen pro Minute (rpm=rounds per minute) acht Minuten
zentrifugiert und das Serum bei -82 °C eingefroren.

4.6.2. Gehirnentnahme und —Konservierung

Nach sagittalem Hautschnitt wurde das Foramen Magnum dorsal weiter eréffnet und
die Schadelkalotte nach lateral abgehoben. Eine leichte Mobilisierung des Gehirns
ermoglichte die Durchtrennung der Hirnnerven, sodass das Gehirn endgultig
entnommen werden konnte. Einige Minuten wurde dieses nun in Trockeneis gelagert

und danach einzeln im jeweils beschrifteten Probenbeutel bei -27 °C gelagert.
4.6.3. Darmgewebe- Entnahme

Der abdominelle Maus- Situs wurde mit einer Schere median erdffnet und 2 cm
proximal des Rektums ein 1-1,5 cm messendes Gewebestiick des Colon entnommen.
Ebenfalls wurde das Caecum entnommen. Auch dieses Gewebe wurde nun bei -82°C

gelagert.
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4.7.Gehirnschnitte am Kryostat

4.7.1. Verwendetes Gerat und Bedingungen

Es wurde das Modell Cryostar Nx70 der Firma Thermo Scientifics genutzt. Die
Bedienung erfolgte gemal Herstellerangaben. Es sind folgende Temperaturen fur die
Herstellung der Schnitte eingestellt worden:

Innenraum: -15°C
Messerklinge: -20°C
Messerblock: -21°C

4.7.2. Vorbereitung des Gehirns

Das Gehirn der jeweils zu untersuchenden Maus wurde aus dem Kuihlschrank und
dem zugehdorigen Probenbeutel entnommen. Der Teller des Kryostats ist mit einem
dicken Tropfen Einbettmedium benetzt und das Gehirn der Maus mit seiner okzipitalen
Seite darauf aufgesetzt worden. Es erfolgte das Erharten des Klebers, sodass das
Gehirn fixiert war. Der Teller wurde nun in das Kryo Schneidegerat eingesetzt und mit
Hilfe des Messers im rechten Winkel zur Fissura longitudinalis cerebri das Schneiden
von rostral nach kaudal begonnen. Bis zum Erreichen der Ebene Bregma +3,1mm, als
Ebene 1 bezeichnet, wurde das murine Hirngewebe verworfen. Sobald der geforderte
Schnitt erreicht wurde, wurden die folgenden Schnitte in 500 pum Intervallen nach
aufgefuhrtem Schnittprotokoll auf einem Gewebetréger fixiert, wobei aus jeder Ebene
6 Schnitte erstellt wurden. Hierbei wurden die anfanglichen 10 Ebenen auf einen
Objekttrager mit der Bezeichnung A und die restlichen Ebenen auf einem Objekttrager
mit der Bezeichnung B fixiert. Es entstanden somit fur jedes Mausgehirn 12
Objekttrager (sechsmal Ebene 1 bis 10 und sechsmal Ebene 11-16), welche nach

Fixierung auf dem Objekttrager bei -20° C im Kuhlschrank gelagert wurden.

Ebene 1 0 pm Ebene 9 * 4000 pm
Ebene 2 500 pm Ebene 10 * 4500 pm
Ebene 3 1000 pm Ebene 11 * 5000 pm
Ebene 4 1500 pm Ebene 12 5500 pum
Ebene 5 2000 pm Ebene 13 6000 pm
Ebene 6 * 2500 pm Ebene 14 6500 pm
Ebene 7 * 3000 pm Ebene 15 7000 pm
Ebene 8 * 3500 pm Ebene 16 7500 pum
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Aus den mit * bezeichneten Ebenen, welche die maximale Schadensentwicklung
beinhalten, wurden zusatzlich Trimmschnitte zur folgenden Ribonucleinsdure (engl.
Ribonucleic acid, RNA) Extraktion und Proteinanalyse erstellt. Hierbei wurden jeweils
sechs 40um dicke Schnitte der entsprechenden Ebenen Ubereinander gelegt. Das
ventrale Drittel der Ubereinander gelegten Hirnschnitte wurde verworfen. Die
Hemispharen wurden getrennt in bezeichnete Kryoréhrchen ebenfalls nach zuvor
aufgestelltem Protokoll sortiert.
Das als ,Kryoréhrchen A- gelber Deckel“ bezeichnete Rdhrchen enthielt dann die
Schnitte der linken Hemisphare aus der Ebene 2500 pm, 3500 pm, 4500 pm und 5500
pm. Die rechte Hemisphare dieser Ebenen wurde in ,Kryorohrchen A- roter Deckel®
gesammelt. Im ,Kryorohrchen B- gelber Deckel” befanden sich dann analog die
Schnitte der linken Hemisphare aus den Ebenen 3000 pum, 4000 pm, 5000 um, und
6000 um und im ,Kryoréhrchen B- roter Deckel“ die Schnitte derselben Ebenen der

rechten Hemisphare. Auch diese Proben wurden bei -80° C gelagert.
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4.8. Histologie
4.8.1. Kresylviolett-Farbung nach Nissl

Die Kresylviolettfarbung dient der Neuronendarstellung mittels eines basischen
Oxazinfarbstoffes, der die Zellkerne und Nissl-Substanz der Neuronen mit hohen
Anteilen von Nukleoproteinen anfarbt [271]. Es kommt zu einer blauen Farbung der
Nervenzellen.

Zur Herstellung der Farbelésung wurden 5g Kresylviolett in 100 ml 100-prozentigen
Ethanol gegeben. Die L6sung ist anschlieend 30 Minuten lang mit Hilfe eines
Magnetrtihrers bei 50°C gemischt worden. Anschliel3end wurde die Mischung auf ein
Gesamtvolumen von 500 mL mit destilliertem Wasser aufgefillt und die Lésung

gefiltert.

Vor Durchfuhrung der Farbung mussten die Gefrierschnitte circa eine Stunde lang
trocknen. Sofern dies erfolgte, wurden die Schnitte gemalR folgendem Protokoll in

insgesamt 8 Tauchbadern gefarbt:

Tauchbad 1: 2 min 70% Ethanol
Tauchbad 2: 10 min Kresylviolett
Tauchbad 3: 2 mal kurz destilliertes Wasser
Tauchbad 4: 2 mal kurz 70 % Ethanol
Tauchbad 5: 2 mal kurz 96 % Ethanol
Tauchbad 6: 2 mal kurz 100 % Ethanol
Tauchbad 7: 5 min Roti Histol
Tauchbad 8: 2 min Roti Histol

Abschlie3end erfolgte eine Einbettung mit Roti Histokitt.
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4.8.2. Volumetrie des histologischen Schadenvolumens

Die Kresylviolett-Farbung lieR nun unter dem Mikroskop eine Unterscheidung
zwischen Kontusionsvolumen und nicht geschadigtem Hirngewebe zu. Wéahrend nicht
geschadigtes Gewebe blau- violett angefarbt war, ist das Contusionsgewebe deutlich
weniger oder ungefarbt und erschien somit auffallend hell. Jeder Hirnschnitt wurde am
Mikroskop erfasst und dann digital mit Hilfe der Software ZEN 2 ausgewertet. Hierzu
wurde jede Gehirnhélfte fur sich umfahren und das Volumen berechnet. Die
Kontusionsseite wurde zun&chst symmetrisch zur Gegenseite und der anscheinenden
Oberflache vor Schaden entsprechend umfahren, um dann im zweiten Schritt durch
Umfahren des tatsachlich noch vorhandenen Hirngewebes die Differenz und somit das
Ausmal} des Schadens berechnen zu kénnen. Es wurde hierbei die Flache des noch
vitalen Gewebes von der Gesamtflache der lasionalen Gehirnhélfte subtrahiert. Es
ergab sich die Schadensfliche A in mm? fir jeden Schnitt. Das gesamte
Schadenvolumen Va in mm? fir jede Maus wurde durch Addition der Schadensflachen
eines jeden Schnittes und anschlieRender Multiplikation mit dem vorher festgelegten
Abstand der Schnitte von 500 um (0,5 mm) berechnet:

Va=(A1+ A2+ Asz+ ... + Ais) * 0,5 mm

Abbildung 8: Schematische Darstellung der durchgefuhrten Volumetrie im Koronarschnitt
nach Nisslfarbung (Ebene 12, Maus 28)

Dargestellter Nissl-gefarbter Koronarschnitt der Ebene 12. Die schwarz umrandete Flache
stellt die kontralaterale intakte linke Hemisphére der Maus dar. Die gesamte rechte
ipsilaterale Hemisphare ist orange umrandet. Die Schadensflaiche, aus welcher das
Kontusionsvolumen berechnet wird, ist rot umrandet dargestellt.
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4.8.3. Dickemessung der Granularzellschicht im suprapyramidalen Blatt des

Gyrus dentatus

In der vorliegenden Nissl- Farbung wurden fir jedes Versuchstier zwei Schnittebenen
ausgewahlt in denen Bregma circa 1,2 mm bis 2,1 mm misst.
Jeweils ipsi- und kontralateral ist senkrecht zur Struktur seitenvergleichbar innen,
mittig, auf3en und an der dinnsten Stelle der Diameter gemessen worden, sodass
insgesamt  vier verschiedene Messwerte pro Seite erfasst wurden.

Die Stelle mit dem diinnsten Diameter entsprach hierbei dem gré3ten Substanzverlust.

Abbildung 9 exemplarische Darstellung der Messung der Dicke der Granularzellschicht des
Gyrus dentatus im gefarbten Koronarschnitt

Die gezeigte Abbildung zeigt das Vorgehen der Messung der Granularzellschicht an einer
CCIl Maus in Schnittebene 12: In den entsprechend ausgesuchten Ebenen jeder Maus
werden im Nissl-gefarbten Koronarschnitt die Diameter des suprapyramidalen Blattes der
Kornerzellschicht des Gyrus dentatus an vier Stellen in beiden Hemispharen
ausgemessen. A= aul3en, M= mittig, D= dunnster Diameter, I= Innen.
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4 .9. Immunhistochemie

4.9.1. Immunfluoreszenz-Farbung von IbA1 und GFAP

In den bisher bei -20°C gelagerten Hirnschnitten der Ebenen 11 und 12 sollten

insgesamt zwei Proteine immunhistochemisch angeféarbt werden:

- lonized calcium binding adapter molecule 1 (Ibal)
- Saures Gliafaserprotein (engl.: glial fibrillary acidic protein, GFAP)
- Major Histocompability Complex 2 (MHC2)

Zur immunfluoreszierenden Visualisierung von Mikroglia wurde ein Ibal Antikdrper
genutzt. Iba 1 ist ein ionisiertes Kalzium-bindendes, 17 kilo Dalton (kDa) grof3es -
Adaptermolekil und Marker der Makrophagen Linie, der im gesamten Zytoplasma
exprimiert wird und somit eine Darstellung der morphologischen Veranderung erlaubt.
[107]

An Tag eins wurden zunachst die zuvor gefrorenen Schnitte flir 30 Minuten getrocknet.
Es folgte eine Fixierung fur 10 Minuten in 4-prozentiger Paraformaldehyd-L&sung
(PFA). Die Schnitte wurden nun jeweils drei Mal fir drei Minuten in Phosphat
gepufferter Salzlosung (engl.: phosphate buffered saline, PBS) gewaschen, um
Verunreinigungen zu minimieren. Nun wurden die Schnitte fir 30 Minuten in funf-
prozentiger NGS und 1 prozentiger BSA (Bovines Serum Albumin) in PBST geblockt.
Der Primare Antikdrper wurde in Losung gelost hinzugegeben. Es handelte sich hierbei
um Rabbit anti Ibal im Verhdltnis 1:1000 und um den Rat anti GFAP im Verhaltnis
1:1500. Die Antikérper banden nun tUber Nacht bei 4° Celsius an die zugehdrigen

Antigene.

An Tag zwei wurden die zuvor mit Antikdrpern kultivierten Schnitte drei Mal fur jeweils
10 Minuten in PBS gewaschen. Es folgte das Blocken mit dem geldsten sekundaren
Antikorper. Dieser soll an den primaren Antikérper binden und auf Grund seiner
fluoreszierenden Eigenschaft helfen, die gebundenen Ibal-Proteine und GFAP-
Proteine zu visualisieren. Hierbei handelte es sich um den goat anti rabbit Alexa 488
A-11034 mit einer Konzentration von 1:500 und um den goat anti rat Alexa 568 A-
11077 mit einer Konzentration von 1:500, welche nun fir zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert wurden. Daraufhin wurden die Schnitte erneut drei Mal fur
jeweils zehn Minuten in PBS gewaschen um nicht gebundene Antikdrper zu entfernen.

Um eine fluoreszierende Darstellung der Zellkerne zu erméglichen, erfolgte nun eine

63



Zugabe der Schnitte in DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol) mit einer Konzentration
von 1: 10000 in PBS.

Um auch hier die Rickstande wieder zu entfernen, wurden die Schnitte einmal fur finf

Minuten in PBST gewaschen.

Die Objekttrager wurden nun mit Immunomount, einem Eindeckmittel, und
zugehorigen Deckglasern versehen und zum Trocknen tUber Nacht im Kiuhlschrank bei
4° Celsius gelagert. Als abschlieRender Schritt wurden die getrockneten Objekttrager
am dritten Tag mit Klarlack versiegelt.

Abbildung 10 exemplarische Darstellung der Ibal (links) und GFAP- Fluoreszenz (rechts)
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4.9.2. Auswertung der Immunfluoreszenz-Farbung

Die Auswertung der Immunfluoreszenz-Farbung erfolgte mit Hilfe der Software
ImageJ, nachdem mit Hilfe eines Mikroskops mit 20-facher Vergré3erung und einer
Wellenlange von 488 und 568 nanometern (nm) Aufnahmen erstellt wurden. Die
immunreaktiv gefarbten Astrozyten und Mikroglia im Bereich des Schadens
perilasional und subkortical oder bei den Sham Tieren im anatomisch analogen
Abschnitt wurden ipsi und kontralateral hervorgehoben, sofern sie eine Pixelgréfl3e von
5 bis 2000 Pixel erreichen. Die mittels Software dargestellten Strukturen wurden
anschlieBend ausgezahlt und die Zellzahl pro mm? sowie durchschnittliche GroRe der

markierten Strukturen bestimmt.
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Abbildung 11: Darstellung der mittels ImageJ-Software durchgefuhrten Quantifizierung der
immunopositiven Strukturen

Die Abbildung zeigt exemplarisch die Auswahl der immunopositiven Teilchen im rechten
Bildabschnitt. In der unten angefihrten Zusammenfassung ,Summary” lassen sich die
ausgezahlten Strukturen (Count), wie auch die Gesamtflache (Total Area) und
durchschnittliche Gréf3e der immunopositiven Teilchen (Average Size) ablesen.
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4.10. Proteinanalyse

4.10.1. Extraktion und Konzentrationsbestimmung der Proteine

Die aus den Trimmschnitten gewonnenen Proben wurden nun zur Proteinanalyse
weiter verarbeitet. Es erfolgte die Zugabe von 150 pL RIPA Puffer. Dieser setzte sich

wie folgt zusammen:

- 50mM TrisHCL (pH 7,4)

- 150 mM NacCl

- 1mM EDTA (4° Celcius) (Ethylendiamintetraessigsaure)
- 0,1% SDS

Das Verhéltnis der zugegebenen Protease/Phosphataseinhibitoren zum
Gewebegewicht betrug hierbei 1:5. Die erstellte Mischung wurde nun auf Eis fur 30
Minuten unter mehrfachem Mischen inkubiert und anschlieRend fir 20 Minuten bei 4°C
zentrifugiert. Mit Hilfe der zugegebenen Substanzen ist die Quartar und Tertiarstruktur
der enthaltenen Proteine aufgebrochen worden. Die zugegebene EDTA diente hierbei
als Komplexbildner und der Proteaseinhibitor zum Schutz vor einem ungewollten
Proteinabbau. Der Uberstand der zentrifugierten Probe ist nun tberfihrt worden.
Hiervon wurden 2uL im Verhaltnis 1:10 mit destilliertem Wasser zusammengefihrt. Es
folgte das Pipettieren von 5 pL dieser angefertigten Mischung auf die 96-Well-platte
von Lowry DC Protein-Assay von Promega. Zur Kontrolle wurde ebenso eine
Standardreihe bekannter Proteinkonzentrationen (Oug/pL; 0,5 upg/plL; 1 upg/ul; 1,5
pg/uL; 2 ug/uL; 2,5 pg/ul; 3 pg/uLl) in das Well gegeben. Zu jedem Well wurden 25 pL
eines Substanzgemisches hinzugefiigt welches aus folgenden Reagenzien bestand:

- 50 Teile Reagent A entsprechend 1700 uL
- 5,8 Teile Reagent B entsprechend 200 pL
- 1 Teil Reagent S entsprechend 34 pL

Es erfolgte eine lichtgeschiitzte Inkubation der zusammengemischten Substanzen fur
zwolf Minuten. AnschlieBend konnte die photometrische Bestimmung bei 750 nm
erfolgen, welche mit Hilfe des Glomex® Detektionssystems durchgefihrt wurde. Mit
Hilfe der Standardkurve konnte die Proteinkonzentration in pg/uL ermittelt werden. Die
ermittelten Proteinkonzentrationen wurden ebenso fur die folgenden Versuche

genutzt.
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4.10.2. Elektrophorese

Die Natrimdodecylsulfat-Polyamidgelelektrophorese  (SDS-Page) wurde zur
Separation der aufgetragenen Proteine genutzt. Das gewonnene Proteinlysat wird mit
einem Probenpuffer versetzt. In diesen Versuchen sind die Proteine GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) mit einem Molekulargewicht von
32kDa, das GFAP (Gliafaserprotein) mit einem Molekulargewicht von 40kDa und das

Spectrin mit einem Molekulargewicht von 120kDa von Interesse gewesen.

Die Analyse erfolgte mittels SDS- Gelen. In diese Gele erfolgte das Pipettieren von
5uL des Prestained-Markers in die ersten beiden Taschen. Die folgenden Taschen
wurden mit 25 pg Totalprotein, verdiinnt mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) auf
ein Gesamtvolumen von 100 pL, gefillt. Es erfolgte das Etablieren eines elektrischen

Feldes mit einer Stromstarke von 40mA fur 120 Minuten.
4.10.3. Western Blot

Nach erfolgter Elektrophorese wurde die Kompressionskassette fur den Transferpuffer

vorbereitet. Der Transferpuffer war folgend zusammengesetzt:

- 25mM TrisHCL entsprechend 25 mL

- 192 mM Glycin entsprechend 14,4 g

- 200 mL 20% Methanol

- Auffillen des Volumens zum Erreichen eines Gesamtvolumens von 1000mL
mittels Wasser (H20)

Das Elektrophoresegel, eine Nitrozellulosemembran, welche spater als
Transfermaterial fir die Proteine dienen wird, zwei Filterpapiere und zwei Schwamme
wurden im RIPA Puffer getrankt. Senkrecht zur Membranoberflache erfolgte nun das
Anlegen eines elektrischen Feldes mit einer Stromstarke von 380mA. Die Proteine
wurden nun auf die Nitrozellulosemembran mit einer Porengréfe von 0,45 pum
Uberfuhrt. Dieser Vorgang dauerte 80 Minuten. Zur Visualisierung der transferierten
Proteinbanden erfolgte eine Anfarbung mittels Ponceau S, einem Proteinfarbstoff.

Die gefarbte Nitrozellulosemembran wurde nun in flinf-prozentiger Magermilchlésung
mit TBST (Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan gepufferte Salzlésung) fur eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert, wodurch unspezifische Bindungsstellen blockiert

wurden.
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Die Zugabe des Primarantikdrpers erfolgte nun, welcher fir 16 Stunden Uber Nacht
bei 4°Celcius binden konnte. Es wurden hierfur der Spectrin-Antikdrper in einer
Konzentration von 1:750, der GFAP-AK in einer Konzentration von 1:1000 und der
GAPDH-AK mit einer Konzentration von 1:10000 genutzt. Am darauffolgenden Tag
wurde die Membran jeweils zwei Mal fur funf Minuten mit TBST gewaschen, um
ungebundene Antikbrper zu entfernen. Es folgte die Inkubation mit dem
Sekundarantikdrper, welcher mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert war.
Dieser wurde fur eine Stunde lichtgeschuitzt bei Raumtemperatur im Rittler inkubiert.
Erneut wurden ungebundene Antikorper mittels zweimaligem Waschen in TBST fur
jeweils funf Minuten entfernt. Die Detektion des Fluoreszenzsignales erfolgte mit Hilfe
des Licor Odyssey® Imaging Systems. Da die Expression des GAPDH uber die
Proben hinweg konstant war, diente das Fluoreszenzsignal des GAPDH als
Kontrollprotein. Eine Auswertung des Proteinsignales erfolgte demnach durch eine
Relation zum gegebenen GAPDH Signal. Es wurde der Quotient aus detektiertem
Protein/ GAPDH Signal gebildet.
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Abbildung 12 exemplarisches Elekrophoresegel des Spectrin GFAP-Westernblots der
Proben 15 bis 29

Die gezeigte Abbildung zeigt die Separation der Proteine nach Anlegen eines elektrischen
Feldes auf der Nitrozellulosemembran nach Bindung durch die sekundaren Antikorper
(GFAP und Spectrin). Die GFAP Bande prasentiert sich bei 50 kDa, die Spectrin Bande bei
125 kDa. Es folgte die Messung der Immunfloureszenz mittels Licor- Odyssey Imaging
System.
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4.10.4. Dot Blot Immunglobulin G (IgG)

Weiterhin interessierte die Bestimmung der IgG Konzentration, weshalb ein Dot Blot
zu dessen Quantifizierung durchgefihrt wurde. Es wurden jeweils 2uL der oben
genannten Probe, welche 10 pg Protein entsprechen und zwei Negativkontrollen,
bestehend aus RIPA auf die Nitrozellulosemembran gegeben. Die Membran trocknete
an der Luft und wurde anschlieRend mit finf prozentiger Magermilchlésung in einer
Reaktionskammer fir eine Stunde bei Raumtemperatur auf einer Rittelplatte inkubiert,
wodurch erneut unspezifische Bindungsstellen blockiert wurden. Der sekundéare,
fluoreszierende Antikérper wurde in einer Dunkelkammer hinzu gegeben. Die
Inkubation dessen dauerte eine Stunde. Nach erfolgreicher Inkubation erfolgte das
Auswaschen zweimal fur jeweils funf Minuten in TBST auf der Ruttelplatte. Die
photometrische Ausmessung ist daraufhin mittels Li-COR Odyssey 9260 durchgefihrt
worden.
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Abbildung 13: Darstellung des IgG-Dotblots vor photometrischer Messung, Proben mit
Mausnummer beschriftet

Gezeigtes Bild zeigt die Fluoreszenz der untersuchten Proben nach Hinzugabe des
fluoreszierenden sekundaren IgG Antikdrpers, welche im ndchsten Schritt mittels LiCor
Odyssey quantifiziert wurde.
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4.11. Molekularbiologie
4.11.1. RNA- Extraktion

Zur RNA-Extraktion wurden die ipsilasionalen Trimmschnitte verwendet. Das RNeasy
Plus Universal Kit von Qiagen ist zur Extraktion genutzt worden.
In einen Tube wurden 0,9 mL Qiazol Reagenz mit Gewebe und einer Metallkugel
gegeben und im Mastermill zweimal fur jeweils eine Minute bei 20 Hz gemischt und
zerkleinert. Das Qiazol Reagenz diente hierbei bei induzierter Gewebelyse zur
RNAsen- Inhibition. Funf Minuten wurde das Gemisch bei Raumtemperatur ruhen
gelassen. Es erfolgte das Zugeben von 100 pL gDNA- Eliminator und das folgende
vortexen fur 15 Sekunden. Weiterhin wurden 180 puL Chloroform hinzugegeben und
erneut fir 15 Sekunden gevortext. Fir 3 Minuten wurde das Gemisch bei
Raumtemperatur stehen gelassen. 15 Minuten bei 4°Celcius und 1200x g ist jenes
dann zur Phasenauftrennung zentrifugiert worden. Es ergab sich eine dreiphasige
Flussigkeit:

- erste, oberflachliche Phase: wassrig klar, hier sammelte sich die RNA
- mittige Inter-Phase: milchig, bestehend aus DNA

- bodenstandige organische Phase: rot, Proteinphase.

Die oberflachlich befindliche RNA wurde pipettiert und mit 600 pL 70-prozentigem
Ethanol vorsichtig vermischt. 700 pL der Mischung wurden in die beschriftete Saule,
welche eine RNA-selektive Silikatmembran enthalt, gegeben. Es erfolgte eine 15-
sekiindige Zentrifugation bei 8000x g (entspricht ca 10.000 rpm). Der entstandene
Durchlauf wurde verworfen. Zur restlichen Probe werden 700 uL RWT Puffer gegeben
und erneut 15 Sekunden bei 8000x g zentrifugiert. Auch hier ist der Durchlauf wieder
verworfen worden. Nach Hinzugabe von 500 uL RPE wurde erneut flr 2 Minuten bei
8000x g zentrifugiert und auch hier der Durchlauf verworfen. Die gewonnene Probe
wurde erneut mit RWT fur 2 Minuten ausgewaschen. Es schloss sich das
Nachtrocknen an, welches aus einer erneuten Zentrifugation fir eine Minute bei
maximaler Geschwindigkeit bestand. Es folgte das Eluieren. Das Spin wurde in ein
frisches Tube gestellt und 40uL RNAse- freies Wasser genau auf die Membran
pipettiert und erneut bei 8000x g flr eine Minute zentrifugiert. Im Eluat befand sich nun
die gesuchte RNA. Mittels photmetrischer Bestimmung wurde nun die RNA-
Konzentration bestimmt. Die optische Dichte (OD) von 2uL RNA Eluat wurde nun bei
einer Wellenlange von 260 nm, dem Absorptionsmaximum der Nukleinsauren,

bestimmt. Die Substanzen zeigen verschiedene Absorptionsmaxima:
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- Nukleinsauren bei einer Wellenlange von 260 nm
- Desoxribonukleinséaure bei einer Wellenlange von 280 nm
- Kohlenhydrathaltige Verunreinigungen bei einer Wellenl&ange von 230 nm,

weshalb sich durch Bildung eines Quotienten der Absorption (A) der Reinheitsgrad der
Probe bestimmen liel3:

A260nm
A230nm

A260nm
A280nm

Reinheitsgrad= Sowie Reinheitsgrad=

Die Quotienten sollten zwischen 1,8 und 2,1 liegen.
4.11.2. cDNA Synthese

Zur Durchfuihrung der nachfolgend genannten Polymerasekettenreaktion (PCR, engl.:
Polymerase chain reaction) ist die Gewinnung der komplementéren einzelstrangigen
DNA (cDNA, engl.: complementary DNA) aus der zuvor extrahierten RNA notwendig
gewesen. Hierfur wurde das Quanti Tec reverse Transkriptons Kit von Qiagen genutzt.
Zur Eliminierung genomischer DNA wurde zunachst 0,5uL RNA jeder Probe mit
RNAse freiem Wasser auf ein Zielvolumen von 12uL aufgeflillt. Basis der weiteren
Bestimmung waren die zuvor ermittelten RNA- Konzentrationen jeder Probe. Nach
Zugabe von 2ug gDNA Eliminiationspuffer wurde das Gemisch bei 42°C acht Minuten
lang inkubiert. Es schloss sich nun die reverse Transkription an. Hierzu erfolgte die
Zugabe von 6uL Mastermix, bestehend aus reverser Transkriptase, Puffer und einem
Primermix im Verhdltnis 1:4:1 und das weitere Inkubieren bei 42°C fur 30 Minuten.
Anschliel3end wurde die Probe sofort auf Eis gestellt. Bei 95°C fur drei Minuten erfolgte
die Inaktivierung der reversen Transkriptase. Die Probe wurde bis zu einem
Gesamtvolumen von 40uL mit RNAse freiem Wasser aufgefillt. Die so erhaltene cDNA

ist nun bei -20°C gelagert worden.
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4.11.3. Polymerasekettenreaktion

Die PCR dient der zyklischen Vervielfaltigung spezieller doppelstrangiger DNA-
Abschnitte mit Hilfe einer thermostabilen Polymerase. Hierflir werden hitzestabile
Polymerasen benttigt, sequenzspezifische Primer, die Ausgangs-DNA sowie
zusatzliche Substanzen wie MgClz, Pufferlésung und Desoxyribonukleotide. Die dann
durchgefiihrten Amplifikationszyklen laufen nach einem bestimmten Protokoll ab und

bestehen aus folgenden Schritten:

- Denaturierung bei 95 °Celcius : die doppelstrdngige DNA wird durch erhéhte
Temperatur in Einzelstrange getrennt

- Hybridisierung bei 50-60 °Celcius: Binden der Primer an die komplementare
DNA Sequenz

- Elongation (DNA- Synthese) bei 70°Celcius : Verlangerung der Primer mittels

DNA-Polymerase, sodass doppelstrangige DNA entsteht.

Dieser Zyklus wurde je nach Effizienz der Reaktion 20-40-mal durchlaufen. Fur die
Versuche dieser Arbeit wurde der Thermocycler LightCycler® 480 verwendet, sodass

eine automatisierte PCR durchgefihrt wurde.

Die quantitative Echtzeit qPCR dient der Bestimmung der Anzahl der vorliegenden
DNA-Kopien. Hierbei sind sequenzspezifische Hybridisierungssonden an einen
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, wodurch das gemessene Fluoreszenzsignal
graphisch gegenuber der Anzahl der gemessenen PCR Zyklen aufgetragen werden
kann. Die entstandene Kurve bestehend aus Anfangsphase, exponentieller
Wachstumsphase und Plateauphase wurde nun Software gesteuert mit einer
Standardkurve abgeglichen und die individuelle DNA Menge der durchgefuhrten PCR

ermittelt. Aufgrund der doppelt angesetzten Proben wurde das arithmetische Mittel ( x
= % *, xi ) der berechneten DNA-Menge berechnet. Das sogenannte Housekeeping
Gen, in diesem Falle die Peptidylprolyl Isomerase A (PPIA), welche unabhangig der
experimentellen Einflisse stetig in einer konstanten Anzahl an Kopien vorliegt, diente
nun zur Normalisierung der gemessenen Proben. In dieser Studie wurden folgende

Gene in ihrer Expression untersucht:

- Translokatorprotein (TSPO)
- CD74
- Interferon y (IFNy)
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Die verschiedenen

Versuchsprotokolle, auf Grund

unterschiedlicher

Annealingtemperaturen der Primer und unterschiedlicher Pipettierschemata je nach

Target, sind je nach Target wie folgend dargestellt, durchgefthrt worden:

LC 480

Light-Cycler 480 Probes Master

10

ul pro Probe Reaktionsvol.

Probenzahl: 86
"==> Mastermix (+ 5%) X 90,3
(uh)
5 pl Probes Master 451,5 pl
0,25 XY 22,58 pl
0,25 XY 22,58 pl
0,5 Probe FL 45,15
0,5 Probe Cyb 4515
25 ulH20 225,8
"+ 1 ul cDNA pl
gesamt 8127 pl
pro Probe O pl
1 pl Std-verd.
Programm:
Hybprobe 55°C 10-20-30 45Z Cy5 Cucles
Prainkubation 95 °C 10 min 1 none
Denaturierung 95 °C 10 sec none
Annealing 55 °C 20 sec 45 single
Extension 72 °C 30 sec none
Denaturierung 95 °C 1 min 1 nore
Annealing 40 °C 1 min none
Melting 95°C; Slope = 0,1°C/sec 0 sec continuoLs
Cooling 40 °C 30 sec 1 nore

Abbildung 14 Zyklusablauf PCR IL1beta /IL 6
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Absolute Fast Sybr Green

PPIA_
10 ul pro Probe Reaktionsvol.
Probenzahl: 86
"==> Mastermix (+ 5%) X 90,3
(uh)
5 pl Master SYBR Green 451,5 pl
0,25 PPIA F 2258 pl
0,25 PPIA R 22,58 pl
3,5 H20 316,1
"+ 1 pl DNA pl
gesamt 8127 ul
pro Probe 9 pl

Programm:  [AbsGireen S6E0s-t5s sNew

Cucles

Préainkubation 95 °C min 1 rore
Denaturierung 95 °C Sec none
Annealing 58 °C sec 50 rone
Extension 72 °C sec single
Melting 95 °C 5 sec 1 rone

55 °C B0 sec nione

97°C; Slope =2 2°C/sec 0 sec contiUouS

Cooling 40 °C 10 sec 1 rone

Abbildung 15 Zyklusablauf PCR PPIA
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4.12. Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung ist die Software Graph Pad Prism der Version 9.4.1

genutzt worden.

Mit Hilfe des Rout Testes wurden die Daten auf statistisch signifikante Ausreil3er
getestet. Erkannte Ausrei3er werden nun nicht mehr statistisch bertcksichtigt und in

der graphischen Darstellung nicht mehr aufgefihrt.

Daraufhin erfolgte der Test auf Normalverteilung mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests.

Folgend wurde je nach Design des Vergleiches der entsprechende Test verwendet:

- Mehrgruppenvergleich zu einem Zeitpunkt : One-way-ANOVA
- Mehrgruppenvergleich zu verschiedenen Zeitpunkten: Two-way-ANOVA

- Zwei Gruppenvergleich: Mann Whitney-U- Test oder Student’s-T-Test
In Abhéngigkeit des errechneten p-Wertes wird der Vergleich interpretiert:

- p<0,1=Trend, mit # gekennzeichnet
- p < 0,05 = statistisch signifikant, mit * gekennzeichnet
- p < 0,01 = statistisch signifikant, mit ** gekennzeichnet

- p < 0,001 = statistisch hochsignifikant, mit *** gekennzeichnet
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5. Ergebnisse

Die vier vorhandenen Gruppen des Versuches sind weiterhin folgendermafien
abgekdrzt:

- Sham + Veh : Scheinoperierte Tiere ohne antibiotische Therapie; n=8
- Sham + AB : Scheinoperierte Tiere unter antibiotischer Therapie; n=8
- CCIl + Veh : Kontrollierte kortikale Kontusion ohne antibiotische Therapie; n=12

- CCIl + AB : Kontrollierte kortikale Kontusion unter antibiotischer Therapie; n=12

5.1. Gewicht, Mikrobiologie und neurobehaviorelle Untersuchungen
5.1.1. Entwicklung des Gewichts

— Sham Veh
— Sham AB

CCI Veh
/\/

Y /

I T T T T T T T
-14 -12 -10 8 6 4 -2 0 2

Tag im Bezug zur OP (OP=0)

Gewichtin (g)

19+

Abbildung 16 Die antibiotische und antimykotische Trinkwassergabe hat keinen Einfluss auf
die Gewichtsentwicklung

Der Graph veranschaulicht die Entwicklung des Kdrpergewichtes der Mause wahrend des
gesamten Versuches beginnend zwei Wochen praoperativ (d= -14) bis 72 Stunden
postoperativ (d=3). Es zeigt sich eine kontinuierliche Gewichtzunahme bis zum
Operationszeitpunkt, nach welchem die CCI Tiere einen Gewichtsverlust zeigten und dann
wieder an Gewicht zunahmen. Sham Gruppen jeweils n=8, CCI Gruppen jeweils n=12
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Abbildung 17 postoperativer Gewichtsverlust der CCI Tiere

Das Saulendiagramm veranschaulicht die postoperative Entwicklung des Kérpergewichtes
an den postoperativen Tagen 1 und 2. Das praoperative Gewicht der Versuchstiere dient
hier als Ausgangsgewicht. Signifikante posttraumatische Gewichtsreduktion. Innerhalb der
CCI Gruppen keine Signifikanz. Sham Gruppen jeweils n=8, CCI Gruppen jeweils n=12, ns
p>0,1, Signifikanz: * p<0,05, *** p<0,001, Two-Way ANOVA nach Rout Test (Q=1%), keine
Ausreil3er

Das Ausmal} der Gewichtsabnahme lasst Riickschliisse auf den Allgemeinzustand der
Maus zu. Es zeigt sich in den CCI Gruppen eine postoperative Gewichtsabnahme von
bis zu 2 g. Die Versuchstiere mit erhaltener Scheinoperation nahmen auch
postoperativ noch an Gewicht zu. Innerhalb der CCI Gruppen zeigte sich zwischen den
Vehikel- und antibiotikabehandelten Tieren kein signifikanter Unterschied der
Gewichtsabnahme. Ein negativer Effekt durch eine antibiotische Therapie liel3 sich
daher hier nicht zeigen. CCI- Tiere im Vergleich zu Sham Tieren zeigten einen
signifikanten Unterschied in der Gewichtsabnahme, mit deutlichem Gewichtsverlust in
der CCI Gruppe, was auf den reduzierten Allgemeinzustand nach dem operativen

Eingriff zuriickzufihren ist.
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Sham Sham AB CCI Vehikel CCI AB

Vehikel n=8 n=8 n=12 n=12

pra-OP MW in (g) 21,81 21,88 21,32 21,48
SEM 0,4823 0,4651 0,2710 0,2619

OP- Tag MW in () 22,13 22,06 21,63 21,93
SEM 0,4850 0,4567 0,2484 0,3041

Post-OP Tag MW in (g) 22,44 21,85 19,82 19,83
1 SEM 0,4675 0,5568 0,2897 0,2728

Post- OP Tag MW in (g) 22,11 22,24 20,15 20,65
2 SEM 0,3815 0,3555 0,3579 0,2723

Post- OP Tag MW in (g) 22,19 22,51 20,73 21,20
3 SEM 0,3466 0,4068 0,2698 0,2931

Tabelle 2: deskriptive Statistik der Gewichtsentwicklung, dargestellt mittels Mittelwert (MW)
in Gramm (g) und Standardfehler des Mittelwertes (SEM).
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5.1.2. Wasseraufnahme

5 207 Vehikel
\E/ enike
= 15-ﬁ — AB
D)
£ /
e
©
[
5
©
()] 5-
wn
(7))
©
=
1 1 1 1 1 1 1 1

-14 -12 -10 -8 -6 -4 -2 0 2
Tag (d) im Bezug zur OP (OP=0)

Abbildung 18 nachgewiesene Aufnahme der im Wasser geldsten Antibiotika und des
Antimykotikums

Diagramm zur Darstellung der Wasseraufnahme in Millilitern (mL) wéhrend des
Untersuchungszeitraumes, beginnend bei d= -14 bis d=2, wobei der Tag der operativen
Versorgung d=0 war. Signifikanter Unterschied in der Wasseraufnahme (p=0,0029)
zwischen den Gruppen der antibiotika- und vehikelbehandelten Tiere mit hdherer
Wasseraufnahme bei den antibiotisch ernéhrten Tieren. Ungepaarter Student’s t-Test flr

jeden Zeitpunkt (keine AusreiRer nach Rout Test (Q=1%) Stichprobenumfang:n=6 Tiere
pro Gruppe

Es zeigte sich, dass die antibiotisch behandelten Tiere hochsignifikant hbhere Mengen
der Trinkldsung tranken als die Vehikeltiere. Es lasst sich somit nachweisen, dass eine

enterale Aufnahme der Antibiotika und des Antimykotikums stattfand.
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5.1.3. Caecumgewicht
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Abbildung 19 Zunahme des Caecumgewichtes nach antibiotischer und antimykotischer
Therapie

Das Saulendiagramm stellt das gemessene Gewicht der postmortem entnommen Caeci in
Gramm (g) der Mause innerhalb der randomisierten Gruppen dar. Es zeigt sich ein
signifikant héheres Caecumgewicht in der Gruppe der antibiotisch behandelten Tiere.
Sham Gruppen jeweils n=8, CCl Gruppen jeweils n=12, *** p<0,001, ns p>0,1, One-Way
ANOVA mit Korrektur nach ROUT (Q=1%); keine Ausreil3er

Es zeigte sich, dass die antibiotikatherapierten Tiere ein signifikant hoheres
Caecumgewicht aufwiesen als die mit Vehikellosung gefitterten Tiere, was eine

Dysbiose nach antibiotischer Therapie vermuten lasst.
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Abbildung 20 Beispielhaftes Foto verdeutlicht die Antibiotika-induzierte Grél3enzunahme des

entnommenen Caecums

Beispielhaftes Foto entnommener Caeci der Kontrollgruppe (Ctrl) und der antibiotisch

behandelten Gruppe (AB), Skalierung in cm, Maus Nummer 32 und 33.

Die Abbildung zeigt deutlich den Grél3enunterschied des Caecums unter Einfluss einer

unterschiedlichen Trinkldsung. Eine mit Antibiotika und Antimykotikum versetzte

Trinkldsung fuhrte bei den Mausen zu einer deutlichen GroRenzunahme des

Caecums.
Sham Vehikel Sham AB CCI Venhikel CCI AB
n=8 n=8 n=12 n=12
MW in () 0,4410 1,952 0,4781 1,733
SEM 0,02638 0,1026 0,02121 0,07998

Tabelle 3 deskriptive Statistik des Caecumgewichtes, Mittelwert (MW) in Gramm (g) und

zugehoriger Standardfehler des Mittelwertes (SEM).
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5.1.4. Mikrobiologische Untersuchung
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Abbildung 21 Zahlung der Enterobakterien pro mL Stuhlprobe in n/mL préoperativ wie auch
postoperativ am Tag der Euthanasie durch das Institut fir Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene der Universitatsmedizin Mainz verdeutlicht eine bis zu 10 3-fache Zunahme der

Enterobakterien unter antibiotischer Therapie

In der mikrobiellen Untersuchung der gewonnenen Stuhlproben der Mause zeigte sich
durch die antibiotische Therapie im Vergleich zu den Vehikel-erndhrten Tieren eine bis
zum Faktor 102 erhohte Anzahl von Enterobakterien, was fiir eine Zunahme gewisser
Bakterienspezies auf Grund einer ausgelésten Dysbiose sprechen kann. Durch ein
CClI lieR sich lediglich in der Vehikel-erndhrten Gruppe eine Abnahme der
Enterobakterien- Anzahl um den Faktor 10 nachweisen, was dafur sprechen kann,

dass auch ein CCI Auswirkungen auf die mikrobielle Zusammensetzung haben kann.
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Abbildung 22 Zahlung der grampositiven Bakterien pro mL Stuhlprobe in n/mL praoperativ
wie auch postoperativ am Tag der Euthanasie durch das Institut fur Medizinische
Mikrobiologie und Hygiene der Universitatsmedizin Mainz verdeutlicht eine bis zu 10 4~ fache
Abnahme der grampositiven Flora unter antibiotischer Therapie

Im mikrobiologischen Nachweis der grampositiven Mischflora bestéatigte sich eine
durch die antibiotische Therapie induzierte Abnahme der grampositiven Mischflora
durch Vancomycin und Amoxiclavulansaure. Ein Trauma flhrte zu keiner
Beeinflussung der grampositiven Mischflora. Bei der CCI+AB Gruppe lieRBen sich
sowohl pra als auch posttraumatisch keine Bakterien der grampositiven Mischflora
nachweisen.
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5.1.5. Rotarod

% % % % % %

200 ns ns ns
- — — — E Sham+ Veh
E 150~ ; T E3 Sham+ AB
® I T == CCI+ Veh
£ 100+ = CCl+ AB
>
N
R L
S 504 I H
‘©
g 1]

0- T T T
Pre-OP dl d3
Abbildung 23 Eine Antibiotikagabe hat keinen Einfluss auf die Laufleistung im Rotarod nach
CCl

Das Saulendiagramm veranschaulicht die Laufzeit auf dem Rotarod bis zum Herunterfallen
in Sekunden (s). Es ist am praoperativen Tag (pre-OP), einen Tag nach Operation (d1) und
am Tag der Euthanasie, dem 3. Postoperativen Tag (d3) gemessen worden. Es zeigt sich
eine signifikante Reduktion der Laufleistung nach CCI. Innerhalb der CCI Gruppe zeigte
eine antibiotische Therapie keinen Effekt. Sham Gruppen jeweils n=8, CCI Gruppen jeweils
n=12; ns p>0,1, Signifikanz *** p<0,001, Two-Way ANOVA nach Rout-Test (Q=1%), keine
Ausreil3er

Im Vergleich der Gruppen in Bezug auf die Zeit bis zum Fall von dem Rotarod zeigten
sich signifikante Unterschiede an den postoperativen Tagen zwischen allen Gruppen
aulBer CCIl+ Vehikel und CCI+ AB. In der Gruppe der Sham Tiere zeigten die mit
Antibiotika behandelten Tiere eine langere Zeit auf dem Rotarod (d1 p= 0,0150, d2
ns). Innerhalb der CCI Gruppen zeigten die antibiotisch behandelten Tiere postoperativ
keinen signifikanten Unterschied in der Zeit bis zum Fall vom Rotarod im Vergleich zu
den Vehikel-erndhrten Tieren. Es zeigt sich weiterhin, dass ein postoperativer
deutlicher Abfall der Laufleistung am 3. postoperativen Tag beginnend kompensiert
wurde und die Laufleistung wieder zunahm. Dieser nicht signifikante Effekt war in der
Gruppe der antibiotikaerndhrten CCI Tiere grol3er als bei den CCI Vehikel Tieren.
Insgesamt hat die Gabe von Antibiotika und Antimykotika keinen signifikanten Einfluss

auf die Laufleistung nach CCI.
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Sham Vehikel Sham AB CCI Vehikel CCI AB
n=8 n=8 n=12 n=12
pra-OP MW in (s) 88,23 106,7 95,05 94,64
SEM 4,440 6,810 4,460 2,928
PoStOP | MW in (s) 101,5 125,0 34,38 28,96
Tagl SEM 9,008 9,276 6,108 3,575
Post-OP | MW in (s) 95,13 109,7 50,58 49,96
Tag 3 SEM 6,116 8,238 5,915 6,524

Tabelle 4 deskriptive Statistik des Zeit bis zum Fall auf dem Rotarod; Mittelwert (MW) in
Sekunden (s), und zugehdériger Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
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5.1.6. Neuroscore
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Abbildung 24 Die Antibiotische Therapie zeigt negative Auswirkungen auf das neurologische
Defizit am 3. postoperativen Tag nach CCI

Das Saulendiagramm stellt den Neuroscore der Versuchstiere praoperativ und an den
Tagen 1 und 3 postoperativ dar. CCl Tiere zeigten eine signifikante Zunahme der
Neuroscore Punktzahl, durch eine antibiotische Therapie zeigte sich an Tag 3 ein
siginifikant schlechterer Neuroscore. Sham Gruppen jeweils n=8, CCI Gruppen jeweils
n=12, ns p>0,1 * p<0,05, Two Way-Anova nach Rout Test (Q=1%), keine Ausreil3er

Im NDS zeigten die CCIl behandelten Tiere nach der Operation ein deutliches
neurologisches Defizit. Sie erzielten postoperativ héhrere Scores als vor der
Operation, was im Zusammenhang mit dem gesetzten kortikalen Schaden steht.
Zwischen den CCI Gruppen zeigten die antibiotikabehandelten Tiere keinen
signifikanten Unterschied im Vergleich zu den vehikelbehandelten Tieren an Tag 1
(p=0,8). An Tag 3 jedoch liel3 sich ein signifikanter Unterschied zwischen den CCI
behandelten Tieren darstellen. Die antibiotikabehandelten Tiere wiesen an diesem Tag
ein signifikant h6heres neurologisches Defizit als die Vehikeltiere auf (p=0,04).

Sham Sham AB CCI Vehikel
CCI AB n=12
Vehikel n=8 n=8 n=12

pra-OP MW 0,125 0,3750 0,0 0,0

SEM 0,125 0,1830 0,0 0,0
Post-OP Tag MW 0,25 0,0 7,917 7,417
1 SEM 0,1637 0,0 0,6332 0,6566
Post- OP MW 0,25 0,0 7,250 8,750
Tag 3 SEM 0,25 0,0 0,3917 0,6977

Tabelle 5 deskriptive Statistik der Punktezahl im Neuroscore; Mittelwert (MW) in Punkten,
und zugehoriger Standardf%réler des Mittelwertes (SEM)




5.2.Volumetrie

5.2.1. Kontusionsvolumen
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Abbildung 25 Eine antibiotische und antimykotische Therapie hat keinen Einfluss auf das
Kontusionsvolumen

Das Saulendiagramm stellt das Kontusionsvolumen beider CCl Gruppen graphisch
gegenlber. Es zeigt sich kein signifikanter Einfluss auf das Kontusionsvolumen durch eine
antibiotische Therapie. Kontusionsvolumen in Kubikmillimeter (mm3), jeweils n=12, ns
p>0,1, ungepaarter t-Test.

Zur Analyse des histopathologischen Hirnschadens ist in jedem Hirnschnitt zun&chst
das gesamte Hirnvolumen sowie bei den CCI- Gruppen das Schadensvolumen
mikroskopisch erfasst worden. Im Vergleich der Kontusionsvolumina der CCI Tiere
zeigte sich im ungepaarten t-Test kein signifikanter Unterschied (p=0,2907) zwischen
den mit Vehikelldsung und den antibiotisch behandelten Tieren. Bis zum Zeitpunkt von
72 Stunden nach dem CCI lasst sich in unseren Versuchen zeigen, dass eine
antibiotische Therapie keine Auswirkungen auf das Kontusionsvolumen bei weiblichen

Méausen hat.
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Abbildung 26: Vergleichende Darstellung des Kontusionsvolumens zwischen CCI+ AB (links,
Nissl-Farbung des koronaren Hirnschnittes aus der Ebene 11, Maus 16), und CCIl+Veh
(rechts, Nissl-Farbung des koronaren Hirnschnittes Ebene 12, Maus 28)

CCl Veh n=12 CCI AB n=12
MW in (mm3) 36,59 33,51
SEM 1,626 2,342

Tabelle 6 deskriptive Statistik des Kontusionsvolumens Mittelwert (MW) in Kubikmillimetern
(mm3) , und zugehoriger Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
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5.2.2. Kontralaterale Hemisphéare

N

o

o
|

2
1
:
_|

Hirnvolumen in (mm3)
=
o
T

50

0- T T
EEE O
& & o ©

A

Abbildung 27 Eine antibiotische und antimykotische Therapie hat keinen Einfluss auf die
Ausdehnung eines traumatischen Hirnschadens in die kontralaterale Hemisphéare

Das Saulendiagramm stellt das Volumen der kontralateralen Hemisphéare aller Gruppen
graphisch gegenlber. Es zeigt sich keine Beeinflussung durch CCIl oder antibiotische
Therapie im Sinne eines sich ausbreitendenen Sekundarschadens. Kontusionsvolumen in
Kubikmillimeter (mm3), Sham Gruppen jeweils n=8, CCI Gruppen jeweils n=12, um 2
Ausreil3er gereinigte Daten in der CCl+ AB Gruppe nach durchgefihrtem ROUT Test
(Q=1%), ns p>0,1 im One Way ANOVA.

Zur Analyse eines sich mdglicherweise auch peripher des primaren Schadensgebiet
ausdehnenden Hirnédems ist ebenso die kontralaterale Hemisphére in jedem
Hirnschnitt vermessen worden, wobei sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen zeigte. Posttraumatisch zeigt sich kein Einfluss auf die kontralaterale
Hemisphéare und auch durch eine antibiotische Therapie kommt es bei weiblichen
Tieren nicht zu einer Zunahme des kontralateralen Hirnvolumens im Sinne eines

Hirnddems.
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MW1 MW 2 SE Diff Signifikant p-Wert
Sham Veh vs Sham
153,5 152,1 3,729 Nein 0,9788
AB
Sham Veh vs CCI
153,5 148.,0 3,404 Nein 0,3784
Veh
Sham Veh vs CCI
153,5 148,9 3,537 Nein 0,5639
AB
Sham AB vs CCI _
152.1 148.,0 3,404 Nein 0,6353
Veh
Sham AB vs CCI
152,1 148,9 3,537 Nein 0,8086
AB
CCl Veh vs CCIl AB 148,0 148,9 3,193 Nein 0,9920

Tabelle 7 deskriptive Statistik des Hirnvolumens der kontralateralen Hemisphare, Mittelwert
(MW) in Kubikmillimetern (mm?) und zugehériger Standardfehler des Mittelwertes (SEM).
Sham Veh n=8, Sham AB n=8, CCl Veh n=12, CCl| AB n=10
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5.2.3. Dickemessung der Granularzellschicht im suprapyramidalen Blatt des

Gyrus dentatus in der Nissl-Farbung
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Abbildung 28 Die Gabe von Antibiotika und Antimykotikum hat keinen Einfluss auf die relative
Dickenmessung der Granularzellschicht des Gyrus dentatus. Vergleich ipsilateral zu
kontralateral.

Dieses Saulendiagramm vergleicht die relative Dicke der Granularzellschicht des Gyrus
dentatus im Verhdltnis zur kontralateralen Hemisphéare. Signifikante Reduktion der
relativen Granularzellschicht im Vergleich Sham zu CCI. Innerhalb der CCI Gruppen zeigt
sich keine Beeinflussung durch die antibiotische Therapie. Sham Gruppen jeweils n=8, CCI
Gruppen jeweils n=12, ns p>0,1, *** p< 0,001, One Way ANOVA nach Rout- Test (Q=1%),
keine Ausreil3er

Die Ergebnisse der Gyrus dentatus- Dickenmessung zeigen eine hochsignifikante
Reduktion der relativen Dicken im Vergleich zwischen Sham und CCI (Sham + Veh vs.
CCI+ Veh p< 0,0001; Sham + Veh vs. CCI + AB p< 0,0001; Sham + AB vs. CCI+ Veh
p< 0,0001; Sham + AB vs. CCI + AB p< 0,0001). Zwischen den Interventionsgruppen
zeigt sich kein Unterschied ( Sham + Veh vs. Sham+ AB p=0,9741; CCl + Veh vs. CCI
+ AB p=0,7836), was bestatigt, dass es im Vergleich zwischen Vehikel und Antibiotika-
Therapie im Bezug auf einen sekundéren Hirnschaden nach kortikalem Trauma keine

Unterschiede bezlglich des hier weiter ins Gewebe ausstrahlenden Schadens gibt.
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MW1 MW 2 SE Diff Signifikant p-Wert
Sham Veh vs Sham _
0,9895 1,017 0,06552 Nein 0,9741
AB
Sham Veh vs CCI
0,9895 0,5611 0,05981 Jar** <0,0001
Veh
Sham Veh vs CCI
AR 0,9895 0,5108 0,05981 Jax** <0,0001
Sham AB vs CCl
1,017 0,5611 0,05981 Jax** <0,0001
Veh
Sham AB vs CCI
1,017 0,5108 0,05981 Jax** <0,0001
AB
CCl Veh vs CCI AB 0,5611 0,5108 0,05350 Nein 0,7836

Tabelle 8 deskriptive Statistik der relativen Dicke der Granularzellschicht des Gyrus
dentatus, ipsilateral im Verhaltnis zu kontralateral. Mittelwert (MW) und zugehdriger
Standardfehler des Mittelwertes (SE Diff). Sham Veh n=8, Sham AB n=8, CCIl Veh n=12, CCI
AB n=12
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5.3.Immunhistochemie
5.3.1. GFAP ipsilateral
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Abbildung 29 Die Gabe von Antibiotika und Antimykotikum beeinflusst die
Astrozytenaktivierung nach CCI nicht.

Das Saulendiagramm veranschaulicht die Anzahl GFAP-immunopositiver Teilchen, welche
nach immunhistochemischer Farbung im perildsionalen normierten Sichtfeld ausgezahit
worden sind. Signifikante Astrogliose nach Trauma, innerhalb der CCl Gruppen zeigt sich
keine Signifikanz. Sham Gruppen jeweils n=8, CCl Gruppen jeweils n=12 ns p>0,1; **
p<0,01, *** p<0,001, One Way ANOVA nach Rout Test (Q=1%), keine Ausreil3er.

Um die Astrozytenaktivierung im Sinne einer Astrogliose quantifizieren zu kénnen
erfolgte die Auszahlung von GFAP-Immunopositiven Partikeln im perilasionalen
Gebiet nach immunhistochemischer Farbung. Ipsilateral zeigte sich bei den CCI
Gruppen eine signifikant gesteigerte Anzahl im Vergleich zu den Sham-Gruppen,
welches die posttraumatische Astrogliose bestétigt. Im Vergleich der CCI Gruppen
untereinander zeigte sich jedoch keine Signifikanz. Es zeigt sich somit keine

siginifikante Beeinflussung einer Astrozytenaktivierung durch antibiotische Therapie.
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MW1 MW?2 SE Diff Signifikant p-Wert
Sham Veh vs Sham
21,19 29,25 7,751 Nein 0,7272
AB
Sham Veh vs CCI
21,19 54,04 7,076 Ja** 0,003
Veh
Sham Veh vs CCl
21,19 65,04 7,076 Ja*** <0,0001
AB
Sham AB vs CCI
29,25 54,04 7,076 Ja** 0,0065
Veh
Sham AB vs CCl
29,25 65,04 7,076 Ja*** <0,0001
AB
CCl Veh vs CCIl AB 54,04 65,04 6,329 Nein 0,3195

Tabelle 9 deskriptive Statistik der Auszahlung GFAP-immunopositiver Teilchen nach
immunhistochemischer Farbung im normierten perilasionalen Gebiet. Mittelwert (MW) und
zugehoriger Standardfehler des Mittelwertes (SE Diff). Sham Veh n=8, Sham AB n=8, CCI
Veh n=12, CCI AB n=12
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5.3.2. GFAP kontralateral
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Abbildung 30 Die Gabe von Antibiotika und Antimykotikum beeinflusst die
Astrozytenaktivierung in der kontralateralen Hemisphére nicht.

Das Saulendiagramm veranschaulicht die Anzahl GFAP-immunopositiver Teilchen der
kontralateralen Hemisphare, welche nach immunhistochemischer Farbung im normierten
Sichtfeld ausgezahlt worden sind. Es zeigt sich keine Signifikanz. Sham Gruppen jeweils
n=8, CCl Gruppen jeweils n=12 ns p>0,1, One Way ANOVA nach Rout Test (Q=1%), keine

Ausreil3er.

In der Analyse der kontralateralen Hemisphére zeigte sich keine signifikant
zunehmende Astrogliose nach CCI. Auch die antibiotische Therapie hatte keinen

signifikanten Einfluss im Sinne einer reaktiven Astrogliose der kontralateralen

Astrozyten.
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MW1 MW 2 SE Diff Signifikant p-Wert
Sham Veh vs Sham
14,44 16,25 4,684 Nein 0,9800
AB
Sham Veh vs CCI _
14,44 15,92 4,276 Nein 0,9855
Veh
Sham Veh vs CCI
14,44 19,92 4,276 Nein 0,5804
AB
Sham AB vs CCI
16,25 15,92 4,276 Nein 0,9998
Veh
Sham AB vs CCI
16,25 19,92 4,276 Nein 0,8265
AB
CCIl Veh vs CCI AB 15,92 19,92 3,825 Nein 0,7239

Tabelle 10 deskriptive Statistik der Auszahlung GFAP-immunopositiver Teilchen nach
immunhistochemischer Farbung im normierten kontralateralen Gebiet. Mittelwert (MW) und
zugehoriger Standardfehler des Mittelwertes (SE Diff). Sham Veh n=8, Sham AB n=8, CCI

Veh n=12, CCl AB n=12
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5.3.3. Iba 1- Expression ipsilateral

In Folge einer neuronalen Verletzung kommt es zur Hochregulation des
kalziumbindenden Adaptermolekiils 1 (engl.:lonized calcium-binding adaptor molecule
1; Iba 1). Dieses kann Zytoskelettproteine der Mikroglia modulieren und somit die
phagozytotische Fahigkeit der Mikroglia ermdglichen [272]. Es dient dem Nachweis

einer Mikrogliaaktivierung.

% %k
%k %k
ns ns

40-
©
s
< 304
D 1
2
< 20-
S
e I
S 10
X
=

Abbildung 31 Eine antibiotische Therapie hat keinen Einfluss auf die posttraumatische
Mikrogliaaktivierung im perilasionalen Gebiet.

Das Saulendiagramm veranschaulicht die Anzahl Ibal-immunopositiver Teilchen, welche
nach immunhistochemischer Farbung im perilasionalen normierten Sichtfeld ausgezahit
worden sind. Signifikante Mikrogliaaktivierung nach Trauma, innerhalb der CCIl und auch
der Sham Gruppen zeigt sich keine Signifikanz. Sham Gruppen jeweils n=8, CCI Gruppen
jeweils n=12 ns p>0,1, ** p<0,01, One Way ANOVA nach Rout Test (Q=1%), keine
Ausreil3er

Im Nachweis Iba-1-immunopositiver Partikel ipsilateral zeigte sich zwischen CCI-
Tieren und Sham-Tieren ein signifikant héherer Nachweis Iba-1-immunopositiver
Partikel bei den CCI Gruppen im Sinne einer posttraumatischen Mikrogliaaktivierung.
Durch eine antibiotische und antimykotische Therapie zeigte sich kein signifikanter

Effekt auf die posttraumatische Mikrogliaaktivierung
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MW1 MW?2 SE Diff Signifikant p-Wert
Sham Veh vs Sham .
10,92 11,56 3,914 Nein 0,9984
AB
Sham Veh vs CCI
10,92 23,33 3,573 Ja** 0,0071
Veh
Sham Veh vs CCl
10,92 25,53 3,573 Ja** 0,0013
AB
Sham AB vs CCl
11,56 23,33 3,573 Ja* 0,0114
Veh
Sham AB vs CCI
11,56 25,53 3,573 Ja** 0,0021
AB
CCl Veh vs CCIl AB 23,33 25,53 3,196 Nein 0,9015

Tabelle 11 deskriptive Statistik der Auszahlung Ibal-immunopositiver Teilchen nach
immunhistochemischer Farbung im normierten perilasionalen Gebiet. Mittelwert (MW) und
zugehoriger Standardfehler des Mittelwertes (SE Diff). Sham Veh n=8, Sham AB n=8, CCI
Veh n=12, CCI AB n=12
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5.3.4. Iba 1-Expression kontralateral
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Abbildung 32 Die kontralaterale Mikrogliaaktivierung zeigte weder durch Trauma noch durch
Antibiose eine signifikante Zunahme.

Das Saulendiagramm veranschaulicht die Anzahl Ibal-immunopositiver Teilchen, welche
nach immunhistochemischer Farbung im kontralateralen normierten Sichtfeld ausgezéhlt
worden sind. Nicht signifikant erhéhte Mikrogliaaktivierung nach Trauma, auch innerhalb
der CCI und der Sham Gruppen zeigt sich keine Signifikanz. Sham Gruppen jeweils n=8,
CCI Gruppen jeweils n=12 ns p>0,1, One Way ANOVA nach Rout Test (Q=1%), keine
Ausreil3er

Auch in der kontralateralen Analyse einer erhéhten Mikrogliaaktivierung zeigten sich
keine signifikanten Ergebnisse. Eine antibiotische und antimykotische Therapie hat auf

die kontralaterale Mikrogliaaktivierung keinen signifikanten Einfluss.
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MW1 MW?2 SE Diff Signifikant p-Wert
Sham Veh vs Sham
11,23 11,13 1,820 Nein >0,9999
AB
Sham Veh vs CCI
11,23 13,78 1,661 Nein 0,4283
Veh
Sham Veh vs CCI .
11,23 15,57 1,661 Nein 0,0600
AB
Sham AB vs CCI
11,13 13,78 1,661 Nein 0,3931
Veh
Sham AB vs CCI .
11,13 15,57 1,661 Nein 0,0521
AB
CCl Veh vs CCI AB 13,78 15,57 1,486 Nein 0,6272

Tabelle 12 deskriptive Statistik der Auszahlung Ibal-immunopositiver Teilchen nach
immunhistochemischer Farbung im normierten kontralateralen Feld. Mittelwert (MW) und
zugehdoriger Standardfehler des Mittelwertes (SE Diff). Sham Veh n=8, Sham AB n=8, CCI
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Veh n=12, CCI AB n=12




anti-lba1/anti-GFAP

CCIl + Veh sham + AB sham + Veh |

CCl + AB

Abbildung 33 exemplarlsche Bilder der Ibal (linke Spalte) und GFAP (rechte Spalte)-
immunopositiven Teilchen der untersuchten Hirnschnitte. Dargestellt ist das ipsilaterale
perilasionale Feld der CCI Tiere und der anatomisch analogen Region der Sham Tiere,

Skala 100pum. Deutliche Zunahme der GFAP wie auch Ibal-Immunantwort in den CCI
Tieren. Keine signifikanten Auswirkungen einer antibiotischen/antimykotischen Therapie
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5.4. Molekularbiologische Ergebnisse der Proteinanalyse
5.4.1. Westernblot
54.1.1. GFAP
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Abbildung 34 Abbildung 35 Die Gabe von Antibiotika und Antimykotikum hat keinen Einfluss
auf die Expression von GFAP

Dieses Saulendiagramm stellt die Signalstédrke des exprimierten GFAP normalisiert zur
GAPDH-Signalstarke am 3. postoperativen Tag nach Euthanasie dar. Signifikant erhéhte
GFAP-Expression posttraumatisch. Innerhalb der CCI Gruppe keine Signifikanz. ns p>0,1,
* p<0,05, In den Sham Gruppen n=8, in den CCI Gruppen n=12, One Way ANOVA nach
Rout- Test (Q=1%), keine Ausreil3er

Im zu GAPDH normalisierten Nachweis von GFAP zeigte sich ein siginifikant hoherer
Nachweis in der CCI AB Gruppe im Vergleich zu Sham Veh wie auch CCl AB im
Vergleich zu Sham AB. Es zeigt sich eine traumatisch induzierte Astrozytenaktivitat
vor allem in der antibiotisch therapierten Gruppe der CCI Tiere. Innerhalb der CCI
Gruppen zeigte sich in der AB- Gruppe ein vermehrter Nachweis von GFAP jedoch

ohne Signifikanz.
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MW 1 MW?2 MW Diff | SE Diff | Signifikant | p-Wert
Sham Veh vs
0,06504 | 0,04003 | 0,02501 | 0,07412 Nein 0,9865
Sham AB
Sham Veh vs _
0,06504 0,1877 -0,1226 | 0,06888 Nein 0,2997
CCI Veh
Sham Veh vs
0,06504 0,2589 -0,1939 | 0,06766 Ja* 0,0337
CCIl AB
Sham AB vs _
0,04003 0,1877 -0,1476 | 0,06888 Nein 0,1596
CCI Veh
Sham AB vs
0,04033 0,2589 -0,2189 | 0,06766 Ja* 0,0135
CCIl AB
CCl Veh vs CCI _
AB 0,1877 0,2589 | -0,07127 | 0,06188 Nein 0,6606

Tabelle 13 deskriptive Statistik des GFAP-Nachweises normalisiert zur GAPDH. Mittelwert
(MW) und zugehdriger Standardfehler des Mittelwertes (SE Diff). Sham Veh n=8, Sham AB
n=8, CCl Veh n=11, CCI AB n=12
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5.4.1.2. Spectrin
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Abbildung 36 Die Gabe von Antibiotika und Antimykotikum hat keinen Einfluss auf die
Expression von Spectrin

Dieses Saulendiagramm stellt die Signalstarke des exprimierten Spectrins normalisiert zur
GAPDH-Signalstarke am 3. postoperativen Tag nach Euthanasie dar. Signifikant erhohte
Spectrinexpression posttraumatisch. Innerhalb der CCl Gruppe keine Signifikanz. ns
p>0,1, ** p<0,01, in den Sham Gruppen n=8, in den CCI Gruppen n=12, One Way ANOVA
nach Rout- Test (Q=1%), keine Ausreil3er

Im Nachweis des Spectrins im Verhaltnis zum GAPDH zeigten sich zwischen den
Sham und CCI Gruppen signifikante Unterschiede im Sinne einer erhéhten Spectrin-
Expression in den CCI Gruppen. Innerhalb der CCI Gruppe zeigte die antibiotische
Behandlung keinen signifikanten Effekt. Eine antibiotische und antimykotische
Therapie hat demnach keinen erhdhten Spectrin-Nachweis im Sinne einer vermehrten

Neuronendestruktion zur Folge.
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MW 1 MW?2 MW Diff SE Diff | Signifikant | p-Wert
Sham Veh vs
0,002198 | 0,001404 | 0,0007948 | 0,008423 Nein 0,9997
Sham AB
Sham Veh vs
0,002198 | 0,02710 | -0,02490 | 0,007827 Ja* 0,0155
CCl Veh
Sham Veh vs
0,002198 | 0,03049 | -0,02829 | 0,007689 Ja** 0,0042
CCIl AB
Sham AB vs
0,001404 | 0,02710 | -0,02569 | 0,007827 Ja* 0,0120
CCl Veh
Sham AB vs
0,001404 | 0,03049 | -0,02908 | 0,007689 Ja** 0,0031
CCIl AB
CCl Veh vs _
a3 0,02710 | 0,03049 | -0,003389 | 0,007032 Nein 0,9626

Tabelle 14 deskriptive Statistik des Spectrin-Nachweises normalisiert zur GAPDH. Mittelwert
(MW) und zugehdriger Standardfehler des Mittelwertes (SE Diff). Sham Veh n=8, Sham AB
n=8, CCl Veh n=11, CCI AB n=12
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Abbildung 37 Westernblots zur GFAP und Spectrin Quantifizierung, normalisiert zur GAPDH
Expression im perilasionalen Feld der CCI Tiere und analogen Feld der Sham Tiere 72
Stunden postinterventionell

Die aufgefuihrten Bilder zeigen die durchgefiihrten Westernblots zur Quantifizierung der
GFAP und Spectrin Expression im perilasionalen Feld der CCI Gruppen sowie im analogen
Feld der Sham Tiere 72 Stunden posttraumatisch. Die GFAP-Bande lasst sich bei 50 kDa
finden, die Spectrin-Bande bei 125 kDa und die im jeweiligen Bild unten angefihrte GAPDH-
Bande bei 30 kDa. Die optische Dichte der Banden wurde zu der der GAPDH-Expression
normalisiert.
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5.4.2. IgG- Dotblot

Der Nachweis von IgG diente in dieser Arbeit zur Quantifizierung einer gestérten Blut-

Hirn-Schranke.
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Abbildung 38: Fotographie des IgG Dotblots vor photometrirscher Quantifizierung der
optischen Dichte. Proben mit Maus-Nummer beschriftet
(CCI AB Gruppe:Proben Nummer 8,9,10,16,17,18,23,24,25,33,34,35),
CCI Veh Gruppe: Proben Nummer 2,3,11,12,13,28,29,30,38,39,40).

%k %k %k
%k %k %k
ns ns
2500000~
0
2 2000000 il
c
N
™ 1500000~
o
o
S 1000000
c
>S5
£ 500000
£ I EE
0- T T
& ¥R
X Q& O\x O\X
('
S e O O

Abbildung 39 Eine antibiotische Therapie zeigt keine signifikanten Auswirkungen auf den
posttraumatischen 1gG- Nachweis

Das Séaulendiagramm stellt den mittels Photometrie gemessenen Nachweis von
Immunglobulin G 72 Stunden postoperativ dar. Es zeigt sich ein postoperativ signifikanter
Anstieg des IgG Nachweises. Innerhalb der CCI Gruppen zeigte sich keine Signifikanz. ns
p>0,1, *** p<0,001, Sham + Vehikel um einen Ausreil3er bereinigt auf n=7, Sham + AB n=8,
in den CCI Gruppen n=12, One Way ANOVA nach Rout- Test (Q=1%), ein Ausreil3er
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Im Dotblot ergaben sich fur
Signalstarken der Immunfluoreszenz. Es zeigten sich signifikante Unterschiede im
Vergleich Sham zu CCl als Nachweis einer posttraumatischen BHS-Storung. Innerhalb
der Sham sowie auch innerhalb der CCI Gruppen zeigte sich keine Signifikanz, sodass

sich in unseren Experimenten kein Effekt einer antibiotischen oder antimykotischen

Therapie auf die Integritat der BHS zeigen liel3.

IgG je nach Versuchsgruppe unterschiedliche

MW 1 MW2 MW Diff | SE Diff | Signifikant | p-Wert
Sham Veh .
275311 | 319153 -43842 305855 Nein 0,9989
vs Sham AB
Sham Veh
275311 | 1833064 | -1557753 | 285729 Jar** <0,0001
vs CCI Veh
Sham Veh
275311 | 2041634 | -1766323 | 281061 Jax** <0,0001
vs CCI AB
Sham AB vs
319153 | 1833064 | -1513912 | 274599 JEEiss <0,0001
CCl Veh
Sham AB vs
9,500 | 2041634 | -1722481 | 269739 Ja*** <0,0001
CCI AB
CCl Veh vs _
cCl AR 1833064 | 2041634 | -208570 | 246684 Nein >0,9999

Tabelle 15 deskriptive Statistik des Immunglobulin G Nachweises, Mittelwert (MW) und
zugehoriger Standardfehler des Mittelwertes (SE Diff). Sham Veh n=7, Sham AB n=8,
CCl Veh n=12, CCl AB n=10
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5.5. Ergebnisse der PCR
5.5.1. TSPO

Ein Marker zur Objektivierung der mitochondrialen Dysfunktion ist das
Translokatorprotein (TSPO), ein 18 kilo Dalton (kDa) groRes Membranprotein der
aul3eren Mitochondrienmembran, welches in Folge zerebraler Entztindungsreaktionen
oder Traumata hochreguliert wird. Mitochondriale Affektion im Rahmen des SHT zeigt
sich vor allem durch eine erhéhte mitochondriale Aktivitét in proliferierenden Mikroglia,
erhohter mitochondrialer Permeabilitat, Freisetzung von Cytochrom C, Aktivierung von
Caspasen, erniedrigte ATP Level und schliel3lich den Zelltod in Neuronen [273].
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Abbildung 40 Die Gabe von Antibiotika und Antimykotikum hat keinen Einfluss auf die TSPO-
Expression

Das Saulendiagramm zeigt die Anzahl der mRNA Kopien der gRT-PCR von TSPO am Tag
der Euthanasie, 72 Stunden nach durchgefihrter Operation. Es erfolgte eine
Normalisierung auf das Housekeeping Gen PPIA. Signifikante posttraumatisch
zunehmende TSPO Expression. Innerhalb der CCl Gruppen keine Signifikanz. Sham
Gruppen n=8, CCI Gruppen n=12, ns p>0,1, *** p<0,001, One Way ANOVA nach Rout Test
(Q=1%), keine Ausreil3er

Im Nachweis der TSPO-Expression zeigte sich in den Gruppenvergleichen ein
signifikanter Unterschied zwischen CCI und Sham- Gruppen. Innerhalb der CCI

Gruppen zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied.
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MW 1 MW 2 Mw Diff SE Diff Signifikant | p-Wert
Sham Veh vs 0,00009215 | 0,00008101 | 0,00001114 0,00004051 Nein 0,9926
Sham AB
Sham Veh vs CCI | 0,00009215 | 0,0004222 -0,0003300 0,00003698 Jax** <0,0001
Veh
Sham Veh vs CCI | 0,00009215 | 0,0004183 -0,0003261 0,00003698 Jarrx <0,0001
AB
Sham AB vs CCI | 0,00008101 | 0,0004222 -0,0003412 0,00003698 Jaxr* <0,0001
Veh
Sham AB vs CCI | 0,00008101 | 0,0004183 -0,0003372 0,00003698 Jaxr* <0,0001
AB
CCl Veh vs CCI 0,0004222 0,0004183 0,000003917 | 0,00003308 Nein 0,9994
AB

Tabelle 16 deskriptive Statistik der zu PPIA normalisierten TSPO Expression. Mittelwert
(MW) und zugehdriger Standardfehler des Mittelwertes (SE Diff). Sham Veh n=8, Sham AB
n=8, CCl Veh n=12, CCI AB n=10
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5.5.2. CD74
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Abbildung 41 Die Gabe von Antibiotika und Antimykotikum hat keinen Einfluss auf die
posttraumatische CD74-Expression

Das Saulendiagramm stellt die Anzahl der mRNA Kopien von CD74 normalisiert zur PPIA-
Expression 72 Stunden posttraumatisch dar. Es zeigt sich eine signifikant zunehmende
MHC 2 Expression nach Trauma. Innerhalb der CCI Gruppen zeigt sich keine Signifikanz.
Sham Gruppen n=8, CCl Gruppen n=12, ns p>0,1, *** p<0,001, One Way ANOVA nach
Rout Test (Q=1%), keine Ausreil3er

CD74 kodiert fur ein Chaperon, welches fur die Faltung der MHC2-Proteinkomplexe
verantwortlich ist und daher zum Nachweis der MHC-2-Aktivitdt genutzt wird. Der
Nachweis der MHC-2- Aktivitat wird hier zur Quantifizierung der Mikroglia-Aktivitat
genutzt. In der Analyse der CD74- Expression zeigte sich erneut zwischen den sham
und CCI Gruppen ein signifikanter Unterschied, was der posttraumatischen Mikroglia-
Aktivierung entspricht. Durch eine antibiotische und antimykotische Therapie zeigte
sich innerhalb der CCI oder Sham Gruppen jedoch kein signifikanter Unterschied der

Mikrogliaaktivierung.
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MW 1 MW?2 MW Diff SE Diff Signifikant | p-Wert
Sham Veh

0,005900 | 0,005053 | 0,0008475 | 0,0005980 Nein 0,5280
vs Sham AB
Sham Veh

0,005900 | 0,03634 -0,03044 | 0,002990 Jar** <0,0001
vs CCI Veh
Sham Veh

0,005900 | 0,03816 -0,03226 | 0,002185 Jarr* <0,0001
vs CCIl AB
Sham AB vs

0,005053 | 0,03634 -0,03129 | 0,003302 JpEFES 0,0001
CCl Veh
Sham AB vs

0,005053 | 0,03816 -0,03311 | 0,001816 Ja*** <0,0001
CCIl AB
CCl Veh vs _
a3 0,03634 0,03816 | -0,001817 | 0,003945 Nein 0,9661

Tabelle 17 deskriptive Statistik der zu PPIA normalisierten MHC2 Expression. Mittelwert
(MW) und zugehdriger Standardfehler des Mittelwertes (SE Diff). Sham Veh n=8, Sham AB
n=8, CCl Veh n=12, CCI AB n=10
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6. Diskussion
6.1. Diskussion der Methoden
6.1.1. Ubertragbarkeit des murinen Experiments auf den Menschen

Fraglich ist, inwieweit sich die Ergebnisse der Studie auf die menschliche Klinik
Ubertragen lassen [274]. Das experimentelle SHT an der Maus dient der
pathophysiologischen Grundlagenforschung, ist aber in seinem Transfer auf den
menschlichen  Organismus  limitiert.  Zwar  zeigen  Mausmodelle  viele
Uberschneidungen in Bezug auf die physiologische und anatomisch-strukturelle
Beschaffenheit mit dem menschlichen traumatischen Hirnschaden, zeigen sich die
beeinflussenden Bedingungen des menschlichen Schadelhirntraumas doch deutlich
inhomogener [274]. Die Rahmenbedingungen bei einem Mausmodell sind fiir jede
Maus einheitlich. Sie besitzen die gleiche genetische Ausstattung, erhielten ein
standardisiertes Trauma und gleiches Futter beziehungsweise Trinken sowie eine
einheitliche posttraumatische Betreuung. Die Verletzungen und die daraus folgenden
Schaden sind somit weitestgehend homogen und deshalb vergleichbar. Ein
Schadelhirntrauma beim Menschen ist dagegen sehr heterogen. Sowohl die Art, der
Ort und die Schwere des Traumas, als auch der Genotyp, die Lebensweise und der
gesundheitliche Zustand des jeweiligen Menschen zum Zeitpunkt des Traumas
unterscheiden sich sehr. Es ist beeinflussbar durch zum Beispiel Vorerkrankungen,
Hamatome, Hypotonie, Ischamie und Medikamentengebrauch [19]. Auch ein
fortgeschrittenes Alter, vor allem ein Alter >75 Jahren, ist ein Risikofaktor fur
auftretende Komorbiditaten und fihrt zu héheren Raten an Komplikationen, einer
langeren Dauer des Krankenhausaufenthalts und eingeschréankten funktionellen
Ergebnissen sowie gesteigerter Mortalitat [275, 276]. Bei Mausen liel3 sich vor allem
bei gealterten Tieren zeigen, dass eine periphere LPS-Applikation zu hyperreaktiven
Mikroglia mit erhohter Expression von IL-13, IL10 und TLR-2 fiihrte. Vor allem bei
alteren Tieren fuhrte die Gabe peripheren LPS zu einer Uberproportionalen
neuroinflammatiorischen Reaktion mit langerem krankheits- und
depressionsahnlichem Verhalten [277]. Altere Mause zeigten nach experimentellem
CCI eine schlechtere neurologische Funktion und hohere Sterblichkeitsrate als die
jungen Tiere, bei gleichen Kontusionsvolumina. Vor allem die jungen Mause zeigten
jedoch auch eine T-Zell Migration in beiden Hemispharen, wahrend bei den alteren
Tieren vornehmlich eine neuroinflammatorische Reaktion der ipsilateralen

Hemisphare zu beobachten war [278].
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Weiterhin spielt auch die Erstversorgung wie auch Langzeitversorgung mittels
additiver Malinahmen wie Physiotherapie, Ergotherapie, Logopadie nach Trauma eine
gro3e Rolle. Das SHT an sich umfasst heterogene Pathologien fokaler wie auch
diffuser Art im Sinne einer andauernden Neuroinflammation, weshalb eine
Vereinfachung und Generalisierung auf Grund der Vielfalt des menschlichen SHT
schwierig ist [279]. Die kognitiven Schéaden, die vor allem zu langfristig nachweisbaren
Verhaltensdefiziten fuhren, und zu den bedeutenden sowohl gesundheitlichen wie
auch soziobkonomischen Folgen nach SHT beim Menschen fihren, sind im

Mausmodell nicht umfassend erkennbar [19].

Auch das Mikrobiom der Maus und des Menschen unterscheiden sich im Sinne der
vorherrschenden Gattungen. Aus funktioneller Sicht jedoch scheinen sie sich ahnlich
zu sein [280]. Eine Ubertragbarkeit der Auswirkungen bestimmter Bakteriengattungen,
welche sich im murinen Modell zeigen lassen, auf die menschliche Klinik ist somit
limitiert aber moglich. Bei Ratten und noch viel mehr menschlichen Primaten wie den
Schimpasen liel3 sich im Vergleich zu Mausen eine dem Menschen &hnlicherere
mikrobielle Zusammensetzung zeigen. Auch im Hinblick auf ethische Limitationen
konnte es sinnvoll sein, weiterhin  Ratten-Tier-Modelle zu  nutzen.
Beziiglich der gastrointestinalen Anatomie zeigen sich ebenso deutliche Unterschiede.
So zeigen Mause ein kleineres GroRenverhaltnis des Dinndarmes zum Dickdarm als
Menschen. Bei Menschen zeigt sich ein dem Dickdarm um den Faktor sieben langerer
Dunndarm, wohingegen bei Mausen der Diunndarm lediglich 2,5-mal so lang ist wie
das Kolon. Weiterhin besitzen Mause keinen Appendix, welcher vor allem beim
Menschen wichtige immunologische Funktionen abbildet und ein mikrobielles
Reservoir darstellt, wohingegen das Caecum bei Mausen wiederum deutlich

ausgepragter ist als bei Menschen [281].

Einem Tiermodell gelingt es insgesamt nur bedingt, alle méglichen Faktoren, die beim
Menschen Einfluss auf den Schaden und das neurologische Outcome nehmen,
abzubilden. Die Ubertragbarkeit des experimentellen SHT der Maus auf den

Menschen ist somit limitiert, dient jedoch der Grundlagenforschung.
6.1.2. Beurteilbarkeit der Langzeitfolgen

Gerade im Hinblick auf das langfristige Outcome und den bedeutenden Einfluss des
Sekundarschadens, der sich Stunden bis Monate nach erfolgtem Trauma entwickelt,

ist es womadglich sinnvoll, weitere Studien durchzufihren, die langer als 72h nach
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Trauma beobachten. In dieser Studie sind demnach nicht die endgultigen
Auspragungen des gesetzten CCIl zu sehen. Dennoch I&sst sich erkennen, dass nach
CCl ein ausgepragter neuronaler Verlust und Neuroinflammation vorhanden sind. Um
weiter zu verstehen, in wie weit die traumatisch induzierte Neuroinflammation durch
die Dysbiose im Verlauf aggraviert wird oder die antibiotische Therapie neuroprotektive
Effekte zeigt, wéare es sinnvoll, Studien durchzufihren, welche eine langere
posttraumatische Phase als 72 h abbilden, vor allem weil Studien zeigten, dass sich
Veranderungen der gastrointestinalen Barriereeigenschaften und Physiologie bis zu
vier Wochen nach erfolgtem Trauma nachweisen lassen, was weiterhin Einfluss auf
den sekundaren Hirnschaden und das Outcome nach SHT haben kann. Vor allem
auch bei weiblichen Mausen ist der Hohepunkt der Neurodegeneration 14 Tage nach

Trauma zu verzeichnen gewesen [16].
6.1.3. Trinkmenge

Auf Grund der gemeinsamen Haltung mehrerer Versuchstiere in einer gemeinsamen
Box ist nicht zu differenzieren welche Maus welche Menge an antibiotischer
Trinklésung zu sich genommen hat. Die Gewichtsanalyse zeigte zum einen eine
konstante Gewichtszunahme aller Tiere bis zum traumatischen Ereignis, die
mikrobiellen Analysen zeigten eine Auswirkung auf die im Stuhl nachgewiesenen
Bakterienkulturen. Ob aber durch die aufgenommene Trinkmenge ein ausreichender
Wirkspiegel erreicht worden ist, ist so nicht genau zu sagen. Auch trinken die Tiere mit
erhaltenem CCI postinterventionell auf Grund des reduzierten Allgemeinzustandes
deutlich weniger als die Sham Tiere, wodurch eine Beeinflussung in Folge einer

antibiotischen Therapie bei den CCI- Tieren limitiert ist.
6.1.4. Granularzellschicht

Im Rahmen des sekundaren Hirnschadens nach traumatischer Hirnverletzung kommt
es unter anderem zu kognitiven Funktionsstérungen im Sinne gestoérter Lernvorgange,
posttraumatischer Gedé&achtnisdefizite und Beeinflussung hoherer kognitiver
Funktionen, welche durch pathophysiologische Vorgange im Hippocampus zu
begriinden sind [282]. Nach experimentellem CCI lasst sich auch im Gyrus dentatus
des Hippocampus vor allem ein Untergang unreifer Neuronen zeigen, wohingegen
reife Neuronen verschont zu bleiben scheinen. Im Gegensatz zur offensichtlichen
kortikalen Gewebeschadigung nach CCI liel3 sich in Studien im Hippocampus bei

weitestgehend intakter Architektur lediglich eine Reduktion der Granularzellschicht des
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ipsilateralen Gyrus dentatus mit ausgepragtem Untergang dendritischer Fortsatze wie
auch eine Reduktion der Synapsendichte nachweisen [282]. Weiterhin zeigten sich
Hinweise auf eine verminderte Fahigkeit der Synapsenneubildung verschonter
Neurone nach CCI sowie eine verminderte neuronale Erregbarkeit der vorhandenen
Kdrnerzellen [282]. Der Ruckgang kognitiver Leistungsfahigkeit, welcher bei Epilepsie
aber auch alternden Gehirnen oder neurodegenerativen Erkrankungen wie zum
Beispiel Alzheimer beobachtet wird, korreliert hierbei mit dem Verlust hippocampaler
Synapsen des erwachsenen Gehirnes [283, 284]. Die Messung der Kornerzellschicht
im Gyrus dentatus diente in diesen Versuchen zur Einschatzung der Ausbreitung des
Sekundarschadens in umliegendes Hirngewebe. In unseren Ergebnissen zeigt sich
eine siginifikante posttraumatische Reduktion der Granularzellschicht des Gyrus
dentatus. Eine signifikante Beeinflussung durch die Gabe von Antibiotika und
Anitimykotikum zeigte sich jedoch nicht. Erfolgte Studien zeigten jedoch, dass bereits
ein leichtes CCI zu anhaltenden raumlichen Gedéachtnisdefiziten fiihren kann, ohne
dass sich neuronaler Zelltod oder eine axonale Schadigung im Hippcampus
nachweisen lasst [285]. Es lasst sich demnach vermuten, dass auch noch andere
Faktoren auf3er des neuronalen Zelltodes im Sinne einer reduzierten Kornerzellschicht
des suprapyramidalen Blattes des Gyrus dentatus zur Beeintrachtigung des Lernens
und des Gedachtnisses beitragen.
Interessant ware hier gegebenenfalls auch die Beobachtung einer posttraumatischen

Reorganisation und Rehabilitation ménnlicher Tiere im Vergleich zu weiblichen.
6.1.5. Integritat der BHS

TSPO als ein mitochondriales Membranprotein, welches in physiologischen
Zustanden nur minimal im zerebralen Gewebe nachweisbar ist, sich jedoch nach
Trauma oder inflammatorischen Prozessen vermehrt vor allem in Mikroglia exprimiert
zeigt, dient hier als Indikator einer erhdhten Permeabilitdt der BHS [286]. In unseren
Versuchen zeigte sich ein signifikanter Unterschied im Vergleich Sham zu CCI. Ein
Trauma fuhrt demnach zu einer Beeintrachtigung der BHS. Dass auch die mikrobielle
Dysbiose die BHS beeinflusst, zeigten Studien [287]. So zeigte sich in einer Studie an
mannlichen Mausen eine Reduktion der IL13, TSPO und MHC2 Expression sowie ein
verminderter IgG Nachweis in mikrobiomdepletierten Mausen nach CCI und wurde in
Verbindung mit einer posttraumatisch geringeren Beeintrachtigung der Integritat der
BHS durch antibiotische Therapie gebracht [17]. In unseren Ergebnissen zeigte sich

die IgG Extravasation sowie die TSPO Expression durch die antibiotische Therapie in
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den CCI Gruppen nicht beeinflusst. Ob dies auf geschlechtsspezifische Unterschiede
zurUckzufiahren ist, ware durch weitere Versuche herauszufinden. Sinnvoll ist hierbei
gegebenenfalls die Korrelation mit Ostrogen/ Progesteron und gegebenenfalls
Testosteron mit der IgG Extravasation sowie der Occludin, Claudin-5 und ZO-1- und

TSPO Genexpression.
6.2. Auswirkungen einer mikrobiellen Dysbiose auf neurobehaviorelle Parameter

Die durchgefuhrten Versuche zeigten eine deutliche posttraumatische Zunahme des
neurologischen Defizites, welches mittels NDS quantifiziert worden ist.
Bemerkenswerter Weise zeigte sich vor allem am dritten postoperativen Tag ein
signifikant héheres neurologisches Defizit in den antibiotisch therapierten CCI Mausen
im Vergleich zu den Vehikel-ernéhrten CCI Tieren. Auch wenn sich in der Auswertung
der volumetrischen Daten wie auch der Expression von GFAP und Iba-1 keine
Signifikanz zeigte, kann dies ein Hinweis darauf sein, dass eine mogliche Aggravation
oder der Hohepunkt der ausgeldsten neurologischen Defizites noch nicht abgebildet
worden sind. Auch kann dies fur zuvor angefuhrte Ergebnisse sprechen, welche ein
kognitives Defizit nachwiesen obwohl sich keine Unterschiede in der Volumetrie

zeigten.
6.3. Antibiotika Gabe

Eine Dysbiose des Mikrobioms lasst sich durch Gabe von Antibiotika und Antimykotika
induzieren, wie es in unseren Versuchen gezeigt wurde. Amoxicillin als Teil der
Aminopenicillin- Antibiotika weist das Wirkungsspektrum von Penicillin G mit
Erweiterung in den gramnegativen Bereich auf. Es ist somit wirksam gegen
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Escherichia coli, Listerien,
Enterokokken und Proteus-Bakterien. [288] Eine ansteigende Konzentration von
Proteobakterien wurde im Rahmen eines schlechteren Outcomes nach SHT
beobachtet. Proteobakterien gehdren zu den gramnegativen Bakterien und umfassen
unter anderem die Arten Eschericia coli, Helicobacter pylori. Eine Gabe von Amoxicillin
trdgt zu deren Depletion bei, weshalb hier ein moéglicher neuroprotektiver Effekt zu

erwarten gewesen ware.

Vancomycin als Glykopeptid-Antibiotikum ist wirksam gegen grampositive Bakterien,
wie zum Beispiel Staphylokokken, Streptokokken, Enterokokken, Lactobazillen und

Listerien und wird ebenso zur Bekampfung von MRSA genutzt. [289]
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Nystatin, ein Polyen-Antimykotikum hat durch Erh6hung der
Zellmembranpermeabilitat der Pilze fungizide Wirkung.

Die differenzierte Wirkung der gegebenen Substanzen lasst sich in diesen Versuchen
nicht darstellen, da auf Grund der kombinierten Gabe keine Aussage zum Effekt jeden
einzelnen Medikamentes moglich ist.

Auch wenn sich in unserer Studie keine Differenzierung der durch antibiotische
Therapie veranderten Bakterienstimme zeigen liel3, zeigte sich durch die antibiotische
Therapie eine Abnahme der grampositiven Mischflora, was fur die Wirksamkeit des
Vancomycins wie auch der Amoxiclavulansédure spricht. Vancomycin wie auch
Amoxiclavulansaure wirken gegen grampositive Erreger, wobei Vancomycin auf
Grund seiner geringen Bioverfugbarkeit vornehmlich lokale Wirkung im GI-Trakt
ausubt. Konsekutiv kam es zu einem Zuwachs der Enterobakterien bei den antibiotisch
behandelten Tieren im Sinne einer Dysbiose. Im makroskopischen Vergleich der
entfernten Caeci der Mause fiel im Vergleich der antibiotisch therapierten Tiere zu den
mit Vehikelldsung versorgten Tieren ein deutlich vergrof3ertes Caecum auf. Da sich
auch bei keimfreien Tieren ein vergol3ertes Caecum zeigte, kann die Grof3enzunahme
mit  einem  Uberproportionalen ~ Wachstum  normalerweise  durch  die
Kommensalgemeinschaft gehemmten mdglichen Pathobionten begrindet werden
[290]. Eine intestinale Dysbiose kann zur erhdhten Expression proinflammatorischer
Zytokine und dem Permeabilitéatsverlust der Darmepithelbarriere auf Grund einer
vermehrten Epithelzellapoptose wie auch des Verlustes von Adh&sionsmolekiilen
fuhren. Dies begunstigt die bakterielle Translokation und kann im Sinne einer Darm-
Hirn-Kommunikation eine erhéhte Mikrogliaaktivierung, erhéhte Spiegel von TNFa
sowie IL1B auslésen und eine Neuroinflammation unterhalten oder induzieren und eine
schlechtere Prognose nach SHT bedingen [291, 292]. Auch wurde beobachtet, dass
vor allem die Dominanz gram-negativer Bakterien die Produktion proinflammatorischer
Zytokine wie IL6 und IL1B durch Monozyten, Makrophagen und Mikroglia stimuliert
[205]. Ein signifikant erh6hter Nachweis von lbal-immunopositiven Partikeln und
GFAP im Sinne einer erhéhten Neuroinflammation zeigte sich in diesem Versuch im
Vergleich der antibiotisch therapierten zu den Vehikel- ernahrten Tieren jedoch nicht.
Auch eine Beeinflussung der Bluthirnschranke im Sinne eines erhdhten IgG Spiegels
oder einer erhbhten TSPO - Expression liel3en sich nicht nachweisen. Es ist moglich,
dass nach einer zwei-wdchigen antibiotischen Behandlung bereits eine Stabilisierung

der Kommensalgemeinschaft mit Zunahme der Anzahl der Bakterien der antibiotisch
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behandelten Tiere stattgefunden haben kdnnte, wie sich in den Experimenten mit
Gabe von Amoxicillin Clavulansaure zeigen lield [189]. Hier zeigte sich beispielsweise
nach zwei Wochen antibiotischer Therapie eine neuroprotektive Wirkung im Sinne
einer vermehrten Expansion IL-10 produzierender Treg Zellen mit folglicher IL-10
abhangiger Verringerung der IL17 positiven y&T-Zellen [189]. Auch beziglich
Vancomycin gibt es Studien, die diesem eine neuroprotektive und lasionsmindernde
Wirkung zuschreiben [189]. Durch die Applikation des Tetracyclins Minocyclin im
Rahmen eines SHT liel3 sich ein vermindertes Lasionsvolumen, sowie verbessertes
neurologisches Outcome vor allem am ersten posttraumatischen Tag zeigen. Der
Schutz des Minocyclins wurde hier auf entzindungshemmende Mechanismen
zurUckgefuhrt, da sich reduzierte mikrogliale Aktivierung wie auch reduzierte IL1(3
Expression zeigen lie3 [293]. Zu beachten ist aber, dass eine Kombination von
Ampicillin, Ciprofloxacin, Metronidazol, Vancomycin und Imipinem das Uberleben
nach einem ischamischen Schlaganfall reduzierte [236]. Es ist fraglich, ob die nicht
signifikanten Unterschiede des Lasionsvolumens im Hiblick auf eine antibiotische
Therapie mit der Tatsache zusammenhéangen, dass in dieser Studie weibliche Mause
verwendet wurden, die Verwendung von Vancomycin hier einen, wenn auch nicht
signifikanten, neuroprotektiven Einfluss ausibte, die komibinierte Gabe der Antibiotika
sich gegenseitig beeinflusst oder die Folgen einer Dysbhiose nur marginalen Einfluss
auf den traumatischen Hirnschaden bei weiblichen Mausen haben. Anhand der
aktuellen Studienlage ware eine Zunahme des Lasionsvolumen und Minderung der
koginitiv- motorischen Verhaltensweise der Maus nach antibiotischer Therapie auf
Grund der Aktivierung einer proinflammatorischen Zytokinkaskade nach mikrobieller
Dysbiose mdglich gewesen, wobei neuere Studien in Zusammenhang mit einer
antibiotischen Therapie vor und nach einem SHT je nach appliziertem Antibiotikum
neuroprotektive Effekte zeigen [294]. Weitere Studien mit detailierter Differenzierung
der mikrobiellen Flora und besserer Differenzierung der Wirkung der gegebenen

Antibiotika sind sinvoll.
6.4. Mikrobiom und SHT

Ein gesundes und ausgeglichenes Mikrobiom ist wichtig fur die Aufrechterhaltung der
systemischen Homdostase und immunologischen Funktion. Die Aufrechterhaltung
einer intakten Darmschleimhaut als mechanische und immunologische Barriere des
Gl-Traktes zum systemischen Kreislauf durch intestinale Epithelzellen, aber auch der

Lamina propria ansassige Immunzellen und enterische Gliazellen, hat zum einen
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positiven Effekt auf eine ausgeglichene Kommensalgemeinschaft der mikrobiellen
Flora, dient ebenso aber auch der Barriere zwischen Mikrobiom und Wirt. Uber
lymphatische, neuronale und vaskulare Wege kann das Mikrobiom mit dem ZNS im
Sinne einer bidirektionalen Gehirn-Darm-Achse kommunizieren [13]. Eine intakte
Darmschleimhaut ist hierfir essenziell und ermdglicht die Erhaltung eines
ausgeglichenen Elektrolythaushaltes, einer kontrollierten Nahrstoffaufnahme und
Ausbildung einer strukturellen Barriere. Eine gestdrte Darmbarriere und ein gestortes
intestinales Mikrobiom mit erhohter intestinaler Permeabilitit und folgender
Endotoxindmie hingegen werden mit der begunstigten Entstehung entzindlicher
Darmerkrankungen, dem metabolischen Syndrom wie auch Diabetes und dem SIRS
in Zusammenhang gebracht und beeinflussen die Morbiditat und Mortalitat nach einem
SHT. Auch werden neuropsychiatrische Erkrankungen mit einer Dysbiose in
Zusammenhang gebracht [295, 296] Im Sinne der als ,Bottom-Up*“Achse
bezeichneten Kommunikation kdnnen vom Darm ausgehenden Signale das ZNS
erreichen und beeinflussen. Zum Beispiel werden Uber von Mikroben freigesetzte
kurzkettige Fettsauren G-Protein gekoppelte Rezeptoren reguliert, welche zu einer
Freisetzung von Neurotransmittern und Hormonen wie Serotonin, Dopamin,
Noradrenalin, GABA, ACh und Histamin fiihren und eine Interaktion mit neutrophilen
Granulozyten und Monozyten erméglichen [297, 298]. Freigesetzte LPS wirken tber
Toll like Rezeptoren 2 und 9 inflammatorisch und haben auf Grund verminderter
Expression von Adhasionsmolekulen und Apoptose von epithelialen Darmzellen die
Moglichkeit durch eine gestdrte gastrointestinale Barriere, in das lymphathische
Gewebe und den systemischen Kreislauf einzutreten [299]. Neuroinflammatorische
Prozesse wie zum Beispiel eine Mikrogliaaktivitat im Sinne einer proinflammatorischen
Reaktion kénnen nun begtinstigt werden. Sie beeinflussen somit inflammatorische
Prozesse sowie hirnspezifische Aktivitditen wie &ngstliches Verhalten, Lernen,
Gedachtnis, aber auch die Mikrogliaaktivitat und Integritdt der BHS und somit das
Ausmal’ des sekundaren Hinschadens [198, 291, 297].

Als Regulatoren der Treg und yd T Zellen kdnnen darmbewohnende Mikroben
ischamische Hirnverletzungen durch folgliche Sekretion von IL-17 und
chemotaktischer Signale aus yd T-Zellen mit Aktivierung der peripheren myeloischen
Zellen wie Neutrophilen und Monozyten verschlimmern [300]. Auch liel3 sich in einer
Studie zeigen, dass das Uber die Nahrung aufgenommene Tryptophan durch

Darmmikrobiota in Metabolite umgewandelt wird und in Kombination mit Interferon 1
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die Aryl- Kohlenwasserstoff- Rezeptor (Ah-R) -Signallibertragung in Astrozyten
aktiviert, welche die zerebrale inflammatorische wie auch neurodegenerative Reaktion
mindert. Vor allem die Ampicillin- empfindlichen und Vancomycin- resistenten
Bakterien scheinen hier von Bedeutung zu sein, da vor allem die Applikation von
Ampicilin ~ zu  einer  beeintrachtigten  Genesung im  experimentellen
Autoimmunenzephalitis-Modell fuhrte [301].
Aber auch im Sinne einer ,Top-Down“ Achse ist eine entgegengesetzte
Kommunikation vom ZNS ausgehend mit dem Darm mdglich. Diese wird durch das
enterische wie auch autonome Nervensystem, ausgeschuttete Neurotransmitter aber
auch durch die Hypothalamus-Hypophysen-Achse ermdglicht. Ein SHT kann hierdurch
ebenso zu einer Beeinflussung der mikrobiellen Integritéat des Darmes fuhren [8].

Sogar bei scheinoperierten Mausen liel3 sich bei Houlden et al. eine veranderte
mikrobielle Zusammensetzung zeigen, was darauf hindeutet, dass auch eine Schein
Operation tiefgreifende Veranderungen des Mikrobioms verursachen kann und fir die
bidirektionale Kommunikation im Sinne einer Top-Down-Achse spricht [219]. Auch
zeigte sich eine posttraumatische Entzindungsreaktion im Darm, welche sich durch
eine gestorte Integritdt der Schleimhautbarriere auf Grund der zytokingetriggerten
Apoptose von Darmepithelzellen darstellen lieR und eine proinflammatorische
Reaktion im ZNS begunstigte. [198, 297, 299]. In unseren Ergebnissen kénnen wir
diese Untersuchungen nicht bestétigen. Eine Beeinflussung der mikrobiellen Flora lief3
sich allein durch die Sham-Operation an weiblichen Ma&usen nicht zeigen.
Gegebenenfalls lasst sich hier ein resistenteres Mikrobiom bei weiblichen
Versuchstieren bestatigen, welches in Versuchen von Homma et al gezeigt worden ist
[268].

Zur Quantifizierung einer inflammatorischen intestinalen Reaktion in Form reaktiver
enterischer Gliazellen nach SHT kann es sinnvoll sein, auch die proinflammatorische
GFAP und antiinflammatorische IL10-Expression der Schleimhaut des Dickdarmes zu

bestimmen.

In unseren Versuchen liel3 sich durch antibiotische wie auch antimykotische Therapie
eine Veranderung der mikrobiellen Zusammensetzung im Sinne einer Depletion der
grampositiven Mischflora mit konsekutivem Zuwachs der gramnegativen
Enterobakterien beobachten. Eine zusatzliche traumatisch induzierte Dysbiose liel3
sich nicht zeigen. Mdoglich wéare ebenso eine Vermehrung der Proteobakterien und

Peptococcaceae (Ordnung Clostridien) und eine Abnahme des Firmicutes wie auch
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Prevotellaceae Spiegels, wie es in Studien nach experimentellem Schlaganfall gezeigt
wurde [219]. Verminderte Spiegel von Prevotellaceae sind in Verbindung mit Autismus,
Morbus Crohn und Typ-1-Diabetes gestellt worden [198, 302, 303]. Gramnegative
Firmicutes oder Prevotellaceae oder grampositive Proteobakterien und
Peptococcaceae sind in unserer Untersuchung nicht differenziert worden. Firmicutes-
Bakterien, zu welchen auch das Lactobazillus zugehorig ist, zeigten neuroprotektive
und psychotrope Effekte und fihrten zu einer Minderung traumatisch bedingter
Defizite. Eine moégliche Supplementierung dieser Bakterien kann protektive Effekte
haben und im Rahmen eines SHT sinnvoll sein. Ma et al. zeigten dass die durch
Laktobazillen induzierte neuroprotektive Wirkung die Infektionsraten und
Hospitalisierung reduzierten [252, 304, 305].

Auch die Gabe von Probiotika, welche die Integritdt der Darmschleimhaut durch
straffung der gap junctions unterstitzen kénnen und mit Hilfe Butyrat-produzierender
Bakterien die Induktion regulatorischer T Zellen unterstitzen kdnnen, aber auch in
Versuchen von Sun et al zu verminderten Spiegeln von Caspase-3 und Bax fihrten
(siehe 1.1.2.6), zeigten in Studien mit induzierten Verletzungen des Rickenmarkes
und nach CCI ein besseres Outcome in Form schnellerer Erholung der neurologischen
Funktion [291, 306]. Bisher in der Literatur erwahnte protektiv wirkende Spezies sind
Lactobazillus acidopholus, Clostridium butyricum und Lactobazillus farmicis. Ob diese
Populationen durch unsere antibiotische Therapie in relevanter Form eine
Konzentrationsanderung erfuhren ist auf Grund der wenig differenzierten mikrobiellen

Analyse nicht zu beantworten, ware es jedoch eine interessante Fragestellung.
6.5. Geschlechtsabhangige Unterschiede

Wohingegen Tierstudien ein besseres Outcome weiblicher Mause nach schwerem CCI
zeigen, ergeben einige Studien an weiblichen Menschen ein schlechteres Outcome.
In einigen Studien mit Tierversuchen zeigt sich, dass es bei mittelschwerem bis
schwerem SHT ein besseres Outcome bei weiblichen Tieren gibt [255]. Auch in
retrospektiven Studien am Menschen zeigte sich zum einen ein besseres Uberleben
und weniger Komplikationen bei weiblichen Menschen nach mittelschwerem bis
schwerem SHT. Vor allem post- und perimenopausale Frauen zeigten signigfikant
niedrigere Risiken [18]. Ostrogen scheint eine neuroprotektive Wirkung zu haben, als
Antioxidanz zu wirken und entzindungshemmende Wirkung durch verminderte
Expression von zum Beispiel TNF a zu zeigen. Weiterhin schitze es vor Glutamat-

induzierter Exzitotoxizitat und fihrt durch die Aktivierung der Transkription
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antiapoptotischer Gene wie Bcl-2 zu vermindertem Zellverlust [307]. Es tragt dazu bei,
dass die Durchlassigkeit der BHS gemindert und das zerebrale Odem reduziert wiirde
[308]. Auf Grund einer erhdhten endothelialen Stickoxidsynthase-Expression tragt es
zudem zu einem verbesserten zerebralen Blutfluss bei [259]. Es ist trotzdem unkKlar,
inwieweit Ostrogen die Mortalitat und Morbiditat nach SHT beeinflusst, sofern man
bedenkt, dass sich innerhalb der Gruppe der weiblichen Trauma- Patientinnen vor
allem bei den postmenopausalen Frauen eine verminderte Morbiditat und Mortalitat im
Vergleich zu den pramenopausalen Frauen mit htherem Ostrogenspiegel zeigte und
sich auch in der Gruppe der moderaten SHT bei mannlichen Menschen ein besseres
Outcome zeigte [18, 255]. Man sollte auch hinzuziehen, dass sich eventuell
geschlechtsspezifische Unterschiede in Bezug auf die Grol3e des Schadels und damit
GehirngréRe ergeben wund dass es geschlechtsabhangig unterschiedliche
Motivationen bei den Tieren geben kann, Verhaltensaufgaben zu bewerkstelligen, die
einen Grof3teil unserer Ergebnisse zur Beurteilung des Sekundarschadens lieferten
[255]. Weiterhin zeigten Studien, dass trotz geschlechtsspezifischer Unterschiede in
der funktionellen MRT, dem zerebralen Odem und dem intrakraniellen Druck, welche
bei weiblichen SHT-Patientinnen ausgepragter ausfielen, keine Unterschiede in der
Kognition und der Dauer der Genesung vorlagen [309, 310]. Weibliche Mause zeigten
in einer Studie nach SHT, dass sie besser liefen und weniger Angst hatten als die
mannlichen Mause, trotz gleichem Volumen der Hirnlasion [265, 266]. Fur das weitere
Verstandnis dieser Zusammenhdnge sind weitere Studien erforderlich.
Die Studie von Kupina et al zeigt weiterhin, dass der Ho6hepunkt der
Neurodegeneration bei weiblichen Versuchstieren nach Aufprallbeschleunigungs-CCI
bei circa 14 Tagen lag im Vergleich zu drei Tagen bei mannlichen Mausen. Dies kann
ein Hinweis darauf sein, dass bei unserem Versuchsaufbau mit einem Uberleben der
Tiere von nur 72 Stunden nach CCI der Zeitpunkt des maximalen Schadens bei den
weiblichen Versuchstieren nicht erfasst worden ist. Zum anderen liel3 sich bei
schwerem CCI kein Unterschied in der Schadensgrof3e zwischen ménnlichen und
weiblichen Tieren erkennen [311, 312]. Hierzu ist es sinnvoll, weitere Studien

durchzufthren.
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7. Zusammenfassung

Das SHT ist als ein fortschreitendes Krankheitsbild mit ausgepragten Langzeitfolgen
zu sehen. Nach einer primaren Verletzung im Sinne eines mechanischen Schadens
des Hirngewebes sowie Gefalidisruption, Blutung, veranderter Perfusion des
Gewebes, einer Permeabilitatsernbhung der BHS mit folgender Invasion von
Immunzellen wie Leukozyten und einer Stoffwechselstérung kommt es Minuten bis
Jahre nach dem Trauma zur Entwicklung des Sekundarschadens. Dieser durch
Neuroinflammation und Neurodegeneration gezeichnete Prozess fuhrt zu
neurologischen Defiziten. Die Darm Hirn Achse gewéhrt eine bidirektionale Interaktion
zwischen Hirn und Darm und eine mikrobielle Dysbiose sowie gestérte
gastrointestinale Homoostase sind in  Zusammenhang mit neurologischen
Krankheitsbildern gestellt worden. Zunehmende Studien zeigen, dass das intestinale
Mikrobiom an der Modulation zellularer und molekularer Mechanismen beteiligt ist und
pathophysiologische Prozesse nach ZNS-Verletzungen beeinflussen kann. Ob eine
praventive antibiotische Therapie einen Einfluss auf den posttraumatischen

Sekundarschaden in weiblichen Versuchstieren hat, war eine Frage dieser Arbeit.

Auch wenn sich in aktuellen Studien ein neuroprotektiver Effekt durch Hemmung der
Neuroinflammation und verminderter Apoptose bei mannlichen Versuchstieren zeigt,
zeigte sich in der vorliegenden Arbeit kein signifikanter Effekt im Bezug auf das
Ausmal} des Hirnschadens oder die Mikroglia- und Astrozyenaktivierung durch die
antibiotische Therapie. Die neurobehaviorellen Untersuchungen zeigten jedoch am
dritten posttraumatischen Tag eine Aggravation des Schadens im Sinne eines
Einflusses auf das neurologische Defizit 72 Stunden nach Trauma, weshalb die
ausgeloste Dysbiose, welche sich in den mikrobiologischen Untersuchungen zeigen
lie3, moglicherweise temporar einen negativen Effekt ausubte. Da Patienten mit einem
SHT jedoch auch eine erh6hte Vulnerabilitat fur sekundare Infektionen wie Pneumonie
und postinterventionelle Meningitis haben, welche eine erhdhte Mortalitat zur Folge
hat, kann durch eine friihe antibiotische Therapie, welche in unseren Ergebnissen
keine neurodestruktiven Effekte im Sinne eines erhghten L&sionsvolumens oder
reduzierten Kornerzellschicht des suprapyramidalen Blattes des Gyrus dentatus
zeigte, moglicherweise die Mortalitat, gegebenenfalls auch das Outcome nach SHT
durch Gabe bestimmter Antibiotika verbessert werden. Ob hierbei dann auch
zusatzliche neuroprotektive Off-target Eigenschaften signifikant zum tragen kommen,

oder es vor allem zu spateren posttraumatischen Zeitpunkten eher zu einer
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Aggravation des neurobehaviorellen Defizites kommt, werden weitere Studien
untersuchen. Weitere Langzeitstudien und Studien zur Differenzierung der Wirkweise
bestimmter antibiotischer Praparate auch im Hinblick auf die Vermeidung unndtiger
antibiotischer Therapien und konsekutiver Férderung der Entwicklung multiresistenter
Keime sowie die weitere Erforschung des antibiotischen Einflusses auf den
Sekundarschaden sind unerlasslich um in Zukunft adaquat die posttraumatische
Prognose zu verbessern. Eine Identifikation moglicher neuroprotektiv oder
mikrobiomstabilisierend wirkender bakterieller Spezies im Zusammenhang mit dem
SHT sind sinnvoll, um gegebenenfalls durch Gabe bestimmter Probiotika das Outcome

zu verbessern.

Es ist wichtig, bei einem so umfassenden pathologischen Geschehen wie dem SHT,
das Geschehen als multifaktoriell zu betrachten und zu versuchen, moglichst viele
Parameter, die dieses Geschehen beeinflussen, zu betrachten und zu beachten. Nur
so kann eine relevante Ubertragbarkeit auf das menschliche SHT gewdhrleistet
werden, um in Zukunft hoffentlich Therapiestrategien fir ein besseres Outcome nach

dem meist lebensverandernden SHT zu postulieren.
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