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1. Einleitung

Traumatische Ereignisse gehoren weltweit zu den haufigsten tédlichen Ursachen
junger Erwachsener (1). Ausschlaggebend fur einen letalen Verlauf ist zumeist
das Ausmal einer Hirnverletzung (2). Wird ein Hirnschaden Uberlebt, besteht die
Gefahr, Behinderungen mit lebenslangen Einschrankungen im Alltag davon zu
tragen. Zusatzlich resultieren aus dem Unfallhergang haufig
Weichteilverletzungen  sowie  Frakturen des  knochernen  Skeletts.
Standardisierte Behandlungsstrategien werden dem individuellen
Schadensausmal vor allem junger Patienten nur annahernd gerecht (3-5). Kaum
ein Patientenkollektiv bendtigt eine derart interdisziplinare und individuelle
Behandlung. Entscheidend fur das langfristige Behandlungsergebnis ist oftmals
die initiale Therapie (6).

Trotz rucklaufiger Fallzahlen in den einkommensstarken Nationen und stetigem
Fortschritt der medizinischen Versorgung imponieren die langfristigen Folgen.
Folgen, die auch soziobkonomisch von der Gesellschaft getragen werden
mussen (7). Erwahnenswert ist, dass die Inzidenz von Schadel-Hirn-Traumen
(SHT) in Landern mit mittlerem bis niedrigem Einkommen weiterhin zunimmt (5).
Das SHT verursacht eine integrale Beeintrachtigung der kognitiven, motorischen
und affektiven Funktionen im Menschen (8-10).

Neurobiologisch lassen sich neurodegenerative und neuroinflammatorische
Komponenten einer Hirnverletzung feststellen (11). Diffuse Strukturschaden im
neuronalen Netzwerk und Stérungen der Barriere zwischen Blut und Hirngewebe
folgen auf das primare Ereignis und werden als sekundarer Hirnschaden
bezeichnet (12, 13). Die neurovaskularen Schaden manifestieren sich
ausgehend vom Unfallzeitpunkt innerhalb von Stunden, teilweise sogar Uber
Jahre (11, 14, 15). Mehrfachverletzungen bilden ein Forschungsterrain mit
speziellen Anforderungen an alle Beteiligten. Pathophysiologische Interaktionen
zwischen Frakturen und SHT eroffnen zudem vielfaltige Kombinationsvarianten
(16-18).

Auf knécherne Frakturen folgt ein komplexer Heilungsprozess. Dieser beinhaltet
eine ausgedehnte Entzuandungsreaktion. Immunzellen und Zytokine bewirken

eine systemische Reaktion. Bei begleitendem SHT ist die kompromittierte
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Barriere zwischen Blut und Hirngewebe dabei von besonderem Interesse. Es gilt
zu klaren, welchen Einfluss zirkulierende Faktoren auf die Neuroinflammation

respektive den sekundaren Hirnschaden haben (16, 17, 19).

Ziel dieser Studie ist es, die Langzeitfolgen einer kombinierten Verletzung aus
SHT und Femurfraktur am Mausmodell zu untersuchen. Zur Anwendung kommen
operative Methoden, die kontrollierte und reproduzierbare Schaden hervorrufen.
Im Uberlebenszeitraum von 6 Wochen erfolgten diverse verhaltensbiologische
Testverfahren. Ferner kam es im Anschluss zu biochemischen, histologischen

und molekularbiologischen Analysen.

Fur das Gelingen und zielorientierte Einsetzen evidenzbasierter Medizin sind
Kenntnisse Uber die Grundlagen der pathophysiologischen Prozesse
unabdingbar. Durch diese Studie soll Wissen gewonnen werden, das dem
tieferen Verstandnis der Interaktionen grolRer Knochenfrakturen und schweren

Hirnverletzungen dient.
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1.1 Das Polytrauma
1.1.1 Definition

Bisher konnte sich weltweit keine einheitliche Beschreibung fur den Begriff
,Polytrauma“ durchsetzen (20). Jedoch hat sich in der Fachliteratur eine
allgemein anerkannte Definition etabliert: So handele es sich um ein Polytrauma
bei ,Gleichzeitig entstandene Verletzungen mehrerer
Korperregionen/Organsysteme, wobei wenigstens eine Verletzung oder die
Kombination mehrerer Verletzungen vital bedrohlich ist” (21-23). Demnach sind
Verletzungen, die zu keiner vitalen Bedrohung fuhren oder Einzelverletzungen von
dieser Definition ausgeschlossen (21). Verschiedene Scoring-Methoden ermdglichen
eine nationale und internationale Vergleichbarkeit. Gegenwartig hat sich vor allem (v.
a.) die Orientierung an der Unfallschwere bewahrt. Angegeben werden die Werte mit
dem Injury Severity Score (ISS). Mit dem ISS etablierte sich eine medizinische
Bewertung der Traumaschwere. Die klinische Beurteilung korreliert mit der
Sterblichkeit und Hospitalisation (24). Insgesamt umfasst die Bewertung Zahlenwerte
von 0 bis 75, die sich beispielsweise aus der betroffenen Korperregion berechnen
lassen. Die Einstufung ,schwer verletzt” wird durch einen Score ab einschlieRlich 16
Punkten erreicht (24, 25).

1.1.2 Epidemiologie

Durch das TraumaRegister DGU® (TR-DGU) werden in Deutschland nahezu
flachendeckend alle Verletzungen dokumentiert. Die Zahl der Verletzten wird
entsprechend ihren unterschiedlichen Scorings und der jeweiligen Definitionen
zugeordnet. Bei einem Basiskollektiv von 32.580 versorgten Patienten im Jahr 2018
erfullten hiervon 4735 die Definition eines Polytraumas (26). Bei einer Anzahl von circa
(ca.) 18.300 Schwerverletzten entspricht dies einer Inzidenz von 0,02 % pro Jahr in
Deutschland (7).

Bei genauerer Betrachtung offenbart sich, dass v. a. Manner mit schweren
Verletzungen registriert wurden. Das Durchschnittsalter lag bei 45,9 Jahren. Mit Blick
auf die Ursache fur ein polytraumatisches Verletzungsmuster spielen mit 57 % v. a.
Verkehrsunfalle eine bedeutende Rolle. Erwahnenswert sei hier, dass bei 25 % der
Patienten ein schweres SHT am Unfallort vorgelegen habe. Wie relevant eine

adaquate Versorgung auf evidenzbasierten Daten ist, lasst sich an der hohen



Literaturrecherche 3

Klinikletalitat mit 14 % erkennen (27). Die akute Versorgung und Rehabilitation eines
Schwerverletzten gehen mit durchschnittlich 106.000 Euro einher. Die Ruckkehr ins
Berufsleben liegt bei etwa 60 %. Zusammenfassend hat eine polytraumatische
Verletzung neben den individuellen Belastungen somit auch wirksame

soziookonomische Folgen (7).

1.1.3 Pathophysiologie

Der verursachte Schaden bei einem Trauma ist stark abhangig von
verschiedenen Faktoren. Lokalisation, Intensitat und die Dauer der einwirkenden
Krafte sind hier maldigebend. Sie bestimmen das Ausmal} und die individuellen
Muster des entstehenden Gewebedefekts. Vom verletzten Gewebe wird
umgehend eine Grofdzahl an Ribonukleinsaure (RNA), Desoxyribonukleinsaure
(DNA) und weitere Zellbestandteile in die Umgebung freigesetzt. Die
ausgelosten Fragmente und Molekule werden als schadenassoziierte molekulare
Muster (damage-associated molecular patterns = DAMPs) bezeichnet (28).
Zugleich kommt es durch eine Schadigung physiologischer Barrieren zum
Eindringen pathogener Mikroorganismen. Als Reaktion darauf folgt eine
Freisetzung der pathogenassoziierten Muster (pathogen-associated molecular
patterns = PAMPs) (29). Summarisch fuhrt die Freisetzung von DAMPs und
PAMPs, sowie das rasche Offenlegen der fur das korpereigene Immunsystem
physiologisch verborgenen Strukturen zu einer wirksamen Belastung als Antigen
(28). Verletzungen sind oft mit auReren Gegenstanden verbunden, welche dann
in sonst fur sie unzugangliche Strukturen eindringen. Bei Kontakt mit
unbekannten Oberflachen kommt es zu einer Aktivierung des Gerinnungs- und
Kallikrein-Kinin-Systems. Dies soll dem korpereigenen Verschluss von undichten
subendothelialen Strukturen dienen (30).

Triggermoleklile wie beispielsweise C3 als Komplementfaktor sind unter
anderem in der Lage, fremdes Material zu identifizieren. Uberdies erkennen sie
DAMPs aus endogenen Gefahren, wie sie bei apoptotischen Zellen entstehen
(31). Erganzend kommt es zur Aktivierung einer spezifischen Immunantwort, um
sowohl endogene als auch exogene Gefahren abzuwehren. Kommt es zu einem
ausgedehnteren Ereignis durch Hypoxie, Begleitverletzungen oder Operationen,
kann eine unkontrollierte inflammatorische Reaktion des Organismus die Folge
sein. Klinisch erscheint ein Systemisches inflammatorisches Response-Syndrom
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(SIRS). Bei Beteiligung von Mikroorganismen, beispielsweise nach Eindringen uber
traumatisch entstandene Eintrittspforten, kann dartber hinaus eine Sepsis resultieren.
Weiterhin wird die Funktion diverser Zellen so weit beschrankt, dass dies ein
Multiorganversagen nach sich ziehen kann (MODS) (28).

Verletzte/Apoptotische Zellen
Membranbestandteile

DAMP

RNA/DNA

Mikroorganismen Exogene Endogene
PAMP Gefahren Gefahren

Gefahren-
erkennung

Gefahren-
Ubertragung

Immun-
reaktion

Gefahren-
eskalation

Gefahren-

lbersetzung
WENGIES

Ereignis Gefahren-
reaktion

Gefahren-
beseitigung

Regeneration

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Traumakreislaufs

Auf der Abbildung wird eine schematische Darstellung eines Trauma-Kreislaufs gezeigt. Ausgangspunkt
bildet das Traumaereignis. Die endogenen Zellfaktoren sorgen fiir die gefahrassoziierte Reaktion im
Korper. Kommt es im Ablauf der Regeneration zu einem zweiten Ereignis durch exogene Faktoren, fihrt

dies zu einer Uberreaktion des Immunsystems bis hin zu einem Multiorganversagen. Die Abbildung ist
modifiziert nach (28).
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Eine weitere Herausforderung fur den Organismus ist die Fehlkommunikation der
einzelnen Kaskaden im Immunsystem. Dies kann nachfolgend eine
unkontrollierte Aktivierung des Komplementsystems auslésen. Diese Aktivierung
geschieht bereits in der fruhen Phase des Traumas. Grad und Dynamik dieser
Aktivierung haben Auswirkungen auf die nachkommende Inflammation im
verletzten Organismus. So kann das Verhaltnis der Komplementfaktoren C3a/C3
als Bewertung fur die Schwere eines Traumas herangezogen werden. Vermutlich
kommt es ferner zu einer Interaktion zwischen den Serinprotease-Kaskaden im
Gerinnungs- und Komplementarsystem (28, 32).

Ungefahr ein Viertel der schwer verletzten Patienten entwickelt eine
Koagulopathie. Ursachlich dafur kommen zumeist unkontrollierbare Blutungen in
Betracht, die eine disseminierte intravasale Gerinnung (DIC) zur Folge haben
konnen. Als gefurchtete Komplikation kann es darlber hinaus zu einer
traumainduzierten intravaskularen Koagulopathie (TIC) kommen (33). Nach
Aktivierung der neuroendokrinen Achse durch verletztes Gewebe und
hamodynamischer Instabilitat kommt es Uber den Protein-C-Signalweg zu einer
akuten Koagulopathie. Eine erhohte Thrombinfreisetzung und Fibrinolyse wird
uberdies vom verletzten Gewebe induziert. Bei verstarkter systemischer
Aktivierung der Gerinnungskaskade mit anschlieRender Fibrinolyse fuhrt dies
nachfolgend zu einem Fibrinogenverlust. Ferner bedroht eine globale
Beeintrachtigung der Hamostase den Organismus (34).

Im Rahmen der posttraumatischen zellularen Antwort kommt es sowohl zu einer
pro-inflammatorischen als auch zu einer anti-inflammatorischen Wirkung.
Insbesondere neutrophile Granulozyten werden durch Chemokine in
geschadigte Bereiche gelockt. Dort zerstdoren sie mithilfe von Proteasen und
oxidativen Radikalen geschadigte Zellen. Die Granulozyten reduzieren weiterhin
die apoptotische Rate, was zu einem verbesserten Gleichgewicht zwischen
verletzten und apoptotischen Zellen fuhrt. Nach einem schweren Trauma kann
ihre Funktion dagegen reduziert sein. Kommt es zu einer Fehlkommunikation
innerhalb der Immunantwort, kann eine schwere Immunsuppression die Folge
sein. Mit einer verringerten Fahigkeit des Immunsystems, auf Reize adaquat zu
antworten, steigt das Risiko eines MODs, was wiederum tiefgreifende

Konsequenzen fur die Prognose hat (34, 35).



Literaturrecherche 6

Es konnen die Folgen einer schweren traumatischen Verletzung in drei Phasen
unterteilt werden. Die erste Phase ist v. a. durch eine hyper-inflammatorische
Reaktion gepragt. Die Abwehrfunktion des Organismus reagiert unkontrolliert
und uUbermafig. Ursachlich ist hierfir ebenfalls eine Antigen-Belastung aus
DAMPs und PAMPs (28, 36, 37).

In der sich anschlielRenden zweiten Phase kommt es zu einer reduzierten
Antwort des Immunsystems. Mit Blick auf die Klinik bietet dieser Zeitraum gute
Operationsbedingungen (38).

In der tertiaren Phase fuhrt eine Unterdrickung des Immunsystems zu einer

erhohten Gefahr fir sekundare Infektionen (28).

1.2 Das Schadel-Hirn-Trauma
1.2.1 Definition und Einteilung

Mit dem Begriff Schadel-Hirn-Trauma (SHT) wird eine Verletzung durch eine
externe Kraft oder eine Gewalteinwirkung auf Hirngewebe wund den
Schadelknochen bezeichnet (39). In Folge dessen kommt es zu einer Stérung
der Hirnfunktion. Ist diese nicht vorhanden, wird das Ereignis als
Schadelprellung bezeichnet (40). Falls zusatzlich bei einer Knochen- und
Weichteilverletzung am Schadel auch die harte Hirnhaut (Dura Mater) verletzt
ist, wird dies als offenes SHT bezeichnet (40).

Ein etabliertes Verfahren zur Bewertung eines SHT in die drei Schweregrade
leicht, mittel und schwer ist die Glasgow Coma Scale (GCS) (41). Beurteilt
werden die beste verbale Reaktion. Aullerdem das Augendffnen sowie die
motorische Reaktion. In jeder Kategorie werden Punkte vergeben. Bei 13-15
Punkten handelt es sich um ein leichtes SHT, 9-12 um ein mittleres und bei unter
8 Punkten um ein schweres SHT. Es konnen insgesamt nicht weniger als 3
Punkte erreicht werden. Ausschlaggebend ist der niedrigste Wert innerhalb von
48 h nach Trauma (42). Die Klassifikation eines Verletzten hat unter anderem
direkten Einfluss auf therapeutische Entscheidungen und wird bereits
prahospital erhoben (40, 43).
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Erhaltene Score-Punkte im GCS Schweregrad SHT
13 — 15 Punkte Leichtes SHT

9 — 12 Punkte Mittelschweres SHT
3 -8 Punkte Schweres SHT

Tabelle 1: Schweregrad SHT nach GCS Punkten

1.2.2 Epidemiologie

In Deutschland hat das Schadel-Hirntrauma insgesamt eine Inzidenz von
332/100.000 Einwohner mit einer Letalitat von 1 % (44). Altersspezifisch lassen
sich drei Peaks erkennen. Der Erste im Kindesalter, der Zweite im jungen
Erwachsenenalter und der dritte bei Personen uber 75 Jahren (45). Weiterhin
lasst sich die Altersstruktur noch differenzierter analysieren. Bei den uber 29 und
unter 45-jahrigen stellt das SHT eine der fuhrenden Todesursachen und den
Hauptgrund fur Behinderungen dar (5, 46-48). Fur die Bundesrepublik
Deutschland (BRD) wird in der Leitlinie Schadelhirntrauma aus dem Jahr 2015
summarisch von 248.000 SHT-Patienten ausgegangen. Davon sind etwa 90 %
als leicht einzustufen (40). Das SHT kann berechtigterweise als eine der groften
Herausforderungen an unsere Gesellschaft gesehen werden (5, 49-51).
Hauptursachlich kommt es bei alteren Patienten durch Stirze zu einem SHT.
Verkehrsunfalle und Sportverletzungen sind bei jlingeren Patienten
ausschlaggebend (52, 53). Allein in der BRD kann von jahrlichen Kosten in Hohe
von 2,8 Milliarden Euro ausgegangen werden, die direkt oder indirekt mit einem
SHT im Zusammenhang stehen (54).

1.2.3 Pathophysiologie

Allgemein lasst sich das neuronale System in ein zentrales und ein peripheres
Nervensystem unterteilen. Das zentrale Nervensystem besteht aus Ruckenmark
und Gehirn. Dort werden komplexe Prozesse koordiniert und Stimuli verarbeitet.
AuRere und innere Reize flihren so zu motorischen oder vegetativen Reaktionen.
Erganzend werden das Gehirn und Ruckenmark in eine graue und eine weil3e
Substanz unterschieden. Wahrend die weille Substanz uberwiegend aus
Leitungsbahnen besteht, wird die graue Substanz aus Nervenzellkorpern
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gebildet. Das periphere Nervensystem wird aufgrund der topografischen
Lagebeziehungen zum zentralen Nervensystem (ZNS) abgegrenzt und bildet den
Kontakt zur Aullenwelt (55, 56). Derart komplexe und strukturierte Ablaufe
erfordern eine stabile Struktur und Umgebung. Auf eine Vielzahl von
Abweichungen im System gelingt es dem menschlichen Organismus
eigenstandig zu reagieren und so eine entsprechende Homodostase aufrecht zu
erhalten. In diesem Zusammenhang ist es von besonderer Bedeutung,
Erkenntnisse Uber das Verhalten dieser Strukturen und pathophysiologischer
Ablaufe nach einer externen unwiderruflichen Gewalteinwirkung zu gewinnen.
Die Verletzung von Gehirn und Gewebe wird als Primarschaden bezeichnet, die
daraus entstandenen Folgen werden als sekundarer Hirnschaden benannt (57).
Beides soll im Folgenden etwas genauer erlautert werden.

1.2.4 Primarschaden

Durch eine direkte oder indirekte Gewalteinwirkung kommt es zu einem
unmittelbaren und zudem noch irreversiblen Schaden an Knochen und Gewebe.
Die Gewebedeformationen fuhren zu einer direkten Verletzung von
bedeutsamen Strukturen wie dem Nervengewebe und BlutgefalRen. Funktionelle
Ausfalle und Symptome korrelieren stark mit dem betroffenen Gebiet. AusmafR
und Lokalisation des Primarschadens haben einen grol3en Einfluss auf die
Uberlebenswahrscheinlichkeit (58). Als Resultat einer Verletzung kommt es
dann zu einem fokalen Schaden sowie zu einem diffusen Schaden. Bei fokalen
Lasionen folgen intrakranielle Blutungen mit Hamatomen in den
unterschiedlichen Hirnhautschichten oder intraparenchymale
Kontusionsblutungen. Ferner kommt es zu Lazerationen und zu Verletzungen
von Axonen im betroffenen Gewebe (45). Zu den diffusen Schaden werden der
diffuse axonale Schaden (DAI) und der diffuse vaskulare Schaden gezahlt (DVI)
(58).

Vor allem der DAI gilt als dominierender Mechanismus bei traumatischen
Hirnverletzungen. Vermutlich ist dieser bei allen Autounfallen mit traumatischem
Bewusstseinsverlust beteiligt (59). Vor allem die wei’e Substanz ist durch ihre
hochdirektionale  Struktur besonders stark gefahrdet. Verschiedene
physikalische Einwirkungen fordern die Axone stark, hierbei ist der
viskoelastische Aufbau von Axonen ein wesentlicher praventiver Faktor (60).
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Axone konnen sich unter physiologischen Begebenheiten bis auf das Doppelte
ihrer Lange dehnen. Kommt es allerdings zu abrupten Veranderungen, besteht
die Gefahr eines Bruchs (61).

Mikroskopisch lassen sich axonale Degenerationen feststellen. Hauptursachlich
ist ein Verlust der Membranintegritat und Schaden an den Zellorganellen, die zu
einem Ungleichgewicht der chemischen Homobostase fuhren (59).
Erwahnenswert sei hier der Kalziumzufluss, dessen Folge zum einen schadliche
Proteasenwirkungen induzieren kann, zum anderen aber auch eine veranderte
lonenkonzentration mit einer sekundaren zytoskelettalen Stérung nach sich zieht
(62).

Ein primarer Schaden kann nur mithilfe von Primarpravention verhiutet werden.
Helme und Sicherheitsgurte reduzieren das Auftreten schwerer Hirnverletzungen

und kénnen so das Outcome zum positiven Beeinflussen (63).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der biologischen Reaktion auf eine Hirnverletzung

Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung einer traumatischen Hirnverletzung. Nach Verlust der Blut-
Hirn-Schranke (BHS) vermittelt durch ein traumatisches Ereignis, kdnnen aktivierte Leukozyten in das
Hirnparenchym transmigrieren. Das Zusammenspiel von aktivierten Leukozyten, Mikroglia und Astrozyten
unterstutzt die Demyelination und fiihrt zur Zerstdérung des axonalen Skeletts. Dies ist mafigeblich fir den

resultierenden DAI mit einhergehender Neurodegeneration. Abbildung modifiziert nach (64).



Literaturrecherche 10

1.2.5 Sekundarschaden

Der Sekundarschaden kann als zweite Phase der Hirnverletzung verstanden
werden. Er besteht aus einer komplexen Abfolge von Kaskaden und Ereignissen
nach dem Primarschaden. Der Sekundarschaden ist nicht nur abhangig von der
primaren Gewalteinwirkung, sondern auch von Faktoren wie systemischer
Ischamie und Hypoxie. Odeme, Exzitotoxizitdt und Inflammation sind die
wesentlichen Merkmale des sekundaren Hirnschadens (65, 66).

Zur Aufrechterhaltung eines physiologischen Ruhemembranpotenzials dienen
Natrium-Kalium-Pumpen, die sich in der Zellmembran befinden (67). Kommt es
zu Beschadigungen dieser Membran, folgt eine Neuverteilung der lonen und
Neurotransmitter mit Auswirkungen auf das Membranpotenzial. Innerhalb der
ersten Stunde (h) nach Schadensereignis kommt es zu einer massiven
Freisetzung von Glutamat aus den prasynaptischen Vesikeln. Diese Freisetzung
wirkt sich direkt auf das ionische Gleichgewicht der postsynaptischen Membran
aus (65). Der plotzliche Uberschuss an extrazellularem Glutamat fiihrt zu einer
Uberstimulation der ionotropen und metabotropen Glutamatrezeptoren. Dies hat
Auswirkungen auf die Verteilung von Kalzium, Natrium und Kaliumionen. Durch
den Versuch der Zelle, mit Hilfe der Natrium-Kalium-Pumpe die
unphysiologischen Verhaltnisse zu kompensieren, folgt ein erhdhter
metabolischer Energiebedarf (68). Um diesen Bedarf zu decken, kommt es zu
einem vermehrten Glukoseverbrauch. Dies wiederum I6st einen Kalziumeinfluss
in die Mitochondrien aus, der den oxidativen Stoffwechsel beeintrachtig. Eine
anaerobe Glykolyse mit gesteigerten Lactatproduktion und einhergehender
Azidose sind die Folge (69).

Als weitere Ursache fur eine Stoffwechselkrise kommen entstehende freie
Radikale in Betracht. Bei freien Radikalen handelt es sich um Moleklle mit
ungepaarten Elektronen, wodurch diese sich hochreaktiv verhalten. Sie
entstehen im Mitochondrium als Stoffwechselprodukte bei der
Energiegewinnung. Es werden zwei Gruppen unterschieden. Zum einen die
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), zum anderen die reaktiven Stickstoffarten.
Wahrend es unter physiologischen Verhaltnissen genug Kapazitaten gibt, ROS
abzufangen, wird bei einem traumatischen Ereignis ein schadliches Niveau
erreicht (70). Es kommt zu oxidativen Schaden. Ferner entstehen Interaktionen

mit dem umliegenden Gewebe. Hierzu zahlen Zellmembranen, Proteine oder
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sogar DNA. Trotz der Kurzlebigkeit von freien Radikalen ist ihre Anzahl auch
noch Minuten bis Stunden deutlich erhoht (71, 72).

Im Rahmen der traumatischen Verletzung kommt es zu einem Ungleichgewicht
von Wasser und osmotisch wirksamen Kraften. Die Permeabilitatsstorung der
BHS beglnstigt ein vasogenes Hirnddem. Ursachlich kommt ein funktionaler
Abbau von Endothelzellen in Betracht. Ein unkontrollierter Fluss von lonen und
Proteinen sind die Folge. Wasser folgt entsprechend dem entstandenen
Gradienten und es entstehen interstitielle Odeme. Damit einhergehend naht eine
pathologische Volumenzunahme des Extrazellularraumes. Als weiterer Faktor
bestimmt der Ausfall von lonenpumpen und eine erhohte
Membrandurchlassigkeit fur lonen in Mikroglia, Astrozyten und Neuronen den
Verlauf. Es entsteht ein zytotoxisches Odem. Aus der Volumenzunahme
resultiert eine Erhohung des intrakraniellen Drucks (ICP) (68).

Mikroglia nehmen als Teil des angeborenen Immunsystems im ZNS bei der
Initiierung der Neuroinflammation eine entscheidende Rolle ein. Sie kbnnen als
dynamische Zellen beschrieben werden, die ihre Umgebung standig auf
schadliche Vorgange und potenziell schadliche Agenzien untersuchen.
Extrazellulare Signale veranlassen sie, mittels Phagozytose Zelltrimmer und
toxische Substanzen zu beseitigen (73). Wahrend sie sich im gesunden Gehirn
in einer Art Ruhezustand befinden, kontrahieren sie als Reaktion auf eine
Verletzung und nehmen zuweilen eine amoéboide Morphologie an, mit deren Hilfe
sie zum Verletzungsort migrieren konnen (73, 74). Zelloberflachenmarker wie
MHC2 dienen wahrend ihrer Aktivitat der Kommunikation mit weiteren
Immunzellen (75). Interleukin-1 beta (IL-1p) ist ein unter anderem von Mikroglia
sezerniertes, proinflammatorisches Zytokin. Als Inflammationsmediator nimmt es
zusatzlich Einfluss auf die Zellproliferation und Differenzierung. Hierbei handelt
es sich um eines der wesentlichen Merkmale einer Neuroimmunreaktion (76).
Neben dem Mal der Aktivitat ist auch die Quantifizierung der Mikrogliazellen in
dieser Arbeit von Interesse. Das ionisierte Kalziumbindungsadaptermolekul Iba-
1 befindet sich in verzweigter, aktivierter Mikroglia und bietet sich entsprechend
gut zur immunhistochemischen Darstellung an (77).

Die gestorte Perfusion im Bereich der traumatischen Verletzung fuhrt zu einer
vielfaltigen Aufeinanderfolge von Gewebereaktionen. Es werden verschiedene

proinflammatorische Zytokine und zellulare Mediatoren in Umlauf gebracht. Ein



Literaturrecherche 12

kaskadenartiger Verlauf mit weiteren Chemokinen und Adhasionsmolekilen
schlief3t sich an. Letztendlich infiltrieren somit aktivierte Mikroglia und T-
Lymphozyten das verletzte Gewebe. Es folgt der Umbau zu Narbengewebe
durch Astrozyten. Sie bilden dabei die dominierende Domane (68, 78).
Astrozyten reagieren sensibel auf Veranderungen in ihrem Umfeld. Nach einer
traumatischen Verletzung kommt es zu einer reaktiven Astrogliose. Hiermit
werden Veranderungen an Morphologie, Genexpression, Proliferation und
Funktion beschrieben. In ihrem reaktiven Zustand sind sie durch die
Hypertrophie gekennzeichnet (79). Hier sei v. a. die durch die Astrozyten
extrazellular freigesetzten phosphathaltigen Purine, namentlich
Adenosintriphosphat (ATP), erwahnt sowie die einhergehende Aktivierung
purinerger Rezeptoren, die beispielsweise durch wellenféormige Ausbreitung von
Kalzium eine Kommunikation zwischen ihnen und der Mikroglia ermoglichen
(80). Durch das Zusammenspiel dieser Faktoren sorgen Astrozyten wesentlich
fur die Migration der aktivierten Mikroglia (81, 82). Es handelt sich somit um eine
heterogene Reaktion, mit deren Hilfe in dieser Arbeit die Schwere des
Gewebeschadens dargestellt werden kann (83, 84). Als Hauptbestandteil der
glialen Zwischenfilamente in differenzierten faserigen und protoplasmatischen
Astrozyten des zentralen Nervensystems eignet sich insbesondere saures
Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein engl., GFAP) als molekularer Marker
(85, 86). Bei TSPO (translocator protein engl.) handelt es sich um ein
Translokator-Protein der auf3eren Mitochondrienmembran, das als Biomarker fur
die reaktive Gliose und Inflammationen genutzt wird. Wahrend die TSPO Spiegel
im gesunden Hirngewebe niedrig sind, steigen sie bei Hirnverletzungen und
Entzundungen deutlich an (87).

Reaktive Astrozyten lassen sich ebenfalls im Hippocampus finden. Im frihen
Stadium einer Verletzung wurde dort der Serinprotease-Inhibitor SerpinA3n
nachgewiesen (88, 89). Unmittelbar beim Ereignis sowie bis zu Monaten danach
kommt es zur Hochregulation der proinflammatorischen Enzymen (76).

Die BHS ist entsprechend essenziell fur die Schaffung einer geschuitzten
Umgebung im Nervengewebe. Sie bildet im Wesentlichen die Barriere zwischen
dem Blut und dem ZNS. Sie ist sowohl eine physikalische Struktur als auch eine
Transportbarriere. Als MikrogefalRendothel wird sie aus astrozytaren Gliazellen,
Mikroglia und Perizyten gebildet. lhren Zusammenhalt verdankt sie den
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endothelialen Tight Junctions (TJ) (90). Sie ist verantwortlich fur den Eintritt von
blutubertragenen Faktoren und Immunzellen. Entscheidend fir eine intakte
Funktion ist das anatomische und funktionelle Zusammenspiel von Astrozyten
und Mikroglia mit dem Endothel. Bei einer traumatischen Verletzung kommt es
zum einen zu einer sofortigen, zum anderen zu einer verzogerten Verletzung
dieser Barriere. Diese parazellulare Durchlassigkeit tragt eine wesentliche
Mitverantwortung am sekundaren Schadensprozess (13).

Ruhende Mikroglia Aktivierte Mikroglia
) L

proinflammatorische Zytokine '
ROS
Hirnschaden 4 Glutamat S
Kalium

Reaktive Astrozyten

neuronaler
Gewebeuntergang

Abbildung 3: Darstellung von Mikroglia und Astrozyten im Verlauf eines SHT

Die Abbildung zeigt eine vereinfachte Darstellung von Astrozyten und Mikroglia im Verlauf eines
Hirntraumas. Links im Bild befinden sich die ruhenden Mikroglia und Astrozyten. Durch einen
Hirnschaden gehen diese in ihren aktiven respektive reaktiven Zustand uber. Dies ist in dieser Abbildung
durch Veranderungen der Morphologie gekennzeichnet. Im Rahmen dieses Zustands fihren weitere
Faktoren wie ein Uberangebot an Kalium, Glutamat, ROS und proinflammatorischen Zytokinen zum

neuronalen Gewebeuntergang. Abbildung modifiziert nach (91).

1.2.6 Auswirkungen und Folgen einer Hirnverletzung

Bei Betrachtung eines SHT sind neben einem Verstandnis von akuten Mechanismen
ebenso die Kenntnis Uber Langzeitfolgen unerlasslich. Haufige Krankheitsbilder, die in
Folge eines SHT Auftreten, sind unter anderem: Epilepsie, Schlafstorungen,
neurodegenerative Erkrankungen und Alzheimer (92). Ein Viertel der Patienten mit
schwerem SHT erfuhren ein epileptisches Ereignis innerhalb der ersten 24 h nach
Trauma (93). Vor allem bei Patienten nach SHT mit posttraumatischer Epilepsie wurde
eine langere Blut-Hirn-Schrankenstorung festgestellt. Zwar dient der entzindliche
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Prozess der Schadensregulierung, aber die Entzindungsmediatoren, die das
Hirngewebe weiter infiltrieren, konnten somit einen Anteil an der Epileptogenese
haben. Vor allem spate Anfalle konnen im Gegensatz zu unmittelbaren Verletzungen
als Folge veranderter neuronaler Netzwerke betrachtet werden (94, 95).

Monate bis Jahre nach einem akuten Ereignis kommt es noch zunehmen zu einem
Abbau von weilder und grauer Hirnsubstanz (96, 97).

Diese Atrophie konnte im Rahmen von Langzeituntersuchungen festgestellt werden.
Entsprechend zeichnet sich das SHT nicht nur durch die akute vitale Bedrohung aus,
es ist ein komplexes Krankheitsbild mit einer Reihe von Folgen flur den gesamten
Organismus (93).

Einige Uberlebende schwerer SHT zeigen noch Jahre spater erhebliche
Verhaltensauffalligkeiten bis hin zu Personlichkeitsveranderungen. Sowohl mangelnde
Kontrolle als auch mangelnder Antrieb und Reizbarkeit wirken sich auf die
Lebensqualitat aus (98).

Uberdies haben jene Patienten oftmals mit einer Depression oder einem gesteigerten
Angstverhalten zu kdmpfen. Auch im Mausmodell wurde in bisherigen Studien ein
verandertes Angstverhalten beschrieben (9). Ein depressives und angstliches
Verhalten wird oftmals mit der Erhohung von exzitatorisch-hemmenden
Verhaltnissen im ZNS in Verbindung gebracht. Es bestehen Hinweise darauf,
dass eine verminderte Expression von dem Transporter-Protein VGLUTA1
(vesikularer Glutamat-Transporter 1) im Mausmodell damit zusammenhangt (99,
100).

Mit Blick auf mogliche Rehabilitationsverfahren entsteht durch ein fur die kognitiven
Folgen durch SHT fehlendes Bewusstsein eine deutlich schlechtere
Ausgangssituation. Zufriedenstellende Ergebnisse werden miuhsamer und seltener
erreicht (98). In diesem Zusammenhang sei die chronisch-traumatische
Enzephalopathie erwahnt. Diese wird durch wiederholende Schadeltraumen ausgelost
und findet sich v. a. bei Sportlern mit starkem korperlichem Kontakt (101).

Hormonale Achsen beeinflussen Uber vielfaltige Wege ebenfalls die Knochenheilung,
was in dieser Arbeit noch naher erlautert werden soll (102).
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1.2.7 Effekte von peripheren Verletzungen auf das SHT

Wahrend die BHS in intaktem Gewebe eine Barriere zwischen Gehirn und
umgebenden Strukturen darstellt, kommt es bei einem SHT zu einem Aufbrechen
schutzender Strukturen. Zusatzlich kommt es bei Begleitverletzungen in der
Peripherie zu einem vermehrten Anfall von Stoffwechselprodukten, Mediatoren
und Entzindungszellen, die ungehindert in das neuronale Gewebe eindringen
konnen. Kommt es im Rahmen einer extrakraniellen Verletzung zu einem
erheblichen Anstieg der Entzdndungsreaktionen, koénnen diese die
neuroinflammatorischen Reaktionen des SHT unterstutzen (103, 104). Weitere
systemische Veranderungen, beispielsweise eine erhdhte Konzentration von
ROS, Wachstumsfaktoren und Zytokine konnen sich ebenfalls auf den
sekundaren Hirnschaden auswirken (103).

Im Zusammenhang mit einer Fraktur und SHT wurden in Tierversuchen bisher
Verschlechterungen der motorischen Fahigkeiten und kognitive
LeistungseinbuRen festgestellt. Erganzend kam es zu verlangerten schmerz-
assoziierten Verhaltensweisen (16, 105). Vor allem die Wechselwirkungen eines
Hirnddems und der Neuroinflammation bei einem SHT nehmen bei der

Kombination mit einer Fraktur eine herauszustellende Rolle ein (106).

1.3 Die Femurfraktur
1.3.1 Definition einer Fraktur

Frakturen von Knochen gehoren zu den altesten Krankheitsbildern der
Menschheit. Das Wort Fraktur stammt aus dem Lateinischen ,frangere® und
bedeutet frei ubersetzt ,zerbrechen® (107). Es kommt demgemall zu einem
Bruch im physiologischen Aufbau eines Knochens. Dabei kann die Kontinuitat
zum Teil oder vollstandig unterbrochen sein. Begleitend kommen
Gewebeverletzungen im direkten Umfeld der Fraktur hinzu. Durch Verlust der
Funktionalitat und  Stabilitat resultiert aus der Verletzung eine
Durchblutungsstorung von Knochen und Gewebe, ein messbarer Kraftverlust
und einhergehende Weichteilverletzungen. Ferner kann es bei einer
Gelenkbeteiligung der Fraktur zu einem Funktionsverlust kommen. Kausal far
eine  Fraktur kommen zumeist eine Uberbelastung, pathologische
Knochenstruktur oder traumatische Ereignisse infrage (108, 109). Eine Fraktur
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kann sowohl geschlossen als auch in Gestalt einer offenen Verletzung
imponieren. Im Sinne einer offenen Fraktur kann durch das Gewebe bis auf den
verletzten Knochen geblickt werden. Als allgemein sichere Frakturzeichen gelten

Krepitationen, falsche Beweglichkeit und offene Frakturen (110).

1.3.2 AO-Klassifikation

Klassifikationen bieten die Mdglichkeit, den Schweregrad einer Verletzung zu
definieren und zu standardisieren. Demgemafl abgeleitet, kann ein
entsprechendes Therapieverfahren ausgewahlt und die Prognose eingeschatzt
werden (111). Mit Einfuhrung der AO-Klassifikation fur lange Rohrenknochen
wurde eine Maoglichkeit geschaffen, Frakturen systematisch einzuordnen (112).
AO steht hierbei als Abkurzung fur die Arbeitsgemeinschaft fiir Osteosynthese.
Zunachst wird die verletzte Region bestimmt. Jeder Knochen hat dafur eine ihm
zugeordnete Ziffer inne. Im nachsten Schritt wird das betroffene Segment
eingeordnet und erhalt dann ebenso eine Ziffer. Das Femur wird beispielgebend
in 3 Segmente unterteilt: proximal, diaphysar und distal. Der Frakturtyp kann
anhand des Zentrums seines Bruchverlaufs einem Schweregrad zugeordnet
werden. Der Schweregrad wird mit den Buchstaben A, B und C kodiert. Die den
Lettern nachgestellte Ziffer zwischen 1 und 3 lasst eine weitere Differenzierung
des Schweregrades zu (113). Eine einfache Femurschaftfraktur mit diagonal
verlaufender Frakturlinie, wie sie in dieser Studie angewandt wurde, bekame in
der AO-Klassifikation folgende Codierung: 32-A3.

1.3.3 Reparaturmechanismen

Die Heilung eines Knochens beinhaltet sowohl mechanische als auch
biologische Mechanismen (114). Ziel der Knochenheilung ist es, dem Gewebe
die ursprunglichen physikalischen und mechanischen Eigenschaften wieder
zuruckzugeben. Es lassen sich orientierend drei Phasen identifizieren, die eher
flieRend ineinander Ubergehen. Primar kommt es zu einer frihen Inflammation,
an die sich die Reparaturphase anschlie3t. Es folgt das spate Umbaustadium
(115).

Es entsteht eine Kombination aus intramembrandser und endochondraler
Ossifikation (116).
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Aus den verletzten peripheren und intramedullaren blutversorgenden Gefallen
kommt es in der Frakturhille zu einer Blutung mit einhergehender
Hamatombildung (114, 117). Als eine Art Baugerust fur einstromende Zellen und
deren Aktivitat stellt das Hamatom den Raum und die Struktur fur nachfolgende
Kaskaden zur Verfugung. Die Hamatom-Phase einschliel3lich des
Granulationsprozesses bildet den Ausgangspunkt fur eine erfolgreiche
Frakturheilung (114). Es stromen eine Vielzahl proinflammatorische Zytokine
und Wachstumsfaktoren ein. Ferner kommt es zu einer Freisetzung angiogener
Faktoren als Reaktion auf den GefaRabriss. Die entstandene
Entzundungsreaktion halt nun einige Tage an. Es ist davon auszugehen, dass
dies erforderlich ist fur den Heilungsprozess. Wahrend der einhergehenden
Reparaturphase gelingt der Aufbau einer neuen extrazellularen Matrix. Diese
dient unter anderem der Stabilisierung einer Bruchstelle (117). Als Grundlage
einer funktionierenden Matrix bedarf es ausreichende mesenchymale
Stammzellen und ihre Differenzierung in Osteoblasten und Chondrozyten. Die
Rekrutierung dieser Stammzellen ist essenziell fur die Knochenheilung. Sie
stammen unter anderem aus dem Knochenmark, Blutgefalen und der Peripherie
(118).

Der entstehende weiche und avaskulare Knorpel besteht aus Chondrozyten. Auf
diese Weise einhergehend entsteht eine hypoxische Gewebesituation (117).
Die Chondrozyten hypertrophieren im Anschluss und bilden eine endochondrale
Formation, die der Knochenstruktur ahnelt. Unterdessen kommt es zu einer
Mineralisation der Chondrozyten. Der mineralisierte Knorpel wird durch
Osteoklasten resorbiert und verwertet. Osteoblasten bauen kunftig
Knochengewebe dort auf. Der entstehende Geflechtknochen bildet den harten
Kallus. Hierbei handelt es sich um eine Struktur der sekundaren
Knochenheilung. Dieser besitzt zwar schlechtere mechanische Eigenschaften
als Lamellenknochen, ist allerdings schnell verfugbar. Der Kallus bildet ein
grolReres Gerust um die verletzte Stelle und sorgt so fur eine verbesserte
Gefalversorgung (117, 119).

Als letzte und ausgiebigste Phase schlie3t sich die Umwandlung von
Geflechtknochen in Lamellenknochen an. Dies gelingt durch Bildung von
Osteonen im kortikalen Frakturspalt. Verschiedene Faktoren, wie beispielsweise
IL-1 und TNF-alpha, sorgen fur einen kontrollierten Umbau, unterdessen nimmt
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die Expression der meisten entzlindlichen Zytokine ab. Ebenfalls reduziert wird
die Vaskularisation, bis ein nahezu physiologisches Ausgangsniveau erreicht ist
(120). Osteoklasten verwerten durch Resorption den periostealen und
medullaren Kallus. Der aufere Kallus kann nachfolgend sukzessiv wieder mit
lamellarer Knochenstruktur ersetzt werden. Der medullare Hohlraum kann
entsprechend durch die interne Metamorphose wiederhergestellt werden.
Wenngleich immer noch abhangig von weiteren individuellen Bedingungen, kann
an dieser Stelle ein charakteristischer diaphysarer Knochenaufbau entstehen
(121).

Vier-Phasen-Model
I |
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Tg = Inflammation I Entstehung weicher Callus  Entstehung harter Callus Knochenumwandlung
) C
55
X
<
Inflammation Reparatur Umbau

Antwort des
Korpers

T 1 T T T 1
Abbildung 4: Phasenmodell des Knochenheilungsprozesses.

Die lllustration zeigt das vier Phasen-Modell einer Kallusbildung sowie die drei Phasen der ineinander
ibergehenden Reparaturmechanismen im zeitlichen Verlauf. Zwischen der Inflammation und der
Umwandlung des Knochens werden zwei Phasen der Kallusbildung unterschieden. Primar entsteht die
weiche Kallus-Formation. Darauf aufbauend bildet sich der harte Kallus. Im unteren Teil der Abbildung
lassen sich die ineinander Ubergehenden Reaktionen des Kdrpers einer Knochenreparatur erkennen.
Abbildung modifiziert nach (117).

1.3.4 Knochenheilung unter SHT

Das Blut hat eine besondere Rolle inne. Es ist der Vektor und damit die
Verbindung zwischen traumatischem Hirngewebe und Knochenheilung. Im
Rahmen von experimentellen Studien konnte bei gleichzeitiger Femurfraktur und
SHT ein erhohtes Kallusvolumen festgestellt werden (106).
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Auf das SHT folgt ein Verlust von Nervengewebe, weiterhin kommt es zu einer
Offnung der BHS. Auf die systemische und lokale Immunaktivierung folgt eine
Zytokinproduktion mit direkten Folgen fur verletztes Nervengewebe und dessen
Regeneration. Bei einer Fraktur kommt es ebenfalls zu einer entzindlichen
Reaktion. Ferner findet bei der Knochenheilung ein komplexes Zusammenspiel
diverser Kaskaden statt, die in mehreren Phasen verlaufen. Wesentlicher
Bestandteil der Reparatur ist hier gleichsam zum SHT, der Entzindungsprozess
(105).

Es wird zudem vermutet, dass eine vermehrte Expression der zirkulierenden
epidermalen Wachstumsfaktoren und das Prolaktin einen Einfluss auf die
gesteigerte Osteogenese haben konnten (106).

Eine weitere These besagt, dass eine alkalische Umgebung die Kalziumfallung
fordert und somit zur Kallusbildung beitragt (122).

Diskutiert wird ebenfalls eine heterotope Ossifikation, bei der entzindliche
Prozesse eine wesentliche Rolle spielen. Naher bezeichnet handelt es sich um
den Umbau aus Weichteilgewebe in knocherne Strukturen (123-125).

In dieser Arbeit wird in diesem Zusammenhang das multifunktionale,
extrazellulare Matrixprotein Osteopontin untersucht, das bei einer Stérung der
BHS protektiv wirken und zudem als Blutbiomarker fur Hirnverletzungen dienen
kann (126, 127). Zudem ist es ein erheblicher Bestandteil der mineralisierten
Extrazellularmatrix von Knochen und Zahnen (128).

Ob und inwiefern freigesetzte Faktoren nach einem SHT-Einfluss auf die
Frakturheilung haben, ist Gegenstand vieler Diskussionen. Es konnten bereits
einige Faktoren in Serum und Zellen von Patienten mit SHT festgestellt werden,
die einen Einfluss auf Signalkaskaden beim Heilungsprozess von verletztem
Knochengewebe haben. Ferner haben verschiedene Hormonachsen einen
Einfluss auf die Knochenheilung und Knochendichte (102, 129).
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2. Material

2.1 Verbrauchsmaterial

Deckglaser: Diagonal GmbH & Co KG, Munster, DE

Einbettmedium, Tissue-Tek®: Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan den
Rijn, NL

Einstreu, Lignocel® FS14: J.Rettenmaier & S6hne GmbH+CoKG,
Rosenberg, DE

Einweg-Handschuhe: Safe Ex, SafeMed, Zimmerwald, CH

Eppendorf GefalRe: Eppendorf, Hamburg, DE

Falcon (50ml): Sarstedt, Niumbrecht, DE

Faltenfilter: Whatman GmbH, Dassel, DE

Gewebekleber, Histoacryl®: Braun AG, Berlin, DE

Immu-Mount®, 9990402: Thermo Scientific, Thermo Fisher, Waltham, MA,
USA

Injektionskanule: 23 G x 1 4" — Nr.14 (0,6 x 30 mm)

MouseScrew® Nagel (17,2 mm) RISystem AG, Davos, CH

Nahtmaterial: Perma-Hand™ Seide Nahtmaterial, Starke 6-0, 45 cm Lange
(Ethicon)

Objekttrager, SuperFrost®Plus: Thermo Scientific GmbH, Menzel,
Braunschweig, DE

Papierhandtiucher, ZZ Falz: Schuch Laborhandel und Klinikbedarf,
Langgons, DE

Parafilm: Laboratory Film, 2 IN x 250 FT. Roll, Menasha, USA

Pelletiertes Spezialfutter: ssnif Spezialdiat GmbH, Soest, DE
Pipettenspitzen (10 ul, 100 ul, 200 ul, 1.000 pl): Sarstedt, Numbrecht, DE
Pipettenspitzen (5 ml): Labcon North America, Petaluma, USA
Reaktionsgefale: Eppendorf, Hamburg, DE

Skalpelle: B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

Superfrost® Plus Slides, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

20
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2.2

Gerate

BAT-12 Microprobe Thermometer, Physitemp, New Yersey, USA
CCI-Device, Impact One, Stereotaxic Impactor: Leica Biosystems,
Richmond, USA

CryoStar NX70 Kryostat, Thermo Scientific: Thermo Fischer Scientific,
Walldorf, DE

Faxitron X-ray, Specimen Radiography System with Image Assist™,
Hologic© Wiesbaden, DE

Heizmatte: AccuLux, ThermoLux; Conrad, Hirschau, DE

Homogenisator, Mastermill MM 300: Retsch Technology GmbH, Haan, DE
Inkubator, IC8000: Drager Medical Deutschland GmbH, Lubeck, DE
Isofluran Vapor, Drager, Lubeck, DE

Kafig, Typ 2 L: Bioscape GmbH, Castrop-Rauxel, DE

Light Cycler 480 System: F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, CH
Magnetruhrer, MR 3001: Heidolph Instruments, Schwabach, DE

MRX TC Il Microplate Absorbance Reader, Dynex Technologies, Chantilly,
VA, USA

Mikro-Handbohrer, Uni-Drive N Komplettgerat: Paggen, Starnberg, DE
Mikroskop:

- Stemi 305 mit Axiocam 105 color: Zeiss Oberkochen, DE

- Fluoreszenzmikroskop (Imager. M1): Zeiss, Oberkochen, DE
Mikrozentrifuge, Micro Star 17R: VWR International, Darmstadt

Odyssey Imaging System: Li-Cor, Lincoln, NE, USA

MouseScrew, RISystem AG, Davos, CH

Schuttler, Rotamax 120: Heidolph Instruments, Schwabach, DE
Spektrophotometer, NanoVue: GE Healthcare, Little Chalfont, UK
Stereotaxie-Einheit: David Kopf Instruments, Tujunga, USA

Tierschrank: UniProtect THF 3378-VO2, Zoonlab GmbH, Castrop-Rauxel,
DE

Vortexmischer, Reax Control: Heidolph Instruments, Hamburg, DE
Waage, DIPSE 2000 g/ 0,1 g: Oldenburg, DE

Zentrifuge, Centrifuge 5804 R/5415 C: Eppendorf AG, Hamburg, DE
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2.3

Chemikalien

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI); Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Aqua destillata (lat., Aqua dest.): B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE
Chloroform: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Einbettmeddium Neg-50, Thermo Fisher Scientific, Walldorf, DE

Ethanol absoluta >99,8 %: PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt, DE
Flussiger Stickstoff: Air Liquide S.A., Dusseldorf, DE

HyClone®, Bovines Serumalbumin (BSA) Pulver: GE Healthcare, South
Logan, UT, USA

Isopropylalkohol (GMP): Aug. Hedinger GmbH & Co. KG, Stuttgart, DE
Isotone Kochsalzlosung, 0,9 % NaCl: B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
DE

Kresylviolett Acetat: Merck AG, Darmstadt, DE

Normal Goat Serum (NGS): Bio Rad, Hercules, CA, USA

Paraformaldehyd (PFA): Merck AG, Darmstadt, DE

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS), Dulbecco’s: Biochrom GmbH,
Berlin, DE

RDD-Buffer: Qiagen N.V., Venlo, NL

RLT Puffer: Qiagen N.V., Venlo, NL

RNase-freies Wasser: Fermentas, St. Leon-Rot, DE

Roti®-Histokitt: Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Xylol, PanReac AppliChem, Darmstadt, DE

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

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

Triton X-100: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Chameleon® Duo Pre-stained Protein Ladder, LI-COR Biosciences
Lincoln, Nebraska, USA

PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA
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2.4 Losungen und Puffer

Herstellung von Paraformaldehyd 4 % (PFA):

18,8 g Paraformaldehyd werden in 235 ml Aqua dest. Gel6st. Im Anschluss wird
die Losung fur 30-40 min bei 70 Grad Celsius (°C) erhitzt und mittels
Magnetriuhrers kontinuierlich durchrihrt. Anschliefend werden 470 Mikroliter
(uL) einer 10 molaren (M) Natriumhydroxid-Losung hinzugegeben und das
Gemisch ebenfalls fir 5-10 min gut vermengt. AbschlieRend wird die Losung
durch ein Filterpapier gereinigt und mit 235 ml 0,2 M Phosphatpuffer

nachgespult.

Herstellung der phosphatgepufferten Salzl6sung (PBS/T):
9,55 g PBS werden in 1 Liter (I) Aqua dest. gelost. PBS/T kann durch weitere
Zugabe von 3 ml Triton X-100 erstellt werden.

Herstellung von Kresylviolett-Lésung:

5 g Kresylviolett werden in 100 ml Ethanol (100 %) gel6st und unter standigem
Ruhren fur 30 min bei 50 °C erhitzt. Es werden anschlieRend weitere 400 ml
Aqua dest. hinzugegeben. Mittels Papierfilter wird die entstandene Losung
abschlielend gefiltert.

Herstellung der Blockierungslésung:
BSA wird auf 2 % und NGS auf 5 % verdunnt in PBST gel0st.



Material und Methoden 24

2.5 Arzneimittel

Bepanthen®-Augensalbe, Dexpanthenol: Bayer-Vital GmbH, Leverkusen, DE
Fentanyl: 50 pg/kg KG, Janssen-Cilag NV, Beerse, BE

Heparin 5000 I.U./ml, Ratiopharm, Ulm, DE

Tramadol: 100 mg/ml, Ratiopharm, Ulm, DE

Forene (Isofluran): Baxter, Deenfield, USA

2.6 Kits

= Absolute Blue QPCR-Mix, SYBR-Green, low Rox: Thermo Fisher,
Waltham, MA, USA

= Kapa Probe Fast gPCR: PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, DE

= Light Cycler® 480 Probes Master: F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, CH,

» Quantikine Mouse/Rat OPN Immunoassay, R&D Systems, Inc., Minneapolis,
MN, USA
= QuantiTec® Reverse Transcription Kit: Qiagen N.V., Venlo, NL

RNeasy R, Plus Universal, Qiagen N.V., Venlo, NL
RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit: Qiagen N.V., Venlo, NL

2.7 Antikorper

2.7.1 Primare Antikorper

Anti-GFAP Rat, Monocl. Antibody Clone 2.2B10, Thermo Fisher Scientific
Cat# 13-0300, Life Technologies, Verdinnung: 1:500

Anti-Iba1 Rabbit, Wako Cat. #019-19741: Wako Chemicals GmbH, Neuss, DE,
Verdunnung: 1:1000

Rabbit anti-GFAP, MO0761, Dako Omnis/ Agilent, Santa Clara, US,
Verdunnung 1:1000

Mouse anti-all spectrin/fodrin- a GA60761-2, Dako Omnis/ Agilent, Santa
Clara, USA Verdinnung 1:1000

Mouse anti-GAPDH, ACRO01PT, Acris Antibodies GmbH/OriGene Rockville,
USA; Verdunnung 1: 000
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2.7.2 Sekundare Antikorper

e Goat anti-Rat IgG (H+L), polyclonal, cross-adsorbed secondary antibody,
Alexa Fluor 488, Cat# A-11006; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA, Verdunnung: 1:500

e Goat anti-Rabbit IgG (H+L), polyclonal, Alexa Fluor 568, Cat# A-11011;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, Verdiunnung: 1:500

e Goat anti-rabbit IRDye antibodies Li-Cor, Nebraska, USA, Verdinnung

1:15000
e Goat anti-mouse IRDye antibodies), Li-Cor, Nebraska, USA, Verdinnung
1:15000
2.8 Primer
Target Basenabfolge 5' >3’
C3-F CCAGCTCCCCATTAGCTCTG
C3-R GCACTTGCCTCTTTAGGAAGTC
MHC2-F CCGCCTAGACAAGCTGACC
MHC2-R ACAGGTTTGGCAGATTTCGGA
Serpa3n-F GCCTCGTCAGGCCAAAAAG
Serpa3n-R TGAACGTGTCAAGAGGGTCAA
SPP1-F ATGTCATCCCTGTTGCCCAG
SPP1-R GACTGATCGGCACTCTCCTG
PPIA F 5'GCGTCTSCTTCGAGCTGTT
PPIAR 5'RAAGTCACCACCCTGGCA
TSPO-F GCCTACTTTGTACGTGGCGAG
TSPO-R CCTCCCAGCTCTTTCCAGAC
Mu IL 1b 610 CY5-CAG CTG GAG AGT GTG GAT CCC AAG C--PH
Mu IL 1b FL TAA TGA AAG ACG GCA CAC CCA CCC-FL
Mu lL 1b A CAG GAAGAC AGG CTT GTG CTC
MulL 1b S GTG CTG TCG GAC CCA TAT GAG
GFAP-F CGGAGACGCATCACCTCTG
GFAP-R TGGAGGAGTCATTCGAGACAA
vGlut1-F CCAACAGGGTCTTTGGCTTTG
vGlut1-R CAGCCGACTCCGTTCTAAGG

Tabelle 1: Verwendete Primer
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2.9 Software

e Faxitron x-ray, Specimen Radiography System with Image Assist™, Hologic©
Wiesbaden, DE

e EndNote, X9 fur Mac: Thomas Reuters Corporation, New York City, USA

e Zen 2 (blue edition): Zeiss, Jena, DE

e Odyssey SA Imaging Systems, Li-COR Biosciences GmbH, Lincoln, LE, USA

e Imaged, Version 1.47v: National Institutes of Health (NIH), Bethesda, USA

e Prism 9 fur Mac OS X Version 9.0c: GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,
USA

e Image Studio, Version 3.1, Acquisition Software, Li-COR Biosciences GmbH,
Lincoln, LE, USA

e Microsoft Word fur Mac, Version 16.55, Microsoft Corporation, Redmond,
WA, USA

e Microsoft Excel fur Mac: Version 16.55, Microsoft Corporation, Redmond,
WA, USA

e Light Cycler® 480 Software, Version 4.5: F. Hoffmann-La Roche AG, Basel,
CH

e SigmaPlot 13.0, Systat Software GmbH, Erkrath, DE

e EthoVision XT, Version 14.0, Noldus Information Technology BV,
Wageningen, NL
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3. Methoden

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Methoden basieren auf standardisierten und
etablierten Laborprotokollen der Forschungsgruppe Neuroprotektion der
Universitatsmedizin  Mainz. Sie wurden Dbereits in verschiedenen
Dissertationsschriften und Publikationen beschrieben und erlautert. Einige
Verfahren wurden entsprechend der Fragestellung angepasst und verbessert
(130-135).

3.1 Tierexperiment
3.1.1 Tierversuchsantrag

Die fur diese Dissertation durchgefuhrten Tierversuche wurden allesamt vom
Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz nach Paragrafen (§) 8 Abs. 1 des
Tierschutzgesetzes  beantragt und durch die Ethikkomission des
Landesuntersuchungsamtes Rheinland-Pfalz mit dem Aktenzeichen 23 177-
07/G17-1-062 genehmigt. Die Durchfuhrung dieser Studie fand in den Laboratorien
der Klinik fir Anasthesiologie in der Universitatsmedizin Mainz statt.

3.1.2Versuchsplanung

Fur diese Promotionsarbeit bildeten Versuche, Beobachtungen und Studien von
anderen Forschungsgruppen, sowie der Arbeitsgruppe Neuroprotektion die
Basis. Untersucht wurden die Langzeitauswirkungen einer kombinierten
Verletzung. Es handelte sich dabei um eine Kombination aus Femurfraktur und
SHT (controlled cortical impact engl., CCl-Modell). Grundlage fur dieses Modell
sind Hinweise auf eine histopathologisch veranderte Hirnstruktur bei
gleichzeitigem Auftreten eines der beiden Ereignisse (16, 136).

Im Rahmen dieser Dissertationsschrift wird der Fokus auf den sekundaren
Hirnschaden gelegt. Es handelt sich bei dieser Untersuchung um eine
Vergleichsstudie.

Insgesamt wurden 57 Tiere beobachtet, die wiederum in vier Gruppen eingeteilt
worden sind. Zwischen jeder Gruppe gab es ein Unterscheidungsmerkmal. Die
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Tiere wurden vorab in 4 Gruppen randomisiert. 15 Tiere erhielten einen
kontrollierten Hirnschaden, weiteren 15 Tieren wurde eine Fraktur des Femur
zugefugt. Des Weiteren erhielten 15 Tiere eine Kombination aus beiden
Verletzungen. Als Kontrollgruppe bekamen 12 Tiere eine Scheinoperation
(Sham).

Die Uberlebenszeit betrug insgesamt 42 Tage (d). An zuvor definierten
Zeitpunkten wurden verschiedene Verhaltenstests durchgefuhrt. Sie erfolgten
mithilfe von festgelegten Kriterien und werden im Folgenden genauer erlautert.
Sowohl die Untersuchungen als auch die Auswertung erfolgten verblindet.

Operation Sham CCl FF CCI+FF
Anzahl = n 12 15 15 15

Tabelle 2: Einteilung der Versuchsgruppen

Die Tabelle zeigt die Anzahl der Versuchstiere entsprechend der jeweiligen Gruppenzuordnung.

3.1.3 Tierstamm

Es wurden 57 weibliche C57/BL6-N Mause verwendet. Die Tiere stammten aus
der Tierzucht Janvier, Saint-Berthevin Cedex in Frankreich. Bei Versuchsbeginn
sind die Tiere zwischen 18 und 24 Gramm (g) schwer und 8-9 Wochen alt

gewesen.

3.1.4 Haltung und Pflege

Die Haltung der Tiere erfolgt entsprechend den institutionellen Vorgaben der
Johannes Gutenberg-Universitat Mainz. Die Tiere wurden in Kleingruppen,
bestehend aus drei Mausen, in Filtertop Typ 2 Kafigen mit Enrichment und
Nestbaumaterial eingestallt. Es wurde Einstreu aus entkeimten und entstaubten
Weichholzeinstreu verwendet und eine Kunststoffrohre fur Aktivitaten
hinzugelegt. Als Nestbaumaterial diente Zellstoffpapier. Mindestens einmal
wochentlich wurden die Kafige gereinigt und die Bestandteile bei Bedarf
ausgetauscht. Durch einen Gittereinsatz wurde Wasser ad libitum und
pelletiertes Trockenfutter aus der Mauseaufzucht bereitgestellt. Um die
Nahrungs- und Flussigkeitsaufnahme nach den operativen Eingriffen zu
erleichtern, wurde das Futter zuvor in Wasser eingeweicht. Die Kafige befanden
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sich wahrend des Versuchs in einem Tierhaltungsschrank mit konstanten
Einstellungen. Diese orientierten sich an den optimalen Lebensbedingungen.
Dies beinhaltet eine Luftfeuchtigkeit von 45 bis 60 Prozent (%) und eine
Umgebungstemperatur von 20 bis 24 °C. Es herrschte aulRerdem ein 12 h
wechselnder Tag-Nacht-Rhythmus sowie einer Luftwechselrate von 15-20 pro h.
Um die Tiere wahrend des Versuchs innerhalb eines Kafigs unterscheiden zu
konnen, wurden diese durch eine individuelle Lochung der Ohren markiert und
konnten so innerhalb ihres Kafigs einer Kennung zugeordnet werden.

Im Versuchsverlauf wurde regelmafig das Gewicht, die Nahrungs- und die
Flussigkeitsaufnahme beobachtet. So konnte bei Bedarf fruhzeitig interveniert
und unnotiges Leid der Tiere vermieden werden. Alle Versuche und
Beobachtungen fur diese Studie fanden im Tag-Rhythmus der Tiere statt.

3.1.5 OP-Vorbereitung und Anasthesie

Praoperativ wurde jede Maus auf ihren allgemeinen Gesundheitszustand hin
uberpruft. Dies beinhaltet neben der auferlichen Sichtung (z.B. Fellzustand,
keine Wunden) die Gewichtskontrolle. AuRerdem wurden die neurologischen
Fahigkeiten der Mause mithilfe eines standardisierten Verfahrens beurteilt.
HierfUr wurde der Neurological Severity Score (NSS) herangezogen. Zur
Geschmacksgewodhnung und primaren Schmerzbehandlung erhielten alle Tiere
fur 7 Tage postoperativ sowie zwei Tage vor dem Operationstag 1 Milligramm
Tramadolhydrochlorid pro Milliliter (mg/ml) Trinkwasser. 15 Minuten vor
Narkoseeinleitung wurde den Tieren gewichtsaddaptiert 50 Mikrogramm
Fentanyl pro Kilogramm (pg/kg) Korpergewicht (KG) intraperitoneal (i.p.)
appliziert. Zur Narkoseeinleitung wurde das Inhalationsanasthetikum Isofluran
als vierprozentige Konzentration mit Sauerstoff insuffliert. Das Gasgemisch
wurde mit einem Trichter, unter dem sich die Maus befand, fur die Dauer von
einer Minute eingeleitet. Wahrend der Operation lag die Maus in Bauchlage auf
einer Warmeplatte mit einer konstanten Temperatur von 37 °C. Damit
Schwankungen der Korpertemperatur direkt identifiziert werden konnten, wurde
eine rektale Temperatursonde verwendet. Die Narkose verlief unter
Spontanatmung. Uber eine Gesichtsmaske wurde Isofluran (2 %) bei einem Flow

von 0,5 Liter pro Minute (L/min) Frischluft und 1,0 L/min Sauerstoff verabreicht.
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Die  ausreichende  Narkosetiefe wurde Uber den  ausbleibenden
Zwischenzehenreflex der hinteren Gliedmalde gepruft. Durch das Auftragen einer
Augensalbe wurde dem Austrocknen der Augen wahrend der Narkose
vorgebeugt. Alle Versuchstiere wurden fur eine gleichbleibende Zeitdauer
narkotisiert. Es waren ca. 50 Minuten dafir vorgesehen. Nach einer
Aufwachphase von etwa 2 h in einem Neonatalinkubator wurden die Tiere wieder
in ihren Kafig gesetzt. Hierbei wurde insbesondere darauf geachtet, dass die
Tiere in ihrer Gruppe nicht mehr durch die Medikation beeintrachtigt waren.

3.1.6 Controlled cortical impact (CCl)

Mithilfe eines stereotaktischen Rahmens wurde der Kopf fixiert. Hierdurch
konnten unkontrollierte Bewegungen vermieden und ein Verletzungsrisiko
minimiert werden. Der gesamte Eingriff fand in Bauchlage statt.

Zur Induktion des Schadelhirntraumas sind weitere Praparationsmallinahmen
erforderlich. Die vordere Koronarnaht (Bregma) diente hierbei der Orientierung.
Von dort ausgehend wurde eine ca. 1 Zentimeter (cm) lange Inzision Richtung
hinterer Koronarnaht (Lambda) gesetzt. Dieses dient der Freilegung des
Schadelknochens von der Kopfhaut. Auf der rechten Hemisphare konnte mithilfe
von einem Bohrloch die Praparation bis zur intakten Dura Mater erfolgen. Es
entstand eine viereckige Flache mit einer Seitenlange von 5 mm auf jeder Achse.
Der Knochen wurde nach medial umgelagert. Die Zielregion war fur den CCI-
Applikator dadurch zuganglich. Der CCI-Applikator konnte auf dem freiliegenden
Gebiet sicher und zielgenau positioniert werden.

Mit dem in dieser Studie verwendetem CCI-Applikator entstand ein
reproduzierbarer und somit vergleichbarer Schaden. Dieser entsprach
weitestgehend der Definition eines Schadel-Hirn-Traumas (42). Der verwendete
Bolzen besitzt eine elektro-magnetische Mechanik und hat einen Durchmesser
von 3 Millimeter. Die Wirkung erfolgt mit der einwirkenden Kraft senkrecht auf
das Hirngewebe. Da der Cortex nur noch durch die Dura Mater bedeckt ist, kann
bei Auslosung des Bolzens direkt und stumpf auf das Gewebe eingewirkt
werden. Die Kontaktzeit ist mit 200 Millisekunden (ms) bei einer Tiefe von 1,5
Millimeter und einer Aufprallgeschwindigkeit von 6 Metern pro Sekunde (s) fest
definiert.
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Nach erfolgter Induktion vom Trauma wurde der zuvor versetzte Schadelknochen
repositioniert und das verletzte Areal wieder bedeckt. Fur den sicheren
Verschluss wurde ein Histoacryl®-Gewebekleber verwendet und die Haut durch
Einzelknopfnaht mit einem nicht-resorbierbaren Faden der Starke 6-0
verschlossen. Es folgte die Befreiung vom stereotaktischen Rahmen, die
Narkosegaszufuhr wurde beendet und die Temperatursonde entfernt. Nachdem
sich die Maus wieder erholt hatte, wurde sie zuruck in ihre Kafig-Gruppe
uberfuhrt und abschlieRend zurick in den Tierschrank transferiert. Die CCI-
Intervention wurde in dieser Studie bei 30 Tieren durchgefuhrt. Der operative
Eingriff dauerte bei allen Tieren in etwa 20 Minuten (Polytrauma n = 15, CCl n=
15).

Abbildung 5: Schematischer Aufbau eines CCl-Applikators

Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung des CCI-Applikators. Zudem ist eine Maus in der
endgultigen Operationsposition zu sehen. Das Tier ist im stereotaktischen Rahmen fixiert. Links wird das
Mausegehirn mit dem CCI-Bolzen gezeigt. Die Pfeile stellen die Krafteinwirkung im Gewebe dar. Die

Zeichnung ist modifiziert nach (137).
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3.1.7 Femurfraktur

Bei insgesamt 30 Tieren wurde eine kontrollierte Fraktur am linken Femur
vorgenommen. Dies geschah bei 15 Tieren nach erfolgtem CCI und bei 15 Tieren
als einzige Intervention (FF n= 15, PT n= 15). Die Narkosezeit und der
anasthesiologische Ablauf waren identisch zum Vorgehen beim CCI und
unabhangig von der Gruppenzugehorigkeit. Nach Entfernung der Behaarung im
OP-Gebiet durch Rasur und ausreichender Hautdesinfektion erfolgt der
Hautschnitt. Medial erfolgte mit einem Skalpell eine 4 mm lange Hautinzision und
die Patella wurde nach medial disloziert, wobei die Patellasehne intakt blieb. Mit
einer sterilen 23 Gauge (G) Injektionskanule wurde der Markraum eroffnet und
der MousScrew® Nagel mit 17,2 mm Lange hineingeschoben. Dies geschah,
ohne die Patella zu verletzen. Dies geschah, ohne die Patella zu verletzen. Mit
einem 200 Gramm (g) schweren Gewicht wurde ein gezielter, reproduzierbarer
Schaden am Femur verursacht. Dafur wurde das Gewicht von 3 cm Hohe
kontrolliert an einem Fuhrungsstab auf den Knochen fallen gelassen. Das Femur
wurde so an der vorhergesehenen Stelle fakturiert. Intramedullar wurde durch
den Nagel eine Rotationsstabilitat mit einhergehender axialer Sicherheit erreicht
(138). Die Moglichkeit zur Nachjustierung und Kontrolle des Schadens wurde
ermoglicht, indem noch vor Wundverschluss jedoch wahrend der Narkose eine
rontgenologische Kontrollbildgebung stattfand. Hierbei wurde sowohl das
Ausmaly der Fraktur als auch die korrekte Lage des Nagels uberpruft. In
unmittelbarer Nahe zum Operationstisch befand sich das mobile Rontgengerat,
mit dem alle Tiere der Femurfraktur-Gruppe gerontgt wurden. Mittels
Einzelknopfnaht und des nicht-resorbierbarem Nahtmaterials der Starke 6-0
wurde die entstandene Weichteilverletzung versorgt. Der operative Eingriff am
Femur dauerte etwa 10 Minuten und wurde mit dem kommerziell erhaltlichen

MouseScrew® System durchgefuhrt.
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Abbildung 6: Maus in Vorbereitung zur FF-OP

Eine Maus unter Narkose. Die bendtigten OP-Instrumente zur Femurfraktur liegen bereit. Auf der
Abbildung markiert sind die Narkosegaszufuhr mit einem Trichtersystem [1], das verwendete Gewicht
zum Verursachen der Fraktur [2], der MouseScrew®-Nagel [3] und eine Warmeerhaltende Platte mit
Versuchstier [4].

3.1.8 Scheineingriff

Ferner fand eine Scheinoperation (Sham) statt. Zum Ausschluss von Anasthesie
bedingten Einflussfaktoren bei der Auswertung wurden die scheinoperierten
Tiere ebenfalls narkotisiert und in den Halterungen fixiert. AuRerdem wurde ein
Hautschnitt mit Blick auf die Kalotte durchgefuhrt. Statt der Verwendung eines
CCI-Applikators wurde mit einem Wattestabchen die Schadelkalotte angeraut.
Es kam hierdurch zu einer mechanischen Reizung am Periost mit
anschlieBender Stressreaktion des Gewebes. Im Anschluss wurde der
Hautschnitt entsprechend den CCI-Tieren gleichartig vernaht. Zusatzlich wurde
den Tieren am linken Oberschenkel ein Hautschnitt analog zur Durchfihrung der

Femurfraktur durchgefiihrt und anschlieBend wieder vernaht. Es kam zu keiner



Material und Methoden 34

Fraktur. Die Tiere verblieben gemall Versuchsaufbau in einer funfzigminutigen
Narkose.

3.1.9 Rontgen

Damit die Lage des Nagels und eine dem Ziel dieser Studie entsprechende
Fraktur gesichert werden kdonnen, wurden die Tiere, die einen Eingriff erhielten,
mehreren Rontgenkontrollen unterzogen.

Dies erfolgte umgehend nach der Intervention durch radiologische Bildgebung.
Das Versuchstier war wahrend des gesamten Vorgangs weiterhin narkotisiert.
Die Rontgenkontrollen wurden an den Post-OP Tagen d1, d14 und nach
Euthanasie am d42 durchgefuhrt. Verwendet wurde das MX-20 Faxitron
Rontgengerat mit einer Rontgenspannung von 35 Kilovolt (kV) und einer

Strahlendauer von 5 s.

Abbildung 7: Rontgenbild einer Maus mit FF
Roéntgenbild nach Femurfraktur am Tag 7 nach der OP. Es zeigt sich am osteosynthetisch versorgten

rechten Femur (roter Pfeil) eine Kallusbildung. MaRbandmarkierung am Bildboden mit 1 cm Abstanden.
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3.1.10 Gewichtsbeurteilung

Zur Bewertung vom allgemeinen Gesundheitszustand sowie dem Trink- und
Nahrungsverhalten der Tiere eignet sich neben dem neurologischen Scoring
v. a. die Gewichtskontrolle. Diese erfolgte beim Erfassen des NSS auf einer
digitalen Waage. Im Sinne der Analogie erfolgte dies stetig zur gleichen
Tageszeit.

3.1.11 Abbruchkriterien

Wahrend der taglichen Kontrollen und den Testungen wurde zudem
insbesondere auf Verhaltensdefizite in Form von Lokomotionen, Krampfen oder
Stupor geachtet. Zusammen mit auffalligen Schmerzsymptomen, beispielsweise
Zahneknirschen und einem starken Gewichtsverlust von mehr als 20 % des
Ausgangsgewichts, war die Indikation fur eine unmittelbare Euthanasie gestellt.
HierfUr wird in tiefer Narkose durch Isofluran das Genick letal disloziert.
Grundlage hierfur bildet die allgemein anerkannte ,ARRIVE Guideline® (139).
Keines der Versuchstiere erflllte die Abbruchkriterien. Die Mortalitat dieser
Studie lag bei 1,75 %, da eine CCI+FF-Maus im postoperativen Verlauf

verstorben ist.

3.1.12 Verhaltensbiologische Untersuchungen

Es fanden sowohl Bewertungen mit dem NSS als auch ein Beinbelastungsscore
(BBS) Anwendung. Alle Testungen wurden unter gleichen Bedingungen und
Tageszeitpunkten gemacht. Der Untersucher war hinsichtlich der
Gruppenzugehorigkeit stets verblindet.

3.1.13 Neurological Severity Score

Zur Beurteilung neurologischer und motorischer Beeintrachtigungen hat sich der
Neurological Severity Score (NSS) etabliert. In verschiedenen Kategorien
wurden den Tieren abhangig von ihrer Leistung Punkte gegeben. Die maximal
erreichbare Punktzahl lag bei 13. Je hoher der Punktwert, desto grofer das
Defizit. Es wurde zum einen das Schreckverhalten getestet. Hierfur wurde mit
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der Hand auRerhalb der Sichtweite kraftig geklatscht und auf eine Reaktion
geachtet. Im Anschluss wurde das Such- und Gangverhalten beobacht. Um die
Koordination einzuschatzen, musste die Maus auf jeweils unterschiedlich breiten
Balken in ca 15 cm Hd6he eine Strecke ablaufen. Diese waren 3 cm, 2 cm und 1
cm breit sowie mit einer Lange von 30 cm konstruiert. Beim Uberqueren der
Balken wurden angstliches Verhalten und der Fultritt mitbewertet. Das
Balanceverhalten wurde mit zwei unterschiedlichen Stdben getestet. Hierbei
wurde bewertet, ob das Tier sich fur 10 S mit allen vier Pfoten halten kann.
Verwendet wurden ein runder und ein viereckiger Holzstab mit 0,5 cm
Durchmesser. Jede Maus wurde einen Tag vor der Operation beurteilt. Im
Verlauf wurden die Tiere nach dem Eingriff an den Tagen 1, 3, 7, 14, 21 und 42
kontrolliert.

Abbildung 8: Versuchstier bei der Erhebung vom NSS
Die Abbildung zeigt eine Maus beim Versuch, eine 3 cm breite, 30 cm lange Wegstrecke in 15 cm Hbéhe

zu Uberqueren.
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3.1.14 Beinbelastungstest

Um die Beinbelastung nach erfolgter Femurfraktur zu bewerten, wurden die Tiere
mit Fraktur wahrend der neurologischen Untersuchung zusatzlich einem
Beinbelastungstest (BBT) unterzogen. Es konnten insgesamt 6 Punkte erreicht
werden, was einem maximalen Defizit entsprache. Bei unauffalliger Belastung
wurden keine Punkte vergeben. Bewertet wurden die Belastung, die Bewegung
und die Beweglichkeit des frakturierten Beines. Es konnten fur jede Qualitat bis

zu 2 Punkte verteilt werden.

3.1.15 Rota-Rod

Hierbei handelt es sich um ein etabliertes Verfahren zur Bewertung der
Greifkraft, motorischen Fahigkeiten und Ausdauer der Mause.

Ausgangspunkt bildet eine mit Rillen versehene, rotierende Rolle, auf der die
Tiere weiterlaufen mussen, um nicht hinunter zu fallen. Der 3 cm breite Zylinder
ist nach rechts und links mit einer weillen Wand begrenzt und bietet keine
Haltemoglichkeiten. Die Rotationsgeschwindigkeit nimmt kontinuierlich zu. Die
Zeit stoppt, sobald die Maus sich nicht mehr halten kann und fallt. Ein
technischer Sensor erfasst die abgelaufene Zeit. Da es sich hierbei um eine
ungewohnte Herausforderung fur die Tiere handelt, mussten die Tiere mit
Trainingsdurchlaufen geschult werden.

So wurden am Tag 20 zweimalig zwei Trainingslaufe absolviert. Am Tag 21
wurde ein Trainingslauf mit anschlieRend zwei bewerteten Laufen durchgefuhrt.
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Abbildung 9: Im Versuchsaufbau verwendetes Rota-Rod
Die Abbildung zeigt das in dieser Studie verwendetes Rota-Rod. Die Maus befindet sich wahrend des
Versuchs auf der rotierenden mittleren Stange.

3.1.16 Exit from the Circle

Ferner zu jedem NSS wurden die Tiere in einer seitlich durch Kunststoffwande
begrenzten Arena der GroRe 40 x 40 x 40 cm einem weiteren Verhaltenstest
unterzogen. Die Mause wurden jeweils in die Mitte der sogenannten Open Field
Arena positioniert. Mithilfe von Videotracking wurde fur 3 Minuten das komplette
Verhalten der Tiere dokumentiert. Die verwendete Software EthovisionXT
erkennt dabei automatisiert anhand eines Center Points die Maus und kann
darauf aufbauend diverse Parameter erheben. Zusatzlich wurden Nose- und
Tail-Point erfasst, wodurch der Maus weitere Bewegungsmuster wie die
Korperausrichtung zugeordnet werden konnten. Innerhalb der Arena vermerkte
die Software einen virtuellen Kreis mit 10 cm Durchmesser. Eine Maus verlasst
diesen Kreis durchschnittlich innert 30 s aufgrund des angeborenen
Fluchtverhaltens. Benotigt das Tier mehr als 30 s, wurde 1 Punkt vergeben. Bei
einer Dauer von 61 bis 120 s wurden 2 Punkte vermerkt. Zeiten, die daruber
hinausragten, wurden mit der Punktzahl 3 dokumentiert. FUr diese Studie wurde

die bendtigte Zeit einer Maus erfasst, bis sie die Center Zone verlassen hat.
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Aulerdem die Aufenthaltszeit in der Border-Zone, ihre durchschnittliche
Laufgeschwindigkeit und die zurlickgelegte Strecke innerhalb der Testung.

3.1.17 Elevated plus Maze

Mithilfe des Elevated plus Maze (EPM) koénnen RuUckschlisse auf das
Angstverhalten der Mause gefolgert werden. Es handelt sich dabei um eine
kreuzférmige Arena mit einer Center Zone (5 x 5 cm), gebildet durch zwei offene
und zwei geschlossene Arme (jeweils 5 x 30 cm) im Kreuzformat. Die
geschlossenen Arme werden durch eine Kunststoffwand begrenzt (20 cm Hohe).
Insgesamt befindet sich die Arena 40 cm uber dem Boden. Der
Beobachtungszeitraum war auf 5 Minuten begrenzt. Die Kamera befindet sich
zusammen mit einer Lichtquelle zentral Uber der Arena, um irritierende
Schattierungen zu vermeiden. Wie beim Exit from the Circle erfasst die
Computersoftware sowohl einen Nose- als auch einen Tail-Point. Halten sich
Tiere haufiger und langer in den offenen Armen auf, so ist von einem geringeren
Angstverhalten auszugehen. Verbleiben sie jedoch vermehrt in der Center Zone
oder ziehen sie sich in die geschlossenen Arme zurick, kann dies als gesteigerte
Angst gedeutet werden (140-142). Ferner konnen Ruckschlusse auf das
Angstverhalten gezogen werden, indem die Haufigkeit verfolgt wird, mit der die
Maus den Kopf uber den befestigten Teil der Arena hinausstreckt. Dies
signalisiert ein Suchverhalten und kann bei reduzierter Frequenz auf eine
gesteigerte Angst hindeuten (143, 144). Die Erhebung der Daten fand am Tag
20 statt.
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Abbildung 10: Aufbau EPM

Die Abbildung zeigt das EPM. Es lassen sich die offenen Arme erkennen, diagonal die durch
Kunststoffwande geschlossenen Arme. Die Arena wird durch StutzfuBe in 40 cm Hoéhe gehalten.
Abbildung modifiziert nach (145).

3.1.18 Euthanasie und Probengewinnung

Zur Bestimmung der molekularen Parameter sowie der histologischen
Aufbereitung erfolgte am Tag 42 die geplante Euthanasie. Dabei wurden sowohl
das Gehirn als auch das Femur entnommen und zusatzlich Serum asserviert.
Ein mit vierprozentigem Isofluran getranktes Zellulosepapier wurde in einem
Kolbenglas mit Deckel prapariert, um im Anschluss eine Maus dort hinein zu
transferieren. Nach ca. einer Minute wurde eine tiefe Narkose mit volliger
Schmerzfreiheit erreicht. Direkt nach der Exposition mit dem Narkosegas
erfolgte die Dekapitation mit einer Schere. Die Tiere der Polytrauma- und der
FF-Gruppe wurden zudem ein letztes Mal gerdontgt. Anschliefend wurde das
frakturierte Femur einer an der Studie beteiligten Arbeitsgruppe fur weitere
Untersuchungen uberreicht. Um das Gehirn unversehrt aus dem Schadel zu
entnehmen, wurde die Kopfhaut aufgeschnitten und der Knochen vom Foramen
Magnum ausgehend nach rostral aufgebrochen. Das Hirn wurde anschlieRend

vorsichtig mit einem Spatel entnommen und in pulverisiertem Trockeneis
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schockgefroren. Im Anschluss wurden diese dann luftdicht und nummeriert in
Kunststofftiten eingehullt. Die Gehirne wurden dann bei -20°C bis zur weiteren
Verarbeitung in einem Laborkuhlschrank gelagert. Parallel hierzu wurde das Blut
aus dem Korperstamm in einem 15 ml Falcon-Rohrchen gesammelt, mit 80 pl
Heparin (5000 Units/ml) versetzt und anschlieBend fur 8 Minuten bei 3000
Umdrehungen pro Minute (rounds per minute engl., rpm) zentrifugiert. Das
Serum konnte aus der entstandenen oberen Phase abpipettiert und bei -80°C
sicher deponiert werden.

3.2 Histologie
3.2.1 Kryotomschnitte

Um die Gehirnschnitte fur die histopathologische Analyse aufzuarbeiten, missen
diese vorab adaptiert werden. Hierfir wurden definierte Ebenen vom Gehirn bei
-20°C in 12 Mikrometer (um) dinne Schnitte auf einem Objekttrager (OT) fixiert.
Zuvor wurde das Gehirn mit einem Einbettungsmedium ummantelt.
AnschlieBend wurde die Sagittallinie im 90°-Winkel zur Schneideklinge
ausgerichtet. Das Verhaltnis von Gewebe zur Klinge wurde so gewahlt, dass das
Gehirn symmetrisch mit beiden Hemispharen angeschnitten werden kann.
Insgesamt wurden funf Serien auf funf OT in einer Ebene angefertigt. Fur jede
Serie wurden zwei OT bendtigt. So entstand eine Reihe A (Ebene 1-10) und eine
Reihe B (Ebene 11-16). Begonnen wurde bei Bregma +3,14mm, die letzte Ebene
wurde bei Bregma -4,36 mm erreicht. Der Abstand zwischen den 16 Ebenen
betragt jeweils 500 ym. Es entstanden 80 Schnitte auf funf Objekttragen, die in
verschiedenen Farbungen verarbeitet werden konnen. Die OT wurden
anschliel3end bei -20°C eingelagert, um den Gewebezerfall zu verhindern. Zur
Genexpressions- und Proteinanalytik wurde zusatzlich zwischen der Ebene 6
(Bregma +0,94mm) und der Ebene 13 (Bregma -2,86 mm) Gewebematerial
gewonnen. Die Erstellung der Trimmschnitte erfolgte durch vier 60 ym dicke
Schnitte, die deckungsgleich Ubereinandergelegt wurden. So entstand eine
Gewebeprobe mit 240 um dicke. AnschlieBend wurde das untere Drittel
abgetrennt und verworfen, da zur Analyse ausschlie3lich das Verletzte und das
perilasionale Gewebe der Hemispharen verwertet wurde. Beide Hemispharen

wurden separiert und jeweils in einem Kryor6hrchen gesichert. Alle weiteren
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Ebenen wurden entsprechend ihrer Hemisphare gleichermalien dort zugeordnet
und vorerst bei -80°C deponiert.

Abbildung 11: Midusegehirn mit SHT nach 42 Tagen Uberlebenszeit
Die Abbildung zeigt ein Gehirn mit rechtshemisphérischem CCI nach 42 Tagen Uberlebenszeit.

3.2.2 Farbung der Hirnschnitte nach Nissl

Die als Nissl-Farbung bekannte Kresylviolett-Farbung dient der mikroskopischen
Darstellung von Neuronen. Auf Grund der basophilen Eigenschaften von DNA
und Ribonukleinsdure (RNA) haftet der Farbstoff an ihren negativ geladenen
Phosphaten und fluhrt zu einer blau-violetten Farbung. Das raue
endoplasmatische Retikulum (ER) enthalt an der Membranoberflache
Ribosomen, die durch die ribosomale Ribonukleinsaure (rRNA) ebenfalls negativ
geladen sind. Durch die Anfarbung entstehen Komplexe, die auch als Nissl-
Schollen bekannt sind. Axone und Dendriten werden aufgrund ihrer Struktur
kaum bis gar nicht angefarbt und werden nur schwach dargestelit.

Die Farbung ist ein etabliertes Verfahren und wurde mit einem standardisierten
Laborprotokoll durchgefihrt (146).

Die OT wurden zu Beginn fur 1 h bei Raumtemperatur in der Umgebungsluft
getrocknet. Da das Gewebe mit dem Gefrierschnittmedium ummantelt ist,
wurden die OT fur 2 min in 70 % Ethanol eingelegt und bereinigt. In einem
weiteren Gefald befand sich die Kresylviolett-Farbe, die OT wurden fir 10
Minuten dort hineingetaucht. Nach Ablauf der Zeit wurden die OT zweimal kurz
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in destilliertem Wasser eingelegt, um unnotige Farbreste zu I0sen. In zwei
weiteren Schritten wurden die Gewebeschnitte entwassert. Erreicht wurde dies
durch kurzes zweimaliges Eintauchen in einer Ethanollosung mit aufsteigender
Konzentration von 70 %, 96 % und abschliefend nahezu 100 % Ethanol. Im
letzten Schritt wurden die OT erst 5 und dann fur 2 min in einem Behalter mit
Xylol eingelegt und fixiert. Um die Gewebeschnitte vor Einflissen aus der

Umgebung zu schitzen, wurde ein Deckglas uUber die Schnitte verklebt.

3.2.3 Volumetrie

Durch die kresylviolett gefarbten Hirnschnitte lasst sich das Gewebe farblich
abgrenzen. Dies ist fur die Volumenbestimmung erforderlich. Samtliche
Schnittebenen wurden mit einem Lichtmikroskop digitalisiert und mit der
Software ZEN2 von Zeiss analysiert. Es wurden beide Hemispharen getrennt
vermessen, sodass jeweils Werte fur die ipsilaterale und die kontralaterale
Schadenseite resultieren. Die Gesamtflache einer Ebene wurde durch Addition

bestimmt. Die Berechnung vom Gesamtvolumen erfolgte mit folgender Formel:

V=> Ax500pum
V: Volumen
> Summe

A: Flacheninhalte der Schnitte

3.2.4 Dickemessung der Kornerzellschicht im Gyrus dentatus

Zur Bestimmung der Veranderungen im Bereich des Hippocampus wurde die
Dicke der Kdornerzellschicht im suprapyramidalen Blatt des Gyrus dentatus (DG)
bestimmt. Hierzu wurden zwei Schnittebenen pro Versuchstier ausgewahlt.
Dabei handelte es sich um Ebene 11 bis 13 (Bregma -1,2 mm bis Bregma -2,1
mm). Eine Messung der Dicke wurde innerhalb der Schnitte an 4 Stellen, sowohl
ipsi- als auch contralasional durchgefuhrt. Die vier Stellen sind: innen, aulRen
mittig und die Stelle mit der am diunnsten messbaren Dicke. Die Messlinien

wurden jeweils senkrecht zu der gemessenen Struktur gezogen. Als dinnste
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Stelle wurde jene auserwahlt, bei der ein gro3tmoglicher Strukturverlust

angenommen werden konnte.

3.2.5 Vergleichsmessung der Lange von Femurnagel und Femur

Anhand der erstellten Rontgenaufnahmen wurde eine einheitslose
Vergleichsmessung der Lange vom Femurnagel und Femur angefertigt.
Aufgrund der Eindimensionalitat der Bilder wurde auf eine Skalierung verzichtet.
Es sollte methodisch erreicht werden, einen objektiven Parameter zu schaffen,
mit dem eine Verkurzung oder Dislokation besser beurteilt werden kann. Zur
Langenbestimmung des Knochens wurde die anatomische Femurachse
herangezogen.

3.2.6 Immunhistochemie

Als immunhistochemische Farbung wird das Anfarben spezifischer Proteine
mithilfe von einer Antigen-Ak-Bindung bezeichnet. Hierfir wurden die
entsprechenden Proteine in zwei Schritten fluoreszierend markiert. Ein primarer
monoklonaler Ak wurde Antigen-spezifisch ausgewahlt und bindet an das
Zielprotein. Im Anschluss markiert ein mit Fluoreszenz konjugierter Ak den
primaren Ak. Nachfolgend kann durch Anregung einer zugeordneten
Wellenlange der Protein-Ak-Komplex sichtbar gemacht werden.

3.2.7 Immunfloureszenzfarbung

Zur Durchfuhrung der Farbung werden zwei Tage benotigt. Zunachst wurden die
Schnitte fur 15 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Anschlief3end wurden
die Schnitte fur 10 Minuten in Paraformaldehyd (PFA, 4 %) fixiert, um sie dann
zweimal fur jeweils 5 min in phosphatgepufferter Salzlosung (PBST) zu waschen.
Dies geschah auf einem Schuttler. Durch das PFA kann eine reversible
Vernetzung von Proteinen erreicht werden (147). Im Anschluss wurden die
Schnitte auf dem OT mit einem Fettstift umrandet. Auf diese Weise werden
Flussigkeiten mithilfe der Oberflachenspannung auf den Schnitten gehalten. Die
Hirnschnitte wurden far 1 h in Blockierungspuffer (s. Tab. 3.5 Puffer und

Losungen) geblockt. Die in Blockierungspuffer verdinnten primaren Ak wurden
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bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Schnitte in
PBS dreimalig fur 10 min gewaschen. Alle Waschvorgange wurden auf dem
Schuttler durchgefuhrt. Bei allen folgenden Schritten wurden die OT
lichtundurchlassig bedeckt. Die sekundaren Ak wurden in Blockierungslosung
verdunnt und far 1,5 h bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden die
OT dreimalig fur 10 Minuten in PBS gewaschen. Zum Anfarben der Kerne wurde
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) in PBS verdinnt und fir 5 min inkubiert. DAPI
interkaliert mit der Doppelstrang-DNA und farbt so die Zellnuklei an (148). Ferner
wurden die Hirnschnitte zweimalig fur 5 min mit PBS gewaschen. Abschlie3iend wurden
die Deckglaser mithilfe von Immunomount auf die OT verklebt und bei 4 °C gelagert.
Immunhistochemisch wurden die Proteine GFAP (glial fibrillary acidic protein, engl.)
und Iba-1 (ionized calcium binding molecule 1, engl.) markiert, die Zellkerne wurden
mittels DAPI| markiert (Siehe 2.7).

3.2.8 Auswertung Immunfarbung

Die Bilder wurden mit einem Axiovert-Fluoreszenzmikroskop erstellt. Dabei
wurde das ausgewahlte Areal bei allen Schnitten moglichst identisch gewahlt.
AulRerdem wurden die gleiche VergrofRerung und Belichtungszeit und die der
Farbung entsprechenden Wellenlange (488 und 568 Nanometer) verwendet. Bei
der Auswertung mit der Software ImageJ wurde uber die Funktion Treshold eine
Kontrastierung gesetzt, bei der alle immunreaktiven Zellstrukturen als
eigenstandige Komplexe erkannt werden. Ferner konnte mit dem Plug-In Partical
Count aus den entstehenden Komplexen eine Zahlung erfolgen. Zur
vergleichbaren Quantifizierung wird die Zellzahl pro Quadratmillimeter erfasst.
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3.3 Molekularbiologische Verfahren
3.3.1 RNA Extraktion

Zur molekularbiologischen Analyse wird zunachst die RNA aus dem Hirngewebe
extrahiert. Hierzu wurde das RNeasy Plus Universal Kit von Qiagen genutzt. Das
untersuchte Gewebe stammt von der ipsilasionalen Hemisphare. Zunachst
wurden 0,9 ml Qiazol, sowie eine Edelstahlkugel hinzugefugt. Dies diente zum
einen der Gewebelyse, zum anderen der RNase-Inhibition. Zur mechanischen
Zerkleinerung wurden die Proben fur 2 Minuten im Mastermill bei 20 Hertz (Hz)
bewegt. Im Anschluss wurde dem Lysat 100 yl gDNA Eliminator hinzu pipettiert
und dies dann auf dem Vortexer fur 15 S gemischt. Nach funfminatiger
Inkubation wurden 150 ul Chloroform einpipettiert, die Probe 15 s auf dem
Vortexer vermengt und fur weitere 2 Minuten inkubiert. Fur die Auftrennung in
drei Phasen wurde das Gemisch bei 4 °C und 12000 x g fur 15 Minuten
zentrifugiert. Die unteren Phasen bestehen aus einer weilden mittleren und einer
rotlichen darunterliegenden Schicht. Die in dieser Schicht befindlichen lysierten
Proteine wurden verworfen. In der oberen Phase befindet sich in ca. 600 ul die
geldoste RNA. Diese wurde abpipettiert und mit weiteren 600 pl 70 % Ethanol
vermengt. Im nachsten Schritt wurde die entstandene Losung in einer Mini-Spin-
Saule pipettiert. In der Mini-Spin-Saule befindet sich eine RNA-selektive
Silikatmembran. Die RNA haftet beim Durchlaufen der Membran dort. Hierfar
wurde die Mischung bei 800 x g fur 15 s zentrifugiert und der Durchlauf
verworfen. Anschliefend werden 700 yl RWT Puffer hinzugeflgt und ebenfalls
fur 15 sek bei 8000 x g zentrifugiert. Bei zwei folgenden Waschschritten wurde
die RNA mit je 500 yl RPE-Puffer fur 2 Minuten bei 8000 x g weiter aufgereinigt.
Abschlieend wurde die RNA mit 40 ul RNase freiem Wasser von der Membran
in der Zentrifuge geldst. Das dabei entstehende Eluat entspricht der isolierten
RNA. Nach der photometrischen Konzentrationsbestimmung wird die RNA bei -

80 °C eingelagert.
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3.3.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Durch eine photometrische Messung wird in 2 pl aus dem zuvor gewonnenem
Eluat die RNA-Konzentration (crna) und deren Reinheitsgehalt ermittelt.

Bei einer Wellenlange von 260 nm wird die optische Dichte (OD) mithilfe von
Extinktion bestimmt, diese entspricht dem Absorptionsmaximum von
Nukleinsauren. Bei einer OD2eo mit 1,0 ergibt sich eine Konzentration aus 40 ug
pro ml. Zur Berechnung von crna wurde entsprechend folgende Formel
verwendet:

crna = ODa2so * Verdinnungsfaktor = 40 ug/ml

Das Absorptionsmaximum von Proteinen liegt bei einer optischen Dichte von 280
nm. Wird die OD der RNA durch die OD der Proteine dividiert, lasst sich ein
Quotient errechnen, der dem Reinheitsgrad entspricht. Dieser sollte zwischen
1,8 und 2,1 liegen, damit die RNA fur die Synthese der dazu komplementaren
DNA (cDNA) qualifiziert ist.

3.3.3 Reverse Transkriptase

Im Rahmen einer quantitativen Real-Time Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)
muss zuvor eine komplementare DNA synthetisiert werden. Als Matrize fur das
Umschreiben in cDNA dient die aus dem Hirngewebe gewonnene mRNA. Fur die
Synthese wurde das QuantiTect Reverse Transcription Kit von Qiagen
verwendet und die Anweisungen des Herstellers strikt umgesetzt. Eine stetige
Kdhlung auf Eis verhindert bei den einzelnen Arbeitsschritten den RNA-Abbau.
Vorab muss jede genomische DNA von der vorhandenen RNA-Probe entfernt
werden. Es wurden 2 yl gDNA Wipeout Puffer zu 0,5 uyg RNA pipettiert und
entstandene Reaktionsansatz mit RNase freiem Wasser zu einem Volumen von
14 pl vervollstandigt. Die Probe wurde anschliefend fur 8 min auf 42 °C erwarmt.
Im darauffolgenden Schritt fand die reverse Transkription statt, hierbei wurde
jeder Probe ein Mastermix hinzugefugt. Dieser bestand aus 1 ul Quantiscript
Reverse Transkriptase, 1 yl RT Primer Mix und 4 pl Quantiscript RT Puffer. Die
entstandene Mischung wurde fir 30 Minuten bei 42 °C inkubiert. Gestoppt wurde
die cDNA Synthese durch eine Inaktivierung mittels einer 3 min Erhéhung der
Inkubationstemperatur auf 95 °C. Nach Zugabe von RNase freiem Wasser im
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Verhaltnis 1:1 kann die gewonnene cDNA bei -80 °C voribergehend konserviert

werden.

3.3.4 Polymerasekettenreaktion

Bei der qRT-PCR wird die Anzahl der Kopien der cDNA quantifiziert. Dies
ermoglicht mittels ausgewahlter Primer Analysen der Genexpression von
Proteinen zum Zeitpunkt der Euthanasie. Grundlage fur die gqRT-PCR bildet die
Polymerasekettenreaktion (PCR). Wahrend der Amplifikation wurde die DNA in
20 — 40 Zyklen exponentiell vermehrt (149). Im Rahmen eines festen Ablaufs
wird jeder Zyklus automatisiert umgesetzt. Dabei werden drei Phasen,
unterstutzt durch Thermocycler, durchlaufen. Begonnen wurde mit der
Denaturierung (Denaturierungsphase) der DNA-Strange. Bei 95 °C entstehen
durch Losen von Wasserstoffbruckenbindungen aus einem DNA-Doppelstrang zwei
Einzelstrange. Damit diese getrennt bleiben, wurde rasch auf 65 °C hinunter gekunhlt.
Es schliel3t sie eine Annealingphase an. Hierbei bindet der Primer an Targets. Dabei
handelt es sich um charakteristische Bindungsstellen, mit denen ein zu
amplifizierender DNA-Bereich ermittelt werden kann. Dies geschieht in einem von dem
Primer bevorzugten Temperaturbereich zwischen 55 °C und 65 °C. In der letzten
Phase, als Elongationsphase bezeichnet, binden die zum Einzelstrang
komplementaren desoxygenierten Nukleotide dATP, dCTO, gGTP und gTTP an den
Primer. Damit das korrespondierende Basenpaar optimale
Bindungsbedingungen hat, findet dieser Prozess bei 68 bis 72 °C statt. Im
Anschluss kommt es abermals =zu einer Denaturierungsphase mit
anschlieendem Zyklus. Parallel wurde im Rahmen der gRT-PCR die Menge der
DNA-Replikate detektiert. Dies geschah in Echtzeit und beruht auf der
Fluoreszenzemission. Dabei bindet an den DNA-Doppelstrang ein globaler
Fluoreszenzfarbstoff. Abhangig von einem Target kann auch eine spezifische,
mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppelte Hybridisierungssonde hinzugefugt werden.
Die Signalintensitat wird nach Anregung mittels einer Lichtquelle uber die
Signalemission festgestellt. Mit den hierbei erhobenen Werten konnen
Rackschlusse auf die Anzahl der Replikationen gemacht werden. Es werden die
Signalemission gegen die Anzahl der Zyklen graphisch aufgetragen. Es konnen

drei heterogene Anteile erfasst werden.
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Wahrend die Replikationskurve in der Anfangsphase noch flach verlauft, steigt
sie mit zunehmender Amplifikation exponentiell, um am Ende in eine Plateau-
Phase Uuberzugehen. Die Zykluszahl, bei der das Signal Uber ein zuvor
festgelegtes Hintergrundrauschen hinausgeht, kann mit einem LightCycler
erfasst werden. Dies findet in der Phase mit exponentieller Steigung statt und
wird als Crossing Point (CP) bezeichnet. Parallel wurde eine Standardkurve
ermittelt. Dafur werden bekannte DNA-Konzentration und eine Standardldsung
verwendet. Mithilfe einer Software kann aus der Standardkurve und dem CP die
DNA-Menge der Probe berechnet werden. Hierdurch lassen sich Ruckschlusse
auf die cDNA-Konzentration schlielen. Mit dem doppelten Ansatz der Probe
kann ein Mittelwert (MW) der jeweiligen Analyse gebildet werden. Das
Vorhandensein der Housekeeping-Gene wird sich hier zunutze gemacht. Da
Houskeeping-Gene konstant im Gewebe unabhangig einer Intervention
exprimiert werden, wird der gewonnene MW an ihnen normalisiert. Im Rahmen
dieses Versuchs wurde Peptidylprolyl Isomerase A (PPIA) als Housekeeping-
Gen verwendet. Auf einer Well-Platte wurden die Proben pipettiert und detektiert.
Zudem wurden jeweils vier Negativkontrollen mit Wasser durchgefuhrt.

3.3.5 Proteinextraktion

Die im Kryostat gewonnenen Trimmschnitte wurden zur Proteinbestimmung
weiterverarbeitet. Die Trimmschnitte wurden gewogen und ihrem Gewicht
entsprechend mit radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA) versetzt. RIPA
dient der Lyse von Zellbestandteilen und der damit verbundenen Extraktion von
Proteinen. Zu 0,01 g der Gewebeprobe wurden 10 Mikroliter RIPA gegeben. Im
Anschluss wurden die Proben 30 Minuten auf Eis inkubiert und im Abstand von
10 Minuten mechanisch durchmischt. Die Durchmischung unterstitzt die Lyse.
Fur die weitere Trennung der Bestandteile wurde die Probe 20 min bei 12000 x
g und 4 °C zentrifugiert. Der hierbei gewonnene Uberstand wurde in ein neues

Reaktionsgefald pipettiert und im Verhaltnis 1:10 mit Ripa Buffer verdinnt.
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3.3.6 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach Lowry und wird mit einer 96-Wellplatte
durchgefuhrt (150). Nach erfolgter Reaktion entsteht eine Farbung und wird
anschlielend photometrisch gemessen. Es wird entsprechend eine quantitative
Bestimmung des Proteingehalts abgeleitet. Die Proben wurden als Duplikate
aufgetragen. Verglichen wurden zwei Standardreihen auf der Wellplatte.

Es wurden 5 Mikroliter der Probe und 5 Mikroliter der Standardlosung in jeweils
ein Well pipettiert. Zur Sicherung einer gleichbleibenden Konzentration wurden
die zu pipettierenden Losungen vor jeder Entnahme auf dem Vortexer
durchmischt. In jedes Well wurden 25 Mikroliter, bestehend aus Reagent S und
Reagent A im Verhaltnis 1:50 vermengt. AnschlieBend wurden zugig 200
Mikroliter von Reagent B in jedes Well hinzugefugt. Wahrend einer 12-minutigen
abgedunkelten Inkubation bei Raumtemperatur kommt es zu einer Farbreaktion.
Diese wird im Glomax Multidetection System bei 750 Nanometer (nm) analysiert.
Die Extinktion gibt Aufschluss uber den quantitativen Proteingehalt. Aus der
entstandenen Standardreihe wird ein Graph erstellt. Dieser bildet eine
Standardkurve ab, auf der die Extinktionswerte die Konzentration in den Proben
ergeben.

3.3.7 Gelelektrophorese

Grundlage fur die Gelelektrophorese bilden Acrylamidgele in verschiedener
Konzentration innerhalb der Elektrophoresekammern. Die Konzentration wird
entsprechend der Proteingrof3e ausgewahlt, die untersucht werden soll. Eine
starke Quervernetzung des Acrylamid innerhalb des Gels sorgt fir eine bessere
Auftrennung kleinerer Proteine (151).

Der Aufbau dieser Elektrophoresekammern wurde mit zwei Glasscheiben und
Kunststoffplatten begrenzt. Es entsteht nach oben eine gedffnete Kammer. Die
Trenngelmischung wurde unter Aussparung von zwei cm in die Kammern gefullt.
Eine gegossene Schicht aus Isopropanol sorgt fur eine waagerechte
Grenzebene. Nach einer Aushartungsphase von etwa 30 Minuten wurde das
Isopropanol abgegossen und die Sammel-Gelmischung hinzugefugt. Um Platz
fur die Proteinproben zu schaffen, wurde mithilfe eines eingelegten Kamms

kleine Taschen in das Gel eingefugt. Nach einer weiteren Aushartungsphase von
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30 Minuten konnten die Elektrophoresegele kurzzeitig bei 4 °C eingelagert
werden, um sie bis zur Verwendung zu konservieren. Die aus dem Lowry Protein
Essay gewonnen Werte dienen als Mal fur das angestrebte Volumen der Probe.
Mit phosphatgepufferter Salzlosung wurde die Probe bis zur entsprechenden
Gesamtmenge von 60 Mikroliter aufgefullt. Die Proteine wurden im nachsten
Schritt denaturiert. Hierfur wurde Ladungspuffer hinzugeflgt und die Probe bei
95 °C 5 min inkubiert. In diesem Schritt kommt es durch das enthaltene SDS und
der Temperatur zu einer Denaturierung von Proteinen. Um die Proteine bis zur
Primarstruktur aufzubrechen, werden mittels des beigesetzten beta-
Mercaptoethanol die Disulfidbricken gespalten. In diesem Zustand lagert sich
das SDS entsprechend der Grolle an die Primarstruktur an, sodass die
polyanionischen Proteine in der Elektrophorese nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt werden. Nachdem die Gele in die Elektrophoresekammer eingesetzt
wurden, wurde diese komplett mit Laufpuffer beflllt. Die zuvor eingesetzten
Kunststoffkamme wurden entfernt und in die entstandenen Taschen die Probe
pipettiert. Mittels eines Prestrained-Markers und Chamaleon-Gels konnen die
einzelnen Gele unterschieden werden. Bei der stattfindenden Elektrophorese
wandern die Proteine entsprechend ihrer Ladung Richtung Anode. Wenn der
Prestrained-Marker bei 0,02 Ampere pro Gel komplett aufgetrennt ist, gilt die

Phorese als abgeschlossen.

3.3.8 Western Blot

Die Acrylamidgele wurden aus den Halterungen wund Glasplatten
herausgenommen. Darauffolgend wurden die Gele fur wenige Minuten in
blotting-buffer aquilibriert. Im Anschluss wurden die Acrylamidgele, auf denen
sich die Proteine in aufgetrennter Reihe befinden, auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen. Dies gelingt mittels einer Schichtung in
folgender Reihenfolge: 1 Schwammchen, 2 Filterpapiere, Acrylamidgel, 1
Nitrozellulosemembran, 2 Filterpapiere, 1 Schwammchen. Die dadurch
entstandenen Rahmen wurden in die Blotkammer Uberfuhrt und mit Blotting-
buffer bedeckt. Mit einer konstanten Stromstarke von 380 mA wurde ein
elektrisches Feld erzeugt, auf dessen Wirkung sich die Proteine auf die

Nitrozellulosemembran uberfuhren lie3en. Die unterschiedliche BandengrofRe ist
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malgebend fur die Zeit. Fur Spektrin mit einem Molekulargewicht von maximal
230 kilodalton (kDa), sind es 2 h. In der Blotkammer befindet sich unterdessen
ein Magnetrihrer. Die Kammern wurden kontinuierlich durch eine
Eisummantelung gekuhlt. Im nachsten Schritt wurde die Nitrozellulosemembran
zum Schutz vor unspezifischen Proteinbindungen geblockt. Hierzu wurden die
Membranen mit 2,5 % Magermilch in TBS fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Es folgt die Inkubation mit dem primaren Ak. Dieser markiert das Zielprotein. Die
Membranen wurden Uber Nacht bei 4 °C mit dem AK inkubiert. Am folgenden
Tag wurden die Membranen zweimal fur 5 Minuten in TBST gewaschen. Der
Sekundarantikorper wurde mit einer 1:15000 Verdlinnung in 2,5 % Magermilch
in TBST an der Membran aufgetragen und fur 1 h inkubiert. AbschlieRend folgten
3 Waschgange in TBST fur jeweils 5 Minuten, um die Detektion vorzubereiten.
Alle Waschungen wurden unter Lichtschutz auf einem Rotationsschuttler mit 60
rom durchgefihrt.

Der sekundare Ak ist mit einem fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt. Dieser
erscheint in der verwendeten Software rot bei einer Wellenlange von 680 nm und
grun bei 800 nm. Das Signal der markierten Proteine kann mit einem
computergestutzten Detektionsverfahren analysiert werden. Die gemessenen
Fluoreszenzsignale konnen anhand ihrer Intensitat quantitativ ausgewertet
werden. Um Misch- und Pipettierfehler zu relativieren, wurde zusatzlich ein
Normalisierungsprotein gemessen. In dieser Studie wurde GAPDH als Referenz
verwendet, da es sich um ein ubiquitar exprimiertes Proteine handelt, das von der
Intervention unbeeinflusst blieb. Zur statistischen Auswertung wurde sich dem
Verhaltnis zwischen Normalisierungsprotein und der in der Fragestellung behandelten
Proteine bedient.

3.3.9 Enzyme-linked immunosorbant assay

Fur den Enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA) wird ein Antigen auf einer
festen Oberflache fixiert und mithilfe eines enzymgekoppelten Ak detektiert. Die
nach der Euthanasie extrahierten Serum-Proben wurden mit einem
Immunoassay zur Detektion von Osteopontin untersucht. Dabei wurde das
Quantikin  Maus/Ratte  Osteopontin  Immunoassay entsprechend der

Herstellerangaben verwendet.
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Dafur wurde ein Mikroplattenleser mit einer Absorption von 450 nm genutzt.

Indem die Platten mit den Ak bestiuckt wurden, konnten die ubrigen
unspezifischen AntikOrperbindungen Dblockiert werden. Es folgte ein
Waschschritt mit anschlieBender Inkubation der Probe. Der auf der Platte
angebrachte Ak bindet das Protein und die Zugabe von Detektionsantikorper
schlieft sich an. An dem Detektionsantikorper befindet sich ein Enzym. Nach der
Zugabe eines entsprechenden Substrates entsteht eine Umsetzung von diesem
durch das gekoppelte Enzym. Das dabei entstehende Signal kann mit der
Software Image Studio quantifiziert werden. Die Intensitat ist dabei proportional

zur Proteinmenge.

3.4 Statistische Auswertung

Die in dieser Arbeit gezeigten Graphen und statistischen Auswertungen wurden
mit der Software GraphPad Prism 9 erstellt. Grundlage aller Berechnungen
lieferte ein Signifikanzniveau unter 5 %, entsprechend einem p-Wert kleiner als
(<) 0,05. Zur Analytik der Daten wurden der Shapiro-Wilk-Normalitatstest und
Quantil-Quantil-Diagramme herangezogen. Der Rout-Test kam zum Ausschluss
von Ausrei3ern zum Einsatz. Normalverteilte Daten zweier Gruppen wurden mit
dem Student's-t-Test, nicht normalverteilte Daten mit dem Wilcoxon-Mann-
Whitney-Test verglichen. Bei normalverteilten Daten mehrerer Gruppen und
mehrere Untersuchungszeitpunkte wurde eine einfaktorielle oder eine
zweifaktorielle Varianzanalyse mit Holm-Sidak-Test angewandt (One-way or
two-way analysis of variance engl., ANOVA). Alle in dieser Arbeit prasentierten
Ergebnisse  werden als MW  plus/minus (¢) Standardfehler des
Mittelwerts (standard error of the mean engl., SEM) dargelegt. Ein p-Wert bis zu
0,1 wird als statistischer Trend interpretiert und gesondert hervorgehoben. Ein
im Versuchsverlauf verstorbenes Tier wurde komplett aus der Auswertung

genommen.
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4. Ergebnisse

Die folgenden Ergebnisse fokussieren im Sinne der Fragestellung den Vergleich
der einzelnen Gruppen miteinander. Bei Blockdiagrammen werden auf der
Abszisse die Gruppe und auf der Ordinate die Parameter dargestellt. Alle
Darstellungen basieren auf dem MW mit zugehoriger Standardabweichung.

4.1 Verhalten und Gewicht

4.1.1 Gewicht

Als indirekter Malstab fur das Wohlergehen und die ausreichende
Nahrungsaufnahme der Tiere wird das Gewicht herangezogen. Bei gesunden
Mausen bleibt das Essverhalten und damit das Gewicht altersentsprechend. Bei
korperlichem Stress kommt es zu einem gestorten Essverhalten, was eine
Gewichtsveranderung nach sich zieht (152, 153).

24—
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22 | - CCI
! FF
|
! CCI+FF

Korpergewicht [g]
N
o

-
(=]
|

OP
16 1 T T T 1 1

preop. d1 d3 d7 d14 d21 d42

Diagramm 1: Die Entwicklung des KG im Versuchsverlauf

Das Liniendiagramm veranschaulicht die Kérpergewichtsveranderung der Mause an sieben Zeitpunkten:
preop, d1, d3, d7, d14, d21 und d42. Auf der Abszisse wird das KG in g und auf der Ordinate werden die
Messtage eingetragen. Erkennbar ist ein verringertes KG am d1 im Vergleich zu preop. in allen
Versuchsgruppen (Sham n=12, CCl n=15, FF n=15, CCI + FF n=14). Die Darstellung der erhobenen Werte erfolgt
als MW+SEM. Two-way ANOVA und p-Wert Bestimmung mittels Holm-Sidak's multiple comparisons test.
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Im Vergleich zum praoperativen Ausgangswert (preop.) ist das KG am ersten
postoperativen Tag (d1) in allen Gruppen aulRer FF signifikant verringert (sham:
p=0,0481, CCI: p=0,01, FF+CCI: p=0,0049). Die Tiere kompensierten den
Gewichtsverlust innerhalb der ersten 7 Tage postoperativ nahezu. Eine
altersentsprechende Gewichtszunahme erfolgt bei allen Tieren bis zum d42. Die
Interventionen hatten langfristig keinen signifikanten Einfluss auf das KG. Die
aufgefuhrte Tabelle gibt die relevanten MW+SEM an.

Gruppe | Tag MWSEM Gruppe | Tag MWSEM
Sham Preop. | 19 9540 454 Sham 1 18,320,497
FF preop. | 49 3340,271 FF 1 18,460,219
cCl Preop. | 19 3140288 ccl 1 17,60£0,244
FF + CCl | preop. | 19 8840255 FF+CCI | 1 18,010,323

Tabelle 3: MW*SEM vom Korpergewicht

Die in der Tabelle aufgefiihrten Daten beziehen sich auf das Diagramm 1.

4.1.2 Neurological Severity Score

Um eine standardisierte Bewertung der neuromotorischen Beeintrachtigung
vorzunehmen, wird der NSS genutzt. Die Ergebnisse der einzelnen Befunde
werden graphisch dargestellt. Je hoher der Score, desto starker die
Beeintrachtigung. Es konnten insgesamt zwischen 0 und 13 Punkte in einem
Test erreicht werden. Die Werte wurden praoperativ und an den postoperativen
Tagen: d1, d3, d7, d14, d21 und d42 erhoben.
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Diagramm 2: NSS der einzelnen Gruppen an den jeweiligen Kontrolltagen

Das Saulendiagramm zeigt die erreichte Punktzahl im NSS an den Zeitpunkten preop. und an den Tagen:
d1, d3, d7, d14, d21 und d42 (Sham n=12, CCI n=15, FF n=15, CCl + FF n=14). Die Darstellung der erhobenen
Werte erfolgt als MW+SEM. Two-way ANOVA Test und p-Wert Bestimmung mittels Holm-Sidak's multiple
comparisons test (+ signifikant zu CCI (++ p<0,01, +++ p<0,0001); x signifikant zu Sham (x p<0,05; xx
p<0,01, xxx p<0,0001)); # signifikant zu FF (## p<0,01)).

4.1.2.1 NSS am Tag 1

Der am Tag vor der Intervention durchgefihrte NSS zeigte bei allen
Versuchstieren einen Wert von unter 2 Punkten. 24 h nach dem Eingriff wurde
erneut der NSS erhoben. Hier zeigten die CCI als auch die CCI+FF-Gruppen
signifikante Einbufden in den koordinativ-neurologischen Fahigkeiten gegenuber
den Sham-Tieren (CCIl, CCI+FF: p<0,0001). Zudem zeigte die CCI+FF-Gruppe
einen signifikanten Anstieg des NSS gegenuber der reinen FF-Gruppe
(p=0,0012). Der NSS in der Sham-Gruppe stieg insgesamt auf einen MW von
1,9210,71 Punkte. Die CCI-Gruppe zeigte einen MW von 6,131£0,51 Punkten. Bei
den Tieren mit reinem FF wurde ein MW von 4,13+0,66 Punkten erreicht. Den
starksten Anstieg lieferte die CCI+FF-Gruppe. Hier kam es zu einem MW von
7,9310,67 Punkten.

4.1.2.2 NSS am Tag 3

Der dritte Tag ist gekennzeichnet durch signifikante Veranderungen in allen
Gruppen gegenuber den Sham-Tieren (gegenuber CCIl p<0,001; CCI+FF, FF:
0,0001). AuRerdem zeigte sich in der Gruppe der kombinierten Verletzung
zusatzlich signifikante Veranderungen gegenuber FF und CCl sowie Sham
(CCI+FF gegenuber CCI: p=0,0002; gegen FF p=0,0097; gegen sham p<0,0001).



Ergebnisse 57

Der NSS in der Sham-Gruppe lag bei einen MW von 0,75+0,31 Punkte. Die CCI-
Gruppe zeigte einen MW von 3,9+0,7 Punkten. Bei den Tieren mit reinem FF
wurde ein MW von 4,87+0,47 Punkten erreicht. Die CCI+FF-Gruppe zeigte einen
MW von 7,61+£0,39 Punkten.

4.1.2.3 NSSam Tag 7

Am siebten Tag zeichnet sich nun zunehmend die Schwere der kognitiv-
neurologischen Einschrankungen in der CCI+FF-Gruppe gegenuber den
anderen Gruppen ab. Die CCI+FF-Gruppe ist sowohl signifikant gegenuber der
Sham- als auch der CCI-Gruppe eingeschrankt (CCI+FF gegen CCI: p=0,0021;
gegen Sham p<0,0001). Ebenfalls erhohte Punkte erreichten die Mause mit FF
gegenuber den Sham-Tieren (p=0,0405). Insgesamt lag der NSS in der Sham-
Gruppe bei einen MW von 2,25 £0,77 Punkte. Die CCI-Gruppe zeigte einen MW
von 3,33+0,8 Punkten. Bei den Tieren mit reinem FF wurde ein MW von
4,67+0,54 Punkten erreicht. Die CCl+FF-Gruppe zeigte einen MW von 6,46+0,54
Punkten.

4.1.2.4 NSS am Tag 14

Am Tag 14 imponiert weiterhin die CCI-FF-Gruppe mit der hochsten Punktzahl.
Sie ist signifikant gegenuber allen anderen Gruppen (CCI+FF gegen CCI:
p=0,0096 gegen FF p=0,0066; gegen sham p=0,01). Der NSS in der Sham-Gruppe
erreicht einen MW von 2,75 +0,72 Punkte. Die CCI-Gruppe liegt bei einem MW
von 2,9+0,86 Punkten. Bei den Tieren mit reinem FF sinkt der MW auf 2,8+0,72
Punkte. Die CCI+FF-Gruppe bleiben hoch mit einem MW von 5,64+0,69 Punkten.

4.1.2.5 NSS am Tag 21

Nach der Halfte der Versuchszeit konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
den Versuchsgruppen festgestellt werden. Der NSS in der Sham-Gruppe liegt bei
einem MW von 2+0,66 Punkten. Die CCI-Gruppe bei einem MW von 2,77+0,67.
Die Tiere mit reinem FF erreichen einen MW mit 2,57+£0,59 Punkten. Die
CCI+FF-Gruppe fallen auf einen MW von 3.54+0,83 Punkten.
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4.1.2.6 NSS am Tag 42

Am letzten Tag und somit unmittelbar vor der Euthanasie zeigen sich nur leichte
Unterschiede. So ist die Punktzahl der CCI+FF-Mausen leicht, aber dennoch
signifikant zu den Sham-Tieren erhoht (p=0,0228). AbschlieRend zeigen sich die
MWSEM wie folgt: Sham: 1,7540,63; CCI: 2,37+0,63; FF 3,93+0,77; CCI+FF:
4,39+0,85.

4.1.3 Beinbelastungstest

Beim Beinbelastungstest wird beobachtet, wie die Maus das verletzte Bein
belastet. Erhohte Werte deuten auf eine geringere Belastung in Folge der Fraktur
hin, niedrige Werte zeigen eine gute motorische Funktion. Der Test wurde an
den Tagen d1, d3, d7, d14, d21 und d42 zusatzlich zum NSS durchgefuhrt.
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Diagramm 3: Vergleich der Gruppen zum Kontrollzeitpunkt
Das Saulendiagramm zeigt die erreichte Punktzahl im BBT an Tagen: d1, d3, d7, d14, d21 und d42 (FF
n=15, CCl + FF n=14). Die Darstellung der erhobenen Werte erfolgt als MW+SEM. Two-way ANOVA Test und p-

Wert Bestimmung mittels Tukey‘s und Holm-Sidak’s multiple comparison test.

Die Tiere mit Polytrauma zeigten am Tag 1 erhohte Beeintrachtigungen
gegenuber den FF-Tieren (p = 0,053). Jedoch sind die Ergebnisse statistisch
nicht signifikant und sollten eher als Trend gedeutet werden. Sowohl die Gruppe

CCI+FF, als auch die Gruppe mit isolierter FF zeigten signifikant verbesserte
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Ergebnisse im Vergleich von d1 mit d42 (d1 mit d42 bei FF: p= 0,014; bei
CCI+FF: p<0,0001). Die aufgefuhrte Tabelle gibt die MW+SEM an.

Gruppe | Tag | MWSEM Gruppe | Tag | MWSEM
FF 1 2.0330.30 CCI+FF |1 3,1+0,34
FF 3 2474036 CCI+FF |3 2,87+0,29
FF 7 1,9340.18 CCI+FF |7 2,53+0,29
FF 14 1.140,26 CCl+FF |14 1,68+0,32
FF 21 0,93+0.25 CCIl +FF | 21 1,21+0,35
FF 42 0.7£0.22 CCl +FF |42 0,61+0,22

Tabelle 4: MW+SEM Beinbelastungstest

Die in der Tabelle aufgefiihrten Daten beziehen sich auf Diagramm 3.

414 Rota-Rod

Der Rota-Rod Test gibt Auskunft Uber die Kraft, Ausdauer und Greifkraft der
Maus. Aulierdem gibt er Hinweise auf die Fahigkeit, die Balance zu halten, sowie
die motorische Koordinationsfahigkeit der Maus (154, 155). Durchgefuhrt wurde
der Test am Tag 21 nach der Intervention.
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Diagramm 4: Rota-Rod Test am Tag 21. Vergleich der Zeit bis zum Fall

Das Saulendiagramm zeigt die Zeit bis zum Sturz in S auf dem Rota-Rod der einzelnen Gruppen. Getestet
wurde an dem Tag 21 (Sham n=12, CCl n=15, FF n=15, CCl + FF n=14). Die Darstellung der erhobenen Werte
erfolgt als MW+SEM. One-way ANOVA Test und p-Wert Bestimmung mittels Holm-Sidak’s multiple comparison

test.
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Im Vergleich konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
Versuchsgruppen festgestellt werde. Die Sham-Gruppe zeigte einen MW+SEM
von 75,08+8,96s, die CCI-Gruppe 79,67+5,64s, die FF-Gruppe 83,8+6,7s und
die CCI+FF-Gruppe 75,86+6,17s.

4.1.5 Allgemeine Bewegungsfahigkeit

Mithilfe der Software Ethovision XT 14 wird die allgemeine Bewegungsfahigkeit
im Open-Field-Test (OFT) analysiert. Die daraus erhobenen Werte zeigen
sowohl die gesamte zuruckgelegte Strecke in cm als auch die mittlere
Geschwindigkeit in cm/s.
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Diagramm 5: Vergleich der Gesamtstrecke in den Gruppen an den Kontrolltagen

Das Saulendiagramm zeigt die erreichte Gesamtgeschwindigkeit im Open-Field Test an den Zeitpunkten
preop. und an den Tagen: d1, d3, d7, d14, d21 und d42 (Sham n=12, CCl n=15, FF n=15, CCI + FF n=14).
Die Darstellung der erhobenen Werte erfolgt als MW+SEM. Two-way ANOVA Test und p-Wert Bestimmung mittels
Holm-Sidak’s multiple comparison test (+ signifikant zu CCI (+++ p<0,0001); x signifikant zu Sham (x p<0,05,
xxx p<0,0001); # signifikant zu FF (# p<0,05; ## p<0,01, ### p<0,0001)).

Am Tag 1 imponiert die deutlich signifikant verringerte Strecke der FF-Tiere im
Vergleich zu den Sham-Mausen (p=0,048). Am Tag 3 legen die Gruppen FF und
FF+CCl eine signifikant kurzere Strecke gegenuber den CCI-Mausen zurick (FF
p=0,0002; CCI+FF p=0,004). Signifikant mehr Strecke legen am siebten Tag die
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CCI-Mause zuruck. Dies jeweils gegenuber den FF-Tieren (p<0,0001) und den
Sham-Tieren (p=0,0008). Die Tiere mit kombinierter Verletzung haben an d7
signifikant weniger cm gegenuber den FF-Mausen an Strecke zuruckgelegt
(p=0,0051). Am d14 haben die CCIl-Mause gegenuber den FF-Mausen
besonders viel Gesamtstrecke erreicht (p=0,0006). Ebenso am d21 sind es die
CCl-Mause, die wieder den FF-Mausen gegenuber signifikant mehr Strecke
erreicht haben (p=0,0024) und auch im Vergleich zu den Sham-Tieren mehr
Wegstrecke erreicht haben (p=0,0137). Am letzten Kontrolltag imponieren die
FF+CClI-Tiere mit einer signifikant groleren cm Anzahl gegenuber den FF-
Mausen (p=0,0073). Auch die CCI-Tiere erreichen mehr Strecke im Vergleich zu
den FF-Tieren (p=0,0189). Die aufgefuhrte Tabelle gibt die MW+SEM an.

Gruppe | Tag MWSEM Gruppe | Tag MWSEM
FF Preop. | 1459+119,2 CCl+FF | Preop. | 153511159
FF 1 934,2+47,36 CCI+FF 11 1063+74,71
FF 3 804,5:82,89 CCl+FF |3 913+56,54

FF 7 816,7+79,96 CCl+FF 17 1313£84,93
FF 14 | 667,2£39,66 CCl+FF |14 10011287
FF 21 778,6477,43 CCI+FF | 21 11331447
FF 42 664,3+61,48 CCl+FF |42 1157£122,9
Sham Preop. | 171341062 CCl preop. | 1318+106,6
Sham 1 1352135.60 CCl 1 1171£125,2
Sham 3 117721125 CCl 3 1424+64,95
Sham 7 119121318 CCl 7 1791:158,8
Sham 14 10492143.6 CCl 14 1250£155,1
Sham 21 830£92.74 CCl 21 1305£128,2
Sham 42 783.72125.2 CCl 42 1097£149,5

Tabelle 5: MW+SEM Gesamtstrecke

Die in der Tabelle aufgefiihrten Daten beziehen sich auf das Diagramm 5.
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Diagramm 6: Vergleich der mittleren Geschwindigkeit der Gruppen an den Kontrolltagen

Das Saulendiagramm zeigt die erreichte Durchschnittsgeschwindigkeit in cm/s an den Zeitpunkten preop.
und an den Tagen: d1, d3, d7, d14 d21 und d42 (Sham n=12, CCl n=15, FF n=15, CCl + FF n=14). Die
Darstellung der erhobenen Werte erfolgt als MW+SEM. Two-way ANOVA Test und p-Wert Bestimmung mittels
Holm-Sidak’s multiple comparison test (+ signifikant zu CCI (+ p<0,05; ++ p<0,01, +++ p<0,0001); x
signifikant zu Sham (x p<0,05; xx p<0,01, xxx p<0,0001)); # signifikant zu FF (# p<0,05; ## p<0,01, ###
p<0,0001)).

Hier imponierten am Tag 1 die signifikant verringerte mittlere Geschwindigkeit
der FF-Tiere im Vergleich zu den Sham-Mausen (p= 0,0492). Am Tag 3
verkurzten die Gruppen FF und FF+CCl signifikant die Geschwindigkeit
gegenuber den CCIl-Mausen zuruck (FF p= 0,0002; CCI+FF p= 0,0041).
Signifikant schneller waren am siebten Tag die CCIl-Mause. Dies jeweils
gegenuber den FF-Tieren (p<0,0001) und den Sham-Tieren (p=0,0009). Die Tiere
mit kombinierter Verletzung haben an d7 signifikant weniger cm/s gegenuber den
FF-Mausen an Strecke erreicht (p=0,0046). Am d14 haben die CCIl-Mause
gegenuber den FF-Mausen signifikant schneller (p=0,0006). Ebenso am d21 sind
es die CCl-Mause, die wieder den FF-Mausen gegenuber signifikant schneller
waren (p=0,0027) und dies auch im Vergleich zu den Sham-Tieren (p=0,0139).
Am letzten Kontrolltag imponieren die FF+CCI-Tiere mit signifikant mehr cm/s
gegenuber den FF-Mausen (p=0,0070). Auch die CCI-Tiere erreichen hdhere
Werte im Vergleich zu den FF-Tieren (p=0,0070). Die aufgefuhrte Tabelle gibt
die MW+SEM an.
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Gruppe | Tag | MWSEM Gruppe | Tag | MWXSEM

FF preop. | 7,971+0,6185 CCIl + FF | preop. | 8,529+0,6441
FF 1 6,507+0,6956 CCI+FF |1 5,905+0,4152
FF 3 7,909+0,3609 CCl+FF |3 5,072+0,3141
FF 7 9,948+0,882 CCl+FF |7 7,293+0,4718
FF 14 6,942+0,8614 CCl + FF | 14 5,562+0,7148
FF 21 7,249+0,7124 CCl+FF | 21 6,294+0,8041
FF 42 6,394+0,8325 CCl + FF | 42 6,429+0,683

Sham preop. | 9,514+0,5901 CClI preop. | 8,107+0,6624
Sham 1 7,514+0,1983 CCl 1 5,19+0,2631

Sham 3 6,538+0,6254 CCl 3 4,47+0,4605

Sham 7 6,619+0,7322 CClI 7 4,537+0,4442
Sham 14 5,825+0,798 CCl 14 3,706+0,2203
Sham 21 4,611+0,5152 CCl 21 4,326+0,4302
Sham 42 4.356+0,696 CcCl 42 3,691+0,3416

Tabelle 6: MW*SEM mittlere Geschwindigkeit

Die in der Tabelle aufgefiihrten Daten beziehen sich auf das Diagramm 6.
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Diagramm 7: Exit from the Circle am Tag 42

Das Saulendiagramm zeigt die erreichte Punktzahl der einzelnen Gruppe. Getestet wurde an dem Tag
d42 (Sham n=12, CCI n=15, FF n=15, CCI + FF n=14). Die Darstellung der erhobenen Werte erfolgt als MW+SEM.
Two-way ANOVA Test und p-Wert Bestimmung mittels Holm-Sidak’s multiple comparison test (+ signifikant zu
CCI (+ p<0,05)).
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Am Tag 42 konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen CCI+FF
und der CCI-Gruppe festgestellt werden. Die Tiere mit kombinierter Verletzung
hielten sich deutlich langer im Kreis auf (p=0,0374). Die Sham-Gruppe zeigte
einen MW+SEM in Punkten von 1,274+0,33, die CCI-Gruppe 0,50,11, die FF-
Gruppe 0,8410,18 und die CCI+FF-Gruppe 2+0,59.

4.1.6 Elevated Plus Maze

Im Elevated Plus Maze (EPM) wird sowohl das Angstverhalten als auch weitere
Parameter wie die mittlere Geschwindigkeit durch die Software Ethovision XT 14
detektiert (141). Ebenso soll das Erkundungs- und Suchverhalten mittels der
Haufigkeit bewertet werden, mit der die Maus den Kopf zum Erkunden
hinausstreckt (141, 143).
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Abbildung 12: A) Darstellung einer Maus im EPM B) Beispiele einer Heatmap einer Maus im EPM

Die Abbildung A) zeigt eine Maus in der Mitte. Sie ist durch die Software gelb gefarbt, ihr Zentrum ist mit
einem roten Punkt markiert. Zusatzlich hat sie einen griinen Punkt am an der Schnauzenspitze (Nose-
Point) und eine lilafarbene Markierung an der Schwanzbasis (Tail-Point). Die Abbildung B) zeigt die
Perspektive der eingesetzten Kamera zur Erfassung von Geschwindigkeit zuriickgelegter Strecke sowie
Aufenthaltsparameter der Versuchstiere. Orte mit erhdhtem Aufenthalt werden farblich abgestuft als
intensives Rot, bei wenig Aufenthalt in Blau dargestellt.
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Diagramm 8: Zuriickgelegte Gesamtstrecke im EPM

Das Saulendiagramm zeigt die Zeit Gesamtstrecke in cm auf dem EPM der einzelnen Gruppen. Getestet
wurde an dem Tag d20 (Sham n=12, CCI n=15, FF n=15, CCIl + FF n=14). Die Darstellung der erhobenen
Werte erfolgt als MW+SEM. One-way ANOVA Test und p-Wert Bestimmung mittels Holm-Sidak’s multiple
comparison test (# signifikant zu FF (# p<0,05)).

Am Tag 20 zeigten die CCIl-Mause eine signifikant erhohte Gesamtstrecke
gegenuber den FF-Tieren (p=0,0391). Nicht signifikant, aber als statistischer
Trend kann die erhdohte Gesamtstrecke der CCI-Tiere gegenuber den CCI+FF-
Mausen gewertet werden (p=0,0874). Die Sham-Gruppe zeigte eine
Gesamtstrecke MW+SEM in cm von 987,6+86,39, die CCI-Gruppe 1100+98,32,
die FF-Gruppe 765,7+78,85 und die CCI+FF-Gruppe 806,6+78,76.
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Diagramm 8: Mittelwert der zuriickgelegten Geschwindigkeit im EPM

Das Saulendiagramm zeigt die Durchschnittsgeschwindigkeit in cm/s auf dem EPM der einzelnen
Gruppen. Getestet wurde an dem Tag d20 (Sham n=12, CCI n=15, FF n=15, CCI + FF n=14). Die Darstellung
der erhobenen Werte erfolgt als MW + SEM. One-way ANOVA Test und p-Wert Bestimmung mittels Holm-Sidak’s
multiple comparison test (# signifikant zu FF (# p<0,05;)).

Am Tag 20 zeigten die CCI-Tiere eine signifikant erhohte durchschnittliche
Geschwindigkeit gegenuber den Tieren mit FF (p=0,0394). Des Weiteren zeigen
die CCI-Mause gegenuber den CCI+FF-Tieren einen statistischen Trend in der
Geschwindigkeit (p=0,0879). Die Sham-Gruppe zeigte eine durchschnittliche
Geschwindigkeit MW+SEM in cm/s von 3,31%0,29, die CCI-Gruppe 3,67+0,33,
die FF-Gruppe 2,55+0,26 und die CCI+FF-Gruppe 2,69+0,26.
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Diagramme 9: A) Gesamtzeit, B) die Frequenz der Tiere in den offenen Armen und Center Zone des
EPM

Das Saulendiagramm zeigt oben den Aufenthalt der Tiere als Gesamtzeit in s in den offenen Armen. Das
Untere zeigt die Frequenz, in der sich die Tiere in den offenen Armen inklusive Center Zone aufgehalten
haben. Getestet wurde an dem Tag d20 (Sham n=12, CClI n=15, FF n=15, CCIl + FF n=14). Die Darstellung
der erhobenen Werte erfolgt als MW+SEM. One-way ANOVA Test und p-Wert Bestimmung mittels Holm-
Sidak’s multiple comparison test.

Am Tag 20 zeigten die Gruppen keinen signifikanten Unterschied in der
Gesamtzeit untereinander. Die Sham-Gruppe zeigte eine durchschnittliche
Gesamtzeit MW+SEM in s von 144,9+19,51, die CCI-Gruppe 214,9+19,69, die
FF-Gruppe 210,3+20,62 und die CCI+FF-Gruppe 210,2+22,54. Die Frequenz in
den offenen Armen ergibt keine statistisch signifikanten Werte. Die Sham-
Gruppe zeigte eine durchschnittliche Frequenz MW1SEM als Anzahl von
33,92+8,22, die CCI-Gruppe 55,27+7,12, die FF-Gruppe 51,6+6,82 und die
CCI+FF-Gruppe 49,141+11,57.
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Diagramm 10: A) Gesamtzeit, B) die Frequenz der Tiere in den geschlossenen Armen des EPM

Das Saulendiagramm A zeigt den Aufenthalt der Tiere als Gesamtzeit in s in den geschlossenen Armen.
Das Diagramm B zeigt die Frequenz, in der sich die Tiere in den geschlossenen Armen aufgehalten
haben. Getestet wurde an dem Tag d20 (Sham n=12, CClI n=15, FF n=15, CCIl + FF n=14). Die Darstellung
der erhobenen Werte erfolgt als MW+SEM. One-way ANOVA Test und p-Wert Bestimmung mittels Holm-

Sidak’s multiple comparison test (x signifikant zu Sham (x p<0,05)).

Am Tag 20 zeigten die Gruppen Sham, CCI, FF und CCI+FF-Gruppen keinen
statistisch signifikanten Unterschied in der Gesamtzeit in den geschlossenen
Armen untereinander. Die Sham-Gruppe =zeigte eine durchschnittliche
Gesamtzeit MW+SEM in s von 151,3+18,96 die CCI-Gruppe 81,11£19,62 die FF-
Gruppe 87,43+20,81 und die CCI+FF-Gruppe 86,32+22. Bei der Frequenz in den
geschlossenen Armen zeigte keine Gruppe signifikant statistische Unterschiede
zueinander. Die Sham-Gruppe zeigte eine durchschnittliche Frequenz MW+SEM
als Anzahl von 11,83+1,58, die CCI-Gruppe 9,27+1,68, die FF-Gruppe 7,53+1,36
und die CCI+FF-Gruppe 7,36+1,3.
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Diagramm 11: Erkundungsverhalten im EPM
Das Saulendiagramm zeigt das Erkundungsverhalten der Tiere im EPM. Hierfir wurde die Anzahl
bestimmt, an denen die Maus den Kopf auBerhalb der befestigten Arena gehalten hatte. Getestet wurde
an dem Tag d20 (Sham n=12, CCl n=15, FF n=15, CCIl + FF n=14). Die Darstellung der erhobenen Werte
erfolgt als MW+SEM. One-way ANOVA Test und p-Wert Bestimmung mittels Holm-Sidak’s multiple comparison
test.

Das Such- und Erkundungsverhalten gemessen an dem Herausstrecken des
Kopfes Uuber den Rand der offenen Arme, zeigte bei keiner Gruppe signifikante
Unterschiede zueinander. Die Gruppe mit der kombinierten Verletzung zeigte keine
statistisch  signifikanten  Unterschiede. Die Sham-Gruppe zeigte eine
durchschnittliche Frequenz in MWzSEM von 50,33+6,80, die CCI-Gruppe
74,93+9,12, die FF-Gruppe 73,27+7,44 und die CCI+FF-Gruppe 64,29+8,22.
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4.2 Histologische Datenerhebung
4.2.1 Volumetrie

Zur Erfassung des Hirnschadens wird nach erfolgter histologischer Farbung das

Hirnvolumen ausgemessen und im Seitenvergleich der Hemispharen betrachtet.

Verglichen wird das Volumen der rechten und linken Gehirnhalfte mit dem
Gesamtvolumen (total brain volume engl., TBV). Aullerdem wird das Verhaltnis
der rechten und linken Hemisphare und dem TBV mit der rechten Hemisphare
zwischen den Gruppen mit einem Hirnschaden (CCI+FF, CCl) betrachtet.
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Diagramm 12: Prozentuales Verhiltnis rechte und linke Hirnhélfte der Gruppen CCIl und CCI+FF
Das Saulendiagramm zeigt das Volumen als prozentuales Verhaltnis zwischen rechter und linker
Hemisphare der Gruppen CCIl und CCI+FF (CCI n=15, CCI + FF n=14). Die Darstellung der erhobenen Werte
erfolgt als MW+SEM, (* p<0,05) p Wert ermittelt mit ungepaarter t-test.

Wird das Volumen der rechten und linken Hemisphare zueinander in Relation
gesetzt, zeigt sich ein Unterschied zwischen den Gruppen CCIl und CCI+FF. Die
CCI+FF-Gruppe erreicht gegentuber den CClI-Tieren signifikant ausgeglichenere
Volumenverhaltnisse der Hirnhalften zueinander (p=0,0316). Die CCI-Tiere
erreichten einen MWxSEM in %-Punkten von 0,81+0,005, die CCI+FF-Gruppe
0,843+0,015.
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Diagramm 13: Volumen der Hirnhélften A) linke Hemisphéare B) rechte Hemisphare
Die Saulendiagramme zeigen jeweils das Volumen der rechten und linken Hemisphare der Gruppen CCI
und CCI+FF in mm3 (CCl n=15, CCl + FF n=14). Die Darstellung der erhobenen Werte erfolgt als MW+SEM, p

Wert ermittelt mit ungepaarter t-test.

Sowohl im Vergleich der rechten Hirnhalften als auch der linken Hirnhalften der
Versuchsgruppen CCI und CCI+FF zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede. Der MW+SEM in mm? lag in der linken Hemisphare bei den CCI-
Tieren bei 161,7+2,73, der CCI+FF-Gruppe bei 161,3 £1,73. In der rechten
Hemisphare lag der MW+SEM in mm?3 bei den CCI-Tieren bei 131,4+2,04, der
CCI+FF-Gruppe bei 135,8+2,45.
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Diagramm 14: A) Gesamtvolumen der Gruppen CCIl und CCI+FF. B) Verhéltnis rechte Hirnhalfte
zum TBV

Das Saulendiagramm A zeigt das Gesamtvolumen vom Gehirn der Gruppen CCIl und CCI+FF in mm3,
Das Saulendiagramm B zeigt das Verhaltnis von der rechten Hemisphare am TBV der Gruppen CCI und
CCI+FF (CCI n=15, CCl + FF n=14). Die Darstellung der erhobenen Werte erfolgt als MW+SEM, p Wert ermittelt
mit Mann-Whitney test.
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Am Gesamthirnvolumen der Gruppen CCIl und CCI+FF konnte im Vergleich
untereinander kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Der MW+SEM
in mm?3 bei den CCI-Tieren bei 293,1+4,69, der CCI+FF-Gruppe bei 297,1+3,48.
Der prozentuale Anteil der rechten Hemisphare, gemessen am TBV, zeigte im
Vergleich beider Gruppen keinen signifikanten Unterschied. Der MW+SEM in
Prozentpunkten bei den CClI-Tieren lag bei 0,449+0,002 der CCI+FF-Gruppe bei
0,457+0,004.

Abbildung 13: Histologischer Hirnschnitt mit Nisslfarbung

Die Abbildung zeigt exemplarisch Gehirnschnitte einer Maus nach erfolgtem CCI+FF (A), einer Sham-
Maus (B), einer CCI-Maus (C) und einer Maus mit FF (D). Jeweils mit 42 Tagen Uberlebenszeit. Skala:
1 mm.
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4.2.2 Dickemessung der Kérnerzellschicht im Gyrus Dentatus

Zur Quantifizierung von Veranderungen im Bereich des Hippocampus wurde die
Dicke der Kdrnerzellschicht im suprapyramidalen Blatt des DG im Hippocampus
(granular cell layer eng., GCL) bestimmt.

contraldasional ipsilasional

Sham

FF

CClI

CCI+FF

Abbildung 14: Exemplarische Darstellung der Kérnerzellschicht im Gyrus Dentatus

Die Abbildung =zeigt exemplarisch die jeweilige Kornerzellschicht im Gyrus Dentatus der
unterschiedlichen Gruppen. Gezeigt ist sowohl die contra- als auch die ipsilasionale Seite. Die roten
Pfeile markieren die Messpunkte.
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Diagramm 15: Dickemessung GCL im Verhaltnis ipsi zu contraldasional

Das Saulendiagramm zeigt das Verhaltnis von GCL der ipsi mit der contraldsionalen-Hemisphare in
Prozentpunkten. Gezeigt sind alle Gruppen Sham, FF, CCl und CCI+FF (Sham n=12, CCl n=15, FF n=15,
CCI + FF n=14). Die Darstellung der erhobenen Werte erfolgt als MW+SEM. One-way ANOVA Test und p-Wert

Bestimmung mittels Holm-Sidak’s multiple comparison test.

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Gruppen untereinander. Die
Sham-Gruppe zeigte einen MW+SEM in Prozentpunkten von 1+0,026, die CClI-
Gruppe 0,91+0,045, die FF-Gruppe 1,02+0,026 und die CCI+FF-Gruppe
0,99+0,056.

4.3 Immunhistochemie

Mittels immunhistochemischer Farbeverfahren konnen spezifische Antigene im
Zielgewebe dargestellt und quantifiziert werden. In der vorliegenden Arbeit
werden GFAP und Iba-1 im Hirngewebe dargestellt und semiquantitativ

ausgewertet.
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Abbildung 15: Die IHC-Farbungen Iba-1 und GFAP

Exemplarische Abbildung der vier Studiengruppen, 42 Tage nach Intervention. Sichtbar ist die

anti-
Iba1

anti-
GFAP

perillasionale Hochregulation von GFAP und Iba-1 in CCl und CCI+FF verglichen mit den entsprechenden
Regionen in FF und Sham. 20-fache Vergroerung, Bregma: -2.00 mm. MaRstab: 150 pm,

Referenzbalken (rot) unterhalb anti-lba1 Sham.

4.3.1 GFAP

Astrozyten reagieren auf Veranderungen in ihrem Umfeld sensibel. Auf aullere
Einwirkungen, beispielsweise Verletzungen, folgt eine reaktive Astrogliose. Die
hat Veranderungen an Morphologie, Genexpression, Proliferation und Funktion
zur Folge. Diese heterogene Reaktion kann sich bei der Veranschaulichung des
Ausmales zunutze gemacht werden. Als Marker fur die Grofle und Anzahl der
Astrozyten dient hier GFAP (86). Es wurden sowohl die perilasionalen als auch
die contralasionalen immunopositiven Partikel anhand der fluoreszierenden
Intensitat detektiert und mittels standardisierte Schwellenwerte normalisiert

ausgewertet.
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Diagramm 16: Anzahl GFAP-Immunpositive Zellen im Verhéltnis ipsi/contraldsional

Das Saulendiagramm zeigt das Verhaltnis von GFAP-Immunpositiven Zellen der ipsi mit der
contralasionalen-Hemisphare in Prozentpunkten. Gezeigt sind alle Gruppen Sham, FF, CCl und CCI+FF
(Sham n=12, CCl n=15, FF n=15, CCl + FF n=14). Die Darstellung der erhobenen Werte erfolgt als MW+SEM.
One-way ANOVA Test und p-Wert Bestimmung mittels Holm-Sidak’s multiple comparison test (+ signifikant zu
CCI (+++ p<0,0001); * signifikant zu CCI+FF (* p<0,05; ** p<0,01)).

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Sham-Tieren und den
CCIl und CCI+FF Tieren (CCIl p<0,0001; CCI+FF p=0,0019). AuRerdem zeigte
sich zwischen den Gruppen mit FF und CCl und CCI+FF ebenfalls ein
signifikanter Unterschied (CCl p<0,0001; CCI+FF p=0,0248). Zwischen FF und
Sham wurde keine signifikante Abweichung festgestellt. Die Sham-Gruppe
zeigte einen MWzSEM in Prozentpunkten von 0,2+0,17, die CCI-Gruppe
1,5410,19, die FF-Gruppe 0,48+0,11 und die CCI+FF-Gruppe 1,021+0,137. Bei
isolierter Betrachtung der contralasionalen GFAP-Immunopositiven Zellen zeigt
sich hingegen eine signifikante Erhdhung der CCl+FF-Gruppe gegenuber FF und
Sham-Gruppe (FF p<0,0019; Sham p<0,0002). Der CCI-Gruppe hingegen nur
den Sham-Tieren (p<0,0371). Ipsilasional sind sowohl die CCI als auch CCI+FF-
Tiere gegenuber FF und Sham signifikant erh6ht (p<0,0001).
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Diagramm 17: Flache GFAP-Immunpositive Zellen im Verhéltnis ipsi/contraldsional

Das Saulendiagramm zeigt die Flache von GFAP-Immunpositiven Zellen als Verhaltnis der ipsi mit der
contralasionalen-Hemisphare in Prozentpunkten. Gezeigt sind alle Gruppen Sham, FF, CCl und CCI+FF
(Sham n=12, CCl n=15, FF n=15, CCl + FF n=14). Die Darstellung der erhobenen Werte erfolgt als MW+SEM.
One-way ANOVA Test und p-Wert Bestimmung mittels Holm-Sidak’s multiple comparison test (x signifikant zu
Sham (xx p<0,01); # signifikant zu FF (## p<0,01)).

Es zeigte sich eine signifikant gro3ere Flache im Vergleich der CCl-Tiere mit den
Sham und den FF-Mausen (Sham p=0,0003; FF p=0,0002). Keine Unterschiede
gab es zwischen den CCIl+FF-Mausen mit der Sham-Gruppe sowie den FF-
Tieren. Hingegen mit den CCI-Tieren zeigte sich ein signifikanter Unterschied
(p=0,0023). Die Sham-Gruppe zeigte einen MW+SEM in Prozentpunkten von
0,38+0,1, die CCI-Gruppe 2,06+0,45, die FF-Gruppe 0,31£0,1 und die CCI+FF-
Gruppe 0,69+0,13. Wird die contralasionale Hemisphare isoliert betrachtet, so
zeigt sich eine signifikante Erhohung der Werte fur die CCI+FF-Tiere gegenuber
den weiteren Gruppen (Sham, FF p<0,0001, CCl p<0,0461). Hingegen ist
ipsilasional die CCI-Gruppe gegenuber den Sham und FF-Tieren signifikant
verandert (Sham, FF p<0,0001). Die Tiere mit kombinierter Verletzung sind
gegenuber den Tieren ohne CCI ebenfalls signifikant (Sham, FF p<0,0011).
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4.3.2 Iba1

Iba-1 ist ein ionisiertes Kalziumbindungsadaptermolekul. Es findet sich in
verzweigter Mikroglia und kann immunhistochemisch nachgewiesen werden.
Mikroglia wird durch Umweltreize aktiviert. Iba-1 dient der Quantifizierung von
Mikrogliazellen in den jeweiligen Hemispharen (77).

A B
c 30-
9 c 40 -
3 S
P N
o
EE' 207 T 2 307 T
7] T =
Q T @ ++ ++
e S 204
: *%* *%*
3 = |
E 10_ E - -+
£ £ 10-
- -
© ©
= T T T 2 0 T T T
sham CClI FF CCI+FF sham CClI FF CCI+FF

Diagramm: A) Iba-1-Immunpositive Zellen kontralateral B) Iba-1-Immunpositive Zellen ipsilateral
Das Saulendiagramm A zeigt die Iba-1-Immunpositive Zellen kontralateral pro Gesichtsfeld. Das
Saulendiagramm B zeigt die Iba-1-Immunpositive Zellen ipsilateral pro Gesichtsfeld (Sham n=12, CCI
n=15, FF n=15, CCIl + FF n=14). Die Darstellung der erhobenen Werte erfolgt als MW+SEM. One-way
ANOVA, p Wert ermittelt mit Dunn's multiple comparisons test und Holm-Sidak's multiple comparisons test
(+ signifikant zu CCI (++ p<0,01); * signifikant zu CCI+FF (* p<0,05; ** p<0,01)).

Bei Betrachtung der kontralateralen Iba-1-Immunpositiven Zellen konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen festgemacht werden.
Die Sham-Gruppe zeigte eine Zellzahl MW+SEM von 15,64+2,4, die CCI-Gruppe
17,7312,11, die FF-Gruppe 14,71+2,03 und die CCI+FF-Gruppe 22,29+2,99.
Hingegen zeigt die ipsilaterale Erfassung der Zellzahl signifikante Unterschiede
zwischen der Sham-Gruppe und den CCIl und CCI+FF-Tieren (CCIl: p=0,0009;
CCI+FF p=0,0009). Ebenso zeigte sich das Verhaltnis der FF-Tiere gegenuber
den CCI+FF und CCI-Tieren signifikant verringert (CCl: p=0,0009; CCI+FF
p=0,0007). Die Sham-Gruppe zeigte eine Zellzahl MW+SEM von 12,18+0,6 die
CCI-Gruppe 25,6+2,79, die FF-Gruppe 12,64+0,95 und die CCI+FF-Gruppe
26,21+3,22.
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4.4 Molekularbiologische Analyse
4.4.1 Quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion

Mithilfe der qRT-PCR kann ein Blick auf die mRNA-Expression der Zielgene
Aufschluss geben. Die gewonnen Werte werden in Relation zu dem
Housekeeping-Gen PPIA gesetzt.

4.4.2 Analyse der Genexpression

Astrozyten bilden im glialen Narbengewebe die fuhrende Domane. Als
Hauptbestandteil der glialen Zwischenfilamente in differenzierten, faserigen und
protoplasmatischen Astrozyten des zentralen Nervensystems wurde fur diese
Studie GFAP als Marker verwendet (85). Zur Abbildung der Komplementfaktoren
wird hier der Komplementfaktor C3 gewahlt (156). Der Serinprotease-Inhibitor
SerpinA3n wird im Hippocampus im fruhen Stadium einer Verletzung
hochreguliert und dient hier als Marker fur reaktive Astrozyten (88, 89).
Zelloberflachenmarker wie MHC2 dienen der Kommunikation mit Immunzellen
und konnen als MaR fur die Aktivitat der Mikroglia dienen (75). VGLUT1 kann
Hinweise Uber die exzitatorisch-hemmenden Verhaltnisse im ZNS geben (99).
Interleukin-1f ist ein proinflammatorisches Zytokin, sezerniert durch Mikroglia.
Es nimmt zusatzlich Einfluss auf die Zellproliferation und Differenzierung und hat
somit eine erhebliche Funktion bei der Neuroimmunreaktion (76). Tspo dient als
Biomarker fur die reaktive Gliose (87). Osteopontin ist ein Blutbiomarker fur
Hirnverletzungen und Bestandteil von Knochen (126-128).
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Diagramm 18: Darstellung Genexpression Gfap, SerpA3n, Mhc2 und C3

Dis Saulendiagramme stellen die mRNA-Expression normalisiert auf PPIA aus perildsionalem
Hirngewebe dar (Sham n=12, CCI n=15, FF n=15, CCl + FF n=14). Die Darstellung der erhobenen Werte erfolgt
als MW+SEM. One-way ANOVA Test und p-Wert Bestimmung mittels Holm-Sidak’s multiple comparison test (***
p<0,0001).

Es zeigte sich bei den erhobenen Werten eine signifikante Hochregulation der
MRNA far Gfap, C3, SerpA3n und MhcZ2 in den Gruppen mit CCl gegenuber den
Sham und FF-Tieren (p<0,0001). Ein Unterschied zwischen CCIl und CCI+FF,
sowie zwischen Sham und FF-Tieren konnte nicht festgestellt werden. Die
aufgefuhrte Tabelle gibt die MW+SEM an.
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Gruppe | Marker | MWSEM Gruppe | Marker | MWSEM
Sham Gfap 0,001277+4,74x107%° Sham SerpA3n | 0.001116+0,000112
CClI Gfap 0,007779+0,000405 CClI SerpA3n 0,009832+0,000856
FF Gfap 0,001413+8,7x107% FF SerpA3n 0,001358+9,73x10°°5
CCI+FF Gfap 0,007584+0,000599 CCI+FF SerpA3n 0,009269+0,000998
Sham C3 1,12x10'°5i1,71x10'°6 Sham Mhc2 0,006483i0,000905
CCl C3 0,000411+4,63x1005 CCl Mhc2 0,05603+0,01411
FF C3 1,55X10'05i1,69X10'06 FF Mhc2 0,009125+0,000772
CCI+FF C3 0.000477+8,97x10-05 CCI+FF Mhc2 0,05378+0,01776

Tabelle 7: MW*SEM der Biomarker
Die in der Tabelle aufgefiihrten Daten beziehen sich auf das Diagramm 18.
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Diagramm 19: Darstellung der Genexpression Vglut1, 1118, Tspo und Spp1

Dis Saulendiagramme stellen die mRNA-Expression normalisiert auf PPIA aus perildsionalem
Hirngewebe dar (Sham n=12, CCI n=15, FF n=15, CCl + FF n=14). Die Darstellung der erhobenen Werte erfolgt

als MW+SEM. One-way ANOVA Test und p-Wert Bestimmung mittels Holm-Sidak’s multiple comparison test (

p<0,0001).

*kk



Ergebnisse 82

Sowohl Tspo als auch Spp1 zeigen eine signifikante Hochregulation der mRNA-
Expression in den Gruppen CCl und CCI+FF gegenuber den Gruppen Sham und
FF (p>0,0001).
Sham und FF-Tieren konnte nicht festgestellt werden. Bei Betrachtung der

Ein Unterschied zwischen CCIl und CCI+FF, sowie zwischen

Biomarker VGLUT1 und IL-1B kann zwischen den Gruppen keine signifikante
Veranderung der Expression festgestellt werden. Die aufgefuhrte Tabelle gibt
die MW+SEM an.

Gruppe | Marker | MWSEM Gruppe | Marker MWSEM
Sham Vglut1 0,1454+0,01391 Sham Tspo 6,02x10-%5+3,00x10°%
ccl Vglutt 0,149+0,01092 ccl Tspo 0,000137+8,67x10°
FF Vglutt 0,1722+0,0115 FF Tspo 7,87x10°%+6,06x10-%
CCI+FF Vglutt CCI+FF Tspo

0,1366+0,01014 0,000128+8,25x10°
Sham 1-1B Sham Spp1

0,000808+4,66x105 0,007794+0,000576
ccl I-1p 0,001088+0,000134 ccl Spp1 0,04155+0,002563
FF I-1p 0,000846+4,11x105 FF Spp1 0,007484+0,000536
CCI+FF I-1B CCI+FF Spp1

0,001281+0,000311 0,04556+0,004386

Tabelle 8: MWSEM der Biomarker

Die in der Tabelle aufgefiihrten Daten beziehen sich auf das Diagramm 19.

4.5 Proteinanalyse
4.5.1 Immunoblot

Mit dem Immunoblot kdnnen Proteine ihrer GrolRe nach aufgetrennt und
quantifiziert werden. Im Rahmen dieser Studie wurde das Protein GFAP und
Spaltprodukte des Zytoskelettprotein Spektrin zu GAPDH normalisiert und im

ipsilasionalen Hirngewebe quantifiziert.
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Diagramm 20: Proteinexpression von GFAP

Das Saulendiagramm zeigt die GFAP-Proteinexpression der einzelnen Gruppen im ipsilasionalen
Hirngewebe normalisiert auf GAPDH (Sham n=12, CCI n=15, FF n=15, CCl + FF n=14). Die Darstellung der
Ergebnisse bzw. den gemessenen Parametern erfolgt als MW+SEM. One-way ANOVA, p-Werte wurden
mit Dunn’s multiple comparisons test ermittelt (x signifikant zu Sham (x p<0,05, xx p<0,01)); # signifikant
zu FF (# p<0,05; ## p<0,01)).

Im Vergleich der einzelnen Gruppen zeigen die CCI-Tiere eine signifikante
Erhdhung der GFAP-Werte gegenuber Sham und FF-Tieren (Sham p=0,0009;
FF p=0,0039). Ebenso verhielt es sich mit den CCI+FF-Tieren. Auch dort fanden
sich signifikant erhohte GFAP-Werte gegenuber FF und Sham-Mausen
(Gegenuber Sham p=0,0021; FF p=0,0086). Die Sham-Gruppe zeigte Werte als
MWxSEM von 1,58+0,53, die CCI-Gruppe 6,22+1,4, die FF-Gruppe 2,46+0,96
und die CCI+FF-Gruppe 7,57+2,36.

4.5.1.2 Alpha-2-Spektrin

Bei Spektrin handelt es sich um ein Membranprotein vom Zytoskelett, das durch
Proteasen wie Caspase 3 und Calpain gespalten wird. Im zentralen
Nervensystem dient die physiologische Spaltung der Aufrechterhaltung von
neuronaler Plastizitat. Ist der Signalweg beispielsweise durch traumatische oder
ischamische Hirnverletzungen gestort, kdnnen die entstandenen
Spektrinfragmente als Biomarker genutzt werden. Die entstandene Menge 140
kDa und 150 kDa Spektrin wird hier als Parameter fur die Apoptose genutzt (157,
158).
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Diagramm 21: Proteinexpression von alpha-llI-Spektrinspaltprodukten

Das Saulendiagramm A zeigt 140/150 kDa alpha-lI-Spektrinspaltprodukte der einzelnen Gruppen im
ipsilasionalen Hirngewebe normalisiert auf GAPDH. B die Werte fur 125 kDa alpha-ll-
Spektrinspaltprodukte (Sham n=12, CCI n=15, FF n=15, CCl + FF n=14). Die Darstellung der Ergebnisse bzw.
den gemessenen Parametern erfolgt als MW+SEM. One-way ANOVA, p-Werte wurden mit Dunn’s

multiple comparisons test ermittelt.

Es konnte zwischen den Versuchsgruppen 42 Tage nach der Intervention keine
signifikant erhdhte Proteinexpression dargestellt werden. Fur die 140/150 kDa
alpha-Il-Spektrinspaltprodukte der Sham-Gruppe =zeigten sich Werte als
MW+SEM von 0,097+0,03, die CCI-Gruppe 0,188+0,05, die FF-Gruppe
0,1521+0,05 und die CCI+FF-Gruppe 0,186+0,06. Die 125 kDa alpha-II-
Spektrinspaltprodukte der Sham-Gruppe imponierten als MWtSEM von
0,052+0,02 die CCI-Gruppe 0,071+0,02, die FF-Gruppe 0,078+0,02 und die
CCI+FF-Gruppe 0,06+0,02.

4.5.2 ELISA

Bei dem ELISA wird ein Antigen auf einer festen Oberflache fixiert und mithilfe
eines enzymgekoppelten Ak detektiert. Im Rahmen dieser Studie wurde das

Protein Osteopontin im Serum untersucht.
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Diagramm 22: Plasmaspiegel von Osteopontin

Das Saulendiagramm zeigt den OPN-Plasmaspiegel in Nanogram pro ml (ng/ml) der einzelnen
Versuchsgruppen (Sham n=12, CCl n=15, FF n=15, CCIl + FF n=14). Die Darstellung der erhobenen
Werte erfolgt als MW+SEM. One-way ANOVA Test und p-Wert Bestimmung mittels Holm-Sidak’s muiltiple

comparison test.

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der OPN-Konzentration im
Serum der Gruppen untereinander. Die Sham-Gruppe zeigte einen MW+SEM in
der Konzentration von 1167677968 ng/ml die CCI-Gruppe 12033316013, die
FF-Gruppe 121700£7987 und die CCI+FF-Gruppe 130607+9024.
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5. Diskussion

Die Wechselwirkungen und Zusammenhange eines Hirnschadens sowie grof3er
Begleitverletzungen, die per definitionem zu einem Polytrauma fuhren, sind
kaum verstanden. Neuronale  Veranderungen und neurologische
Verhaltensbeeintrachtigungen sowie die Bewertung der verwendeten Methoden
sollen hier im Folgenden erlautert werden (159, 160). Nachstehend soll in
diesem Teil der Arbeit eine Aufarbeitung der erhobenen Werte sowie die
Einordnung in die aktuelle wissenschaftliche Literatur und Bewertung erfolgen.

5.1 Evaluation der Methoden

Ein Vergleich vom menschlichen Organismus in seiner Komplexitat mit dem
eines anderen Saugetiers fuhrt zu unverhandelbaren Limitationen. Tierversuche
konnen nicht vollstandig auf menschliche Pathophysiologie oder klinische
Behandlungsstrategien extrapoliert werden (17, 161). Trotz dieser Hindernisse
bieten sie  dennoch Moglichkeit ~ zur  Grundlagenforschung und
wissenschaftlichem Erkenntnisgewinn. Murinmodelle sind zur experimentellen
Forschung von Fraktur- und Polytrauma-Studien von zunehmendem Interesse
(138). Sie bieten die Maoglichkeit, zwischen in vitro-Forschung und klinischen
Studien am Menschen zu vermitteln. Die Maus gehort zu den am haufigsten
verwendeten Nagern der translationalen Forschung (162). Die in dieser Arbeit
verwendete Methodik bietet den Vorteil der Reproduzierbarkeit und wurde
bereits in einer vorausgegangenen Studie in dieser Arbeitsgruppe etabliert (134).
Die Nutzung vom Mousescrew ermoglicht ein geschlossenes Frakturmodell mit
Nagelungsosteosynthese. Zusatzlich fuhrt dieses Verfahren zu einer Rotations-
und Axialstabilitat des frakturierten Knochens (138). Es konnte bereits gezeigt
werden, dass durch diese Stabilisierung der Heilungsprozess begunstigt wird
(163, 164). Beim Menschen ist die Marknagelosteosynthese einer
extraartikularen Femurfraktur ebenfalls ein etabliertes Behandlungskonzept
(165). Des Weiteren haben sich Methoden und Verfahren am Model der Maus
weltweit zur Erforschung des SHT etabliert (166). Das menschliche SHT ist eine
komplexe und heterogene Verletzung, entsprechend kann ein Tiermodell nur
naherungsweise Aufschluss uber die Vorgange geben. Das CCl ist eine invasive
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Impact-Methode aus den Forschungslabors von General Motors. Der grofdte
Vorteil dieser Methode besteht in der Befahigung, die Verformungsparameter,
Aufprallgeschwindigkeit und die Einschlagtiefe kontrollieren zu kdonnen. Zum
einen kann so der fokale Schaden, zum anderen die diffusen axonalen Schaden
nachgebildet werden (167, 168). Das CCI-Modell wird in dieser Arbeitsgruppe
als etabliertes Verfahren angewandt. Das standardisierte Vorgehen ermoglicht
die qualitativ erforderliche Reproduzierbarkeit. Signifikante Unterschiede in
beispielsweise Neuroscore sowie molekularer Biomarker der CCI und
Polytrauma-Tiere gegenuber Sham-Mausen konnten in dieser Studie erneut die
Effektivitat dokumentieren. Vereinzelte Abweichungen sind mit Bezug auf die
jeweilige Fragestellung zu werten (89, 134, 169-172). Einerseits bietet die
Forschung am Mausmodell die Moglichkeit der Grundlagenforschung,
andererseits muss dies stetig unter ethischen Gesichtspunkten abgewogen
werden. Es gibt derzeit verschiedene Methoden und Herangehensweisen zum
Induzieren eines Polytraumas und unterschiedliche  Arten von
Verletzungskombinationen (18, 173-175). Allerdings sind korperhafte
Verletzungen nicht als alleinige Einflussfaktoren zu werten, ein hamorrhagischer
Schock wie in zuvor publizierten Polytrauma-Studien fuhrte ebenfalls zu
systemisch inflammatorischen Effekten (176). Es gilt zu beachten, dass
abgesehen vom Mausmodell beispielsweise Schweine oder andere Nagetiere
verwendet werden (177). Die Grol3e des ausgewahlten Versuchstiers stellt auch
die Untersucher vor anspruchsvolle Herausforderungen und sollte entsprechend
bedacht werden. Je kleiner das Tier, desto filigraner und vorsichtiger muss die
Operation stattfinden. Bei grolReren Tieren mussen die Haltung und auch die
Testarena entsprechend raumlich und personell umsetzbar sein. Eine
wesentliche Herausforderung dieser Arbeit war es, ein moglichst reales
Unfallgeschehen abzubilden. Im Gegensatz zu beispielsweise
Mehrfachverletzungen im Rahmen eines Verkehrsunfalls erfolgte bei den Tieren
der operative Eingriff respektive das Trauma in einem narkotisierten Zustand.
Die Scheinoperation mit analogem anasthetischem Vorgehen bei den Sham-
Tieren diente der Vergleichbarkeit der Gruppen. Ein Einfluss der Medikamente
auf pathophysiologische und biochemische Prozesse lasst sich dennoch nicht
vollends ausschlieen. Am naheliegendsten scheint es, komplett auf die
Anasthesie zu verzichten. Dies ist jedoch unter geltenden ethischen MalRstaben
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aulerst kritisch zu werten. Eine weitere Moglichkeit bietet die Modulation der
Anasthesie wahrend der OP respektive beim direkten Zufligen eines Traumas.
Beispielsweise kann zu diesem Zeitpunkt die Zufuhr der Narkosegase auf ein
minimales Niveau herabgesenkt oder gar kurzfristig komplett gestoppt werden
(178). In dieser Studie wurde die osteosynthetische Versorgung bereits vor der
Fraktur durchgefuhrt. Dieses Vorgehen dient zwar der Reproduzierbarkeit und
sichert die Qualitat der Verletzung, sorgt allerdings fur eine praxisferne zeitliche
Konstellation. Ferner hat das Alter der Versuchstiere mal3geblich Einfluss auf
die Knochenheilung. Beispielsweise wirkt senile Osteopenie direkt
stabilitatsmindernd auf die Knochenstruktur und beeinflusst zudem die
Knochenregeneration und Kallusreifung (179). In Anbetracht der Altersstruktur
von Patienten mit Mehrfachverletzungen und dem demographischen Wandel
bietet dieser Aspekt gesondert Moglichkeit zur weiteren Forschung (180). Zudem
unterscheiden sich die Gehirne der Nagetiere u. a. in Bezug auf die Anatomie,
dem Verhaltnis zwischen grauer und weiRer Substanz und in der
Schadelgeometrie stark von dem des Menschen. Emotionale und sprachliche
Komponenten unterliegen naturlichen Barrieren, welche im Mausmodell schwer
uberwunden werden konnen und ihr Informationsgehalt somit nicht erfasst wird.
Dagegen korrelieren einige Aspekte der Durchblutungsdynamik und
Stoffwechselstorungen nach einer Verletzung mit dem menschlichen
Organismus. Dies begrindet u. a., dass Nagetiere weiterhin die dominierende
Tierart in der Schadelhirntrauma-Forschung bilden (181). Erwahnenswert ist
zudem, dass im Tierversuch die Resilienz schwer darstellbar und beurteilbar ist.
Gleichwohl sie bei der Trauma-Verarbeitung und dem Einfluss auf
Regenerationsprozesse sowie Neurorehabilitation beim Menschen von
zunehmendem Interesse ist (182-184).

Das Kernproblem bedingt einen Kompromiss aus ethischen, zeitlichen und
raumlichen Komponenten. Diesem Kompromiss steht der Vorteil von
Reproduzierbarkeit, wissenschaftlichem Erkenntnisgewinn sowie dem
Verstandnis pathophysiologischer Vorgange zur Behandlung polytraumatisierter
Patienten mit SHT gegenuber.
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5.2 Verhaltensbiologische Untersuchung

Kommt es =zu traumatischen Ereignissen im Bereich des zentralen
Nervensystems, ist nahezu immer mit neurologischen Defiziten zu rechnen. Die
dabei entstandenen Funktionseinschrankungen werden in der allgemein
anerkannten Definition eines SHT berucksichtigt (42). Durch ein geeignetes
Assessment (engl.: Beurteilung) kdnnen diese Einschrankungen erfasst und
infolgedessen prognostisch wertvoll sein (41). Im Rahmen dieser Studie wurden
die Versuchstiere durch mehrere Tests auf ihre verhaltensbiologischen
Fertigkeiten hin untersucht. Die Tiere, die sowohl ein CCIl als auch eine FF
erhielten, erreichten im NSS durchgehend die hochsten Punktwerte. Sie zeigten
somit die schlechtesten neurologisch-kognitiven Fahigkeiten. An den Tagen d1,
d3, d7 und d14 war dies gegenuber den reinen FF-Tieren signifikant. Dies
bestatigt die besondere Beeintrachtigung der Tiere mit kombinierter Intervention.
Im Vergleich zur Sham-Gruppe erreichten die Mause mit isolierter FF
ausschlie3lich an den Tagen d3 und d7 signifikant erhohte Werte und die
Versuchstiere mit einem CCI nur an den Tagen d1 und d3. Aus den erhobenen
Daten liele sich ableiten, dass zwar die jeweiligen Interventionen fur sich
genommen v. a. in den ersten Tagen verstarkten Einfluss haben, jedoch die
Kombination auch noch nach 6 Wochen zu neurologischen EinbuRen fuhrt.
Lediglich die CCI-Gruppe konnte sich signifikant verbessern. Mutmallich kdnnte
hier die FF entscheidend an den erhohten Werten beteiligt sein. Zur
umfassenden Klarung sollten die Bestandteile des Tests Beachtung finden, die
sich in der Trennscharfe nicht eindeutig in neurologische oder motorische
Fertigkeiten differenzieren lassen. So konnte beispielsweise das Festhalten an
einem  Holzstab  durch  zusatzliche Schmerzen und funktionelle
Bewegungseinschrankungen im Frakturbereich beschrankt sein. Der NSS hat
sich bei der Bewertung von neurologischen Beeintrachtigungen am Mausmodell
nach SHT zwar etabliert, jedoch sollte seine Aussagekraft im Zusammenhang
mit extrakraniellen Verletzungen neu beurteilt werden (137). Einerseits wird mit
dem NSS versucht, eine aquivalente Beurteilung in Bezug zur GCS zu
ermoglichen, andererseits kann dieser nur als Indiz fur Fertigkeiten betrachtet
werden, da die jeweiligen Bewertungskriterien zwischen Mensch und Tier stark
auseinanderweichen (185). Das KG entwickelte sich bei allen Gruppen
altersentsprechend und hatte daher keinen Einfluss auf die Fahigkeiten der Tiere
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oder umgekehrt. Die Messung erfolgte stets vor der Erfassung vom NSS. So
konnte weitestgehend eine verzerrte Darstellung vom Koérpergewicht durch
stressbedingte Defakation und Miktion vermieden werden. Ein kurzfristiger
Gewichtsverlust am Folgetag nach der Intervention war zu erwarten und wurde
bereits in vorherigen Studien beschrieben (134, 186). Bei allen Tieren konnte
eine im Verlauf regelrechte Gewichtszunahme beobachtet werden. Dies kann als
Indikator fur eine gute postoperative Versorgung im Versuchsverlauf bewertet
werden. Um die Beinverletzung zu evaluieren, wurden die Tiere mit einer FF
besonders auf ihre artikulierende Beweglichkeit, Belastung und Bewegung hin
beobachtet. In dieser Studie lag das Augenmerk auf den Vergleich zwischen den
FF und den FF+CCI-Tieren. Dabei zeigten die Tiere mit einer Kombination aus
CCIl und FF tendenziell hohere Beeintrachtigungen als mit isolierter FF, diese
sind jedoch nicht als statistisch signifikant, sondern als Trend zu werten. Beide
Gruppen zeigten im Vergleich zum Tag 1 verbesserte Ergebnisse. Anhand der
gemessenen Parameter konnten demzufolge keine Ruckschlisse auf das
ursachliche Verletzungsmuster gezogen werden, was auf einen &hnlichen
Zustand der Frakturheilung respektive deren Einfluss auf die Motorik nach 6
Wochen schlieRen lasst. Der Rota-Rod Test komplementiert das Bild und gibt
Auskunft Uber die Kraft, Ausdauer und Greifkraft der Maus. Ebenso wird die
Fahigkeit, Balance zu halten sowie die motorische Koordinationsfahigkeit
getestet (155). Alle Gruppen zeigten keine statistischen Auffalligkeiten im
Vergleich zueinander. Da motorisches Lernen ein komplexer Ablauf ist, der von
verschiedenen Hirnarealen mitgesteuert wird, scheint es hier keine motorischen
oder lernassoziierten Benachteiligungen gegeben zu haben (187). Die Deutung
der Ergebnisse sollten jedoch in Anbetracht der Knochenverletzung unter
Vorbehalt geschehen. Alternative Testverfahren zur differenzierten Beurteilung
der motorischen und kognitiven Leistungen sollten bei einem auf diese Studie
aufbauenden Versuchsaufbau gepruft werden. Mithilfe der Software Ethovision
XT14 wurde der Open Field Test durchgefuhrt. Durch Aufzeichnungen einer
Kamera und anschlieRender Berechnungen aus den erfassten Bilddaten kdnnen
Aussagen uber die allgemeine Bewegungsfahigkeit getroffen werden (188). So
demonstrierte sich bei den Tieren mit isolierter FF ab dem Tag 1 eine signifikant
geringere zuruckgelegte Strecke. Zudem ebenfalls mit den FF+CCI-Mausen am
Tag 3. Gegenuber Sham und FF-Tieren zeigten die CCIl-Tiere erhdhte
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Mobilitatswerte am Tag 7. Hingegen haben die Polytrauma-Tiere deutlich
weniger Wegstrecke zuruckgelegt. An den Tagen 14 und 21 haben die CCI-
Mause ihr Streckenmaximum erreicht. Am Tag 42 sind es die FF+CClI-Tiere und
CClI-Tiere mit der langsten Strecke. Deuten liel3e sich dies als Gewohnung an
die Umgebung sowie das redundante Vorgehen beim Testen. Bei den FF-
Mausen sollte die beeintrachtigende Verletzung nicht ganzlich unberucksichtigt
gelassen werden (188). Das hyperaktive Verhalten zeigte sich bei den Mausen
mit CCIl und in abgeschwachter Form bei den Polytrauma-Tieren. Ein solches
Verhalten konnte bereits in anderen Studien mit CCl bei Mausen beobachtet
werden (9, 169, 189). Am Tag 42 hielten sich die Tiere deutlich ausgiebiger
wahrend des Exit from the Circle-Test im Inneren eines virtuellen Kreises auf.
Dies kann als verringertes Angstempfinden gedeutet werden. Da zu diesem
Zeitpunkt auch keine wesentliche motorische Einschrankung festgestellt werden
konnte, kommt dies nicht als Erklarung in Betracht. Andere Polytrauma-
Forschungen an Nagetieren kommen zu ahnlichen Ergebnissen. Ein
vergleichbares Verhalten war bereits bei CCl-Tieren bekannt (16, 190, 191). Eine
solche Beobachtung kann vorsichtig als Ausblick auf das menschliche Verhalten
dienen sowie die Relevanz von Grundlagenforschung darlegen. Ein
frohkindliches SHT ist stark mit erhohtem Risiko assoziiert, eine Storung in der
Aufmerksamkeit und eine Hyperaktivitat zu entwickeln. Innerhalb eines Jahres
nach SHT entwickeln bis zu 15 % der betroffenen Kinder ein sekundares
Hyperaktivitatssyndrom (192, 193). Mit dem Elevated Plus Maze kann eine
Einschatzung vom Angstverhalten der Mause ausgearbeitet werden (140). Wie
auch schon beim Open Field Test konnte eine erhdohte Aktivitat der CCl-Tiere,
gemessen an der Geschwindigkeit, am Tag 20 beobachtet werden. Dies bestatigt
das hyperaktive Verhalten auch unter fremdartigen raumlichen Bedingungen. Die
Tiere verweilten weder fluchtiger noch niederfrequenter in den geschlossenen
Armen der Testarena. Einen Einfluss durch die traumatischen Verletzungen gab
es am Tag 20 demnach nicht. In anderen Studien lie3 sich ein sogenanntes
Umkehrverhalten der Angst bei den Tieren erkennen. Nach CCI verhielten sich
die Tiere in den ersten zwei Wochen deutlich verangstigter gegenuber der
Referenzgruppe. Einen Monat darauffolgend imponierte ein reziprokes
Angstverhalten (9). Ein solches Angstverhalten wurde bereits zuvor bei Mausen
mit  verschiedenartigen Verletzungen beschrieben (194, 195). Die
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auseinandergehende Beurteilung bezuglich des Angstverhaltens konnte
beispielsweise in der Versorgung des Frakturmodells liegen. So wurde in dieser
Studie die osteosynthetische  Nagelung durchgefuhrt, welche im
Studienvergleich eine nicht zu vernachlassigende Stabilitat mit entsprechender
Rehabilitation erreicht haben konnte. Andere Studien nutzten hingegen eine
Schienung des Unterschenkels zur Versorgung der Fraktur (195). Dagegen muss
berucksichtigt werden, dass bei der vorliegenden Studie =zusatzlich ein
Hirnschaden mit erheblichem Einfluss auf neuronale Strukturen stattfand.
Erwahnenswert ist die raumliche Nahe des Hippocampus. Dieser ist wesentlich
am Angstempfinden der Tiere beteiligt, demzufolge kann eine Stérung des
neuronalen Netzwerks dieses mafR3geblich beeinflussen oder gar beeintrachtigen
(196). Eine abschlieRende Klarung, welche Umstande fur die unterschiedlichen
Erkenntnisse verantwortlich sind, bietet gesondert Moglichkeiten zur weiteren
Erforschung. Grundsatzlich charakterisiert sich das Verhalten der Tiere mit CCl
und FF insbesondere durch die persistierenden Einschrankungen im NSS. Dies
kann als Beleg fur die Wirksamkeit der Methoden herangezogen werden. Unklar
bleibt, ob die Einschrankungen vorwiegend der Fraktur oder dem Hirnschaden
zuzuschreiben sind. Die tendenzielle starkere Beeintrachtigung der Tiere mit
kombinierter Verletzung beim Beinbelastungstest fugt sich passend in das
Gesamtbild. Allerdings konnte der Rota-Rod Test in der punktuellen Messung
kein Defizit feststellen, eine Verlaufstestung an mehreren Zeitpunkten in
Folgestudien sollte angestrebt werden. Das gesteigerte Angstverhalten konnte
bei CCIl-Tieren durch videoassistierte Auswertungen belegt werden, konform
hiermit prasentierten sich die Mobilitatswerte. Ein Einfluss durch die FF liel3 sich
jedoch nicht erkennen.

In der Zusammenschau kdonnen Angstverhalten, persistierende
Einschrankungen und erhohte Mobilitatswerte fur Tiere mit CCIl angefuhrt
werden. Insbesondere imponieren die erhdhten Mobilitatswerte am Tag 42 bei
bestehender Einschrankung im NSS und sollten verhaltensbiologisch weiter
untersucht werden. Gegenwartig bleibt offen, wie zielgerichtet die Bewegung
waren. Der Einfluss auf das Kurzzeitgedachtnis darf hierbei nicht aulRer Acht
gelassen werden. Mit Blick auf die Fragestellung dieser Arbeit verhalt sich der
Einfluss der FF auf das Verhalten der Tiere eher diskret und konzentriert sich
auf die Einschrankung im NSS.
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5.3 Histologische Prozesse und neuronaler Verlust

Bereits makroskopisch lie3 sich nach der Entnahme der Gehirne das
Schadensgebiet identifizieren. Mit Hilfe von Farbungsprozessen kann das
Hirnvolumen mikroskopisch noch praziser evaluiert werden (146). Verglichen
wurde das Volumen der rechten wund linken Gehirnhalfte mit dem
Gesamtvolumen der Tiere mit einem CCI| und FF und einem isoliertem CCI.
Hierbei imponierte, dass die Tiere mit Mehrfachverletzungen eine signifikant
hohere Relation innerhalb der Gehirnhalften hatten als Tiere mit isoliertem CCI.
Bei Betrachtung der Volumina jeder einzelnen Hemisphare zeigte sich hingegen
kein Unterschied. Unklar bleibt, ob die FF einen Einfluss auf die
Gehirnregeneration ipsilasional hatte oder das Gehirn auf die Fraktur mit einem
Volumenausgleich reagiert. Beim Bestimmen der Kornerzellschichtdicke im
Gyrus dentatus konnte im Verhaltnis der ipsi- zur contralasionalen-Hemisphare
kein signifikanter Unterschied aufgezeigt werden. Von einer quantifizierbaren
Veranderung der Hippocampi in der Lichtmikroskopie ist damit im Rahmen dieser
Untersuchungsmodalitat nicht auszugehen, respektive fand dies moglicherweise
zu einem vorherigen Zeitpunkt statt. In dieser Arbeitsgruppe durchgefihrte
Studien konnten einen Substanzverlust in der perilasionalen Kornerzellschicht
bei Mausen mit CCl nach wenigen Tagen Uberlebenszeit darstellen (89, 134).
Die in der vorliegenden Studie erhobenen Daten deuten auf eine Kompensation
der neuronalen Strukturen hin. Diese sind am ehesten mit einer Neurogenese
vereinbar. Die adulte Neurogenese findet in besonderem MalRe in Stammzellen
der subgranularen Zone des DG im Hippocampus statt (197, 198). Die
Neurogenese ist ein aulRerst komplexer Vorgang, welcher vielfaltigen Einflissen
unterworfen ist. Entsprechend hoch ist die Relevanz fur die Aufrechterhaltung
der neuronalen Integritat (199). Es konnte in dieser Studie demonstriert werden,
dass bei den Tieren mit CCl ein Kompensationsmechanismus stattgefunden hat,
um den neuronalen Verlust auszugleichen. Ein Einfluss der FF zeigte sich
allerdings nicht. In dieser Studie wurden perilasionale Stellen und
korrespondierend kontralaterale Bereiche immunhistochemisch quantifiziert. Bei
der Verletzung von Strukturen im ZNS folgt die Aktivierung von Mikroglia (75). In
diesem Zusammenhang bietet sich das Molekul Iba-1 zur Quantifizierung an. Es
handelt sich um ein ionisiertes Kalziumbindungsadaptermolekul in verzweigter

Mikroglia. Verschiedene Reize ziehen die Aktivierung nach sich (77). In den
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jeweiligen Gruppen mit CCl-Intervention kam es nachweislich zu einer
Mikrogliose. Allerdings imponierte kein Unterschied zwischen diesen Gruppen.
Jedoch ist die Zellzahl ipsilateral signifikant erhoht. Dies ist vereinbar mit den
bisherigen Erkenntnissen Uber reaktive Mikroglia nach CCI (200). Es Iasst sich
schlussfolgern, dass die FF in diesem Versuch nach 6 Wochen keinen
nachweisbaren Einfluss auf die Mikroglia-Aktivierung hatte. Eine chronische
Aktivierung kann Uber Monate oder Jahre anhalten und I6st biochemische
Prozesse aus, die eine sekundare Neurodegeneration nach sich ziehen (201).
Es konnte bereits in anderen Studien gezeigt werden, dass eine TSPO-
Genexpression 30 Tage nach einem CCIl hinweisend fur eine chronische
Mikroglia-Aktivierung war (89). Ferner kommt es wie bereits beschrieben nach
einem traumatischen Ereignis im ZNS zu einer reaktiven Astrogliose mit Einfluss
auf Morphologie, Genexpression, Proliferation sowie Funktion der Astrozyten
(79). Derartige heterogene Reaktionen sollten bei der Beschreibung des
Gewebeschadens beachtet werden. Mit Hilfe von GFAP kdonnen die Astrozyten
immunhistochemisch sichtbar gemacht werden (86). Im Verhaltnis ipsi- zu
contralasional konnte eine erhohte Anzahl aktivierter Astrozyten bei beiden
Gruppen mit CCl demonstriert werden. Die Zellen waren im Verhaltnis ebenfalls
tendenziell vergroRert. Die erhobenen Werte sind mit dem etablierten CCIl-Model
vereinbar und konnten auch in anderen Studien bestatigt werden (105, 202).
Allerdings zeigt sich bei isolierter Betrachtung der contralasionalen Hemisphare
eine signifikant erhohte Zellzahl der CCI+FF-Tiere gegenuber den CCI-Tieren.
Respektive lasst sich ableiten, dass die FF einen Einfluss auf die
immunhistochemische Darstellung hatte. Folglich besteht der dringende
Verdacht, dass es im Rahmen des Traumas zu einer gesteigerten
inflammatorischen Reaktion bei den FF-Tieren gekommen ist, welche sich
jedoch in den molekularbiologisch erhobenen Werten nach 6 Wochen nicht mehr
darstellen liel. Erwahnenswert ist hier, dass eine zur Untersuchung des
komplexen regionalen Schmerzsyndroms publizierte Studie bilaterale neuronale
Veranderungen im Rahmen einer Neuroinflammation feststellen konnten. In der
benannten Studie wurde ebenfalls ein Mausmodell verwendet, jedoch handelte
es sich bei der angewandten Methodik um eine Tibiafraktur (203).

Mit Blick auf die Fragestellung dieser Arbeit prasentierte sich der Einfluss der FF
durch die erhohte Relation der Hemispharen, bei gleichzeitig unauffalligem
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Vergleich der Volumina zueinander. Ungeachtet dessen lie} die
Kornerzellschicht keinen Einfluss der FF erkennen. Passend zu den Ergebnissen
der Volumetrie ist von einer kompensatorischen Neurogenese bei Tieren mit CCl
auszugehen. Die ipsilasionale Mikrogliose komplementiert das Gesamtbild
entsprechend. Schlussfolgernd kann von einer chronischen Mikroglia-
Aktivierung ausgegangen werden. Ferner kann der Einfluss der FF durch die
contralasionale Darstellung der Astrozyten als Folge einer gesteigerten

neuroinflammatorische Reaktion gewertet werden.

5.4 Molekulare Neuroinflammation

Astrozyten reagieren empfindlich auf traumatische Hirnverletzungen, ferner
bilden sie die dominierende Domane im glialen Narbengewebe. Da sie im
reaktiven Zustand durch eine veranderte Genexpression gekennzeichnet sind,
kann dies als Indikator fur die Schwere der Verletzung dienen. GFAP bildet einen
zentralen Bestandteil der Intermediarfilamente. Kommt es folglich zu veranderter
Proliferation und Hypertrophie, fuhrt dies konsekutiv zu entsprechender GFAP-
Expression (85, 86, 204). Es zeigte sich in dieser Studie eine durch qPCR
quantifizierte  signifikante  Steigerung der GFAP-Expression in den
Interventionsgruppen mit CCIl. Beide Gruppen hatten ein ahnliches Niveau und
waren zueinander nicht signifikant divergent. Es kann davon ausgegangen
werden, dass die FF nach 42 Tagen keinen Einfluss auf die gemessenen
Parameter der Astrozyten hat. Moglicherweise war das Verletzungsmuster fur
derart weitreichende Folgen zu sanft. In vergleichbaren Studien mit anders
gepaarten Verletzungen konnten leichte Unterschiede zwischen
Mehrfachverletzungen und reinem CCIl gefunden werden (16). Es lasst sich
jedoch nicht vollends ableiten, ob dabei Kombination und Schwere der
Verletzungstypen oder der jeweilige Anteil in folgenden Studien moduliert
werden sollte. C3 ist ein Komplementfaktor, der bereits in vorherigen Studien als
Marker fur einen sekundaren Hirnschaden nach traumatischer Verletzung erfasst
wurde (205). Die Aktivierung von C3 wird ferner als einer der erheblichen
Faktoren benannt, die zum sekundaren Hirnschaden beitragen respektive
involviert sind. Alle drei Hauptwege der Komplementaktivierung fuhren zur

Aktivierung von C3 (156). Im Rahmen dieser Untersuchung zeigte sich eine
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deutliche Erhohung der C3-Genexpression in den Interventionsgruppen mit CCI.
Allerdings hatten CCI+FF und isoliertes CCIl keinen Unterschied zueinander.
Dies bestatigt C3 als Marker fur einen sekundaren Hirnschaden. Jedoch ist der
Faktor nicht durch eine gleichzeitige Femurfraktur beeinflusst. In einigen Studien
wird auf den Zusammenhang des Komplementsystems mit einer Frakturheilung
hingewiesen (206). Ferner konnte in weiteren Studien eine systemische Reaktion
durch Marker der humoralen Inflammation festgestellt werden (17). Inwiefern
dies auch mit einer erhdhten Zirkulation einhergeht, kann nur durch weitere
Analysen im Serum geklart werden. Bei entsprechender Fragestellung kann in
folgenden Studien beispielsweise ein ELISA als Testverfahren Anwendung
finden. Wechselwirkungen mit Fokus auf die Knochenheilung sollte
nachgegangen werden. Besonders die Interaktionen mit den Osteoblasten
konnen hier von erheblichem Interesse sein. Zudem kommen weitere Studien zu
dem Schluss, dass sich akute und langfristige Folgen fur das knécherne Skelett
bei gleichzeitigem Schadel-Hirn-Trauma ergeben. Insbesondere die
Osteogenese werde durch Stimulation der Osteoblasten angeregt (102). Ein
Modell mit Ratten verdeutlichte den Zusammenhang zwischen Knochenheilung
und induziertem Hirnschaden, die Resultate bestatigten negative Auswirkungen
auf die Knochenstruktur (207). Als weiterer Marker fur reaktive Astrozyten dient
der Serinprotease-Inhibitor SerpinA3n. Die Expression wird v. a. in der frihen
Phase einer Verletzung hochreguliert. Die exakte Funktion bei einem
Hirnschaden ist nicht umfassend geklart (88, 208). In der hier vorliegenden
Studie kam es in den Gruppen mit CCl zu signifikant erhohten Werten. Allerdings
konnten keine Unterschiede zueinander gezeigt werden. Daraus geht hervor,
dass die FF keinen nachweisbaren Einfluss hatte. Neuere Studien vermuten,
dass SerpinA3n bei Hirnverletzungen Neurone vor der Apoptose schutzen soll
(88, 209). Im Rahmen dieser Studie konnte zumindest keine durch die FF
beeinflusste Veranderung der Expression gefunden werden. Die Genexpression
von MHC1 und MHC2 ist nach traumatischen Hirnverletzungen erh6ht. Naher
betrachtet Iasst sich mit MHC2 v. a. die aktivierte Mikroglia feststellen (210).
Entsprechend der Erwartung zeigten hier die MHC2 Werte in beiden CCI-
Interventionsgruppen eine erhdohte Genexpression. Beide Gruppen erreichten
ein annahernd gleiches Niveau. DemgemalR lielRe sich ableiten, dass nach 42
Tagen eine Mikrogliose vorhanden ist. Wenngleich sie nicht dem Einfluss einer
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FF unterliegt. Andere Studien kamen hier zu einem vergleichbaren Ergebnis
(16). In diesem Zusammenhang koénnen die erhobenen Ergebnisse als
Bestatigung des Hirnschadens angesehen werden. Die Veranderung von
exzitatorisch-hemmenden Verhaltnissen im ZNS ist mit depressivem Verhalten
assoziiert. Wesentlich hierfir sind Glutamat-durchlassige Transportproteine.
Eine verminderte Expression von VGLUT1 hat entsprechend einen Einfluss (99,
211). Zur Klarung, ob und wie sich Verletzungen auf die Genexpression
auswirken, wurde das ipsilasionale Hirngewebe untersucht. Wenngleich sich dort
kein signifikanter Anstieg aufzeigen lie. Folgernd hatte VGLUT1 am Tag 42
keinen nachweisbaren Einfluss mehr auf den Hirnschaden in dieser Studie. Mit
Interleukin-18 handelt es sich um ein pro-inflammatorisches Zytokin. Als
Mediator ist es an einer Vielzahl von Prozessen beteiligt und gilt als Vermittler
im peripheren sowie im zentralen Nervensystem. Es nimmt weiterhin eine
entscheidende Position bei neuronalen Verletzungen ein, wie beispielsweise
nach traumatischen Ereignissen. Im ZNS wird |I-1p vorwiegend von Mikroglia
sezerniert (76, 212). Weiterhin wird 1l-1p als wesentlicher Faktor zur Regulierung
und Freisetzung weiterer Zytokine beschrieben. Es dient als Biomarker fur die
frahe Neuroinflammation und dem damit einhergehenden Gewebeschaden
(213). In dieser Studie konnten nach 42 Tagen keine unterschiedlich erhdhten /-
18 Werte innerhalb der Gruppen dargestellt werden. Die fur diese Arbeit
vorrangig betrachteten Zusammenhange mit der FF hat folglich auf die //-1p
Genexpression keinen messbaren Einfluss gehabt. Interessanterweise wurde in
weiteren Studien ein Anstieg der Konzentration und die damit verstarkte
neuroinflammatorische Reaktion bei induzierten Knochenfrakturen nach
ischamischem Hirnschaden im Mausmodell festgestellt (214). Eine experimentell
herbeigefuhrte Fraktur vor einem ischamischen Schlaganfall fuhrte in Studien
zur Inflammation im Hippocampus und verursachte lang anhaltende
Gedachtnisstorungen (215). Des Weiteren beschreiben Studien mit
polytraumatisierten Mausen ebenfalls eine Einschrankung des Gedachtnisses
(159). Mit der Bestimmung von TSPO wurde ein Translokator Protein gewahlt,
das als Biomarker fir reaktive Gliose und Inflammation Verwendung findet. Unter
physiologischen Bedingungen sind die TSPO-Spiegel im Gehirn niedrig und
lassen sich vornehmlich in Gliazellen und in besonders geringer Konzentration

in Neuronen finden. Wenngleich sie dort unter anderem nach Verletzungen oder
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Entzindungen ansteigen. Die vermehrte Genexpression von TSPO durch
Gliazellen und die damit verstarkte Mikrogliaproliferation etablieren TSPO als
Progressionsindex nach SHT. TSPO-Liganden dienen weiterhin als
Bindungsstelle fur radioaktiv markierte Substanzen. Folglich kann die raumliche
Verteilung im Zeitverlauf mit Hilfe von radiographischer Darstellung erfolgen.
Eine erhohte Radioligandenbindung zeigt demzufolge neuroinflammatorische
Prozesse. Dies kann hinweisgebend fur eine Hirnverletzung sein (87, 216-218).
Diese Studie bestatigt die bisherige Erkenntnis. Beide Gruppen mit einer CCI-
Intervention erreichten signifikant erhnéhte Werte gegentber Sham und reiner FF.
Zwischen der Polytrauma- und isolierten CCI-Gruppe gab es keine Divergenz.
Es kann konkludiert werden, dass die FF keinen Einfluss auf die TSPO-
Expression hatte. Ferner sind die gewonnen Werte mit der
immunhistochemischen Darstellung von Iba-1 koharent. Zur Vorhersage der
Schwere von traumatischen Hirnverletzungen kann der Biomarker Osteopontin
im Serum eingesetzt werden. Bei Osteopontin handelt es sich um ein
multifunktionales, extrazellulares  Matrixprotein.  Wahrend es unter
physiologischen Bedingungen nicht erhoht ist, kommt es beispielsweise bei
Hirnverletzungen durch aktivierte Mikroglia zu einem Anstieg der
Serumkonzentration. Es ist zudem an der mineralisierten Extrazellularmatrix von
Knochen und Zahnen beteiligt (126-128). Nach 42 Tagen konnte in dieser Studie
keine Osteopontinerhdhung im Serum der Mause festgestellt werden. Es ist zu
diesem Zeitpunkt davon auszugehen, dass weder die FF noch das CCI oder die
kombinierte Verletzung Auswirkungen auf die Serumosteopontinkonzentration
hatte. Die Genexpression im Hirngewebe war hingegen erwartungsgemaf
erhoht. Dies ist in der hier vorliegenden Studie von besonderem Interesse, da
Osteopontin ferner Einfluss auf die Knochenheilung hat (219). Als Parameter bei
gleichzeitiger Knochenfraktur und Hirnverletzung konnte OPN hier nicht dienen.
Hingegen konnte eine in dieser Arbeitsgruppe durchgefihrte Polytrauma-Studie
mit deutlich kiurzeren Beobachtungszeitraum signifikante Unterschiede der
Osteopontinkonzentration feststellen (134). In weiteren Studien sollte eine
analytische Erhebung der Konzentrationsdynamik in Betracht gezogen werden.
Die Konzentration kann beispielsweise an mehreren Zeitpunkten in Bezug zu
den verhaltensbiologischen Erkenntnissen gesetzt werden. Als neuronales

Zytokin hat Osteopontin das Potenzial, die Regeneration der Axone zu
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unterstutzen. In weiteren Studien mit Nagern konnte ein positiver Einfluss auf
die Synapsenorganisation gezeigt werden. Osteopontin vermittelt zwischen
Degeneration und Regeneration, korrespendierend dazu wird es als pleiotropes
Zytokin bezeichnet (220, 221).

In der Zusammenschau konnte kein molekularbiologisches Korrelat zum
Zeitpunkt der Euthanasie mit Bezug zur immunhistochemischen Darstellung in
der qPCR gefunden werden. Moglichicherweise hat die FF zu diesem Zeitpunkt
keine zentral wirksamen Zytokine freigesetzt oder die protektive Wirkung der
BHS kam zu tragen. Die erhdohte Expression des Komplementfaktors C3
bestatigte den sekundaren Hirnschaden. Ebenfalls konstatierte sich anhand der
erfassten Werten die Mikrogliose. Entsprechend der Fragestellung dieser Arbeit
konnte kein Einfluss der FF festgestellt werden. Im Serum konnte keine
gesteigerte Osteopontinkonzentration konstatiert werden. Somit ist nach 6
Wochen Uberlebenszeit kein Einfluss der FF auf die Serumkonzentration
feststellbar respektive anhand der Konzentration kann keine Aussage uber die
Qualitat des Traumas getroffen werden.
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6. Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation behandelt die Langzeitauswirkungen einer
kombinierten Verletzung bestehend aus einem Schadelhirntrauma und einer
Femurfraktur am Mausmodell. Sie dient der Grundlagenforschung und somit
dem besseren Verstandnis der molekularbiologischen Prozesse sowie ihrer
Wechselwirkungen bei Mehrfachverletzungen. Grundlage fir den
Versuchsaufbau bildete der Vergleich von vier Gruppen mit unterschiedlichen
Merkmalen. Der Beobachtungszeitraum erstreckte sich Uber sechs Wochen.
Durch  Anwendung eines standardisierten Vorgehens konnte eine
reproduzierbare Femurfraktur zugefigt und ein direkter und stumpfer Schaden
im Gehirn verursacht werden. Entsprechend der Kombination dieser
Interventionen konnte die Gruppenzusammenstellung erfolgen. Wahrend des
Beobachtungszeitraums wurden die Tiere in unterschiedlichen Tests beurteilt
sowie in ihrer Verhaltensweise beobachtet und entsprechend analysiert.
Letztlich endete der Beobachtungszeitraum mit der Euthanasie und der
Entnahme von Gehirn und Femur. Es folgte die weitere histopathologische
Aufbereitung. Uberdies wurden zur nachfolgenden Analytik Gewebeproben
entnommen. Die anschlieBenden histologischen Prozesse wurden entsprechend
der lichtmikroskopischen respektive immunhistochemischen Fragestellung
ausgerichtet. Lichtmikroskopisch gelang die Quantifizierung der Hirnvolumina
sowie der Kornerzellschichtdicke. Immunhistochemisch gelang die Darstellung
von  Astrozyten und Mikroglia  durch  Antikorperbindungen. Die
molekularbiologische Differenzierung wurde durch laborchemische
Aufarbeitungsprozesse erreicht. Die quantitative Polymerasekettenreaktion
bildete die labortechnische Grundlage. Als Basis der Proteinanalytik diente der
Western Blot. Komplementiert wurde das analytische Vorgehen durch einen
enzyme-linked immunosorbent assay. Die Auswertung vom NSS beurteilten
Fahigkeiten zeigte eine durchgehende, wenn auch im Verlauf deutlich
racklaufige Einschrankung bei kombiniertem Verletzungsmuster. Die
untersuchte Beinbelastung ergab lediglich eine Einschrankung der CCI+FF-
Tieren als statistischen Trend. Motorisch-koordinative Einschrankungen konnten
mithilfe des Rota-Rod nicht identifiziert werden. Die Interventionsgruppen mit
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CClIl und kombinierter Verletzung prasentierten im Open Field-Test eine erhohte
Mobilitat. Die Beobachtung im Elevated Plus Maze fuhrte zur Bekraftigung der
Ergebnisse. Polytrauma-Tiere verweilten am Tag 42 deutlich langer im virtuellen
Kreis des Exit from the circle-Test. Volumetrisch zeigten die Hirnhalften der
CCIl+FF-Tiere eine hohere Relation als reine CCI-Tiere zueinander. Jedoch
konnte im isolierten Vergleich der Hemispharen keine Abweichung abgebildet
werden. Contralasional imponierte bei den Polytrauma-Tieren der Nachweis
einer Flachenvergroflerung von GFAP-immunopositiven Zellen gegenuber den
CClI-Tieren. Gegenuber den FF-Tieren war zusatzlich auch die Zellzahl erhdht.
Die Kornerzellschicht im Gyrus dentatus prasentierte sich bei allen Gruppen
regelrecht. Eine Divergenz der Mikroglia konnte zwischen den
Interventionsgruppen mit Hirnschaden nicht erfasst werden.

In Zusammenschau der Ergebnisse imponieren die verhaltensbiologischen
Abweichungen der Tiere mit kombinierter Verletzung. Der strukturell am
Hirngewebe feststellbare Schaden offenbarte hierbei keine zielfuhrenden
Hinweise, jedoch zeigte sich eine contralasionale Astrogliose. Divergierende
Prozesse der Genexpression konstatierten sich zum Zeitpunkt der Hirnentnahme
nicht. Das Schadelhirntrauma ist im Rahmen eines Polytrauma als komplexe
Verkettung aus Neurobiologie, Neuropsychologie und Immunologie zu
verstehen. Zur weiteren Differenzierung und Verifizierung der Ergebnisse sollten
weitere Studien durchgefuhrt sowie die Anwendung differenzierter Testverfahren
angestrebt werden.
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