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Einleitung

1 Einleitung
Das Schadel-Hirn-Trauma (SHT) stellt ein Erkrankungsbild mit potenziell

schwerwiegenden individuellen Folgen fur Patienten und die Gesellschaft dar. Die
angegebenen Inzidenzen variieren. Einigkeit besteht jedoch darin, dass das SHT
weltweit eine der Hauptursachen fur Tod und Behinderung ist und eine hohe Belastung
fir das Gesundheitssystem darstellt. Laut der Weltgesundheitsorganisation fihrt das
SHT zu mehr als 10 Millionen Hospitalisierungen jahrlich (1, 2, 3, 4). Weltweit erleiden
ca. 69 Millionen Menschen ein SHT jedes Jahr (5), in Europa liegt die Inzidenz bei 235
aus 100.000, mit einer Sterblichkeitsrate von 0,015 Prozent (%) (1, 6). Das
Altersspektrum erstreckt sich hauptsachlich vom 25. bis 75. Lebensjahr (1, 7, 8), dabei
sind Manner haufiger betroffen als Frauen (1, 6, 9, 10). Unter den jungen Patienten
zahlen Unfalle zu den Hauptursachen. Bei Kindern und alteren Patienten sind es vor
allem Sturze (1). Die Komplexitat des Erkrankungsbild des SHT liegt in der hohen
kurzfristigen Sterblichkeit und dem hohen Risiko fur schwere neurologische

Komplikationen und Einschrankungen im langfristigen Outcome begrindet (1).

Vereinfachend lasst sich das SHT als komplexe neuronale und zerebrale Schadigung
durch ein externes traumatisches Ereignis beschreiben. Das SHT kann als
zweizeitiges Ereignis angesehen werden: Der initiale Primarschaden, der durch direkte
mechanische Krafte des initialen Traumas entsteht, ist nicht reversibel (5, 11). Der
sekundare und potenziell reversible Hirnschaden wird in Folge des verletzten
Hirngewebes durch den Primarschaden bereits wenige Minuten (min) danach
ausgeldst. Der sekundare Hirnschaden lasst sich als eine komplexe Abfolge von
biochemischen Prozessen zusammenfassen, die die Wiederherstellung der
zerebralen Hamostase zum Ziel haben. Die Pathophysiologie ist vielschichtig und
beinhaltet inflammatorische Prozesse, Nekrosen und Apoptosen, metabolische und

immunologische Dysfunktionen, Odembildungen sowie Koagulopathien (5, 12, 13).

Bis zum heutigen Tag beschranken sich die Therapiemdglichkeiten auf supportive

Malnahmen zur Wiederherstellung des physiologischen Zustands. Eine kausale

Therapie konnte bislang nicht etabliert werden, da trotz vielseitiger Forschungsprojekte

die exakten zu Grunde liegenden pathologischen Mechanismen des sekundaren

Hirnschadens ungeklart sind. Die potenzielle Reversibilitat des sekundaren

Hirnschadens ist daher anhaltend Gegenstand der Forschung. Eine derangierte
1
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Hamostase stellt einen wichtigen Bestandteil des sekundaren Hirnschadens dar. Das
SHT kann sowohl zu einer erhdhten Blutungsneigung als auch zu einer vermehrten
Thrombenbildung fuhren. Thrombozytenfunktionsstorungen werden als mogliche
Ursache hierfur gehandelt (14, 15). Beide Pathologien haben eine Aggravation des

sekundaren Hirnschadens zur Folge.

Der Protease-aktivierte Rezeptor 4 (PAR4) wird auf Thrombozyten exprimiert und
spielt eine wichtige Rolle in der Hamostase bei der Ausbildung stabiler Thromben (16,
17, 18, 19, 20). Angesichts seiner effektiven antithrombotischen Wirkweise sind PAR4-
Antagonisten bereits Gegenstand Kklinischer Studien zur Pravention von
thrombotischen Ereignissen (19, 21). Darlber hinaus geriet der PAR4 aufgrund seiner
potenziellen neuroprotektiven Wirkung in den Fokus der Forschung. Nach SHT ist
PAR4 in der Penumbra hochreguliert und eine Inhibition/ Defizienz zeigt in
Schlaganfallmodellen sowie nach SHT verminderte Hirnschaden (22, 23). Der genaue
pathophysiologische Mechanismus, der die potenziell neuroprotektive Wirkung einer
PARA4-Defizienz erklart sowie die Rolle von PAR4 als mogliche Konnektionsstelle
zwischen Koagulopathie und Neuroinflammation nach SHT, bleibt jedoch bislang

ungeklart.

Diese Forschungsarbeit befasst sich mit der PAR4-Defizienz nach experimentellem
SHT im Mausmodell. PAR4-knockout Mause (PAR47) sowie BL6-Wildtyp-
Kontrolimause (BL6) werden dem standardisierten Controlled Cortical Impact (CClI)-
Modell unterzogen. Die Auswirkungen der PAR4-Defizienz werden im Anschluss
mithilfe  von verhaltensbiologischen Tests, histologischen Analysen und
biochemischen sowie molekularbiologischen Untersuchungen evaluiert. Ziel dieser
Untersuchung war es potenzielle neuroprotektive Effekte und Einflisse auf die
posttraumatische Koagulopathie und Neuroinflammation einer PAR4-Defizienz nach
SHT zu detektieren und hierdurch mdgliche Therapieansatze fur den sekundaren

Hirnschaden nach SHT ableiten zu konnen.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Das Schadel-Hirn-Trauma (SHT)
2.1.1 Definition des SHT

Das SHT wird verursacht durch eine aullere mechanische Kraft, die eine

Beeintrachtigung der Gehirnfunktion zur Folge hat (24). Schlag, Stol3, Anprall oder
eine penetrierende Verletzung kénnen als &aulere Kraft fungieren (25). Die
Beeintrachtigung der  Gehirnfunktion kann akut mit Anderung des
Bewusstseinszustandes, langfristig mit eingeschrankter kognitiver Leistungsfahigkeit
sowie einer erhohten Inzidenz fur neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus
Parkinson oder Morbus Alzheimer einhergehen (26). Anhand der 1974 eingefiihrten
Glasgow-Coma-Scale (GCS) kann das SHT in die drei verschiedene Schweregrade
»mild“, ,moderat” und ,schwer” unterteilt werden (27). Ein leichtes SHT entspricht einer
GCS von 13-15 Punkten, ein moderates SHT einer Punktzahl von 9-12 und ein
schweres SHT liegt zwischen 3-8 Punkten vor (28). Die GCS umfasst hierbei die
Bewertung der verbalen Reaktion, der motorischen Funktion sowie des Augendffnens
(29). Aufgrund der limitierten Aussagekraft der GCS Uber die zugrunde liegende
verursachende Pathologie des SHT sowie moglicher Normwerte bei mildem SHT, wird
im klinischen Alltag die Diagnostik durch eine Computertomographie des Schadels
erganzt (30, 31).

2.1.2 Epidemiologie des SHT

Die Inzidenz, Pravalenz und Mortalitat des SHT zeigen weltweit grol3e Differenzen. In
einer Analyse der Jahre 1990 bis 2001 belief sich die Zahl der neu aufgetretenen Falle
auf etwa 20,85 Millionen. Hierzu addieren sich die bereits bestehenden Falle,
angegeben mit 37,93 Millionen (32). Dewan et al. schatzten die Inzidenz jahrlich auf
ca. 69 Millionen weltweilt (33). Die Inzidenz war in Amerika sowie in Europa am
héchsten (33). Fur Europa wird die Hospitalisierungsrate mit 1,5 Millionen angegeben,
mit einer Mortalitat von ca. 12 pro 100.000 Patienten (34, 35). Als haufigste Ursachen
fir ein SHT werden Stirze gefolgt von Verkehrsunféllen (insbesondere bei
Jugendlichen und jungen Erwachsenen) angegeben (32, 36, 37). Das SHT ist somit
die fuhrende Ursache fir Tod und Behinderung unter allen traumatisch bedingten
Verletzungen weltweit (38). Manner im mittleren Alter sind dreimal haufiger betroffen
als Frauen (39). In Anbetracht der immer noch unterschiedlichen, aber auch

mangelnden Datenlage, ist es schwierig eine Aussage bezuglich des
3
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Erkrankungsgipfels des SHT anzugeben. In den letzten Jahren hat sich der
Erkrankungsgipfel in Richtung alterer Altersgruppen verschoben, 63 Prozent (%) der
betroffenen Patienten sind = 16 Jahre. Jedoch sind auch Jugendliche bzw. junge
Erwachsene, aufgrund ihres gesteigerten Risikoverhaltens, vermehrt betroffen (37, 40,
41, 42). Eine Untersuchung bei Patienten mit stumpfem SHT ergab eine bimodale
Verteilung der Altersgipfel mit einem erhdhten Risiko fur Patienten < 10 Jahre sowie >
65 Jahre (43). Die weltweiten Gesundheitskosten, verursacht durch das SHT, werden
auf ca. 400 Billionen US-Dollar geschatzt. Die Hohe der Kosten steigt mit der Schwere
des SHT, vor allem verursacht durch den Krankenhausaufenthalt, gefolgt von Kosten
fur die Rehabilitation sowie fur intrakranielle Operationen (44). Die oben dargestellten
Zahlen verdeutlichen die erhebliche Belastung flir Gesellschaft und
Gesundheitssystem durch das SHT und unterstreichen die Notwendigkeit der
Entwicklung und Etablierung gezielter Praventions-, aber vor allem auch evidenter

kausaler Behandlungsstrategien.

2.1.3 Pathophysiologie des SHT

Der Pathomechanismus des SHT lasst sich in einen primaren und sekundaren
Hirnschaden unterteilen. Generell gilt es jedes SHT individuell zu betrachten, da die
Pathophysiologie von vielen Faktoren wie Traumamechanismus, Lokalisation der
Verletzung, Alter, Geschlecht, Schweregrad und Verletzungsmuster beeinflusst wird
(45).

2.1.3.1 Primarer Hirnschaden

Der primare Hirnschaden entsteht zum Zeitpunkt des Traumas durch die mechanische
Einwirkung und kann durch Schutzausristung wie Fahrradhelm, Sicherheitsgurt etc.
abgemindert werden. Durch die mechanischen Krafte kommt es zur Bewegung des
Gehirns innerhalb des Schadelknochens, zur Kollision des Gehirns mit dem
Schadelknochen und hierdurch zu Gewebedeformierungen (45, 46). Hierdurch
entsteht eine Kontusion an der Verletzungsstelle (coup). Die Kontusion ist das Resultat
aus einer Kombination von Gefall- und Gewebeschaden (47). Umgeben ist die
Kontusion von einem Areal mit nekrotischen Neuronen und glialen Zellen sowie
eingeschrankter Blutversorgung mit konsequenter Ischamie. Eine sekundare
Kontusion (contre-coup) kann sich auf der entgegengesetzten Seite der
Primarkontusion durch ,Wiederanprallen* des Gehirns auf der entgegengesetzten
Seite an die Schadelkalotte ausbilden (48).
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Der primare Hirnschaden ist keinerlei Therapie zuganglich, da er irreversibel ist.
Jedoch ist das Outcome des Patienten abhangig von der Auspragung des initialen
Traumas (45, 49). Der primare Hirnschaden lasst sich unterteilen in eine fokale und
diffuse  Hirnschadigung (50). Durch schnelle Rotationskrafte, Be- und
Entschleunigungskrafte kommt es z.B. durch Dehnung und Zerreil3ung von Axonen zu
diffuser Schwellung und axonaler Diskonnektion resultierend in einer diffusen
axonalen Schadigung (51). Die Axone der weil3en Substanz sind offenbar besonders
empfindlich gegenliber Schaden durch mechanische Einwirkung und das Ausmalf} an
axonaler Schadigung und neuronalem Untergang ist maf3geblich fir den Schweregrad
des SHT (50, 52). Die diffuse axonale Schadigung korreliert mit dem
Bewusstseinsverlust nach SHT (53). Zu den fokalen Schadigungen zahlen
intrakranielle Hamatome, Frakturen des Schadels, Kontusionen und Lazerationen
(46). Intrakranielle Druckspitzen sowie die einwirkenden mechanischen Krafte kdnnen
zu Rupturen von Blutgefallen und in Folge zu intrakraniellen Blutungen flhren.
Zusatzlich kann es aufgrund von Unterbrechungen des Blutflusses durch eine

Dysbalance von Vasokonstriktion und -dilatation zu einer Ischamie kommen (54).
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Primérer Hirnschaden Sekundarer Hirnschaden

Sekunden,
Minuten, Tage

Abbildung 1: Pathophysiologie des Schadel-Hirn-Traumas

Dargestellt sind der primare sowie sekundare Hirnschaden mit ihren diversen Auswirkungen. Fir den
primaren Hirnschaden hier beispielsweise Schadelfraktur, intrakranielle Blutungen und axonale
Schadigung. Fur den sekundaren Hirnschaden beispielhaft Inflammation, erhéhter intrakranieller Druck,
Axonschadigungen, Gefallverschlisse, Nekrosen, erhdhte Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke und
Blutungen. Created with BioRender.com.

2.1.3.2 Sekundarer Hirnschaden

Die wahrend des primaren Hirnschadens stattgefundenen zellularen, physiologischen
und biochemischen Ereignisse initieren den sekundaren Hirnschaden, welcher
Stunden bis Jahre andauern kann (26). Diverse pathophysiologische, sich gegenseitig
beeinflussende, ablaufende Prozesse fligen sich hier zu einem komplexen Bild
zusammen, welches in seiner Gesamtheit als sekundarer Hirnschaden bezeichnet

wird.

Die neuroinflammatorische Kaskade nach SHT reprasentiert einen sehr wichtigen und
grofl3en Anteil am sekundaren Hirnschaden. Sie lauft noch einen langen Zeitraum nach
dem akuten Ereignis ab und ist Ursache flr das sehr heterogene Outcome nach SHT
(55). Am Beginn der neuroinflammatorischen Kaskade steht die Freisetzung von
~Warnsignalen® durch die Schadigung von Neuronen und Gewebe. Diese Damage-

Associated Molecular Patterns aktivieren die angeborene Immunantwort (55).
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Die Mikroglia ist ein Teil des angeborenen Immunsystems des zentralen
Nervensystems (ZNS). Ihre Aufgabe ist, unter physiologischen Bedingungen, die
konstante Uberwachung der zellularen Umgebung auf schadliche Stoffe und infektitse
Prozesse (56). Nach SHT kommt es durch proinflammatorische Stoffe wie Interleukin-
18 (IL-1B), Interferon-y (INF-y), Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) oder
Stickstoffmonoxid (NO) aber auch antiinflammatorischen Stoffe (Prostaglandine,
Interleukin-4, Interleukin-13) zur Aktivierung der Mikroglia. Hierbei entstehen
hauptsachlich zwei Phanotypen an Mikroglia. Der M1-Phanotyp fuhrt zu einer erhdéhten
Ausschlttung von proinflammatorischen Substanzen, im Sinne einer Immunabwehr,
jedoch kann er hierbei auch eine Schadigung des gesunden Gehirngewebes
verursachen. Der antiinflammatorische M2-Phanotyp wird im Gegensatz dazu durch
antiinflammatorische Substanzen aktiviert und veranlasst neuronales Wachstum, die
Ausbildung neuer Gefalke, die Regeneration geschadigten Gewebes und die
Suppression einer Uberschielienden Immunreaktion (56). Im Rahmen des SHT
werden beide Phanotypen gleichzeitig aktiviert. Die ablaufenden Prozesse, die einen
pro- oder antiinflammatorischen Weg begunstigen sind weiterhin Gegenstand der
Forschung (56).

Neben der Mikroglia kénnen proinflammatorische Molekile wie Interleukine oder
Tumornekrosefaktoren auch von anderen Zellen des Immunsystems sezerniert
werden. Hierzu zahlen Neutrophile, dendritische Zellen, T-Lymphozyten und natirliche
Killerzellen, welche angelockt durch Chemokine in das Gehirn einwandern (55).
Zusatzlich werden Mastzellen aktiviert und mobilisiert, welche wiederum weitere

Immunzellen aus der Peripherie anlocken (57, 58, 59).

Durch die bereits oben genannten Signalsubstanzen wie IL-13, TNF-a, aber auch
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) werden nach SHT Matrixmetalloproteinasen (MMP)
aktiviert. lhre primare Aufgabe ist der Abbau der Extrazellularmatrix. Nach SHT werden
vor allem die Subtypen MMP-2, MMP-3 und MMP-9 ausgeschttet. Als sezernierende
Zellen fungieren hierbei Astrozyten, Endothelzellen, Mikroglia oder Neurone. Die
Aktivierung von MMPs fuhrt schlussendlich zu einer Zerstérung der Blut-Hirn-Schranke
(BHS) und zur Zellapoptose (56).

Durch die mechanischen Krafte wahrend des Traumas kommt es zur Dehnung von
Neuronen. Dies versursacht eine Ubermafige Aktivierung und Erregung dieser Zellen.

Einer der Haupttransmitter des ZNS, Glutamat, spielt eine wichtige Rolle fur die
7
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Exzitotoxizitat. Glutamat wird durch Lyse von Neuronen sowie die mechanische
Dehnung dieser freigesetzt. Konsekutiv kommt es zur Uberaktivierung von N-Methyl-
D-Aspartat (NMDA)- und a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsaure-
Rezeptoren. Dies flihrt zu einem erhdhten Kalziumeinstrom in die Neuronen und in
Folge zu neuronaler Schadigung und Apoptose (13, 55). Die ausgepragte Aktivierung
von NMDA-Rezeptoren induziert zudem die Expression inflammatorischer Gene (55).
Die durch Exzitotoxizitat induzierte neuronale Apoptose sowie die
proinflammatorischen Prozesse tragen zur Aggravation der Neuroinflammation und

des sekundaren Hirnschadens bei (55).

Oxidativer Stress bedeutet, dass das antioxidative System aufgrund von vermehrt
anfallenden freien (Sauerstoff-) Radikalen Uberlastet ist (55). Wie zuvor erwahnt
kommt es nach SHT zur Freisetzung von ROS. Dies geschieht durch Ischamie,
zellulare Azidose wie auch durch Sezernierung durch Mikroglia, Makrophagen und
Neutrophile (55, 60). Ein weiterer wichtiger Ausléser der massiven ROS-Produktion
nach SHT ist die Exzitotoxizitat. Sie fuhrt zur intrazellularen Kalziumakkumulation und
durch Aufnahme des Kalziums in die Mitochondrien kommt es zur ROS-Bildung (60).
Im Rahmen eines circulus vitiosus schadigen die ROS wiederum die Mitochondrien
und vermindern die ATP-Synthese. Durch eine Kalziumiberladung in den
Mitochondrien im ZNS kommt es zur mitochondrialen Funktionseinschrankung und
wiederum zur Freisetzung von freien Radikalen (55). Zu den ROS zahlen z.B.
Superoxidradikale oder NO. Superoxidradikale beeintrachtigen die Funktion der BHS.
NO zahlt zu den vasodilatierenden Faktoren und fuhrt durch Reaktion mit Superoxiden
zur Freisetzung weiterer freier Radikale. Das ZNS ist sehr anféllig fur diese freie
Radikale aufgrund seiner flr Peroxidation anfalligen Membranlipide und der geringen
Anzahl an antioxidativen Faktoren. Durch Schadigung der Zellmembran kommt es zur

neuronalen Zellschadigung und somit zum Zelluntergang (56, 60).

Die BHS besteht aus den Endothelzellen der kleinen Blutgefalle im Gehirn. lhre
wichtigste Aufgabe ist die Regulation des Stoffaustausches zwischen Gehirn und Blut.
Hierbei kdonnen essenzielle Nahrstoffe und andere wichtige Molekile die BHS
passieren, wahrend Schadstoffe abgehalten werden. Dadurch tragt die BHS einen
wichtigen Teil zur Hdmostase des Gehirns bei (57, 61, 62). Wahrend eines SHT wird
ein so groRer mechanischer Stress auf die Endothelzellen ausgeubt, dass es zu einer

Ruptur der BHS kommt, resultierend im Zusammenbrechen der tight junctions (57).
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Eine praklinische Studie zeigte im SHT-Modell in der Maus eine verminderte
Expression von Claudin 5 (ein tight junction assoziiertes Protein) nach SHT (59). Durch
das Zusammenbrechen dieser physischen Barriere kommt es zur Infiltration von
peripheren Immunzellen wie Neutrophilen in das Gehirnparenchym und dadurch zu
einer Aggravation der Inflammationsprozesse, welche wiederum die BHS bis zu 12
Monate nach SHT beeintrachtigen kdénnen (57, 63). Zudem kommt es vermehrt zu
einem transzellularen Transport von groReren Molekulen, wie Albumin, welche
normalerweise die BHS nicht passieren kénnen. Dies hat einen erhéhten Nachstrom
von Wasser ins Hirngewebe zur Folge und resultiert in einem Hirnddem mit
moglicherweise erhdhtem intrakraniellem Druck (56, 63). Als Marker fur das
Zusammenbrechen der BHS gelten Fibrinogen und Immunglobulin G (IgG). Diese
konnten bei Patienten, die in der akuten Phasen nach SHT verstarben, sowie auch bei
Patienten, die mindestens ein Jahr nach SHT Uberlebten, nachgewiesen werden (63,
64). Neben den oben genannten Substanzen kdénnen zudem auch schadliche
Substanzen wie Hamoglobin durch die zerstorte BHS ins Gehirnparenchym eindringen

und den oxidativen Stress und die Neuroinflammation verstarken (50, 65).

Durch die Stérung der Permeabilitdt der BHS kommt es konsekutiv zu Hirnédemen
nach SHT. Hirnbdeme lassen sich in zwei Subtypen unterteilen: vasogen und
zytotoxisch. Ein vasogenes Hirnddem entsteht, wenn Wasser sich im perivaskularen
Raum ansammelt, nachdem die BHS beschadigt wurde. Dies fuhrt zu Veranderungen
im zerebralen Blutfluss und einem Anstieg des intrakraniellen Drucks. Ein
zytotoxisches Hirnddem hingegen wird durch das Eindringen von Wasser in den
intrazellularen Raum verursacht, was durch die Aktivierung von lonenkanalen
herbeigefuhrt wird (63). Beide Formen des Hirnddems haben eine Beeintrachtigung
des zerebralen Blutflusses und der Oxygenierung zur Folge und kénnen im
schlimmsten Fall lebensbedrohlich werden, wenn sie eine Kompression und

Einklemmung des Gehirns ausldsen (55).

Die neuroinflammatorischen Prozesse sowie die Aktivierung der Gerinnung flhren
nach SHT zu mikrozirkulatorischen Stérungen, die eine Unterversorgung des Gehirns
mit Sauerstoff bewirken kann. Aufgrund der Odembildung ist die Sauerstoffdiffusion
ins Gewebe erschwert und inflammatorische Prozesse beeintrachtigen die
Endothelfunktion. Der Sauerstoffmangel wiederum mundet in neuronalem Untergang,

wodurch die neuroinflammatorische Kaskade verstarkt wird (55).
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Aufgrund der Tatsache, dass bei einem SHT nur der sekundare Hirnschaden
therapeutisch beeinflusst werden kann, ist es von besonderer Bedeutung die zu
Grunde liegenden Pathomechanismen im Detail zu verstehen, um Therapiestrategien
entwickeln zu konnen, die eine Eindammung des sekundaren Hirnschadens

ermoglichen.

2.1.4 Blutungskomplikationen nach SHT

Der Hauptgrund fir Mortalitat oder Verschlechterung des Patientenzustandes nach
SHT st eine intrakranielle Blutung. Die intrakranielle Blutung als Folge eines
traumatischen Ereignisses geht auf eine Ruptur der intrakraniellen Gefal3e zurlck (66).
Intrakranielle Blutungen treten haufig nach SHT auf. Die Inzidenz reicht von 15,3 %
bis zu 44 % in unterschiedlichen Patientengruppen (67, 68). Junge, mannliche
Patienten weisen ein erhdhtes Risiko flur intrakranielle Blutung auf, ebenso wie
Patienten nach Verkehrsunfallen (67, 68). Patienten unter bestehender
Antikoagulation zeigten in einer Analyse ein leicht erhohtes Risiko fur intrakranielle
Blutung mit einer breiten Inzidenz von 3,6 % bis 29,4 %, jedoch ohne Unterschied im
Mortalitatsrisiko (69). Weitere Risikofaktoren fir intrakranielle Blutungen sind Alter,
Dauer der Bewusstlosigkeit, Verletzungsmuster und neurologische Defizite (70). Die
Entstehung von intrakraniellen Blutungen kann auch noch 24-48 Stunden (h) nach
SHT stattfinden. Eine VergroRerung einer bereits bei initialer Computertomographie
diagnostizierter intrakranieller Blutung findet vor allem in den ersten 24 h nach SHT
statt (71). Patienten, die eine grole intrakranielle Blutung aufweisen, haben ein
deutlich erhdhtes Mortalitatsrisiko im Vergleich zu Patienten ohne bzw. mit nur gering
ausgepragter intrakranieller Blutung (72). Im Nachfolgenden werden die
unterschiedlichen Subtypen der intrakraniellen Blutung beschrieben, welche auch

simultan auftreten kdnnen (73).
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Abbildung 2: Ubersicht intrakranielle Blutungen
Created with BioRender.com.

2.1.4.1.1 Epidurales Hamatom (EDH)
Das EDH macht ca. 30 % aller intrakraniellen Blutungen aus (74, 75). Das EDH ist

meistens mit einem SHT assoziiert und wird verursacht durch eine Ruptur der A.
meningea media oder durch eine Ruptur der Diploevenen. In 85-95 % der Falle liegt
eine Schadelfraktur zugrunde (76). Hieraus ergibt sich die Lokalisation des EDH
zwischen Dura mater und innerem Schadelknochen (s. Abbildung 2) (46, 76, 77). In
20-30 % weisen die Patienten direkt nach Trauma einen Bewusstseinsverlust auf,
gefolgt von einem Intervall mit unauffalligem Bewusstsein, wiederum gefolgt von einem
Intervall mit neurologischer Verschlechterung (76, 77, 78). Das EDH macht ca. 8,2 %
aller Blutungen nach traumatischen Kopfverletzungen aus (79). Dabei ist das EDH mit
einem gunstigen Outcome behaftet und weist eine Mortalitat von < 10 % bei optimaler
Therapie auf (77, 79, 80). Abhangig von intrakraniellem Druck, Mittellinienverlagerung
und Hamatomvolumen stellt die sofortige Therapie eine operative Versorgung mit
Entlastung des Hamatoms dar. Bei gering ausgepragten Befunden kann vorerst ein

konservatives Prozedere mit kontinuierlichem Monitoring verfolgt werden (75, 76).
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2.1.4.1.2 Subdurales Hamatom (SDH)
Das SDH befindet sich anatomisch im Subduralraum zwischen Dura mater und

Arachnoidea mater (s. Abbildung 2) (81). Die Blutung erfolgt aus den Brickenvenen,
welche vom Gehirn zum Schadelknochen verlaufen (76). Die Inzidenz des SDH variiert
zwischen 5-25 % bei ausgepragtem SHT, die Gesamtinzidenz aller Patienten mit SHT
wird mit 11 % angegeben (76, 82, 83). Manner sind haufiger betroffen als Frauen und
die Inzidenz steigt mit dem Alter (76, 84). Das traumatische SDH kann sich noch
Wochen und Monaten nach SHT erneut vergréRern bzw. es kann eine Rezidivblutung
auftreten (82, 85). SDHs werden in drei Kategorien unterteilt: Das akute SDH entsteht
direkt als Folge eines schweren SHT innerhalb von drei Tagen nach Trauma (81, 84),
das subakute SDH innerhalb von 4-20 Tagen nach Traumaereignis und das
chronische SDH nach mehr als 20 Tagen nach initialer Blutung (84). Das chronische
SDH kann sich hierbei auch erst innerhalb von sechs Monaten nach stattgehabtem
Trauma entwickeln, ist nicht zwangslaufig traumatischen Ursprungs und kann sich
ebenso aus einem akuten SDH entwickeln (86). Asymptomatische und milde Verlaufe
kénnen konservativ behandelt werden, bei moderaten bis schweren Verlaufen bzw.
bei klinischer Verschlechterung erfolgt auch hier eine chirurgische Intervention im

Sinne einer Entlastung und Hdmatomausraumung (84).

2.1.4.1.3 Subarachnoidalblutung (SAB)
Die SAB ist definiert als Blutung in den Subarachnoidalraum (s. Abbildung 2). Die

Einblutung erfolgt hier in den liquorgefulliten Raum zwischen Arachnoidea mater und
Pia mater (87). Sie kann in zwei Kategorien unterteilt werden: traumatisch und nicht-
traumatisch sowie aneurysmatisch und nicht-aneurysmatisch. Die aneurysmatische
Blutung entsteht spontan aufgrund Ruptur eines vorbestehenden Aneurysmas, die
nicht-aneurysmatische Blutung haufig nach Trauma aufgrund von Verletzung kortikaler
GefalRe (76). Das SHT stellt die haufigste Ursache fur die traumatische SAB dar (88).
Die Inzidenz der traumatischen SAB wird mit 11-40 % angegeben (89, 90, 91). Die
traumatische SAB ist assoziiert mit einem schlechten Outcome (89). Eine typische
Symptomatik der SAB ist der von den Patienten als ,schlimmster Kopfschmerz in
meinen Leben® bezeichnete Kopfschmerz. Diesen geben ca. 80 % der Patienten an
(92). Die Therapie besteht je nach Lokalisation der Blutung und Klinik aus

chirurgischem Clipping oder endovaskularem Coiling (93). Bei konservativer Therapie
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erfolgen ein engmaschiges Monitoring sowie ggf. eine invasive Uberwachung des

intrakraniellen Drucks (76).

2.1.4.1.4 Intrazerebrale Blutung (ICB)
Die ICB stellt eine Blutung direkt ins Hirngewebe dar (s. Abbildung 2). Mogliche

Ursachen sind Trauma, Ruptur eines Aneurysmas, Angiopathien oder arteriovendse
Malformationen (76). Die spontane ICB macht in etwa 10-15 % aller Schlaganfalle aus
(94) und weist eine sehr hohe Mortalitdtsrate von 40-50 % auf (95, 96). Die
traumatische ICB tritt in ca. 22 % der Falle auf (73). In ca. 40 % zeigt die ICB eine
Grolenprogredienz innerhalb der ersten Tage nach Trauma. Diese Verschlechterung
ist assoziiert mit einem Auftreten von SABs und SDHs (73). Die Lokalisation der ICB
ist hauptsachlich in den frontalen und temporalen Hirnregionen (73). Kleinere
Blutungen kdénnen durch konservatives Prozedere therapiert werden, bei groReren
bzw. fortschreitenden Blutungen mit erhohtem Hirndruck ist eine chirurgische

Intervention zur Druckentlastung notwendig (73).
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2.2 Das Gerinnungssystem

2.2.1 Physiologie der Blutgerinnung

Die primare Funktion der Hamostase besteht darin, einen angemessenen Blutfluss
sicherzustellen, ohne dass es zu einer Ubermafligen Gerinnung kommt, und
gleichzeitig Ubermaligen Blutverlust nach Verletzungen zu verhindern. Eine
funktionierende Hamostase wird hierbei durch ein komplexes Gleichgewicht aus pro-
und antikoagulatorischen Faktoren erreicht (97). Die Bildung von Thromben muss
bezlglich Lokalisation und Dauer exakt reguliert werden, um thrombotische
Komplikationen zu vermeiden (98). Unter physiologischen Bedingungen wird das
Endothel von einer antikoagulatorischen Oberflachenschicht Uberzogen. Im Falle
eines Endothelschadens wird die darunterliegende subendotheliale Matrix freigelegt
und infolgedessen die Gerinnungskaskade in Gang gesetzt (99). Die ablaufenden
Prozesse der Blutgerinnung kénnen in eine primare und sekundare Hamostase

unterteilt werden (97).

2.2.1.1 Primare Hamostase

Die primare Hamostase und die ,Startphase“ der Blutgerinnung wird als sofortige
Reaktion auf einen Endothelschaden eingeleitet. Ziel ist die Minimierung des
Blutverlustes durch eine rasche Formation eines initialen Thrombus durch Aggregation
von Thrombozyten (100). Die komplexe Interaktion zwischen Thrombozyten, dem
Gefaliendothel und adhasiven Proteinen spielt hierbei die Hauptrolle (97, 101, 102).
Die Beschadigung des GefalRendothels 10st einen reflexartigen Vasospasmus aus und
verursacht die Freilegung der subendothelialen Gewebematrix. Diese ist hoch
thrombogen und enthalt Kollagen, Von-Willebrand-Faktor (VWF), Thrombospondin
und weitere an der Thrombozytenaggregation beteiligte Proteine (102, 103). vWF ist
zusatzlich I6slich im Plasma vorhanden (99).

Infolgedessen binden Thrombozyten Uber ihre Glykoproteinrezeptoren GP1b-V-IX und
GPVI Uber VWF an das Kollagen des Subendothels (97, 100, 103).
Zelladhasionsmolekule wie VWF und Thrombospondin verstarken die Vernetzung
zwischen Thrombozyten und subendothelialem Kollagen (103). vVWF sorgt maf3geblich
uber die Untereinheit GP1b des GP1b-V-1X-Rezeptors fur die Thrombozyteninteraktion
(103).
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Dies ist der wichtigste Schritt fir die Thrombozytenaktivierung. Nach Aktivierung
sezernieren die Thrombozyten verschiedene Botenstoffe wie Thromboxan A2,
Thrombin, Kalzium, Adenosindiphosphat (ADP) und Serotonin, welche Uber ihre
korrespondierende Rezeptoren auf den Thrombozyten weitere Thrombozyten
aktivieren (100). ADP bindet beispielsweise an den P2Y12-Rezeptor, wodurch die
Thrombozytenaktivierung und die Ausbildung eines stabilen Thrombus gefdrdert
werden (104, 105). Kalzium bindet an Phospholipide, welche durch die
Thrombozytenaktivierung auf der Zellmembran exponiert werden und formen eine

Oberflache, an welcher sich weitere Gerinnungsfaktoren anlagern kénnen (102).

Fir die Thrombozytenaggregation spielt aulerdem die Aktivierung der
Glykoproteinrezeptoren Ilb und Illa eine wichtige Rolle (103). Durch Bindung von ADP
durchlaufen sie eine Konformationsédnderung, welche die Anlagerung von
Fibrinmolekulen und damit die Vernetzung der Thrombozyten zu einem ersten
Thrombus ermdglicht (100, 102). Der Glykoprotein-Ilb/llla-Rezeptor bewirkt zusatzlich
Uber das Zytoskelett der Thrombozyten eine Kontraktion des Thrombus (103). Dartber
hinaus fiihrt die Aktivierung der Thrombozyten zu einer Anderung ihrer Form hin zu
einer spherischen Variante, welche die Thrombozyten-Thrombozyten-Interkation
verstarkt, aber auch die Aggregation sowie Sezernierung von Botenstoffe fordert (103).
Zusatzlich konvertieren die Thrombozyten ihre Phospholipidmembran in einen negativ
geladenen Zustand, um die Gerinnungskaskade der sekundaren Hamostase zu
unterstutzen (97). Hierdurch bieten sie die perfekte Oberflache fur den Ablauf der

sekundaren Gerinnungskaskade (102).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der primédren Himostase

Durch eine Gefaldverletzung kommt es zur Freilegung des subendothelialen Kollagens. Von den
Endothelzellen sezernierter Von-Willebrand-Faktor (VWF) ermdglicht die Thrombozytenadhasion tber
den GP1b-V-IX-Rezeptor an das Kollagen. Es kommt zur Aktivierung weiterer Thrombozyten, die
Adenosindiphosphat (ADP) und Thromboxan A2 freisetzen. ADP fordert die weitere
Thrombozytenaktivierung. Schlussendlich erfolgt die Aggregation der Thrombozyten Uber den
Fibrinogen-GPlIb/llla-Komplex und es kommt zur Ausbildung des initialen Thrombus. Graphik
modifiziert nach Amboss ,Primadre Hamostase — Teil 2 - Physiologie und Medikamente — Amboss
Auditor” [Youtube] (106). Created with BioRender.com.

2.2.1.2 Sekundare Hamostase

Die Hauptfunktion der sekundaren Hamostase ist, im Anschluss an die primare
Hamostase einen stabilen Thrombus auszubilden. Dies geschieht durch die
Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin. Dieser Schritt steht am Ende einer Reihe von
enzymatischen Reaktionen (100, 107). Die plasmatische Gerinnungskaskade wird in
ein extrinsisches und intrinsisches System unterteilt und lauft parallel zur
Thrombozytenaggregation ab (99). Die beiden Systeme miinden in eine gemeinsame
Endstrecke, die aus der Aktivierung von Thrombin besteht. Thrombin wiederum spaltet
Fibrinogen zu Fibrin und die Fibrinmolekule bilden ein Netz an der Schadenstelle (99).

Die Mehrheit der Gerinnungsfaktoren liegt als inaktive Form im Plasma vor (102).

Der extrinsische Weg wird aktiviert durch den aus zerstortem Endothel freigesetzten
Tissue factor (TF). Dieser bindet an Faktor VIl und aktiviert (a) diesen. Der Komplex
von TF, Faktor Vlla, Phospholipiden und Kalzium aktiviert Faktor X und Faktor [X.

Faktor Xa fuhrt folglich gemeinsam mit seinem Kofaktor Va und Kalzium zur Bildung
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des Prothrombinasekomplexes auf der Thrombozytenoberflache, infolgedessen
entsteht aus Prothrombin (Faktor II) Thrombin (Faktor lla) (99, 100, 102).

Startpunkt des intrinsischen Weges ist Faktor XlIl. Er kommt in Kontakt mit
Oberflachenstrukturen und wird hierdurch in vitro aktiviert. In vivo findet dieser
Aktivierungsschritt nicht statt. Faktor XlI ist hiermit fur die Gerinnungskaskade in vivo
nicht relevant. In vivo aktiviert Thrombin Faktor XI, hierauf folgt eine Kaskade in der
Faktor Xla Faktor IX aktiviert. Als Komplex bestehend aus Faktor IXa und seinem
Kofaktor Vllla wird Faktor X aktiviert. Danach endet der intrinsische Weg gemeinsam
mit dem extrinsischen Weg in der gemeinsamen Endstrecke. Gemeinsam mit
Phospholipiden, Kalzium und seinem Kofaktor Va bewirkt Faktor Xa einen Anstieg an
Prothrombinasenkomplexen und schlussendlich eine Umwandlung von Prothrombin
zu Thrombin (100, 102). Hierdurch entstehen in kurzester Zeit hohe Mengen an
Thrombin, welche die Umwandlung von Fibrinogen (Faktor 1) zu Fibrin (Faktor la)
umsetzen. Die Fibrinmonomere bilden gemeinsam ein instabiles Fibrinpolymer,
welches durch Faktor Xllla (aktiviert durch Thrombin) quervernetzt und stabilisiert wird
(100, 102).

Thrombin stellt die zentrale Serinprotease in der Gerinnungskaskade dar und
moderiert mehrere kritische Reaktionen. Es flhrt zu Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin,
aktiviert Thrombozyten Uber die Spaltung der Protease-aktivierten Rezeptoren (PAR)

1 und 4 und aktiviert im Sinne eines positiven Feedback-Loops Faktor XI (99).

2.2.1.3 Antikoagulatorisches System
Um eine Uberschielende Thrombenbildung im gesamten Gefallsystem zu vermeiden,

enthalt das Gerinnungssystem mehrere Sicherheitsmechanismen.

Die plasmatische Gerinnungskaskade wird initial durch TF in Gang gesetzt. Durch den
Tissue-Factor-Pathway-Inhibitor wird verhindert, dass TF am intakten Gefallendothel
aktiviert wird und die ablaufende Gerinnungskaskade lediglich auf das verletzte
Endothel begrenzt bleibt (100).

Des Weiteren wird die Thrombinbildung durch das Protein C-System limitiert.
Thrombin bindet an der intakten Gefaliendothelzelle an Thrombomodulin und aktiviert
hierdurch Protein C. Das aktivierte Protein C spaltet als Komplex mit seinem Kofaktor

Protein S sowohl Faktor Va als auch Faktor Vllla, als Folge wird die Thrombinbildung
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verlangsamt. Umso mehr Thrombin produziert wird, umso mehr Protein-C wird aktiviert
(100, 102).

Eine wichtige Rolle im Rahmen der Kontrolle der Thrombinbildung spielt die
Serinprotease Antithrombin. Antithrombin ist der Hauptinhibitor von Thrombin und
inaktiviert ebenso die Faktoren IXa, Xa, Xla und Xllla (100, 102). Antithrombin wird
durch die Bindung von Heparinsulfat auf der Endothelzelloberflache aktiviert (102).

In physiologischer Umgebung herrscht ein funktionierendes Gleichgewicht zwischen
prokoagulatorischem und antikoagulatorischem System. Hierdurch wird gewahrleistet,
dass im Rahmen einer Verletzung eine suffiziente Blutgerinnung ablauft ohne Gefahr

einer Thrombose des Gefales (100).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der sekundédren Hamostase
PL = Phospholipid, Created with BioRender.com.
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2.2.1.4 Fibrinolyse

Die Aufgabe der Fibrinolyse ist es wahrend des Heilungsprozesses den Thrombus
abzubauen und die Wiederherstellung eines adaquaten Blutflusses im Gefald zu
gewahrleisten. Eine UbermaRige Thrombenbildung mit Gefallverschluss soll
vermieden werden (99, 100). Das Fibrinpolymer wird durch Plasmin gespalten. Die
Vorstufe von Plasmin ist Plasminogen und ist im Blutplasma vorhanden. Fur die
Spaltung von Plasminogen zu Plasmin wird entweder Gewebsplasminogenaktivator (t-
PA) oder Urokinase (u-PA) bendtigt. u-PA ist vor allem in der extravasalen Fibrinolyse
relevant, wahrend t-PA fUr die intravasale Fibrinolyse bendtigt wird. Die Sezernierung
von t-PA erfolgt durch das GefalRendothel. Wie bei der Gerinnungskaskade gibt es
auch hier einen Sicherheitsmechanismus, um eine Ubermallige und generalisierte
Thrombusaufldsung zu verhindern: Plasmin wird durch a-2-Antiplasmin und t-PA
sowie u-PA durch den Plasminnogenaktivatorinhibitor Typ 1 und Typ 2 (PAI-1/-2)
inhibiert (99, 100).

2.2.2 Hamostase nach SHT

Das SHT beeinflusst die Hamostase nachhaltig und hat eine Koagulopathie sowohl mit
Thromboseneigung als auch Blutungsneigung zur Folge. Initial nach SHT besteht eine
hypokoagulatorische Phase, gefolgt von einer hyperkoagulatorischen Phase. Diese
Dysbalance kann den primaren Hirnschaden verstarken und das klinische Outcome
verschlechtern. Die Pathophysiologie der SHT-induzierten-Koagulopathie ist ein
komplexes Zusammenspiel aus Gerinnung, Entzindung und dem Gefallendothel und

soll im Folgenden genauer beleuchtet werden (14, 15, 108).

Wahrend der initialen hypokoagulatorischen Phase kommt es zu einer Dysfunktion der
Gerinnungskaskade. Die Ausbildung von Thromben ist eingeschrankt, eine vermehrte
Blutungsneigung und eine Verschlimmerung der initialen Lasion sind mogliche Folgen
(14, 15, 108). Die Dysfunktion der Gerinnungskaskade tritt vorrangig in den ersten
Stunden nach SHT auf. lhre Ursache liegt am ehesten in der erhohten
Thrombinproduktion nach SHT und in einer dysregulierten Freisetzung von TF, vWF
und weiteren Mikropartikeln aus dem Hirngewebe begriindet (15, 108, 109). Durch die
vermehrte Freisetzung von TF aus beschadigtem Hirngewebe kommt es zur
systemischen Aktivierung der Gerinnung und zu einem gesteigerten Verbrauch von

Gerinnungsfaktoren (110). D-Dimer, ein Spaltprodukt von Fibrin, zeigt einen Peak 6 h
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nach SHT, hinweisend auf eine erhéhte Fibrinolyse (15). Als Ursache hierfir kommt
eine vermehrte Freisetzung von t-PA und/oder u-PA in Frage (109). Studien ergaben,
dass ein fruUher Einsatz von Tranexamsaure, welche die die Umwandlung von
Plasminogen zu Plasmin hemmt, das Outcome nach SHT verbessern kann (110, 111).
In aktuellen klinischen Studien konnte dies flr das isolierte SHT nicht pauschal
bestatigt werden und ein klinischer Nutzen vor allem in Hinblick auf die Mortalitat ist
nicht sicher belegt (111, 112, 113, 114, 115).

Zusatzlich lasst sich in der akuten Phase, ca. 1-5 Tage nach SHT, ein
Thrombozytenabfall durch den Verbrauch in Fibrin-Thrombozyten-Clots sowie
Einschrankungen der Thrombozytenfunktion feststellen (15). Aufgrund zuvor
genannter Mechanismen kommt es hauptsachlich in den ersten Stunden nach SHT

mit initialer Hdmorrhagie zu Folgeblutungen (15).

Der genaue Zeitpunkt des Wechsels von der initialen hypokoaguablen Phase zur
subakuten hyperkoaguablen Phase ist schwer zu definieren. Die Hamostasestorung
nach SHT ist gekennzeichnet durch eine biphasische Dynamik mit Uberlappenden
Intervallen von Blutungs- und Thromboseneigung (14, 109, 116, 117, 118). Die zweite,
hyperkoaguable Phase prasentiert eine prothrombotische Phase, verursacht durch
einen Shutdown der Fibrinolyse, gefolgt von einer Hyperaktivitat der Thrombozyten.
Es kommt zur Ausbildung von kapillaren Mikrothromben und folglich zu einem
erhdhten Risiko fur thromboemobolische Komplikationen wie beispielsweise eines
Schlaganfalles (14, 15, 108).

Grundsatzlich ist das Gleichgewicht der Hamostase nach SHT sehr fragil. Eine
prospektive Studie zeigte zum einen, dass das SHT mit systemischer Hyperfibrinloyse
assoziiert ist, jedoch auch mit erhohter Thromboseneigung (14). Die Freisetzung von
zahlreichen prokoagulatorischen Faktoren aus dem Gehirngewebe kann initial zu
einem hyperkoagulatoirschen Zustand flhren, im Verlauf jedoch durch den
systemischen Verbrauch der Gerinnungsfaktoren in einen hypokoagulatorischen
Zustand Ubergehen (14, 108). Eine Koagulopathie entsteht primar bei schwerem oder
penetrierendem SHT. Maegele et al. stellten die Hypothese auf, dass die
Koagulopathie allein nicht zu einer parenchymatdsen Blutung flhrt, sondern dem eine
mikro- oder makrovaskulare Verletzung zu Grunde liegen muss (110). Bei SHT ist eine
ausbalancierte Hamostase von besonderer Wichtigkeit, da eine exzessive Blutung

aufgrund der starren Schadelkalotte die Gefahr einer zerebralen Hypertension birgt
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(108). Eine Dysbalance der Gerinnung kann noch bis zu 72 h nach SHT auftreten
(110). Des Weiteren sind Inflammationsreaktion und Koagulopathie nach SHT eng

miteinander verknupft (108).

Das Zusammenspiel zwischen Inflammation und Hamostase nach SHT ist sehr
komplex und dynamisch und zahlt zu den zentralen Mechanismen des sekundaren
Hirnschadens. Ein detailliertes Verstandnis Gber die Interaktion zwischen Inflammation
und Hamostase ist zum aktuellen Zeitpunkt noch ausstehend, wenngleich essenziell,

um neue und zielgerichtete Therapiestrategien zu etablieren.

Das Komplementsystem des angeborenen Immunsystem wird ebenso nach SHT
aktiviert. Uber diverse Faktoren und Mechanismen hat es Einfluss auf die Aktivierung
der Thrombozyten, des VWF und des TF (119). Im Gegensatz dazu kann das
Komplementsystem auch inhibierend auf den intrinsischen Weg der
Gerinnungskaskade einwirken. Jedoch sind Studien, die die genaue Beeinflussung
des Komplementsystems auf die Gerinnung nach SHT untersuchen, noch
offenstehend (119).

Nach der Schadigung von Gehirngewebe kommt es zur Einwanderung von
Leukozyten ins Hirngewebe. Stoll et al. demonstrierten, dass nach einem zerebralen,
ischamischen Ereignis die Migration von T-Zellen ins Hirngewebe von der direkten
Interaktion mit Thrombozyten abhangt (120). Im Mausmodell wurde belegt, dass die
Aktivierung von Thrombozyten mit einer proinflammatorischen Antwort (nachgewiesen
durch eine Erh6hung von proinflammatorischen Zytokinen) einhergeht (121). Ebenso
gibt eine weitere Mausmodellstudie mit moderatem SHT-Modell Hinweise drauf, dass
die antifbrinolytische Substanz Tranexamsaure auch einen antiinflammatorischen
Effekt nach SHT haben konnte (122).

Durch den Verlust der BHS nach SHT kdnnen im Blut enthaltene Proteine, wie Fibrin,
ins Hirngewebe gelangen. Durch Immunhistochemie im menschlichen aber auch im
murinen Gehirn waren Fibrinablagerungen assoziiert mit einem aktivierten
angeborenen Immunsystem. Ferner wurde durch Ausschaltung der Fibrin-CD11b-
Interaktion die Rekrutierung von Monozyten und die Aktivierung von inflammatorischen
und reaktiven Sauerstoffspezies Gen-Pathways in Mikroglia und Makrophagen
reduziert (123).
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Einer der Schlisselfaktoren der Hamostase nach SHT, TF, wird neben der Freisetzung
aus dem subendothelialen Gewebe, ebenso durch proinflammatorische Zytokine wie
TNF-a oder Interleukine in Endothel und Blutzellen vermehrt exprimiert (124). Dartber
hinaus aktiviert der TF-Vlla-Komplex Uber PARs die Produktion von

proinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen und Adhasionsmolekilen (124).

Wie TF, stellt auch Thrombin eine direkte und vielfaltige Verknipfungsstelle zwischen
Hamostase und Inflammation dar. Einige Beispiele sollen hierfir im Folgenden
aufgefuhrt werden. Prothrombin kann durch neuronale Zellen synthetisiert und im
Anschluss in Thrombin umgewandelt werden. Thrombin fuhrt zu einer direkten
Aktivierung von Interleukin-1a, einem zentralen Entziindungsmediator. Uber PARs, die
z.B. von Mikroglia exprimiert werden, ermoglicht Thrombin die Freisetzung von
Interleukinen, TNF-a oder Cyclooxygenase-2 und fordert demzufolge die
Neuroinflammation. Hohe Dosen an Thrombin kdnnen Uber den PAR1-Subtyp

Apoptose von Neuronen und Astrozyten bewirken (125).

Es ist offensichtlich, dass das SHT einen gro3en Einfluss auf die Hidmostase hat. Die
exakten zu Grunde liegenden Mechanismen bleiben weiterhin nur unvollstandig
verstanden und bendtigen weiterer Forschung. Hierbei sollte der Fokus auf dem
Zusammenspiel zwischen Gerinnung, Inflammation und sekundarem Hirnschaden

liegen auch hinsichtlich moglicher Therapieansatze.
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2.3 PAR4

2.3.1 Grundlagen

Die PARs bilden eine vierkdpfige Untergruppe der Rhodopsin-Familie der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren, enkodiert durch die Gene F2R, F2RL1, F2RL2 und F2RL3.
Sie teilen die Hauptcharakteristika der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit einer
sieben-transmembran-Domane, drei extrazellularen Loops und drei intrazellularen
Loops, einer extrazellularen NH2-terminalen Domane sowie einer intrazellularen
COOH-terminalen Domane. |hre Aktivierung erfolgt Gber proteolytische Enzyme (126,
127, 128, 129, 130, 131). PAR1 wurde im Jahre 1991 als erster Subtyp wahrend des
Versuchs herauszufinden, wie Thrombin Thrombozyten und andere Zellen aktivieren
kann, entdeckt (126, 132). Danach folgte die Entdeckung der anderen PARSs, der aus
300 Aminosauren bestehende PAR4 wurde schlieBlich im Jahre 1998 entdeckt (130,
133). Die erste PAR4-knockout-Maus (PAR47) entstand im Jahr 2001 (134).

Extracellular

HOOC*™ ¢ o
Intracellular ik COOH

Abbildung 5: Aufbau und Struktur der Protease-aktivierten Rezeptoren modifiziert nach
Chandrabalan et al. (135)

TL = ,tethered ligand” (angebundener Ligand), ECL = extrazellulare Schleife, ICL = intrazellulare
Schleife, TM = Tansmembrandomane.

PARs werden im Menschen in verschiedensten Organsystemen exprimiert, wie z.B.
im ZNS, dem kardiovaskularen und respiratorischem System, dem
Gastrointestinaltrakt oder in Muskeln (135, 136, 137). Speziell im Gehirn konnte
mittlerweile bestatigt werden, dass PAR4 in kortikalen Neuronen im Mausgehirn
exprimiert wird. In Immunoblots konnte PAR4 ebenfalls in den somatosensorischen
und motorischen Kortexregionen identifiziert werden. Nur geringe Mengen wurden in
Lysaten des Hippocampus, der Basalganglien und des Kleinhirns festgestellt (138). Es
bestehen jedoch wichtige Unterschiede zwischen den Spezies hinsichtlich der
Expression der PARs. Auf humanen Thrombozyten werden beispielsweise PAR1 und
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PAR4 exprimiert (17, 130), wohingegen auf murinen Thrombozyten PAR3 und PAR4
exprimiert werden (133, 139, 140).

Alle vier PAR haben die gleiche, einzigartige Funktionsweise: Im ersten Schritt binden
entsprechende Proteasen wie Thrombin und Trypsin an das extrazellulare N-terminale
Ende des PAR. Hier befindet sich eine spezifische Protease-Schnittstelle. Durch die
Spaltung des N-terminalen Endes durch die Proteasen entsteht ein neues N-
terminales Peptid, welches als ,tethered ligand“ (angebundener Ligand) agiert. Dies
bedeutet, dass er wie als ,eingebauter Agonist wirkt und durch intramolekulare
Bindung an den zweiten extrazellularen Loop den gespaltenen PAR aktiviert.
Infolgedessen  wird der PAR irreversibel® aktiviert, es kommt zu
Konformationsanderungen und tber Aktivierung der G-Proteine kommt es intrazellular
zur Ingangsetzung verschiedener Signalkaskaden. Der Rezeptor bleibt nach Spaltung
durch die Proteasen bis zu dessen Abbau dauerhaft aktiviert (16, 131, 141, 142).

Je nach Subtyp des PAR erfolgt die Aktivierung durch unterschiedliche Proteasen:
Thrombin aktiviert sowohl PAR1 als auch PAR4, wobei PAR4 hohere
Thrombinkonzentrationen fir die Aktivierung bendtigt als PAR1, da ihm die Doméane
mit hoher Affinitat zu Thrombin, wie sie bei PAR1 und PAR3 vorkommt, fehlt (127, 128,
129, 130, 132, 133, 143, 144, 145). Trypsin kann in niedrigen Konzentrationen PAR2
und PAR4 aktivieren (128, 130, 144, 145). PAR3 kann ebenso durch Thrombin aktiviert
werden, fungiert jedoch vor allem als Kofaktor fir PAR4 in der Maus und hat beim
Menschen eine geringere Bedeutung (144, 145). Erganzend kdénnen weitere
Proteasen des Immun- und Gerinnungssystems die PARs aktivieren, einen Uberblick
hiertber gibt Abbildung 6.

24



Literaturdiskussion

v
(_ .
PESKATNATLDPF?FLLR‘NPNDKYEPF[VG

:—FAPL&(QLPS&(NISVL'RYETLGSENK?S’ - IQGTNRSSKGPKSLIGKVDGTSHVTGKC"

TLVSAS FE DVS IE‘VT?»‘q

v Proteinase 3 v Trypsin
? et
v MMP13 v Factor Vlla
v APC v Factor Xa
v Thrombin v Proteinase 3
v E:astase Vv Cathepsin G
v Plasmin Vv Elast
v Cathepsin G —
v Factor Vlla
v Factor Xa
v C -
— NLAKPTLPIKTFRGAPPNSF STPSILPAPRZ;YPGQVCANDS
2
v Thrombin v Plasmin
v APC v Cathepsin G
v Trypsin
v Factor Xa
v Gingipains-R
¥ Thrombin
v Kallikrein 14

Abbildung 6: Ubersicht iiber Proteasen, die Protease-aktivierte Rezeptoren spalten, mit
korrespondierender Spaltungsstelle, modifiziert nach Han et al.(136, 146, 147)
PAR = Protease-aktivierter Rezeptor.

2.3.2 Rolle des PAR4 in der Blutgerinnung

In der Hamostase kommt PAR4 eine wichtige Bedeutung bei der Aktivierung der
Thrombozyten zu, indem er als Thrombinrezeptor bei hohen Thrombinkonzentrationen
die Thrombozyten im Zusammenspiel mit PAR1 aktiviert und somit zur Stabilisierung
des Thrombus beitragt (133, 148). Die beiden Rezeptoren werden biphasisch aktiviert.
PAR1 vermittelt eine schnelle und kurzzeitige Signalantwort, wahrend PAR4 eine
verzogerte, aber langanhaltendere Antwort hervorruft (149). Ursache hierfur ist, dass
PAR1 im Vergleich zu PAR4 viel schneller in die Zelle internalisiert und abgebaut wird.
Durch die langsamere Internalisierung von PAR4 bleibt dieser langer an der
Zelloberflache aktiv, gibt langer nach intrazellular Signale weiter mit konsekutiver

langanhaltenderen Signalantwort (150, 151).

Neben Thrombin kénnen jedoch auch andere Gerinnungsfaktoren wie z.B. FXa eine
Aktivierung des PAR4 hervorrufen, spielen aber eher eine untergeordnete Rolle (130,
132, 133, 134, 152). Die Aktivierung des PAR4 durch Thrombin fihrt vermittelt Gber
den G12/13-Signalweg zur Rho-Aktivierung und folglich zu einer Zytoskelettantwort,
wodurch die Thrombozyten ihre Form andern und eine suffiziente und stabile

Thrombusbildung erméglichen (16, 132, 153, 154). Des Weiteren wird uber die Gg-
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PLCpB-Signalachse intrazellulares Kalzium mobilisiert, wodurch Kalzium-regulierte
Kinase aktiviert werden. Diese bewirken die Sekretion von Granula und die Aktivierung
von Integrin, beides wichtige Faktoren fur eine effektive Thromobzytenaggregation (16,
132, 155). In Zusammenarbeit mit dem P2Y12-Rezeptor tragt PAR4 durch die ADP-
Freisetzung und die Produktion von Thromboxan A2 zusatzlich zur

Thrombozytenaktivierung und -aggregation bei (132, 156).
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Abbildung 7: Intrazelluldre Signalkaskade nach Aktivierung von Protease-aktiviertem Rezeptor
4 (PAR4) modifiziert nach French et al. (132)
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2.3.3 Rolle des PAR4 in der Hdmostase nach SHT

Es liegen nur wenige Studien vor, die explizit die Rolle von PAR4 in der Hamostase
nach SHT untersuchen. Nach SHT steigt die extravasale Thrombinkonzentration
aufgrund von BHS-Stérungen sowie Blutungsereignissen an (157). Eine verstarkt
vorhandene Freisetzung von TF steigert die Thrombingeneration (158). Durch das
vermehrt anfallende Thrombin kommt es zur Aktivierung von PAR4. Im Rahmen der
Hamostase spielt hier Uberwiegend die Aktivierung des PAR4 auf den Thrombozyten
eine Rolle. Ob die Aktivierung von PAR4 nach stattgehabtem SHT protektiv im Sinne
einer suffizienten Thrombusbildung und folglich einer suffizienten Blutstillung ist oder
ob eine ,Uberaktivierung“ von PAR4 zu einer vermehrten Thrombenbildung mit
konsekutiven Gefallverschlussen und ggf. Ischamie fuhrt, kann aufgrund der aktuellen
Studienlage nicht beantwortet werden. Mehrere Studien aulRerhalb des SHT-Settings
haben nachgewiesen, dass die Aktivierung von PAR4 durch Thrombin essenziell ist
fur die prokoagulatorische Funktion und Thrombusbildung (159, 160, 161). Durch
Inhibition oder Knockout von PAR4 kam es zu einer verminderten
Thrombozytenaktivierung sowie zu einem verminderten Thrombuswachstum (160).
Dies lasst vermuten, dass nach SHT PARA4 fir eine suffiziente Himostase notwendig
ist und eine Defizienz an PAR4 vermutlich mit erhdhter Haufigkeit auftretenden

Blutungsereignissen nach sich ziehen kdnnte.

Schlussendlich bedarf es weiterer Studien, um im Detail die Einflisse von PAR4 und
einer moglichen PAR4-Antagonisierung auf die Hamostase nach SHT in ihrer

Gesamtheit untersuchen.

2.3.4 Rolle des PAR4 in der Neuroinflammation

Thrombin spielt neben seiner wichtigen Rolle in der Blutgerinnung ebenso eine
wichtige Rolle in der Neuroinflammation (162). Nach SHT ist es dem zirkulierenden
Thrombin aufgrund der Stérung der BHS moglich das Gefallsystem zu verlassen und
im Hirngewebe proinflammatorische Prozesse durch die Aktivierung von PAR4 zu
initiieren. PAR4 wird im ZNS auf diversen Zelltypen wie Mikroglia (163), Astrozyten
und Neuronen (162, 164, 165) exprimiert. Eine Studie von Luo et al. demonstrierte,
dass ein selektiver und reversibler PAR4-Antagonist (BMS-986120) nach SHT die
Thrombin-induzierte Inflammationsreaktion von Astrozyten reduzierte. Es kam zu einer

verminderten Produktion von proinflammatorischen Mediatoren und dementsprechend
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zu einer Reduktion des sekundaren Hirnschadens. Als moglicher zu Grunde liegender
Pathomechanismus dieses Prozesses vermuten die Forscher den Tab2/ERK/NF-kB-
Signalweg (22). Zudem gibt es Hinweise, dass PAR4 auch uber Mikroglia Einfluss auf
die Neuroinflammation austiben kann (163), jedoch sind weitere bestatigende sowie
detailreichere Studien noch ausstehend, welche die exakten =zellularen und
molekularen Zusammenhange offenlegen. Untersuchungen im murinen transienten
Verschluss der mittleren Hirnarterie (tMCAO) bei PAR4-defizienten Mausen ergaben
ein reduziertes Infarktvolumen, verminderten neuronalen Zelluntergang und ein
besseres motorisches Outcome der Mause. Zusatzlich wurde durch die PAR4-
Defizienz die Adhasion von Thrombozyten und Leukozyten signifikant herabgesetzt
und die Studie legt nahe, dass PAR4 zusatzlich eine Rolle bei der Rekrutierung von
Immunzellen nach SHT spielen konnte (23). Fleischer et al. bestatigen die
proinflammatorischen Auswirkungen von PAR4 im tMCAO-Modell, denn nach Gabe
des selektiven PAR4-Antagonisten ML354 wiesen die Mause ein verkleinertes
Infarktareal, geringere Makrophagenansammlungen sowie eine reduzierte Interleukin-
1B-Expression auf. Durch Applikation eines Thrombozyten-depletierenden Antikorpers
(AK) konnte nachgewiesen werden, dass dieser neuroprotektive Effekt
thrombozytenunabhangig ist (138). Ferner wurde auch flr neurodegenerative
Erkrankungen wie Morbus Parkinson oder Morbus Alzheimer demonstriert, dass die
Expression von PARs erhoht ist (166). Speziell fur PAR4 wurde nachgewiesen, dass
die Expression der Boten-Ribonukleinsdure (mMRNA) des PAR4 Genes F2RL3 im
menschlichen Gehirn bei Morbus Alzheimer erhdht war und retrospektiv mit einer
schlechteren kognitiven Performance einherging. Erganzend korrelierte die
Expression von F2RL3 mit der Transkription von proinflammatorischen Makern (167).
Weiterhin lieferte eine Studie zur Behandlung von Hirnblutungen bei Frihgeborenen
Hinweise, dass eine friihzeitige Blockade von PAR4 sowohl die neuroinflammatorische
als auch die degenerativen Kaskaden im Rattengehirn deutlich reduzierte und als

Konsequenz den Ruckgang der akuten Hirnschadigung beschleunigte (168).

2.3.5 PARA4 als potenzieller Therapieansatz in der Klinik

Atherothrombose und deren klinische Hauptmanifestationen wie Herzinfarkt,
Schlaganfall und die periphere arterielle Verschlusskrankheit zahlen zu den weltweit
fuhrenden Todesursachen (169). Patienten mit einer Historie an atherothrombotischen
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Ereignisse sind durch ein erhdhtes Rezidivrisiko flr ischamische Zwischenfalle
gekennzeichnet und eine effektive und nebenwirkungsarme Sekundarpravention ist
daher von immenser Bedeutung (170, 171). Da Thrombozyten und deren Aktivierung
eine der Hauptrollen in der Entwicklung von Atherothrombose spielen, gehort die
Thrombozytenaggregationshemmung zur wichtigsten Sekundarprophylaxe (170, 172,
173). Es finden bereits diverse Thrombozytenaggregationshemmer ihre klinische
Anwendung, wie beispielsweise Aspirin, Clopidogrel oder Ticagrelor (174). Jedoch
kann es trotz (dualer) Thrombozytenaggretationshemmung zu wiederkehrenden,
ischamischen Ereignissen kommen. Daruber hinaus stellen Blutungsereignisse eine
nicht zu vernachlassigende Nebenwirkung der thrombozyenaggregationshemmenden
Therapie dar (175, 176). Daher ruckten Thrombinrezeptorantagonisten als eine neue
mogliche Medikamentenklasse in den Fokus der Forschung. Vorapaxar wurde als
erster PAR1-Antagonist entwickelt und 2014 erstmals durch die Food and Drug
Administration in den USA fur den klinischen Einsatz als Sekundarprophylaxe bei
arterieller Thrombose freigegeben (170, 177). Nichtsdestotrotz zeigte sich bei der
Anwendung von Vorapaxar ein erhdhtes Risiko fur intrazerebrale Blutungen, weshalb
nur Patienten mit Zustand nach Myokardinfarkt oder chronischer koronarer
Herzerkrankung ohne Schlaganfall oder transitorischer ischamischer Attacke in der
Vorgeschichte fur die Applikation von Vorapaxar vorgesehen sind (177, 178, 179).
Aufgrund dieses Nebenwirkungsprofils konzentrierte sich die Forschung zunehmend
auf den zweiten auf Thrombozyten exprimierten und durch Thrombin aktivierten PAR,
PAR4.

Forscher waren vorerst zuruckhaltend PAR4 als moglichen
Thrombozytenaggregationshemmer zu erforschen, da im Vergleich zu PAR1 eine 10-
fach hohere Thrombinmenge bendtigt wird, um diesen zu aktiveren (180). In weiteren
Untersuchungen wurde jedoch ersichtlich, dass das PAR-Rezeptorsystem die
Moglichkeit bieten  konnte, die Thrombinaktivierung der Thrombozyten
pharmakologisch durch spezifische Ansteuerung von PAR1 oder PAR4 fein
abzustimmen (180, 181). Die Hypothese war, dass eine Antagonisierung von PAR4
die Thrombusbildung limitieren kann, wenngleich parallel Uber PAR1 weiterhin die
Blutgerinnung aktiviert werden kann und Ubermafige Blutungen verhindert werden
kénnen (180). Inzwischen befinden sich klinische Studien mit hochselektiven PAR4-

Antagonisten in der Durchfuihrung, die den Einfluss auf die Thrombozytenaggregation
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untersuchen. In einer Kohorte gesunder Patienten bewirkte der PAR4-Antagonist
BMS-986120 ex vivo eine Reduktion der Bildung plattchenreicher Thromben unter
hohen Scherkraften. Eine verlangerte Blutungszeit oder andere unerwlnschte
Nebenwirkungen wurden nicht registriert (182). Merali et al. untersuchten ebenso den
PAR4-Antagonisten BMS-986120 an gesunden Probanden und bestatigten eine gute
Vertraglichkeit bei hoher Therapiebreite (19). BMS-986141, ein hoch potenter und
selektiver PAR4-Antagonist, prasentierte bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung
zusatzlich antithrombotische Effekte in Kombination mit den
Thrombozytenaggregationshemmern Aspirin und/oder Ticagrelor (21). Auch in
Kombination mit dem FXa-Inhibitor Apixaban zeigte BMS-986141 eine additive
Thrombusreduktion, vornehmlich unter erhdhten Scherkraften (183). Neben den am
besten klinisch untersuchten PAR4-Antagonisten BMS-986120 und BMS-986141,
erfolgt parallel die Entwicklung eines neuen moglichen PAR4-Antagonisten auf der
Basis von Quinazolin-Benzothiazol-Derivaten. Im Mausmodell zeigen diese keine
verlangerte Blutungszeit, eine hohe Selektivitat fur PAR4 sowie Aktivitat auf humanen
Thrombozyten (184). Damit demonstrieren Quinazolin-Benzothiazol-Derivate ein

groRes Potential fur eine Thrombozytenaggregationshemmung.

Neben der sicheren und effektiven Thrombozytenhemmung der PAR4-Antagonisten,
erweitert sich das Forschungsspektrum zudem auf neuroinflammatorische
Erkrankungen. Die neuronale PAR4-Expression ist nach Schlaganfall hochreguliert
und der Einsatz des PAR4-Inhibitors ML354 fuhrte zu einer reduzierten
Entzindungsreaktion und Infarktgrof3e (138). Ein weiterer PAR4-Antagonist BMS-
986120 bewirkte nach SHT die Reduktion der Astrozyten-vermittelten
Entzindungsreaktion (22). Hervorzuheben ist, dass die zuvor genannten
Forschungsergebnisse auf Untersuchungen im Mausmodell basieren und die
Translation sowie die klinische Anwendbarkeit auf menschliche Patienten muss in
Zukunft noch nachgewiesen werden.
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2.4 Das SHT im Mausmodell

Die Untersuchung des SHT im Tiermodell dient dazu nach einem primaren

physikalischen Schaden die darauffolgenden pathophysiologischen Veranderungen
besser zu verstehen. Dem SHT unterliegen vielfaltige Pathomechanismen, welche es
besonders schwer machen ein geeignetes, klinisch relevantes Tiermodell zu
entwickeln (185). Daher sind unterschiedliche experimentelle Ansatze notwendig, um
die heterogene Pathophysiologie des SHT zu verstehen (186). In der Vergangenheit
wurden bereits diverse SHT-Modelle im Tiermodell entwickelt. In diesem Abschnitt soll
der Fokus aufgrund des Kontexts dieser Forschungsarbeit auf das mechanische
Modell des SHT in der Maus gelegt werden. Die Maus eignet sich als Tierspezies als
SHT-Modell in Anbetracht ihrer Okonomie, Reproduzierbarkeit und der gut
untersuchten Neuroanatomie (187). Zumeist werden Mause des Wildtyp-Stammes

C57BL/6 J verwendet, die auch in der vorliegenden Studie zum Einsatz kamen (188).
Die vier Hauptmodelle des SHT in der Maus sind die folgenden (186, 187, 189, 190):

1. Controlled Cortical Impact (CClI)

2. Fluid percussion injury (FPI)

3. Weight drop/ Impact Acceleration models
4

. Blast injury models

Diese vier Modelle unterscheiden sich in ihren jeweiligen Traumamechanismen,
weshalb kein einzelnes Modell in der Lage ist, die Gesamtheit und Komplexitat des
(menschlichen) SHT vollstandig abzubilden. Das CCI-Modell spiegelt hervorragend
fokale Kontusionen wider (191), das FPI bietet den Vorteil, dass es ein Mischbild an
Verletzungsmustern reproduziert und sich vor allem fir die Untersuchung von
kognitiven Defiziten und chronischen Langzeitfolgen eignet (192, 193). Das weight
drop model hingegen ist reprasentativ fur ein geschlossenes SHT und eignet sich fur
die Untersuchung des diffusen axonalen Hirnschadens (194). Blast injury models
decken die SHTs im Rahmen von Militareinsatzen mit wiederholten
Gehirnerschitterungen ab (188, 195). Trotz der Vielfalt der Modelle und ihrer
jahrelangen (standardisierten) Durchfiihrung sind sie in ihrer Ubertragbarkeit auf das
menschliche SHT limitiert. Dem zu Grunde liegen zum einen die unterschiedlichen
anatomischen Gegebenheiten (z.B. die GréRe und die Organisation der weil’en

Substanz oder die gyrale Komplexitat), zum anderen wie oben bereits erwahnt die
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Spezialisierung auf entweder einen fokale oder diffusen Hirnschaden. Das SHT beim
Menschen dahingegen umfasst beide Verletzungsmuster (186, 196). Hierdurch
ergeben sich Einschrankungen der Ubertragbarkeit von mdglichen therapeutischen

Ansatzen.

Das CCI, welches in dieser Studie verwendet wird, bietet einige Vorteile: Es ist eine
hoch standardisierte Methode, bei der von den Forschenden Parameter wie
Aufprallgeschwindigkeit, Eindringtiefe, Kontaktdauer, Aufprallort sowie Groe und
Geometrie des Impaktors bestimmt und modifiziert werden konnen (197, 198, 199).
Dies ermdglicht eine hohe Genauigkeit des Modells und die Simulation von milden bis
schweren SHTs (197, 199, 200). Pathophysiologisch deckt das CCI-Modell mit
axonalen Stérungen, Hirnéddem, Inflammation, Stérungen der BHS und des zerebralen
Blutfluss eine hohe Bandbreite ab (198). Folglich erweist sich das CCl-Modell dadurch

als eine wertvolle Grundlage zur Erforschung neuroprotektiver Therapien.
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3 Methoden

3.1 Tierexperiment

3.1.1 Tierversuchsantrag

Der Tierversuchsantrag mit dem Aktenkennzeichen G 16-1-079 wurde am 16.12.2016
durch das Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz genehmigt. Die Studie erfolgte
gemall den geltenden Vorschriften des Tierschutzgesetzes §8: Antrag auf

Genehmigung eines Tierversuchsvorhabens nach §8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes.

3.1.2 Versuchstiere

Die Ausfuhrung der Studie erfolgte mit insgesamt 44 mannlichen Mausen (Mus
musculus; ca. 25 Gramm (g) Korpergewicht). Es kamen 15-16 Wochen alte mannliche
Mause mit einem Gen-Knockout fir PAR4 (PAR47; B6(Cg)-F2rl3tm1.1 Cgh/Tarc,
Herkunft: AG Prof. Dr. Wolfram Ruf, Zentrum fir Thrombose und Hamostase;
Universitatsmedizin Mainz) und mannliche Wildtyp—Kontrollmause (BL6; C57BL/6,
Herkunft: Janvier, Saint-Berthevin Cedex, Frankreich) mit vergleichbarem
genetischem Hintergrund zum Einsatz. Die beiden Studiengruppen bestanden aus
jeweils 22 Mausen. Um den richtigen Genotyp zu verifizieren sowie Verwechslungen
wahrend der Experimente auszuschlie3en erfolgte sowohl beim Absetzen der Mause
(ca. drei Wochen nach Geburt) als auch nach Euthanasie, mittels Schwanzbiopsie,

eine Genotypisierung.

3.1.3 Haltung der Versuchstiere

Die Haltung der Mause entsprach den institutionellen Richtlinien der Johannes
Gutenberg-Universitat in Mainz. Gemal den Vorschriften erfolgte die Unterbringung
der Versuchstiere 24 h vor Experimentbeginn in Einzelkafigen ausgestattet mit
entkeimten Holzspanen als Einlage. Fur die Nahrungsaufnahme enthielt jeder Kafig
eine wassergefullte Trinkflasche und getrocknete Futterpellets. Die Versuchstiere
hatten stéandigen Zugang zu Trinkflasche und Futterpellets (= Nahrungsaufnahme ad
libitum). Die Umgebungstemperatur betrug 22 Grad Celsius (°C) und die
Luftfeuchtigkeit 55 %. Die Aufrechterhaltung einer konstanten 12-h-Tag-Nacht-
Rhythmik erfolgte durch kinstliche Beleuchtung.
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3.1.4 Abbruchkriterien

Die Uberwachung des Allgemeinzustandes der Versuchstiere fand taglich durch einen
Veterinarmediziner statt. Bei einem ausgepragten Gewichtsverlust von > 15 % in
Kombination mit ausgepragter Schmerzsymptomatik und Verhaltensdefiziten
(Krampfe, Stupor, reduzierte Lokomotion) wurden die Tiere unmittelbar in tiefer

Narkose durch Isofluran mittels Dekapitation euthanasiert.

3.1.5 Studiendesign

FUr das durchgefihrte Experiment wurden jeweils beide Studiengruppen eines
operativen Eingriffs mit kontrolliertem SHT unterzogen. Daran schloss sich eine
Beobachtungszeit von 24 h an. Nach dieser Beobachtungszeit erfolgte die Euthanasie

der Tiere.

3.2 Invasive Verfahren

Als Basis des Experimentes und der zu analysierenden Daten wurde den
narkotisierten Tieren in einer Operation (OP) ein kontrollierter Schaden im Sinne eines

simulierten SHT zugeflgt.

3.2.1 Praoperative Phase

Vor Beginn des operativen Eingriffes wurde das Kérpergewicht jedes Tieres erfasst
sowie jedes Tier auf Hinweise einer Erkrankung hinsichtlich einer Nicht-Eignung flr
den Eingriff untersucht. Die Maus wurde unter einen Trichter in einem Glaskasten
gesetzt. Mithilfe des aus dem Trichter austretenden Gasgemisches, bestehend aus
dem Inhalationsanasthetikum Isofluran (Piramal Critical Care B.V., TR Voorschoten,
NL) in 4 %iger Konzentration und Sauerstoff, wurde die Narkose eingeleitet. Die
Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte bei erhaltener Spontanatmung durch eine
Gesichtsmaske. Das Tier wurde auf einer Warmeplatte (Hugo Sachs, March-
Hugstetten, DE) platziert, welche eine konstante Temperatur von 37 °C abgab.
Hierdurch sollte ein unerwlinschter und unkontrollierter Abfall der Koérpertemperatur
vermieden werden. Die kontinuierliche Uberwachung der Kérpertemperatur wahrend
der OP fand durch eine rektal eingefuhrte Temperatursonde (Physitemp, New Jersey,

USA) statt. Um eine Positionsanderung wahrend der invasiven Mallnahme zu
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verhindern, wurde der Kopf der Maus in einem stereotaktischen Rahmen (Kopf
Instruments, Tujunga, CA, USA) im Operationsbereich fixiert (s. Abbildung 9). Im
nachsten Schritt wurde das Erldschen des Zwischenzehreflexes der hinteren
GliedmalRen uUberpriuft, um Uber die gesamte Dauer der OP eine ausreichende
Narkosetiefe zu garantieren. Durch Aufbringen einer Augensalbe (Bayer Vital,

Leverkusen, DE) wurde das Austrocknen der gedffneten Augen verhindert.

3.2.2 Induktion des SHT durch das CCI-Modell

Den ersten Schritt der OP stellte ein ca. 1,5 Zentimeter (cm) langer und sagittaler
Hautschnitt Gber der Schadelkalotte von der vorderen (Bregma) bis zur hinteren
(Lambda) koronaren Schadelnaht (s. Abbildung 8) dar. Daraufhin erfolgte die
Praparierung der Schadelkalotte rechts paramedian der Schnittfihrung. Unter
Zuhilfenahme eines Wattestabchens (WIROS Wilfried Rosbach GmbH, Willich, DE)
wurde das nun freigelegte Periost vom Knochen mobilisiert und an den Rand des

Operationsbereiches verschoben.

Bregma \

Schadelkalotte

1,5 cm sagittaler > \
Hautschnitt Gber der ‘ :
sagittale

/ Schéadelnaht
Lambda

Abbildung 8: Schnittfiihrung Hautschnitt sowie Kraniotomie wdhrend des Controlled Cortical
Impact-Modells
Created with BioRender.com.

Kraniotomiefenster

Lambda -

Die Kraniotomie wurde mittels Mikrobohrer (Paggen, Starnberg, DE) durchgefihrt,
entlang an drei von vier Seitenlinien des Rechtecks begrenzt nach rostral durch die
anteriore Schadelnaht Bregma, lateral durch den Arcus zygomaticus und kaudal durch
die posteriore Naht Lambda (s. Abbildung 8). Die vierte und nach medial begrenzende
Linie entsprechend der sagittalen Schadelnaht blieb unberihrt. Dadurch diente diese

beim Hochklappen der Kalotte als Scharnier. Durch sorgfaltige Praparation blieb die
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unter der Kalotte liegende harte Hirnhaut (Dura mater) sowie weitere darunterliegende

Strukturen unversehrt.

Das kontrollierte SHT wurde mithilfe des CCI-Impaktors (Leica; Richmond, USA)
induziert. Dieser wurde senkrecht Uber der exponierten Hirnoberflache platziert und
auf den freigelegten Kortex ausgerichtet. Durch Betatigen eines elektromagnetisch
betriebenen Bolzens mit einem Durchmesser von 3 Millimeter (mm), prallte dieser
stumpf auf das Gehirngewebe. Der Aufprall wurde mit einer Geschwindigkeit von 6
Metern pro Sekunde (m/s), einer Tiefe von 1,5 mm und einer Kontaktzeit von 200

Millisekunden (ms) durchgefuhrt.

Abbildung 9: Ablauf des Controlled Cortical Impact-Modells

Zuerst erfolgte die Narkoseinduktion. Nach Erléschen des Zwischenzehreflexes der Maus wurde diese
in den stereotaktischen Rahmen eingespannt und die Haut Uber der Schadelkalotte eréffnet. Nach
Erdoffnung der Schadelkalotte wurde das mechanische Schadel-Hirn-Trauma durch den Impaktor
appliziert. Created with BioRender.com.

Nach erfolgreich induziertem Schaden wurde der CCIl-Impaktor entfernt, die
aufgeklappte Kalotte wieder repositioniert und das Operationsfeld mit Histoacryl
Gewebekleber (Braun, Melsungen, DE) verschlossen. Die Hautnaht wurde mit
Einzelknopfnahten (Prolene 6-0, Ethicon, San Lorenzo, USA) verschlossen. Im
Anschluss wurde die Maus aus dem stereotaktischen Rahmen gelost, die
Gesichtsmaske und die rektale Temperatursonde entfernt und die Maus fur die

postoperative Uberwachung zurlick in einen Inkubator (Drager, Libeck, DE) gesetzt.
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Der Ablauf des operativen Eingriffs erfolgte fur alle Versuchstiere, sowohl BL6- als
auch PAR4"--Tiere standardisiert und fiir den Operateur verblindet nach dem gleichen
OP-Protokaoll.

3.2.3 Postoperative Phase

Nach Abschluss der invasiven MalRinhahmen und Beendigung der Narkose wurde die
Maus in einen Inkubator zur postoperativen Uberwachung gesetzt. In einer Umgebung
mit einer Temperatur von 33 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 35 % wurden die Tiere
fur eine Stunde Uberwacht. Im Anschluss wurde das Tier wieder in den Einzelkafig
zurlickgesetzt. Es schloss sich eine engmaschige Uberwachung der Tiere hinsichtlich

Verhaltensauffalligkeiten, Gewichtsverlust und Schmerzen an.

3.3 Erfassung des Korpergewichts

Der postoperative Allgemeinzustand der Mause konnte anhand der
Nahrungsaufnahme abgeschatzt werden. Dies geschah indirekt Uber das
Korpergewicht der Mause. Hierfir wurden alle Tiere erneut postoperativ zum selben

Zeitpunkt gewogen.

3.4 Verhaltensbiologische Untersuchungen

3.4.1 Neurological Severity Score (NSS)

Eine weltweit standardisierte Methode, um den neurologisch-motorischen Zustand der
Mause objektiv zu beurteilen, ist der NSS. Der NSS ist in die folgenden sechs
Kategorien unterteilt: Verlassen des Kreises, Schreckreflex, Suchverhalten,
Gangverhalten mit Koordination sowie Gleichgewicht und  motorische
Lahmungserscheinungen. Die Tiere werden hierbei anhand eines Punktesystems
beurteilt. Die Endsumme gibt Aufschluss Uber den aktuellen Status des Tieres. Die
Tiere konnen eine Punktzahl zwischen 0 und 16 Punkten erreichen, wobei 0 Punkte

keinem und 16 Punkte dem groften Defizit entsprechen (201, 202).

Die Erfassung des NSS wurde in diesem Forschungsprojekt einen Tag praoperativ

und am ersten Tag postoperativ durchgefuhrt. Die Erhebung der Daten fand stets zu
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denselben Tageszeitpunkten statt, um eine Vergleichbarkeit zwischen den

Studiengruppen sicherzustellen.

Tabelle 1: Modifizierter Neurological Severity Score nach Chen et al. (202)
Kategorie Punkte
Exit from circle 0-3
(= Verlassen des Kreises)

Reflexes 0-1
(= Reflexe)

Seeking behavior 0-1
(= Suchverhalten)

Walk straight 0-1
(= Geradeaus gehen)

Coordination 0-6
(= Koordination)

Balance 0-2
(= Gleichgewicht)

Motor deficit 0-2
(= Motorisches Defizit)

Summe 0-16

3.4.2 Rotarod-Test (RR)

Der RR-Test (Panlab Harvard Apparatus; Cornella, ES) ist ein verlassliches
Untersuchungsverfahren, um die Ausdauerfahigkeit, Greifkraft und motorische
Fahigkeit der Mause zu beurteilen. Hierbei werden die Tiere auf einen geriffelten,
rotierenden Zylinder von 3 cm Durchmesser positioniert (s. Abbildung 10). Der Zylinder
beschleunigt nun konstant innerhalb von 5 min von 4 Umdrehungen pro Minute (U/min)
auf 40 U/min. Erhoben werden die Zeit und Rotationsgeschwindigkeit, bei der sich die

Maus nicht mehr auf dem Zylinder halten kann und herunterfalit.

Da diese Ubung fir die Mause unnatirlich ist, wurden diese zun&chst durch zwei
unbewertete Trainingsdurchlaufe mit der Methode vertraut gemacht. Dies ermoglicht
spater die valide Einschatzung der Leistung. Die in die Studie eingeschlossenen und
ausgewerteten Durchlaufe wurden sowohl ein Tag praoperativ als auch ein Tag

postoperativ durchgefuhrt.
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Abbildung 10: Rotarod-Test
Created with BioRender.com.

3.5 Euthanasie und Gehirnentnahme

24 h nach der OP und der durchgeflhrten verhaltensbiologischen Tests wurden die
Tiere euthanasiert. Im Anschluss wurden die Gehirne fur die weitere histologische

Aufarbeitung und Analyse entnommen.

Um einen Status tiefer Hypnose und Analgesie sicherzustellen wurden die Tiere fur
die Euthanasie mit 4 %igem Isofluran Gasgemisch fir 1 min narkotisiert. Im nachsten
Schritt wurde mit einer Schere die Dekapitation durchgefihrt. Fir die Hirnentnahme
wurde zuerst die Kopfhaut sagittal aufgetrennt, danach erfolgte die vorsichtige und
seitliche Eroffnung der Schadeldecke beginnend am Foramen magnum von occipital
nach rostral seitlich, bis das Gehirn vollstandig exponiert war. AnschlieRend wurden
die ventralen Hirnnerven durchtrennt, das Gehirn entnommen und auf pulverisiertem
Trockeneis fur 1 min schockgefroren. Die Aufbewahrung der Gehirne erfolgte, verpackt
in ein Plastiktitchen, in einem Gefrierschrank bei -20 °C, bis zur weiteren

Prozessierung.

3.6 Histologische Datenerhebung

3.6.1 Kryosektion und Probengewinnung

Zur Herstellung von Hirnschnitten fur weitere histologische Untersuchungen wurden
die Gehirne im Kryostat (CryoStar™ NX70, Thermo Fisher Scientific, Walldorf, DE) bei
-20 °C in koronarer SchnittfUhrung unterteilt. Fur optimale Schnitte wurden die
Gehirne hierfir in einem Gefrierschnittmedium (Neg-50™, Thermo Fisher Scientific,
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Waltham, MA, USA) eingebettet und mittig auf einem Objekttisch befestigt. Die
Positionierung der Schneideklinge erfolgte parallel zur Koronarebene des Gehirns.
Wahrend des gesamten Prozesses wurde auf die korrekte Ausrichtung der Gehirne
geachtet, um eine vergleichbare Qualitat der Schnitte zu gewahrleisten. Im Kryostat
wurde das Praparat beginnend bei Bregma +3,14 mm von rostral nach kaudal in 16
Ebenen im Intervall von 500 Mikrometer (um) geschnitten. Pro Ebene wurden jeweils
drei 12 pym feine koronare Schnitte ,als Kopie“ angefertigt und auf Objekttrager (OT)
(Superfrost® Plus, Thermo Scientific; Braunschweig, DE) aufgenommen. Somit
standen nach der Kryosektion pro Gehirn und pro Ebene jeweils drei Kopien und somit
insgesamt 48 Schnitte 8 12 um zu Verfugung (s. Abbildung 11). Nach Trocknung der
OT wurden diese in Kasten bei -20 °C gelagert.

Schnittrichtung
L —

e

Abbildung 11: Exemplarische Darstellung der Anfertigung der Hirnschnitte sowie
exemplarischer Hirnschnitt mit Ldsion, verursacht durch das Controlled Cortical Impact-Modell
Created with BioRender.com.

Um das Schadensareal des CCl auch mittels Ribonukleinsdure (RNA)-Analyse
untersuchen zu konnen, wurden von den Ebenen 6 (Bregma +0,64mm) bis Ebene 13
(Bregma -2,86mm) 6 Trimmschnitte a 40 um geschnitten. Die Trimmschnitte wurden

nun deckungsgleich und in Schnittreihenfolge aufeinandergelegt, damit ergab sich ein
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koronarer Schnitt mit insgesamt 240 um Dicke. Im Anschluss wurde das untere Drittel
des Schnitts entfernt, um eine gezielte Analyse des Schadensbereichs zu
ermoglichen. Danach wurde der Schnitt entlang der Mittellinie in die ipsilasionale und
kontralasionale Halfte unterteilt und jeweils in ein Kryorbhrchen (Thermo Fisher
Scientific; Walldorf, DE) Gberfihrt. Es folgten die Trimmschnitte der restlichen Ebenen.
Am Ende lagen pro Gehirn vier Kryoréhrchen (zwei pro Hemisphare) mit Hirngewebe
der Schadensebenen vor. Diese wurden bis zur weiteren Analyse auf gefrorenem
Stickstoff (Air Liquide, Disseldorf, DE) bei -80 °C aufbewahrt.

3.6.2 Nissl-Farbung

Die Nissl-Farbung ist eine etablierte Methode zur Darstellung von neuronalen
Zellkernen. Die Farbung erfolgt durch Farbstoffe wie beispielsweise Kresylviolett,
Thionin oder Toulidinblau. In dieser Studie wurde der Farbstoff Kresylviolett
angewendet. Allen Farbstoffen ist gemeinsam, dass sie vornehmlich basophile
Strukturen, wie RNA oder Desoxyribonukleinsaure (DNA) binden und diese blau bzw.
violett anfarben. Die Bindung entsteht durch in RNA bzw. Ribosomen und in DNA
enthaltenen negativ geladenen basophilen Phosphatgruppen. Da sich in Neuronen
das raue endoplasmatische Retikulum mit Ribosomen (als ,Nissl-Schollen® nach
Anfarbung erkennbar), RNA und DNA hauptsachlich im Zellkorper befinden, wird
dieser im Vergleich zu Axon und Dendrit stark angefarbt. Axone und Dendriten lassen

sich kaum anfarben.

Zur Durchfuhrung der Nissl-Farbung wurden die OT aus dem Gefrierschrank
entnommen und nach standardisiertem Laborprotokoll angefarbt. Zunachst musste am
Tag der Farbung der bendtigte Farbstoff hergestellt werden. Es wurden 5 g
Kresylviolett (Merck, Darmstadt, DE) in 100 Milliliter (ml) reinen Ethanol (AppliChem
GmbH, Darmstadt, DE) gelost. Um eine Homogenisierung und gute Qualitat des
Farbstoffs zu erreichen, musste dieser auf 50 °C erwarmt und dabei standig
durchmischt werden. Danach wurde die Suspension mit Aqua destillata (Braun,
Melsungen, DE) auf ein Volumen von insgesamt 500 ml verdinnt und abfiltriert.
Nachdem die OT fur eine Stunde getrocknet wurden, wurden nun jeweils 10 OT in ein
Farbekastchen einsortiert, um den Farbevorgang zu erleichtern. Diese konnten nun

die bereits vorbereiteten Tauchbader in folgender Reihenfolge durchlaufen:
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1) 2 min 70 % Ethanol (AppliChem GmbH, Darmstadt, DE)
2) 10 min Kresylviolett-Losung

3) 2-mal kurz Aqua destillata

4) 2-mal kurz 70 % Ethanol

5) 2-mal kurz 96 % Ethanol (AppliChem GmbH, Darmstadt, DE)

6) 5 min Roti®Histol (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE)

7) 2 min Roti®Histol

Fir die Aufbewahrung wurden die Gehirnschnitte zuletzt in Roti®Histokitt (Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE) eingebettet und mit Deckglasern (Diagonal GmbH &
Co KG, Munster, DE) versiegelt. Es erfolgte die Trocknung Uber Nacht. Es wurden

jeweils alle 16 Schnitte einer Ebene pro Gehirn gefarbt.

3.6.3 Quantifizierung des Lasionsvolumens

Durch die Kresylviolett-Farbung lasst sich das beschadigte Gewebe gut von gesundem
Gewebe differenzieren, da im Gegensatz zum beschadigten Gewebe das gesunde
Gewebe mit seinen intakten Zellorganellen angefarbt wird. Fir die Bestimmung des
Lasionsvolumen wurden die einzelnen Schnitte unter einem Lichtmikroskop
(Stereomikroskop Stemi 305, Carl Zeiss Microscopy Deutschland GmbH, Oberkochen,
DE) betrachtet, mithilfe der Kamera Axiocam (Carl Zeiss Microscopy Deutschland
GmbH, Oberkochen, DE) fotografiert und mithilfe der Software Zen 2.0 blue edition
(Carl Zeiss Microscopy GmbH; Oberkochen, DE) vermessen. Hierbei wurde zuerst die
Gesamtflache der kontralasionalen, unbeschadigten Hemisphare ausgemessen und
als Naherungswert fur die Gesamtflache der ipsilasionalen Hemisphare vor SHT
angenommen. Durch Ausmessen der Flache des unversehrten Gewebes in der
ipsilasionalen, beschadigten Hemisphare konnte die Flache des untergegangenen

Nervengewebes pro Schnittebene wie folgt errechnet werden:

A 1-16kontratasional) — A 1- 16 ipsilasional) = A 1-16(Lasion) MM?
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Im Folgeschritt wurde nun das Lasionsvolumen unter zu Hilfenahme des Abstands der
Schnitte (500 ym = 0,5 mm) berechnet:

Viasion) = (A1 + A2 + A3+ A4 +...... A16) x 0,5mm = mm3

3.6.4 Quantifizierung des Koérnerzellbandes im Gyrus dentatus

Die Vermessung des Kornerzellbandes (engl. Granular cell layer, GCL) ist ein weiterer
verlasslicher Marker in der Neuropathologie, der einen Ruckschluss auf den Schaden
des Gehirns fernab der direkten Traumalokalisation zulasst (203, 204). Das Erfassen
der Dicke der GCL im suprapyramidalen Blatt des Gyrus dentatus ermdglicht eine
Quantifizierung des Schadens im Bereich des Hippocampus und wurde in den Ebenen
13 und 14 (Bregma -2,0 mm bis Bregma -2,1 mm) analysiert. Hierfir wurden drei
vordefinierte Bereiche (innen, mittig, auRen) der GCL in der ipsilasionalen und der
kontralasionalen Hemisphare in um vermessen. Aus diesen drei Messbereichen wurde
ein Mittelwert pro Ebene und Hemisphare errechnet und diese ins Verhaltnis
zueinander gesetzt. Fur die Datenanalyse wurde schlussendlich das Verhaltnis der
Mittelwerte aus beiden Ebenen von ipsilasionaler zu kontralasionaler Hemisphare

sowie die Dicke der GCL verwendet.

3.6.5 Immunhistochemische Farbung auf Immunglobulin G (IgG)

Der Nachweis von Extravasation von IgG ins Hirngewebe stellt ein Marker fur die
Integritat der BHS dar. Die intakte BHS ermdglicht den Transfer von Immunglobulinen
in einer konstanten Rate. Bei Schadigung der BHS wird diese permeabler fur Proteine
im Allgemeinen und damit auch fur Immunglobuline. In der vorliegenden Studie soll
der Einfluss der PAR4-Defizienz nach kontrolliertem SHT auf die Integritat der BHS
untersucht werden. Die immunhistochemische Farbung fir IgG ermdglicht die
Detektion von extravasalem IgG im Hirngewebe und lasst somit Rickschlisse auf die
Intaktheit der BHS im Vergleich zwischen BL6- und PAR4”-Tieren zu. Das
Grundprinzip immunhistochemischer Farbungen beruht auf der Darstellung der
nachzuweisenden Proteine auf (sub-)zellularer Ebene durch indirekte Markierung mit
einem Farbstoff. Zuerst wird dem zu untersuchende Gewebe ein primarer AK
hinzugefigt, welcher antigenspezifisch an das Zielprotein bindet. Im Falle der
immunhistochemischen Farbung auf IgG wird laborintern ein primarer AK verwendet
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der an die biotinylierte Meerrettich-Peroxidase (englisch: horseradish peroxidase =
HRP) gekoppelt wird. Der sekundare AK istim VECTASTAIN® ABC-Kit (ABC = Avidin-
Biotin-Komplex) enthalten. Es handelt sich hierbei um einen biotinylierten universellen
sekundaren AK, welcher verschiedene primare AK von Maus, Hase und Ziege
erkennen kann. Fir eine Signalverstarkung wird die ausgesprochen starke Bindung
zwischen Avidin und Biotin ausgenutzt. Avidin bildet gemeinsam mit dem biotinylierten
Enzym HRP groRRe dreidimensionale Komplexe, welche wiederum uber Avidin den
biotinylierten sekundaren AK binden konnen. Hierdurch werden pro primarem AK sehr
viele Enzyme gekoppelt. Um nun eine Farbreaktion zu erhalten, wird das Chromogen
3-3' Diaminobenzidine (DAB) hinzugegeben, welches durch das gebundene HRP
oxidiert wird und als braunes Prazipitat ausfallt. Somit kdnnen mit IgG angereicherte

Areale sichtbar gemacht werden.

Hierfir wurden wieder die vorbereiteten Hirnschnitte auf den OT aus dem
Gefrierschrank entnommen und an der Luft getrocknet. Es wurden die Ebenen 11 und
12 der Hirnschnitte untersucht. Diese werden auf dem OT mit einem hydrophobischen
Dako-Pen (Dako North America, Inc.; Carpinteria, CA, USA) umrandet, zum einen, um
AK zu sparen, aber auch um eine vollstandige Bedeckung der Hirnschnitte mit AK-
Lésung zu gewabhrleisten. Die OT wurden fur die nachfolgenden zwei Schritte in eine
Klvette einsortiert und auf dem Schittler (Heidolph Instruments GmbH & Co KG,
Schwabach, DE) platziert. Zu Beginn erfolgte die Fixierung fur 10 min mit 4 %igem
Paraformalaldehyd (PFA, Merck, Darmstadt, DE) unter dem Abzug und das
anschlielfende Waschen fur 3 x 5 min in phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS,
Dulbecco Trockensubstanz, Biochrom, Berlin, DE). Die OT wurden nun aus der
Klvette herausgenommen und nach leichtem Abklopfen der PBS auf einem Tuch in
eine Feuchtkammer Uberfuhrt. Die Feuchtkammer dient der Verhinderung der
Austrocknung der Schnitte. Danach wurde zur Blockierung der Schnitte ca. 100
Mikroliter (ul) pro OT (ca. 50 ul pro Schnitt) 3 %iges Wasserstoffperoxid (Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE) auf die OT pipettiert. Das Blocken der Schnitte
verhindert eine unspezifische Bindung des primaren AK. Nach 3 min wurden die
Schnitte erneut fur 5 min mit PBS in der Kivette auf dem Schuttler gewaschen.
Wahrenddessen wurde in einem Verdunnungsverhaltnis von 1:500 die Losung des
primaren AK angesetzt. Als primarer AK kam hierbei der Goat-anti-mouse-HRP-linked-
AK (SC-2031, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA) zum Einsatz. Dieser ist, wie
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der Name beschreibt an die HRP gekoppelt, welche spater fir die Farbreaktion
essenziell ist. Als Losungsmittel wurde PBST (PBS versetzt mit 0,1 %igem Triton X
(Sigma-Aldrich, Steinheim, DE)) verwendet. Es wurden wieder ca. 50 pl/Schnitt auf die
OT pipettiert, so dass sichergestellt war, dass die gesamte markierte Flache mit AK-
Lésung bedeckt war. Es erfolgte die Inkubation fir 1,5 h. Im Anschluss wurden die OT
wieder zurlck in die Kuvetten gestellt und fur 3 x 5 min in PBS auf dem Schuttler
gewaschen. Uber einen Zeitraum von 30 min wurde in der Feuchtkammer die ABC-
Lésung (VECTASTAIN® ABC-Kit, Vector Laboratories, Inc., CA, USA) zugegeben. Es
schloss sich ein erneutes Waschen fur 2 x 5 min in der Kuvette auf dem Schattler an.
Nach erneuter Aufreihung in der Feuchtkammer wurde das Chromogen DAB
(Verhaltnis DAB:Puffer = 1:1, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE) fur 75
Sekunden (s) auf die OT gegeben. Die nachfolgenden Schritte erfolgten erneut in
Kivetten auf dem Schiuttler. Zuerst wurden die OT fur 3 x 5 min in PBS gewaschen.
Danach wurden die OT fur je 2 min in aufsteigender Alkoholreihe mit 70 %, 80 % und
100 % Isopropanolol (Sigma, St. Louis, MO, USA) geschwenkt. Die Durchfihrung der
abschlielfenden 3 Schritte fand unter dem Abzug statt. Hierfur wurden die Schnitte
einmal fur 5 min und danach fir 3 min in Roti®Histol entwachst. Am Ende wurden die
Schnitte mit Roti®Histokitt und einem Deckglas eingedeckelt. Die Schnitte verlieben

bis zum nachsten Tag unter dem Abzug, um abzutrocknen.

3.6.6 Quantifizierung der immunhistochemischen Farbung

Analog zur Quantifizierung des Schadensvolumens, koénnen die durch die
immunhistochemische Farbung entstanden braunlichen Areale vermessen werden.
Bei Betrachtung unter dem Lichtmikroskop wurden die Hirnschnitte fotografiert und mit
der Software Zen 2.0 blue edition vermessen. Es wurde sowohl die linke als auch die
rechte Hemisphare vermessen. Nach Ausmessung des gesamten Areals einer
Hemisphare, wurde im nachsten Schritt hiervon das nicht angefarbte Gewebeareal
subtrahiert. Die Differenz entspricht dem Areal, welches von der IgG-Extravasation
betroffen ist. Im Anschluss wurde die Summe aus den Arealen der beiden
Hemispharen sowie den angefarbten Arealen beider Hemispharen gebildet und ins
Verhaltnis zueinander gesetzt. Das Ergebnis hieraus reprasentierte den prozentualen

Anteil des von der Extravasation betroffenen Hirngewebes.
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3.6.7 Hamatoxylin/Eosin (HE)-Farbung

Die HE-Farbung ist eine etablierte histologische Farbemethode. Sie ermdglicht einen
guten Uberblick Uber unterschiedliche Gewebestrukturen. Hierbei werden Zellkerne im
sauren Milieu mit Hamalaun blau angefarbt. Fir die Aufrechterhaltung der Farbung
wird ein pH-Wert Uber 3 bendétigt. Dies wird durch intensive Spulung in flieRendem
Wasser gewahrleistet (,Blauen®). Ein positiver Nebeneffekt ist hierbei die
Verbesserung der Haltbarkeit der Farbung, da Hamalaun im alkalischen Bereich

schlecht 10slich ist.

Der Fluoreszenzfarbstoff Eosin hat eine rot-gelbe Farbe und ist leicht sauer. Nach der
Hamalaunfarbung erfolgt die Gegenfarbung mit Eosin. Durch Eosin werden Strukturen
wie Zytoplasma, Kollagenfasern und Erythrozyten in unterschiedlicher Intensitat rot
angefarbt (205).

Fur die HE-Farbung wurden die Kryoschnitte 7, 8, 9 und 10 verwendet. Die Schnitte
wurden aus dem Gefrierschrank entnommen und fur ca. 10 min zum Trocknen
ausgelegt. Es wurde das Farbekit Hamatoxylin & Eosin von Morphisto GmbH
(Offenbach am Main, DE) verwendet. Danach wurden je zehn OT in ein Farbekastchen
einsortiert, um den Farbevorgang zu vereinfachen. Nun konnten die OT folgende

bereits vorbereitet Tauchbader nacheinander durchlaufen:

1) 10 min in 100 % Ethanol

2) 1 minin 96 % Ethanol

3) 1 minin 70 % Ethanol

4) 2 x kurzes Waschen in Aqua destillata
5
6
7) 2 x kurzes Waschen in Aqua destillata

8) 1,15 min in Eosin (200 ml + 80 pl 100 % acetic acid [2 Tropfen])
9) 2 x kurzes Waschen in Aqua destillata

10)5 min in 70 % Ethanol

11)2,5 min in 80 % Ethanol (Applichem, Darmstadt, DE)

12)1 min in 96 % Ethanol

13)1 min in 100 % Ethanol

14)2 min Roti®Histol

1 min in Hamalaun

10 min Waschen in flieRendem Hahnenwasser

)
)
)
)
)
)
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15)5 min Roti®Histol
16)Fixierung mit Roti®Histokitt (ca. 3 Tropfen)

Im Anschluss wurden die gefarbten Schnitte in einem OT-Kasten bis zur Vermessung

aufbewahrt.

3.6.8 Quantifizierung des Hamatomareals

Zur Quantifizierung des Hamatomareals wurden die jeweiligen Hirnschnitte mit einem
Lichtmikroskop beurteilt und unter zuhilfenahme der Kamera Axiocam und der
Software Zen 2.0 blue edition fotografiert. FUr die Ausmessung des Hamatomareals
kam das Programm ImagedJ (Version 1.53a, National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA) zum Einsatz. Hierbei konnten aufgrund der unterschiedlichen Intensitaten
der Eosinfarbung die Bereiche des Hamatoms gut von dem restlichen Gewebe
abgegrenzt, markiert und vermessen werden. Nach Festlegen des optimalen
Schwellenwerts, war eine genaue Abgrenzung und Markierung des Hamatomareals
madglich. Anschlielend konnte die ausgewahlte Flache durch das ,Vermessungs®-
Plugin analysiert werden. Es wurden die Hamatomareale der ipsilasionalen
Hemisphare fur die Hirnschnitte 7, 8, 9 und 10 bestimmt und der arithmetische

Mittelwert daraus berechnet.

3.7 Molekularbiologische Methoden

3.7.1 Analyse der exprimierten mRNA

Der Nachweis und die Quantifizierung von exprimierter mMRNA im Gewebe ermdglicht
Ruckschlisse auf die Expression von Proteinen zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme.
In dieser Studie wurden im Rahmen der Kryotomie Trimmschnitte im Bereich der
Gewebelasion in Kryorohrchen gesammelt, welche nun zum Einsatz kamen. Es wurde

jeweils das Gewebe der ipsilasionalen Hemisphare verwendet.

3.7.2 Extraktion der mRNA
Die Untersuchung auf molekularbiologischer Ebene wurde anhand der Trimmschnitte,
die wahrend der Kryosektion gewonnen wurden, durchgefihrt. Es wurde das RNeasy

Plus Universal Kit von Qiagen (Hilden, DE) fur die Extraktion der RNA eingesetzt. Das
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Kit enthalt Substanzen, die fur den Zellaufschluss, die DNA-Eliminierung und die
mRNA-Extraktion bendtigt werden. Das Verfahren wurde gemal® des Qiagen
Handbuchs (Qiagen GmbH 2014, Hilden DE) abgearbeitet. Im ersten Schritt, der
Zelllyse wurde dem Gewebe 0,9 ml Qiazol Lyse-Reagens (Qiagen GmbH, Hilden, DE)
zugesetzt. Das Gemisch wurde gemeinsam mit einer Edelstahlkugel bei 20 Hertz (Hz)
im Mastermill (MM 300, Retsch Technology GmbH, Haan, DE) fir 2 min homogenisiert.
Im Anschluss folgte eine Inkubationszeit bei Raumtemperatur (RT) fur 5 min. Danach
wurde dem Gemisch 100 ul genomische DNA (gDNA)-Eliminator beigemischt und mit
einem Vortexer (Heidolph Instruments GmbH & Co KG, Schwabach, DE) fur 15 s
gemischt. Nach Zugabe von 180 pl Chloroform (Sigma, St. Louis, MO, USA) wurde
das Lysat im Vortexer erneut durchmischt. Nach 3 min Inkubationszeit bei RT schloss
sich die Phasenauftrennung an. Hierfur wurde das Gemisch fur 15 min bei 4 °C und
12000 x g zentrifugiert. Danach lie3en sich die folgenden drei Phasen festmachen: Die
untere rétliche Phase entspricht lysierten Proteinen, die mittlere und milchige Phase
enthalt DNA und die obere, farblose Phase besteht aus RNA. Die ca. 600 ul fassende
obere Phase mit RNA wurde abpipettiert und mit weiteren 600 pl 70 % Ethanol in einem
frischen Eppendorfgefall (Eppendorf AG, Hamburg, DE) vermengt. Fir die Trennung
der RNA von der Uberschissigen flissigen Phase wurde das Gemisch nun in eine
Trennsaule (Qiagen GmbH, Hilden, DE) mit einer Silicamembran Uberfuhrt. Durch
Zentrifugation (Zentrifuge Eppendorf 5804 R, Eppendorf AG, Hamburg, DE) bei 15 s
und 8000 x g heftete sich die RNA selektiv an die Silicamembran und wurde somit von
der restlichen Flussigkeit getrennt. Es erfolgte die weitere Aufreinigung der RNA in drei
Schritten mittels RWT und RPE-Puffer (Universal Kit, Qiagen, Hilden, DE) mit sich
jeweils anschliellender Zentrifugation nach laborinternen Standards. Anschliel3end
wurde die Saule zum Nachtrocknen in ein frisches Tube (Eppendorf AG, Hamburg,
DE) gestellt und fur 1 min mit maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Der letzte
Schritt, die Eluierung der RNA, wurde durch das Auftragen von 30-50 pl RNA-freies
Wasser mittig auf die Silicamembran mit nachfolgender Zentrifugation fur 1 min mit
8000 x g bewerkstelligt. Die isolierte RNA befindet sich nun im Eluat des
Auffangréhrchens und wurde nach photometrischer Konzentrationsbestimmung bei
- 80 °C aufbewahrt.
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3.7.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Es liegen nun 2 pul reine RNA vor. Fur die weitere Verwendung musste die genaue
mMmRNA-Konzentration sowie deren Reinheitsgrad mittels Spektralphotometer NanoVue
System (GE Healthcare, lllinois, USA) bestimmt werden. Hierflr wurde 1 ul des Eluats
auf ein Photometer gegeben. Bei einer Wellenlange von 260 Nanometern (nm), welche
dem Absorptionsmaxium von Nukleinsauren entspricht, wurde die Extinktion der RNA
gemessen. Hierdurch kann das Photometer die Konzentration der mRNA in pg/ml
berechnen. Fiir die Uberpriifung des Reinheitsgrades wurde erneut die Extinktion bei
280 nm Wellenlange, dem Absorptionsmaxium von Proteinen, bestimmt. Durch
Bildung des Quotienten der gemessenen Werte bei 260 nm und 280 nm ergibt sich

der Reinheitsgrad wie folgt:

Wert 260 nm

Reinheitsgrad =
Wert 280 nm

Der Normbereich des Reinheitsgrads liegt bei 1,8-2,0. Werte, die kleiner als 1,8 sind
weisen auf eine Verunreinigung z.B. durch Proteine hin (206). Ist der Reinheitsgrad
der vorliegenden RNA-Probe normwertig, kann die RNA zur Synthese der

komplementaren Desoxyribonukleinsaure (cDNA) verwendet werden.

3.7.4 Herstellung der cDNA

FUr die im vorherigen Arbeitsschritt gewonnen RNA soll nun eine quantitative Analyse
durchgefuhrt werden. Diese erfolgte durch die quantitative Real-Time-
Polymerasenkettenreaktion (QRT-PCR). Fir diesen Prozess musste die RNA zuerst in
cDNA umgeschrieben werden. Das Enzym reverse Transkriptase schreibt die dabei
als Leitstrukutur dienende RNA in cDNA um. Bei der Synthese der cDNA kam das
QuantiTect ® Reverse Transcription Kit von Qiagen (Hilden, DE) zur Verwendung. Die
einzelnen Schritte wurden nach Herstellerangaben ausgefuhrt. Um einer

Denaturierung der RNA vorzubeugen, erfolgten alle Arbeitsschritte auf Eis.

Zu Beginn wurde die im RNA-Gemisch noch enthaltene gDNA unter Zuhilfenahme
eines Puffers destruiert und eliminiert. Fur jede Probe wurde zu 0,5 pg RNA jeweils

2 ul gDNA Wipeout Puffer (Qiagen, Hilden, DE) gegeben und das Gemisch mit RNase-
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freiem Wasser (Fermentas, St. Leon Rot, DE) auf ein Volumen von 14 pl erganzt. Im
Anschluss erfolgte das Erhitzen auf 42 °C fur 8 min. Nun wurde die cDNA unter Einsatz
der reversen Transkriptase synthetisiert. Hierfir wurde dem Gemisch ein Mastermix
(Steinbrenner Laborsysteme GmbH, Wiesenbach, DE), welcher reverse
Transkriptase, Primer, Nukleotide sowie Pufferldsung enthalt, zugesetzt. Wahrend der
Inkubation fur 30 min bei 42 °C konnte nun die cDNA erzeugt werden. Am Schluss
wurde die Reaktion durch Inaktivierung der reversen Transkriptase durch Erhitzen fur
3 min auf 95 °C gestoppt. Die synthetisierte cDNA wurde im Verhaltnis 1:1 mit Wasser
verdinnt und bei - 80 °C aufbewahrt. Es lag nun ausreichend cDNA fir mehrere qRT-
PCR-Ansatze vor.

3.7.5 gRT-PCR

Die gRT-PCR ist das Verfahren der Wahl zur quantitativen Bestimmung von cDNA in
einer vorliegenden Probe. Da die Menge der vorliegenden cDNA mit der Menge der
gewonnen mRNA korreliert, kénnen mit dieser Methode Rulckschlisse auf die
Genaktivitat einzelner Proteine zum Todeszeitpunkt der Maus gezogen werden. Das
Grundprinzip der gRT-PCR ist die Polymerasekettenreaktion, bei der in ca. 20-40
Zyklen die cDNA vervielfaltigt wird (= Amplifikation). Ein Zyklus setzt sich aus drei
Phasen bei unterschiedlichen Temperaturen zusammen, die durch Thermocycler
automatisch durchlaufen werden (s. Abbildung 12). Startpunkt stellt die
Denaturierungsphase dar: Bei 95 °C werden die Wasserstoffbricken der DNA-
Doppelstrange aufgetrennt, sodass nun zwei Einzelstrange vorliegen. Durch rasches
Abkuhlen auf 65 °C wird ein erneutes Aneinanderlagern der Einzelstrange verhindert.
Wahrend der zweiten Phase findet die Bindung der Primer an spezifische
Bindungsstellen, den Targets, statt. Durch diese Primerspezifitat wird erreicht, dass
nur die zum gewulnschten Gen zugehorige DNA-Sequenz amplifiziert wird. Die
bendtigte Temperatur ist Primerabhangig und liegt meist zwischen 55 °C und 65 °C.
Die Vervollstandigung der Einzelstrange zur DNA findet in der dritten und letzten
Phase, der Elongationsphase, statt. Die DNA-Polymerase bindet an die Primer und
komplementiert den Doppelstrang durch Einbau der korrespondierenden Basenpaare.
Die Nukleotide dATP, dCTP, dTTP, und dGTP sind im Kit-spezifischen Mastermix fur
die gRT-PCR enthalten. Die Temperatur dieses Schrittes entspricht der optimalen

Arbeitstemperatur der DNA-Polymerase von ca. 68 °C-72 °C. Schlussendlich liegen
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nun doppelt so viele DNA-Strange vor, welche nun als Ausgangssubstrate fur den

nachsten Zyklus dienen.
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Abbildung 12: Exemplarischer Ablauf einer quantitativen Real-Time-Polymerasenkettenreaktion
Created with BioRender.com.

Die Quantifizierung der multiplizierten DNA wird bei der Methode der qRT-PCR durch
das Messen von Lichtemissionen ermoglicht. Es wird ein mit DNA interkalierender
Fluoreszenzfarbstoff oder eine an Fluoreszenzfarbstoff gekoppelte
Hybridisierungsonde (Absolute Blue gPCR SYBR Green Mix, Thermo Fisher Scientific,
Braunschweig, DE) dem PCR-Ansatz beigemischt. Diese Substrate binden
unspezifisch Doppelstrang-DNA und emittieren infolgedessen Licht. Diese
Signalemission kann nun erfasst werden. Die Signalintensitat korreliert mit dem Gehalt
an Doppelstrang-DNA, da umso mehr vorliegende Kopien an Doppelstrang-DNA,
umso mehr gebundener und aktiver Fluoreszenzfarbstoff. Das System Light Cycler®
480 (Roche Diagnostics, Mannheim, DE) fahrt automatisch Temperaturzyklen fir die
gRT-PCR und misst zudem in Echtzeit das von dem Fluoreszenzfarbstoff emittierte
Licht einer spezifischen Wellenlange. Die Signalemission wird zur besseren
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Interpretation graphisch gegen die Anzahl der PCR-Zyklen aufgetragen. Man erhalt
eine typische Kurve (s. Abbildung 13), die in drei Abschnitte gegliedert ist. Der initial
flache Verlauf reprasentiert eine langsame DNA-Amplifikation, gefolgt von der Phase
des exponentiellen Wachstums mit maximaler Multiplikationsrate. Der dritte Abschnitt
in Form einer Plateauphase reprasentiert die Stagnation der Amplifikation. Der Light
Cycler (LC 480, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, DE) errechnet in der

Phase des exponentiellen Wachstums den Crossingpoint (CP).

Amplification

Crossing Point Threshold

Fluorescence

No amplification

Copies per reaction (Ct)

Abbildung 13: Amplifikationskurve mit Crossing Point
Threshold = Schwellenwert. Created with BioRender.com.

Der CP markiert diejenige Zyklusanzahl, bei der das Fluoreszenzsignal zum ersten
Mal signifikant hoher als die Hintergrundfluoreszenz ist. Er markiert somit gleichzeitig
auch den Beginn der exponentiellen Phase. Zum Abgleich und Berechnung der
vorliegenden DNA-Menge wird durch selbiges Verfahren eine Standardkurve
aufgezeichnet. Durch Analyse einer Standardlésung mit bekannter DNA-
Konzentration wird die Standardkurve erstellt. Mithilfe der Standardkurve errechnet die
Software aus dem CP die vorliegenden DNA-Menge. Die ursprungliche cDNA-
Konzentration der untersuchten Probe kann hieraus indirekt bestimmt werden. Pro
Proben wurden nach zuvor beschriebenem Ablauf jeweils zwei gRT-PCR-Durchlaufe
gestartet und daraus der arithmetische Mittelwert bestimmt. Die relative
Quantifizierung der Zielgene erfolgte per Normalisierung und Abgleich der
Expressionswerte anhand eines Houskeeping-Gens. In dieser Studie wurde das in
unserem Labor etablierte Housekeeping-Gen Peptidylprolyl Isomoerase A (Ppia)

verwendet. Vorteil dieses Gens ist seine unabhangige und konstante Expression im
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Zusammenhang mit dem in dieser Studie durchgefiihrtem SHT. Ppia wurde flur jede
Probe respektive jedes Mausgehirn bestimmt. Gemeinsam mit den doppelt angelegten
Proben, drei positiv und drei Negativkontrollen wurde Ppia auf eine 96-well-Platte

pipettiert und im Light Cycler gemessen.

Fur dieses Experiment wurden die folgenden Gene untersucht: Aif1, Gfap, 116, 111,
Serpine1, Tnfa, Fcgr1, Plau, Plat, Hck, Cd68, Mmp9, Mpo, Lcn2 und Ppia.

Fir den Probenansatz wurden wie nachfolgend aufgelistet die gewonnene cDNA,
spezifische Primer und ein Mastermix verwendet. Der Mastermix setzt sich aus
Pufferlosung, Nukleotiden, einer hitzestabilen Polymerase, sowie dem

interkalierenden Farbstoff (SYBR Green |) zusammen.

Tabelle 2: Pipettierschema fiir die quantitative Real-Time-Polymerasenkettenreaktion
SYBR-Green Hybridisierungssonde

5 ul SYBR-Green 5 ul Kit-spezifischer Mastermix

0,25 yl Primer F bzw. S 0,25 ul Primer F bzw. S

0,25 yl Primer R bzw. A 0,25 pl Primer R bzw. A

3,5 ul H20 0,5 pl FL-Sonde

1 ul Target DNA 0,5 pl Cy5-Sonde

2,5 ul H20

1 pl Target DNA
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3.8 Statistische Auswertung

FUr die statistische Auswertung und Erstellung der Diagramme und Graphiken wurde
die Software GraphPad Prism (Version 9, GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA)
verwendet. Die Datensortierung erfolgte mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Excel
2016 (Microsoft Corporation, Redmond, USA). Zu Beginn der Auswertung wurde das
Signifikanzniveau auf p < 0,05 festgelegt. In den graphischen Darstellungen der

Ergebnisse ist das Signifikanzniveau wie folgt markiert:

Tabelle 3: Signifikanzniveus
p <0,05 *
p <0,01 >
p <0,001 i
p <0,0001 e

Ergibt die Analyse keine Signifikanz, jedoch einen p-Wert < 0,1, so wird von einem

statistischen Trend gesprochen.

Die Daten wurden, sofern nicht anders aufgefuhrt, nach folgendem Ablauf

ausgewertet:

1) Die Daten werden mithilfe des Rout-Tests auf Ausreil’er untersucht und
gefundene Ausreil3er exkludiert. Fur jeden durchgeflihrten Test wird aufgrund
dessen individuell die Anzahl der ausgewerteten Daten (n) angegeben.

2) Es erfolgt die Untersuchung auf Normalverteilung der verbliebenen Werte durch
den Shapiro-Wilk-Test.

3) Bei vorliegenden parametrischen Datensatze erfolgt fur den Vergleich der
beiden Genotypen zum selben Zeitpunkt die Analyse mit dem ungepaarten,
zweiseitigen  ,Student’s-unpaired-t-Test“.  Nicht parametrisch verteilte
Datensatze werden fur den Vergleich der Genotypen eines gemeinsamen
Zeitpunktes durch den ,Mann-Whitney-U-Test* ausgewertet.

4) Fur den Vergleich zwischen praoperativen und postoperativen Werten ein und
derselben Studiengruppe wurde bei parametrischer Datenverteilung ein
.paired-t-Test” und flr eine nicht parametrische Datenverteilung der ,Wilcoxon-

signed-rank-Test" angewendet.

Die graphische Darstellung der Datensatze erfolgt in Form von Saulendiagrammen mit
Rauten und Kreisen, jeweils den Mittelwert (MW) eines Individualtier plus/minus
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(+/-) und Standardfehler (SEM = standard error of the mean) prasentierend. Fr eine

bessere Lesbarkeit wird bei gro3en Zahlen ein Tausenderpunkt verwendet.
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4 Ergebnisse

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt als Vergleich zwischen der BL6- und der

PAR4---Gruppe.

Fur die BL6-Gruppe als auch fir die PAR4”-Gruppe waren je 22 Versuchstiere
geplant. Aufgrund frihzeitigen Versterbens vor Ende des Beobachtungszeitraums
kénnen insgesamt zehn Tiere nicht in die endgultige Auswertung miteingeschlossen
werden. In der BL6-Gruppe ist ein Versuchstier, in der PAR4”-Gruppe neun
Versuchstiere vorzeitig verstorben bzw. mussten im Rahmen der Abbruchkriterien
euthanasiert werden (beides jedoch jeweils nach erfolgtem CCI). Somit werden flr die
BL6-Gruppe insgesamt 21 und fir die PAR47-Gruppe insgesamt 13 Tiere
ausgewertet. Werden andere als die hier aufgeflihrten Stichprobengrofien verwendet,

wird dies explizit erwahnt.
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4.1 Kaplan-Meier-Uberlebenskurve

Die Kaplan-Meier-Analyse ist ein gangiges Verfahren, um die Uberlebenszeiten- und
Wahrscheinlichkeiten der einzelnen Tiere innerhalb der Studie zu beschreiben. Durch
Anwendung des Kaplan-Meier-Verfahrens wird die Uberlebenswahrscheinlichkeit
berechnet und durch die Kaplan-Meier-Uberlebenskurve graphisch dargestellt (207,
208, 209).
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Abbildung 14: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve

Die Graphik zeigt die Kaplan-Meier-Uberlebenskurve beider Studiengruppen. BL6 n = 22,
PAR4 - n = 22. Unterschieden werden drei Todeszeitpunkte: 1. Eintreten des Todes unmittelbar nach
Controlled Cortical Impact (CCl), 2. Eintreten des Todes innerhalb der 24 h nach CCI, 3. Eintreten des
Todes am Endpunkt der Studie 24 h nach CCI.

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit der PAR4"-Tiere war im Vergleich zu den BLG6-
Tieren stark vermindert. Insgesamt betrug die Uberlebenswahrscheinlichkeit am
Endpunkt der Studie fiir die BL6-Gruppe 95,5 %, wahrend sie fiir die PAR47-Gruppe
bei 59,1 % lag. Unmittelbar nach CCI belief sich die Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir
die PAR4"-Tiere auf 86,4 %. Die Mortalitat der gleichnamigen Gruppe betrug am
Studienendpunkt 41 %.
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4.2 Korpergewicht und Verhaltensuntersuchungen

4.2.1 Korpergewicht

Die Nahrungsaufnahme und das Koérpergewicht kénnen als Indikator fur den
Allgemeinzustand der Tiere herangezogen werden. Gesunde Tiere zeigen eine
physiologische Nahrungsaufnahme, was sich in einem konstanten Kérpergewicht oder
einer Zunahme des Korpergewichts widerspiegelt. Im Gegensatz dazu konnen
erkrankte Tiere durch eine pathologische Nahrungsaufnahme respektive eines

Gewichtsverlusts auffallen.

Die Erhebung des Koérpergewichts erfolgte ein Tag praoperativ (pra) und am ersten

Tag postoperativ (post).
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Abbildung 15: Vergleich prdoperatives und postoperatives Kérpergewicht

Das Saulendiagramm zeigt das praoperative (pra) Korpergewicht der Mause und das postoperative
(post) Gewicht respektive 24 Stunden nach Schadel-Hirn-Trauma in Gramm (g). BL6 (prd) n = 22,
PAR4 " (pré) n = 22. BL6 (post) n = 21, PAR4"" (prd) n = 13. Es wird das individuelle Kérpergewicht der
Tiere sowie der MW +/- SEM dargestellt. Paired-t-Test, Student’s-unpaired-t-Test. *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001, ***p < 0,0001, ns = nicht signifikant.

Praoperativ lag das Korpergewicht der BL6-Tiere im Mittel bei 28,34 g + 0,312 g, das
Korpergewicht der PAR4-Tiere bei 28,51 g + 0,431 g. Hier konnte kein signifikanter
Unterschied ausgemacht werden (p = 0,747). Ebenso bestand in der postoperativen
Analyse des Korpergewichts kein signifikanter Unterschied zwischen der BL6-Gruppe
(MW 26,14 g + 0,345 g) und der PAR4”-Gruppe (MW 25,83 g + 0,552 g, p = 0,616).

58



Ergebnisse

Im Vergleich zwischen praoperativem und postoperativem Korpergewicht konnte
sowohl in der BL6-Gruppe als auch der PAR4”--Gruppe ein signifikanter Unterschied
festgestellt werden (BL6 pra vs. BL6 post p = 0,001, PAR4” pra vs. PAR4” post
p = 0,023).
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Abbildung 16: Postoperativer Gewichtsverlust in Prozent
Das Saulendiagramm zeigt den Gewichtsverlust zwischen dem praoperativ und postoperativ erhobenen
Kérpergewicht in Prozent (%). BL6 n = 21, PAR4"- n = 13. Es wird die Differenz des Kérpergewichts in
% der einzelnen Tiere sowie der MW +/- SEM dargestellt. Student’s-unpaired-t-Test. *p < 0,05,
**p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001, ns = nicht signifikant.

Bei der Analyse des Gewichtsverlusts von praoperativem zu postoperativem
Korpergewicht in % fand sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
Studiengruppen (p = 0,001). Der mittlere Gewichtsverlust betrug flir die BL6-Gruppe
-7,844 + 0,519 % und fiir die PAR4"--Gruppe -10,87 + 0,595 %.
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4.2.2 NSS

Der NSS dient zur Evaluation der neuromotorischen Fahigkeiten und deren Defizite.
Durch Erhebung des NSS sowohl praoperativ als auch postoperativ lassen sich
Ruckschlisse auf den Einfluss des CCI auf die neuromotorischen Fahigkeiten der
beiden Studiengruppen ziehen. Die Tiere kdnnen hierbei eine Punktzahl zwischen 0
und 16 Punkten erreichen, 0 entspricht keinem vorhanden neuromotorischen Defizit
und 16 dem maximal erreichbaren neuromotorischen Defizit. Die Erfassung der Daten

erfolgte zu denselben Zeitpunkten wie die Erhebung des Kérpergewichts.
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Abbildung 17: Ergebnisse des Neurological Severity Score

Das Séaulendiagramm stellt den Neurological Severity Score (NSS) im Vergleich zwischen den
Studiengruppen praoperativ (pra) als auch postoperativ (post) sowie den Vergleich innerhalb der
Studiengruppen pra- und postoperativ in Punkten dar. Durch den Rout-Test wurden vier Ausreil3er
identifiziert und ausgeschlossen: BL6 (prd) n = 21, PAR4™ (pré) n = 19, BL6 (post) n = 21, PAR4" (pra)
n = 13. Es wird die Anzahl der erreichten Punkte der Tiere sowie der MW +/- SEM dargestellt. Wilcoxon-
signed-rank-Test, Student’s-unpaired-t-Test, Mann-Whitney-U-Test. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
****n < 0,0001, ns = nicht signifikant.

In der praoperativen Erhebung des NSS erreichten die Tiere beider Studiengruppen
ubergreifend maximal eine Punktzahl von 1 ohne signifikanten Unterschied zwischen
den beiden Gruppen (p > 0,999). Postoperativ lag der Mittelwert des NSS der BL6-
Tiere bei 7,238 + 0,547, bei den PAR4"-Tieren bei 6,538 + 0,965. Der NSS war nach
CCl in beiden Studiengruppen signifikant hoher im Vergleich zur praoperativ
erhobenen Punktezahl (BL6 p < 0,0001, PAR4” p = 0,001). Die Auswertung der
postoperativen Scores ergab keinen signifikanten Unterschied der Studiengruppen
(p =0,501).
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423 RR-Test
Der RR-Test st ein etabliertes Messinstrument, um die motorische
Koordinationsfahigkeit, die Lernfahigkeit und die Ausdauer der Tiere zu erfassen. Es

wird die Verweildauer der Tiere in s auf dem Zylinder gemessen (210, 211, 212).

FUr die Auswertung wurden standardisiert jeweils die besten Werte des praoperativen

und postoperativen Tages verwendet.
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Abbildung 18: Ergebnisse Rotarod

Das Sé&ulendiagramm zeigt die Gegenuberstellung der erreichten Werte im Rotarod beider
Studiengruppen praoperativ (pra) und postoperativ (post). Durch den Rout-Test wurde ein Ausreilder
detektiert und exkludiert. BL6 (prd) n = 22, PAR4” (prd) n = 22, BL6 (post) n = 20, PAR4" (post) n = 13.
Es werden die gemessenen Sekunden mit MW +/- SEM dargestellt. Paired-t-Test, Student’s-unpaired-
t-Test. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001, ns = nicht signifikant.

Praoperativ erreichten die BL6-Tiere im Mittel eine Dauer von 78,23 + 4,457 s auf dem
Rotameter. Fir die PAR4”-Tiere wurde ein Mittelwert von 57,41 + 4,036 s erhoben.
Auffallig war, dass bereits praoperativ ein signifikanter Unterschied zwischen BL6- und
PAR4"-Tieren im RR-Test bestand (p = 0,001). In der postoperativen Analyse
erreichten die BL6-Tiere im Durchschnitt einen Wert von 46,25 + 3,289 s und die
PAR4-~-Tiere von 29,00 + 5,719 s. Der bereits praoperativ bestehende signifikante
Unterschied blieb auch postoperativ bestehen (p = 0,009).
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Abbildung 19: Differenz Rotarodwerte prdoperativ vs. postoperativ

Das Saulendiagramm zeigt die Differenz zwischen den praoperativ und postoperativ erhobenen
Zeitwerten im Rotarod fiir die BL6- und PAR4"-Gruppe. BL6 n =21, PAR4" n = 13. Es wird die Differenz
gemessen in Sekunden mit MW +/- SEM dargestellt. Mann-Whitney-U-Test. *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001, ****p < 0,0001, ns = nicht signifikant.

Aufgrund des bereits praoperativen signifikanten Unterschieds zwischen den beiden
Studiengruppen, wurde die Differenz der erreichten praoperativen und postoperativen
Zeiten auf dem Rotameter analysiert. Hierbei konnte jedoch kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden (p = 0,841). Die Zeitdifferenz belief sich in der BL6-
Gruppe auf 30,00 * 5,146 s und in der PAR4"-Gruppe auf 32,77 + 6,324 s.
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4.3 Histologische Untersuchungen

4.3.1 Auswertung des Lasionsvolumen

Zur Quantifizierung des histopathologischen Hirnschadens werden die mittels
Kresylviolett angefarbte Hirnschnitte (s. Abbildung 23) mikroskopisch vermessen. Es
wurde das absolute Lasionsvolumen sowie das Verhaltnis des Lasionsvolumens zur

ipsi- und kontralasionalen Hemisphare der beiden Gruppen erfasst und verglichen.
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Abbildung 20: Absolutes Lasionsvolumen

Das Saulendiagramm zeigt das absolute L&sionsvolumen der BL6- und PAR47-Gruppe in
Kubikmillimeter (mm?3). BL6 n = 21, PAR4" n = 13. Es ist das Lasionsvolumen mit MW +/- SEM
dargestellt. Student’s-unpaired-T-test. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001, ns = nicht
signifikant.

Es lie} sich kein signifikanter Unterschied des Lasionsvolumens zwischen der BL6-
Gruppe und der PAR4"-Gruppe feststellen (p = 0,138). Der Mittelwert lag fiir die BL6-
Gruppe bei 32,58 + 1,007 mm? und fiir die PAR4"-Gruppe bei 35,78 + 2,141 mm3.
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Abbildung 21: Ldsionsvolumen im Verhéltnis zum Gesamtvolumen der ipsildsionalen
Hemisphére

Das Saulendiagramm zeigt das Verhaltnis des Lasionsvolumens zum Gesamtvolumen der
ipsilasionalen Hemisphare in Prozent (%). BL6 n = 21, PAR4” n = 13. Die Darstellung erfolgt als MW
+/- SEM. Student’s-unpaired-t-Test. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ***p < 0,0001, ns = nicht
signifikant.
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Abbildung 22: Lisionsvolumen im Verhéltnis zum Gesamtvolumen der kontraldsionalen
Hemisphére

Das Saulendiagramm zeigt das Verhdltnis des L&sionsvolumens zum Gesamtvolumen der
kontralasionalen Hemisphére in Prozent (%). BL6 n = 21, PAR4” n = 13. Die Darstellung erfolgt als MW
+/- SEM. Student’s-unpaired-t-Test. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001, ns = nicht
signifikant.

Neben der Analyse des absoluten Lasionsvolumen ergaben auch die Auswertungen

des Lasionsvolumen im Verhaltnis zum Gesamtvolumen der ipsilasionalen und
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kontraldsionalen Hemisphare keinen signifikanten Unterschied (L&sionsvolumen %
ipsilasional BL6: MW 18,68 + 0,485 %; Lasionsvolumen % ipsilasional PAR4"-: MW
19,59 + 3,585 %, p = 0,367; Lasionsvolumen % kontralasional BL6: MW 21,18 +
0,658 %, Lasionsvolumen % kontraldsional PAR4”-: MW 22,13 + 1,318 %, p = 0,480).

Abbildung 23: Mikroskopie-Bilder der Kresylviolettfarbung
Es werden exemplarische Schnitte der Kresylviolettfarbung der Schnittebenen 11 (oben) und 12 (unten)
gezeigt.

4.3.2 Auswertung der Kornerzellbandmessung

Als zusatzliche Quantifizierung des entstandenen Schadens nach SHT diente die
Bestimmung der Dicke der GCL (s. Abbildung 26). Neben der Analyse der Dicke der
ipsilasionalen GCL wurde zudem das Verhaltnis der Dicke der ipsilasionalen zur
kontraldsionalen Hemisphare ausgewertet (s. Abschnitt 3.6.4.). Je dinner die
ipsilasionale GCL, desto groRer der Quotient und desto starker die Affektion durch das
SHT.
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Abbildung 24: Dicke des ipsildsionalen Kérnerzellbandes

Das Séaulendiagramm zeigt den Vergleich der Dicke der ipsilasionalen ,granular cell layer® (GCL) in
Mikrometer (um). Ein AusreilRer wurde durch den Rout-Test identifiziert und exkludiert. BL6 n = 20,
PAR4” n = 13. Die Darstellung erfolgt als MW +/- SEM. Student’s-unpaired-t-Test. *p < 0,05, **p < 0,01,
***pn < 0,001, ***p < 0,0001, ns = nicht signifikant.
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Abbildung 25: Verhéltnis der Dicke der GCL zwischen ipsildsionaler und kontraldsionaler
Hemisphdére

Das Saulendiagramm zeigt das Verhaltnis der Dicke der ipsilasionalen ,granular cell layer* (GCL) zur
kontralasionalen GCL. BL6 n = 21, PAR4” n = 13. Die Darstellung erfolgt als MW +/- SEM. Student’s-
unpaired-t-Test. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001, ns = nicht signifikant.

Abbildung 24 zeigt, dass die Auswertung flr die Dicke der ipsilasionalen GCL keinen

signifikanten Unterschied zwischen den Studiengruppen ergab (p = 0,773). Die mittlere

Dicke betrug bei den BL6-Tieren 44,87 + 1,309 um und bei den PAR4"-Tieren 45,99

+ 4,329 ym. Uberdies lieB sich fiir das Verhaltnis der Dicke der GCL kein signifikanter
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Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen erkennen (p = 0,700). Das
Verhaltnis lag im Mittel fur die BL6-Tiere bei 0,737 + 0,029 und fiir die PAR4"-Tiere
bei 0,763 * 0,070. Dementsprechend weist die PAR4”-Gruppe keinen erhohten
Zellverlust im Bereich der GCL auf. Eine PAR4-Defizienz hat folglich im Gesamten

keinen Einfluss auf die hier gemessen Lasionsparameter.

Abbildung 26: Exemplarische Darstellung der granular cell layer (GCL) in koronarer
Schnittfiihrung

In der linken Bildhalfte ist die GCL in einer Kresylviolettfarbung zu sehen (linkes schwarzes Rechteck).
In der rechten Bildhalfte ist die GCL schematisch im Mausatlas dargestellt (rechtes schwarzes
Rechteck) (Allen Mouse Brain Atlas, mouse.brain-map.org und atlas.brain-map.org, Abruf 18.02.2025
um 19:00 Uhr).
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4.3.3 Auswertung der immunhistochemischen Farbung auf IgG

Durch Bestimmung des mit IgG immunhistochemisch angefarbten Areals der
Hirnschnitte kann indirekt auf eine Schadigung der BHS geschlossen werden. Die
intakte BHS ist nicht durchlassig fur 1IgG. Nach (induziertem) SHT kann jedoch die
Integritat der BHS gestort sein, resultierend und erkennbar in einer IgG-Extravasation
(213, 214, 215).

5

D
el

[<2]
o
|

'S
o
|

N
o
1

o BL6
O PAR4™

Areal IlgG-Extravasation/
Areal Gehirn total [%]

Abbildung 27: Areal Inmunglobulin G (IgG)-Extravasation im Verhéltnis zum totalen Gehirnareal
Das Saulendiagramm zeigt das Verhaltnis der im Gesamten gemessenen IgG-Flache zur Gesamtflache
des Gehirns in Prozent (%). Ein AusreiBer wurde durch den Rout-Test identifiziert und exkludiert.
BL6 n =20, PAR4" n = 13. Die Darstellung erfolgt als MW +/- SEM. Student’s-unpaired-t-Test.
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001, ns = nicht signifikant.

Die PAR4”-Tiere prasentierten im Vergleich zu den BL6-Tieren ein signifikant
groReres Extravasationsareal beider Hemispharen (p = 0,001). Die mittlere
Extravasationsflache des gesamten Gehirns lag fiir die BL6-Tiere bei 31,13 + 0,880 %
und flr die PAR4""-Tiere bei 39,94 + 2,192 %.
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Abbildung 28: Areal Immunglobulin G (IgG)-Extravasation ipsilasional im Verhéltnis zur
ipsildsionalen Hemisphdre

Das Saulendiagramm zeigt das Verhalinis des IgG-Areals der ipsildsionalen Hemisphare zur
Gesamtflache der ipsilasionalen Hemisphare in Prozent (%). BL6 n =21, PAR4™ n = 13. Die Darstellung
erfolgt als MW +/- SEM. Student’s-unpaired-t-Test. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001,
ns = nicht signifikant.
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Abbildung 29: Areal Immunoglobulin G (IgG)-Extravasation kontraldsional im Verhéltnis zur
kontraldsionalen Hemisphére

Das Saulendiagramm zeigt das Verhalinis des IgG-Areals der kontraldsionalen Hemisphare zur
Gesamtflache der kontraldsionalen Hemisphére in Prozent (%). BL6 n = 21, PAR4" n = 13. Die
Darstellung erfolgt als MW +/- SEM. Student’s-unpaired-t-Test. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
****p < 0,0001, ns = nicht signifikant.
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Dieses Resultat wurde durch einen signifikanten Unterschied der durch IgG
angefarbten Flachen jeweils in Relation zur ipsilasionalen und kontralasionalen
Hemisphare zwischen den Studiengruppen bestarkt (IgG% ipsilasional BL6: MW 50,82
+ 1,257 %; 1gG% ipsilasional PAR4”: MW 58,28 + 2,169 %, p = 0,003; 1gG%
kontralasional BL6: MW 9,953 + 1,001 %, IgG% kontralasional PAR4": MW 19,32 +
2,581 %, p = 0,0004). Folglich wird durch eine PAR4-Defizienz die BHS in ihrer
Funktion stark beeintrachtigt, da auch die kontralasionale Hemisphare von der IgG-
Extravasation betroffen ist.

BL6 PAR4"

Abbildung 30: Mikroskopie-Bilder der Inmunglobulin-G (IgG)-Immunohistochemiefdrbung
Es werden exemplarische Schnitte der IgG-Immunohistochemiefarbung der Schnittebene 12 gezeigt.
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4.3.4 Auswertung der HE-Farbung

Die HE-Farbung dient der Detektion von Hamatomarealen. Da der PAR4 eine wichtige
Rolle in der Blutgerinnung spielt, ist die Auswertung von Hamatomarealen bei dieser
Studie von besonderem Interesse. Fur die Analyse der Hamatomareale werden die

ermittelten Mittelwerte aus den Schnittebenen 7, 8 ,9 und 10 verwendet.
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Abbildung 31: Ergebnis Himatomareal

Das Saulendiagramm zeigt die GroRe des Hamatomareals in Quadratmikrometer (um?). BL6 n = 21,
PAR4" n = 13. Die Darstellung erfolgt als MW +/- SEM. Mann-Whitney-U-Test. *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001, ****p < 0,0001, ns = nicht signifikant.

Hamatomareal [umz]

Fur die BL6-Tiere lag die GrolRe des Hamatomareals im Mittel bei 838.113 %
104.399 um?. Im Gegensatz dazu betrug der Mittelwert fiir die PAR4"-Tiere 2.137.786
+ 442.871 ym? und war somit signifikant gréRer (p = 0,008). Dies deutet auf einen

relevanten Einfluss von PAR4 auf die Blutgerinnung nach SHT hin.
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Abbildung 32: Mikroskopie-Bilder der Himatoxylin/Eosin (HE)-Farbung
Es werden exemplarische Schnitte der HE-Farbung des gesamten Gehirns (oben) der Schnittebene 9
sowie der ipsilasionalen Hemisphare (unten) der Schnittebene 10 gezeigt.

4.4 Auswertung der gRT-PCR
Durch Anwendung der qRT-PCR kann auf die zum Zeitpunkt des Todes vorliegende

mRNA im Hirngewebe rickgeschlossen werden. Zur Durchfuhrung der Analyse
wurden die Trimmschnitte der rechten Hemisphéare der BL6- und PAR4”--Gruppe
miteinander verglichen. Der mRNA-Gehalt wurde zur Expression des housekeeping-
Gens Ppia normalisiert. Die Angabe der Ergebnisse erfolgt als Verhaltnis der
Expression des untersuchten Gens zu dem Ppia-Gen. Die Analyse der mRNA-Proben
fokussiert sich auf Gene, welche in der frihen Phase der Hirnschadigung hochreguliert

sein kdnnen.
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Abbildung 33: Quantitative Real-Time-Polymerasenkettenreaktion (QRT-PCR)-Ergebnisse [1]
Die Saulendiagramme zeigen die Ergebnisse der qRT-PCR. Fir alle untersuchten Gene gilt:
BL6 n =21, PAR4” n = 13. Die mRNA-Expression ist im Verhaltnis zum Zielgen Ppia normalisiert und
mit MW +/- SEM dargestellt. Student’s-unpaired-t-Test, Mann-Whitney-U-Test. *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001, ****p < 0,0001, ns = nicht signifikant.
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Abbildung 34: Quantitative Real-Time-Polymerasenkettenreaktion (QRT-PCR)-Ergebnisse [2]
Die Saulendiagramme zeigen die Ergebnisse der gRT-PCR. Fir alle untersuchten Gene bis auf Cd68
gilt: BL6 n = 21, PAR4” n = 13. Flr Cd68 wurde durch den Rout-Test ein Ausreiller detektiert und
exkludiert, es gilt: BL6 n = 20, PAR4" n = 13. Die mRNA-Expression ist im Verhaltnis zum Zielgen Ppia
normalisiert und mit MW +/- SEM dargestellt. Student’s-unpaired-t-Test, Mann-Whitney-U-Test.
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001, ns = nicht signifikant.

4.4.1.1 Ibat

Das ionisierte Calcium-bindende Adaptermolekul 1 (Iba1, auch Aif1 genannt) ist ein
etablierter Mikroglia-Aktivierungsmarker. Nach Ischamien oder bei
neurodegenerativen Erkrankungen nimmt z.B. die /ba71-Expression in Mikroglia zu,
daher kann I/ba1 auch zur Untersuchung der Mikrogliaaktivitat nach SHT sehr gut
herangezogen werden (216, 217). Interessanterweise war die Expression fur /ba7 und
somit die Mikrogliaaktivitat in den BL6-Mausen signifikant hoher als in den PAR4-
Mausen (BL6: MW 1,263 + 3,943 x 102, PAR4": MW 1,147 + 3,515 x 102, p = 0,0271).
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44.1.2 Gfap

Das saure Gliafaserprotein (GFAP) ist ein Astrozytenmarker, der Auskunft Uber die
astrogliale Aktivierung sowie den Astrozytenschaden geben kann. Nach SHT kann
GFAP sowohl histologisch als auch im Blut nachgewiesen werden (218, 219, 220). Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Regulierung des Gfap-Gens zwischen
den beiden Gruppen (BL6: MW 2,65 x 103 + 1,351 x 10, PAR4": MW 2,648 x 10
1,719 x 10, p = 0,996).

4413 IL6

Interleukin-6 (IL-6) gehdrt zu den Zytokinen und besitzt sowohl proinflammatorische
als auch antiinflammatorische Eigenschaften (221). Nach CCI steigt die Konzentration
von IL-6 innerhalb von Stunden im Hirngewebe an (222). IL-6 wird vor allem durch
aktivierte Mikroglia und Astrozyten sowie Makrophagen sezerniert, wodurch die lokale
Inflammationsreaktion verstarkt wird (223, 224). In der Analyse der mRNA-Expression
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen BL6- und PAR47-Mausen festgestellt
werden (BL6: MW 2,031 x 103 + 2,061 x 104, PAR4”: MW 1,82 x 103 + 2,648 x 10,
p = 0,533).

4414 IL1B

IL-18 zahlt als proinflammatorisches Zytokin zu den Schlisselmediatoren der
Neuroinflammation nach SHT. Es wird von aktivierten Mikroglia, Endothelzellen und
Astrozyten produziert. Der frihe Anstieg von IL-1B nach SHT Kkorreliert mit der
Aktivierung von Mikroglia und infiltrierenden Immunzellen und ist somit eng mit dem
sekundarem Gewebeschaden und dem funktionellem Outcome verknlpft (225, 226,
227). In der Aktivierung von IL-1B nach SHT bestand zwischen den beiden
Studiengruppen kein signifikanter Unterschied (BL6: MW 1,129 x 102 + 7,434 x 104,
PAR4”": MW 1,098 x 102 + 1,391 x 103, p = 0,832).

4.4.1.5 Serpine1
Serpine1 kodiert den PAI-1. PAI-1 ist ein Serinprotease-Inhibitor (,Serpin“) und der
wichtigste Inhibitor von t-PA und u-PA. Er reguliert folglich die Fibrinolyse indem er den

plasminvermittelten Abbau von Fibrin vermindert. Im Kontext des experimentellen SHT
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stellt Serpine 1 vorrangig einen Marker und Mediator einer Stérung des fibrinolytischen
Systems und der Mikrothrombose dar (228, 229). In der Regulierung von Serpine1
zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der mRNA-Analyse (BL6: MW 7,36 x 10"
+ 5,583 x 102, PAR4": MW 8,626 x 101 + 1,095 x 10", p = 0,276).

4.41.6 Tnfa

TNF-a ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches nach SHT rasch im verletzten
Hirngewebe ansteigt (230, 231). TNF-a wird im Wesentlichen durch aktivierte
Makrophagen, Mikroglia und Astrozyten produziert und sezerniert und fuhrt in Folge
zu einer Erhohung der Expression weiterer proinflammatorischer Mediatoren und
Adhasionsmolekule (231, 232, 233). Zusammengefasst stellt TNF-a einen frihen
Mediator der Neuroinflammation dar, dessen Ausmal® haufig mit der
Verletzungsschwere und der Gliaaktivierung korreliert (231, 232). In der gRT-PCR-
Analyse ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Versuchsgruppen
(BL6: MW 8,096 x 10 + 6,084 x 107, PAR4”: MW 7,915 x 10 + 6,944 x 107,
p = 0,850).

4.4.1.7 Fcgr1

Das Fcgr1-Gen ist verantwortlich fur die Kodierung des hochaffinen Fc-y-Rezeptors |
(FcyRI, auch CD64). Dieser Rezeptor, der eine hohe Affinitat zu IgG aufweist, wird auf
Mikroglia, Monozyten und Makrophagen exprimiert. Unter neuroinflammatorischen
Bedingungen, wie sie nach einem SHT auftreten konnen, kann es zu einer
Hochregulierung des FcyRI kommen, wodurch Mikroglia empfindlicher auf IgG-
Komplexe und Autoantikdrper reagieren. Die Signale, die durch den FcyRI moduliert
werden, fordern die Phagozytose, die Bildung von ROS und die Freisetzung von
Zytokinen. Eine Hochregulierung von FcyRI kann daher als Teil einer schadlichen
proinflammatorischen Aktivierung angesehen werden (234, 235, 236, 237, 238). Die
Untersuchung der mRNA-Expression resultierte in keinem signifikanten Unterschied
zwischen den Studiengruppen (BL6: MW 7,182 x 102 + 2,868 x 103, PAR4": MW
7,025 x 102 £ 3,07 x 1073, p = 0,723).
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4.4.1.8 Plau

Das Gen Plau kodiert den u-PA. Er fordert als Serinprotease den fibrinolytischen
Abbau, in dem er Plasminogen zu Plasmin umwandelt. Zudem veranlasst er den
Abbau von Matrixproteinen und spielt eine Rolle in der Zellmigration und -proliferation
(239, 240, 241). Im Rahmen des SHT kann eine veranderte Plau-Expression im
Rahmen einer Modulation der posttraumatischen Fibrinolyse, der Gefal- und
Mikrothrombosierungen sowie des neuroinflammatorischen Remodellings interpretiert
werden. Die Hochregulierung von Plau nach SHT stellt einen Versuch des Organismus
dar Mikrothromben und Fibrinablagerungen im perikontusionalem Gewebe abzubauen
und somit eine bessere Perfusion und Reperfusion zu gewahrleisten (228, 242). In der
Regulierung des Plau-Gens konnte kein signifikanter Unterschied ausgemacht werden
(BL6: MW 2,09 x 103 + 1,174 x 104, PAR4”: MW 1,831 x 103 = 1,196 x 10,
p =0,184).

4419 Plat

Plat kodiert eine weitere Serinprotease, den t-PA. Durch Spaltung des inaktiven
Plasminogens Uberfuhrt t-PA Plasminogen in seine aktive Form Plasmin. Damit ist t-
PA ein Schlusselenzym der Fibrinolyse. Eine zu hohe Aktivitdt hat eine
Hyperfibrinolyse und ein erhohtes Blutungsrisiko zur Folge, eine zu gering
ausgepragte Aktivitat eine Hypofibrinolyse mit konsekutiver Thrombose (243, 244,
245). Die Produktion von t-PA erfolgt durch Endothelzellen, Neuronen und Gliazellen
(246, 247). Eine erhdohte Plat-mRNA kann im Kontext des SHT zum einem als
physiologische Reaktion auf GefalRschaden und Mikrothromben gewertet werden,
jedoch kann eine Ubermalige Expression zur Destabilisierung der BHS sowie
vermehrten Hirnédemen und Blutungen flhren (243, 248). In der vorliegenden Studie
konnte kein Unterschied in der mRNA-Expression von Plat festgestellt werden (BL6:
MW 9,403 x 10 + 5,157 x 104, PAR4": MW 8,969 x 102 + 4,788 x 10, p = 0,841).

4.4.1.10 Hck

Die hamatopoetische Zellkinase (HCK) wird durch das Hck-Gen kodiert und gehort zur

Scr-Familie der nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen. Ihre primare Funktion entfaltet sie im

angeborenen Immunsystem, indem sie die Phagozytose durch von Monozyten

abstammende Immunzellen, wie beispielsweise Makrophagen, reguliert. Die
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Aktivierung der Kinase kann durch verschiedene Faktoren wie Lipopolysaccharid,
Interleukin-2 und IL-6 erfolgen. Nach ihrer Aktivierung zeigt die HCK
proinflammatorische Effekte durch die Modulation der Zellproliferation, -migration und
-apoptose (249, 250, 251, 252). Folglich kann eine vermehrte Expression von Hck
nach SHT auf eine vermehrte inflammatorische Aktivitdt hindeuten, jedoch
demonstrierten die Ergebnisse keinen signifikanten Unterschied (BL6: MW 2,33 x 1072
+ 5,157 x 104, PAR4": MW 2,18 x 102 + 7,729 x 104, p = 0,103).

4.4.1.11 Cd68

Cd68 ist ein Glykoprotein und gehort zu den Lysosom-assoziierten Membranproteinen.
Es stellt einen hochspezifischen Marker fur phagozytisch aktivierte Makrophagen,
Mikroglia und Monozyten dar (253, 254, 255, 256). Es wird auf der Oberflache der
genannten Zelle exprimiert und bindet apoptotische Zellen, Pathogene und oxidiertes
low-density-Lipoprotein (256). Nach SHT kann Cd68 somit als Marker fur aktivierte
Mikroglia angesehen werden und korreliert weiterhin mit der Iba1+ Mikroglia/
Makrophagen-Infiltration (217). Die Ergebnisse der qRT-PCR-Analyse wiesen auf
keinen signifikanten Unterschied fir die Cd68-Expression zwischen beiden
Studiengruppen hin (BL6: MW 5,498 x 10-3 + 1,206 x 10, PAR4": MW 5,298 x 103 +
3,285 x 104, p = 0,514).

44112 Mmp9

Mmp9 kodiert die MMP-9. Sie ist in der Lage Komponenten der Extrazellularmatrix
abzubauen oder zu verandern. Typische Substrate der MMP-9 sind Kollagene,
Gelatine und Proteoglykane. Durch den Abbau der neurovaskularen Matrix nach SHT
kbnnen MMPs eine Schadigung der BHS verursachen und zu Hirnddemen,
Hamorrhagien als auch glialen und neuronalen Zelluntergangen fuhren. Eine
Hochregulation von Mmp9 nach SHT kann folglich mit einer Schadigung der BHS
sowie neuronalem Zelluntergang assoziiert sein (257, 258). Fur die beiden
Studiengruppen konnte im Vergleich keine signifikante Regulierung festgestellt
werden (BL6 MW: 2,58 x 10-3 + 1,383 x 10, PAR4": MW 2,455 x 103 + 2,167 x 104,
p = 0,993).
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44113 Mpo

Die Myeloperoxidase (MPO) ist ein hamehaltiges Oxidationsenzym. Sie wird durch
diverse phagozytische Zellen wie Neutrophile, Monozyten oder auch Mikroglia
exprimiert und sezerniert (259). In der Forschung wird MPO als Indikator fur die
Neutrophileninfiltration benutzt (260). Die MPO spielt eine wesentliche Rolle im
oxidativen Stress, indem sie die Produktion von ROS und reaktiven Stickstoffspezies
fordert. Dadurch beeinflusst sie Signaltransduktionskaskaden, die mit der Polarisation
und Entziindung in Mikroglia und Neutrophilen verbunden sind (261). Der MPO kénnen
somit pro-neuroinflammatorische Effekte zugesprochen werden. BL6-Mause und
PAR4"-Mause unterschieden sich nicht signifikant in ihrer Mpo-Expression (BL6: MW
8,434 x 107 £ 9,158 x 108, PAR4”: MW 7,059 x 107 + 1,055 x 107, p = 0,344).

44114 Len2

Das Lcn2-Gen kodiert ein kleines Protein namens Lipocalin-2 (Lcn2). Len2 wird von
Neutrophilen nach Infektion bzw. Inflammation freigesetzt und spielt eine wichtige
Rolle in der angeborenen Immunantwort. Es hat bakteriostatische Effekte indem es
wahrend der antibakteriellen Immunabwehr den Eisenabbau moduliert. Nach SHT
findet eine Hochregulation von Lcn2 statt. Es wird von Astrozyten und Endothelzellen
sezerniert und korreliert mit der Schwere des Hirnschadens. Lcn2 fungiert als Mediator
der Astrozytenantwort im Rahmen des Inflammationsgeschehens, indem es
Morphologie, Zellwanderung und Apoptose mitreguliert (262, 263). Die Expression der
Lcn2-mRNA war in der Analyse fir die PAR4"-Mause signifikant hoher als die der
BL6-Mause (BL6: MW 4,942 x 102 + 2,675 x 103, PAR4”: MW 7,19 x 102 +
9,873 x 10, p = 0,012).
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5 Diskussion

Ziel dieses Forschungsvorhabens war es die Auswirkungen einer PAR4-Defizienz in
der Maus im Zusammenhang mit einem experimentellem SHT zu untersuchen. Nach
SHT ist eine ausgeglichene Hamostase von aullerster Bedeutung, um eine
Ubermafige Blutungsneigung aber auch die Ausbildung von Mikrothromben zu
verhindern (117, 264). Eine fruihe Ausbildung von Mikrothromben nach SHT fuhrt zu
zerebraler Minderperfusion und kann demzufolge den sekundaren Hirnschaden
vergroflern (265). Ebenso kénnen intrazerebrale Blutungen nach SHT zu erhdhtem
Hirndruck mit konsekutiver Apoptose von Neuronen und entsprechender Ausweitung
des sekundaren Hirnschadens mit vermindertem neurologischem Outcome fuhren (11,
266). PAR4 nimmt als Thrombozytenrezeptor einen wichtigen Teil in der sekundaren
Hamostase bei der Formation eines stabilen Thrombus ein (18, 19, 20, 132). Aufgrund
dessen sollten in dieser Studie mogliche protektive Effekte einer PAR4-Defizienz nach
SHT untersucht werden. Die Ergebnisse demonstrierten eine essenzielle Rolle von
PAR4 fir die Hamostase. PAR47-Mause zeigten eine hohere Mortalitat, eine
kompromittierte Hdmostase und eine durchlassigere BHS. Aulierdem demonstrierten
sie bereits vor SHT motorische Defizite, die sich nach erfolgtem SHT fortsetzten. In
den folgenden Abschnitten werden die Studienergebnisse diskutiert und im Anschluss

Limitationen der Studie benannt.

5.1 Motorische und neurologische Einschrankungen sowie Phanotyp

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurde in PAR4”-Mausen kein spontaner Phanotyp im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen berichtet (132). Die erste von Sambrano et al.
gezlichtete PAR47-Maus zeigte ein normales Erscheinungsbild, KérpergroRe sowie
Fertilitat (134). Auch die Mause in dieser hier durchgefuhrten Studie prasentierten
auRerlich keine Hinweise auf einen anderen Phanotyp. Jedoch waren die PAR4"-
Mause bereits bevor SHT in ihren motorischen Fahigkeiten im RR-Test eingeschrankt
(s. Abbildung 18). Der RR-Test ist ein Standardtest, um die motorische Koordination
und das Gleichgewicht zu untersuchen. Die Differenz der Verweildauer auf dem
Zylinder vor und nach SHT ergab keinen Unterschied zwischen PAR4"-- und BL6-
Mausen (s. Abbildung 19). Andere Studien, die ebenfalls im SHT oder MCAO-Modell
PAR4"-Mause untersuchten, stellten keine auffalligen Phanotypen fest; evaluierten
allerdings die motorischen und neurologischen Fahigkeiten von PAR4---M&usen vor
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SHT oder MCAO nicht (22, 23). Eine immunhistochemische Farbung auf PAR4 im
nativen Rattengehirn ergab die Expression von PAR4 in den Pyramidenzellen der
Kortexschichten Ill und V. Die Pyramidenzellen in diesen Schichten sind wichtig fur die
motorische Kontrolle und konnte bei PAR47-Mausen moglicherweise in ihrer
ursprunglichen Funktion eingeschrankt sein (267). In-situ-Hybridisierungsdaten flr
F2RL3-mRNA deuten darauf hin, dass PAR4 im Kleinhirn exprimiert wird
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000127533-F2RL3/brain, Abruf 11.12.2025 um
16:35 Uhr). Aufgaben des Kleinhirns sind z.B. die Koordination von Bewegungen und
die Absolvierung motorischer Lernvorgange (268). Diese Tatsache gepaart mit dem
Verteilungsmuster von PAR4 im Gehirn konnte die beobachteten motorischen Defizite
bei PAR47-Mausen erklaren, selbst wenn keine duReren Verletzungen wie ein SHT

vorliegen (269).

Die neurologische Funktion der Mause wurde durch den NSS evaluiert. Hierbei handelt
es sich um ein standardisiertes Testverfahren, das die neurologischen Fahigkeiten
Uber mehrere Aspekte wie Gleichgewicht, Reflexe und Paresen abdeckt. Vor SHT
zeigten die PAR47-Mause keine Einschrankung, nach SHT waren sie in gleichem
Male wie die BL6-Mause eingeschrankt (s. Abbildung 17). Die erreichten Punktewerte
im NSS nach SHT waren in beiden Studiengruppen hoch und der unabhangige Effekt
des SHT auf den NSS kdnnte moglicherweise Auswirkungen der PAR4-Defizienz auf
den NSS maskieren. Die vorgefundenen subduralen Hamatome sowie die vermehrte
intrakranielle Blutung bei den PAR47-Mausen suggerieren ein verschlechtertes
neurologisches Outcome auf langere Sicht und eine Erhebung des NSS zu spateren
Zeitpunkten im Rahmen einer Langzeitstudie ware in diesem Setting sicherlich von

Interesse.

5.2 Blutgerinnung

In der vorliegenden Studie konnte nachgewiesen werden, dass eine PAR4-Defizienz
zu einer erhdhten und ausgepragten Blutungsneigung fuhrt (s. Abbildung 31). Bereits
zuvor durchgefuhrte Studien konnten jenseits der SHT-Forschung in anderen
Studienmodellen bei vorliegender PAR4-Defizienz eine verlangerte Blutungszeit
nachweisen (134, 270). Eine gestérte Thrombusbildung als zu Grunde liegende
Ursache wird auf eine beeintrachtigte sekundare Hamostase und eine fehlerhafte
Thrombozytenaktivierung zurtckgefuhrt (149, 270, 271). Vandendries et al. fanden in
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einer Untersuchung mittels Laser-induzierter arterieller Thrombusbildung an PAR4 -
Mausen heraus, dass die initiale Thrombusbildung sich im Vergleich zu Wildtyp-
Mausen nicht unterschied, das Thrombuswachstum in den PAR47--Mausen dennoch
stark eingeschrankt war (160). GleichermalRen konnten Lee et al. neben einer
eingeschrankten arteriellen Thrombusbildung, durch Laser-induzierte Verletzung in
der V. saphena nachweisen, dass eine PAR4-Defizienz zu einer verminderten
Thrombenstabilitat fuhrt (271). Trotz der protektiven Wirkung der PAR4-Defizienz fur
Thrombosen waren bei den Mausen keine Anzeichen fir das Auftreten von spontanen
Blutungen erkennbar. Im Gegensatz dazu wiesen neugeborene PAR47-Mause in
einer Studie Spontanblutungen in verschiedenen Organen und eine erhdhte perinatale
Letalitat auf (272).

Diese Studien geben solide Erklarungsansatze fur die Pathomechanismen, die die
aulerst eingeschrankte Hamostase nach SHT bei den PAR4”-Mausen in dieser
Studie verursachen koénnten. Im Gegensatz zu den Mausen in dieser Studie
prasentierten Mause mit einem Knockout flr andere Gerinnungsfaktoren wie FXI, PAI-
1, u-PA und t-PA keinen derart ausgepragten Phanotyp nach SHT (228, 248, 273).
Mithilfe solcher Mausmodelle kann die Hamostase nach SHT mit ihrem komplexen
Zusammenspiel aus Gerinnungsfaktoren, Thrombozyten, Endothelschaden aber auch
inflammatorischen Prozessen besser verstanden werden. Das in dieser Studie
verwendete PAR4”-Modell simuliert eine vollstandige pharmakologische Hemmung
des PAR4 und ermdglicht Einblicke und ein besseres Verstandnis bezuglich der Rolle
von PAR4 in der Aktivierung von Thrombozyten, der Thrombusbildung sowie der

Beeinflussung von neuroinflammatorischen Prozesse nach SHT.

Da PAR4 eine essenzielle Rolle in der Ausbildung (stabiler) Thromben spielt, war es
in dieser Studie von Interesse, potenzielle Effekte der PAR4-Defizienz auf die
Ausbildung von Mikrothromben nach SHT zu detektieren. Die Entstehung von
Mikrothromben nach SHT kann zu zerebraler Ischamie fUhren und hierdurch den
sekundaren Hirnschaden verstarken (274, 275). Es wurde bereits mehrmals
beschrieben, dass die Abwesenheit von PAR4 protektiv gegen Thrombosen wirkt
(159). In dieser Studie gab es weder makroskopisch, noch histologisch Hinweise auf
Mikrothromben. Auch auf molekularer Ebene lieRen sich keine Nachweise von

Mikrothromben finden. Um einen potenziellen Zusammenhang zwischen PARA4-
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Defizienz und protektiven Effekten bei der Entstehung von Mikrothromben nach einem

SHT zu untersuchen, sind weitere Studien erforderlich.

Die ausgepragte Blutung nach SHT stellt vermutlich einer der Hauptgrinde flr die
hohe Mortalitat der PAR4”-Mause dar. Der hohe Gewichtsverlust von 2 10% in 9 von
13 PAR47-Mausen in den ersten 24 h nach SHT unterstreicht den schlechten
Allgemeinzustand der Mause. In der Tierforschung herrscht Konsens dartber, dass
Gewichtsverlust ein Anzeichen fir einen schlechten Gesundheitszustand, Schmerz,
Leid sowie auch korperlichen Stress sein kann. (276) Als weitere Grunde fur die hohe
Mortalitdt und den verminderten Allgemeinzustand konnen weiterhin eine
eingeschrankte Funktion der BHS sowie moglicherweise vermehrt ausgepragte
neuroinflammatorische Prozesse angesehen werden. Diese sollen im folgenden

Abschnitt naher erlautert werden.

5.3 Storung der BHS und Neuroinflammation

Die PAR4"-Mause prasentierten in dieser Studie eine erhohte Durchlassigkeit der
BHS. Die Evaluation der |gG-Extravasation im Hirngewebe nach SHT ist eine validierte
Untersuchung, um die Schadigung der BHS zu quantifizieren. Allerdings kann die
Verlasslichkeit dieser Analyse bei Vorliegen von Blutungen eingeschrankt sein.
Blutungen als Folge von Gefaliverletzungen ermoéglichen IgG den Eintritt in das
Hirngewebe. Die IgG-Extravasation kann demzufolge nicht ausschliel3lich auf eine
gestorte BHS zuruckgefuhrt werden. In solchen Fallen ist die Unterscheidung
zwischen einer primaren Dysfunktion der BHS oder den sekundaren Effekten einer
Blutung essenziell. Hierzu waren weitere Experimente, die eine Assoziation von IgG-
Extravasation mit anderen Markern (wie z.B. Claudin-5, Occludin) fur eine beschadigte
BHS herstellen kann, hilfreich. In Fallen von aufgetretenen Blutungen oder erhOhtem

Blutungsrisiko, ist die Interpretation der IgG-Extravasation mit Vorsicht zu betrachten.

Eine Permeabilitatsstérung der BHS fiihrt im Generellen zu zerebralen Odemen und
infolgedessen zu einer gesteigerten Neuroinflammation mit Verschlechterung des
sekundaren Hirnschadens. In dieser Tatsache kdnnte ein weiterer Grund fur die hohe
Mortalitat der PAR4"-Mause begriindet liegen.

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen ergab eine Studie von Mao et al. in PAR4"-

Mausen ein reduziertes zerebrales Odem als auch eine verminderte Extravasation
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nach MCAOQO. Zusatzlich waren das Rollen und die Adhasion von Thrombozyten und
Leukozyten herabgesetzt. Dies spiegelte sich in einem verbesserten Outcome
bezogen auf die neurologische und motorische Funktion, evaluiert durch NSS und RR,
wider (23). Die Applikation des PAR4-Antagonisten ML354 bestatigte den eher
neurotoxischen Effekt von PAR4, da unter Einsatz von ML354 im tMCAO-Modell ein
verminderter Hirnschaden sowie ein verbessertes neurologisches Outcome
nachgewiesen werden konnte (138). Im MCAO-Modell wird eine zerebrale Ischamie
durch einen vorubergehenden arteriellen Verschluss der A. carotis simuliert. Der
Pathomechanismus, der zur Hirnschadigung flhrt, ist folglich ein anderer im Vergleich
zum CCI-Modell unserer Studie. Das MCAO-Modell weist aullerdem ein viel
geringeres Blutungsrisiko auf. Zwar konnen auch hier Blutungen, in Folge von
Reperfusionsschaden oder Permeabilitatsstorungen der BHS auftreten, jedoch treten
diese Komplikationen hauptsachlich nach Lysetherapie mit t-PA auf (277, 278).
Demgegenuber sind Blutungskomplikationen im CCI-Modell sehr haufig. Sie werden
direkt durch das Trauma mit konsekutiver Ruptur der HirngefalRe verursacht. Des
Weiteren ist ein erhohtes Nachblutungsrisiko in den ersten Tagen nach Trauma fur das
SHT charakteristisch (279, 280, 281).

Die Ergebnisse von Mao et al. werden durch eine Studie von Luo et al. unterstutzt. Luo
et al. behandelten Wildtyp-Mause mit dem selektiven und reversiblen PAR4-
Antagonisten BMS-986120 und unterzogen sie eines experimentellen SHT durch
Anwendung des CCI-Modells. Die Behandlung mit BMS-986120 flhrte zu einem
reduzierten zerebralen Odem, einem vermindertem L&sionsvolumen und einem
verringerten neuronalen Schaden (22). PAR4 war in der Penumbra, mit einem Peak
bei 72 h, hochreguliert und vermehrt auf Astrozyten exprimiert. Durch den
Antagonismus von PAR4 konnte die Thrombin-induzierte Inflammation in Astrozyten
reduziert werden und die Regulierung von TNF-a und IL-1B war reduziert (22). Auch
im tMCAO-Modell konnten Fleischer et al. unter Einsatz von ML354 eine Reduktion
der IL-1B-Expression, der Apoptosemarker sowie der Makrophagenansammliung
erreichen (138). Im Gegensatz hierzu war in unserer qRT-PCR-Analyse keine
Reduktion von Entziindungsmarkern zu finden, die einen antiinflammatorischen Effekt
der PAR4-Defizienz unterstutzen kdonnten. Eine Erklarung kdnnte die unterschiedliche

Inaktivierung von PAR4 bieten. Die PAR4-Defizienz der Mause in der vorliegenden
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Studie bewirkt eine vollstandige Inhibition des PAR4. Eine pharmakologische
Antagonisierung konnte demgegenuber schwachere Effekte haben und die
unterschiedlichen Ergebnisse bezlglich der inflammatorischen Reaktion erklaren.
Andererseits war Iba1, ein Mikrogliamarker, in den PAR4-Mausen unserer Studie
herunterreguliert. Dies lasst eine verminderte Aktivierung von Mikroglia annehmen.
Suo et al. konnten ahnliche Ergebnisse in ihrer Studie feststellen: hier induzierte ein
PAR4-Agonismus die Synthese von TNF-a in der Mikroglia (163).

Gegensatzlich zur Iba1-Reduktion war Lcn2, ein Marker flir Neuroinflammation, in
PAR4"-Mausen hochreguliert. Durch Untersuchungen an Patienten konnte gezeigt
werden, dass ein erhohter Lecn2-Serumspiegel mit einem schlechterem neurologischen
Outcome nach schwerem SHT oder SAB einhergeht (282, 283). Zusatzlich ist ein
erhohter Lcn2-Spiegel mit akuten neuroinflammatorischen Prozessen nach SAB
assoziiert (283). Es gibt Hinweise, dass Lcn2 auch eine eingeschrankte Funktion der
BHS verursachen kénnte (284, 285). Dies ist kongruent mit den Ergebnissen zur
Integritat der BHS in unserer Studie. Bezuglich des langfristigen neurologischen
Outcomes in Korrelation mit Lcn2 waren weitere Untersuchungen zu spateren

Zeitpunkten nach SHT von Noéten.

5.4 Zusammenhang Gerinnung und Immunsystem

Wie bereits aus den vorherigen Abschnitten hervorgehend spielt PAR4 eine wichtige
Rolle sowohl in der Hamostase als auch in der Neuroinflammation. Nach SHT wird
durch die Gewebeverletzung TF freigesetzt und Uber den extrinsischen Weg der
Gerinnungskaskade vermehrt Thrombin produziert (286). Nach SHT hat TF Einfluss
auf die Hamostase, Thrombose und Inflammation. Mehrere Studien deuten darauf hin,
dass die durch TF ausgeloste Thrombinproduktion nach SHT eine Rolle bei der
Aktivierung der Gerinnung und der Koagulopathie nach Trauma spielt (286, 287, 288).
Die Koagulopathie-assoziierte Neuroinflammation nach SHT soll vor allem durch die
TF-vermittelte Thrombinbildung verursacht werden (286). Neben seiner wichtigen
Funktion in der Hamostase, wird Thrombin als proinflammatorisches Protein auch in
Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen gebracht (166). Thrombin wird
als Hauptmodulator der endothelialen Aktivierung und Inflammation sowohl im
peripheren als auch im zentralen Nervensystem angesehen (166, 289). Eine durch
hohe Thrombinkonzentrationen verursachte Aktivierung von PAR4 nach SHT fuhrt zu
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einer ausgepragteren Hirnschadigung durch inflammatorische Signalkaskaden (22).
Da die Thrombingenerierung als Folge der TF-Freisetzung durch die extrinsische
Gerinnungskaskade erfolgt, stehen Hamostase und Neuroinflammation hier im
direkten Zusammenhang. PAR4 als einer der Hauptrezeptoren fir Thrombin scheint
demnach eine wichtige Schnittstelle zwischen Hamostase und Neuroinflammation

darzustellen.

5.5 Klinische Relevanz

Thrombin, der Aktivator von PAR4, ist entscheidend fur den sekundaren Hirnschaden.
Daher konzentrieren sich die Forscher auf PAR4, dessen Inhibition mdglicherweise
neuroprotektive Wirkungen haben kénnte (125). Mehrere Studien konnten bereits
neuroprotektive Effekt durch PAR4-Inhibition darlegen: Der selektive und reversible
PAR4-Antagonist BMS-986120 verminderte die durch Thrombin induzierte
Entzindungsreaktion in Astrozyten nach SHT (22). Ferner konnte nach tMCAOQO eine
Hochregulation der PAR4-Expression in kortikalen Neuronen nachgewiesen werden.
Hier fuhrte der PAR4-Antagonist ML354 zu einer reduzierten Infarktgréf’e und zu
verbesserten neurologischen Fahigkeiten. Dieser neuroprotektive Effekt war
unabhangig von dem PAR4 auf Thrombozyten (138). Im Kontext von
neurodegenerativen Erkrankungen gibt es Hinweise, dass die Expression von F2RL3-
MRNA bei Patienten mit Morbus Alzheimer zu einer schlechteren kognitiven
Leistungsfahigkeit fihrt und positiv. mit den Transkriptionsniveaus von
proinflammatorischen Markern korreliert (167). Inwiefern im Detail PAR4 eine Rolle in
der Pathogenese der Erkrankung spielt, ist noch ungeklart. Die hier vorliegende Studie
konnte keine neuroprotektiven Auswirkungen in Abwesenheit von PAR4 aufzeigen.
Fur potenzielle klinische Implikationen und Translationen sind weitere Studien
notwendig, um die neuroprotektiven Effekte durch Inhibition von PAR4 weiter zu
untersuchen. Differenziert sollte hierbei betrachtet werden, inwiefern die
thrombozytenunabhangigen PARA4-Signalkaskaden allein fur die neuroprotektiven
Effekte verantwortlich sind, inwiefern Wechselwirkungen zwischen den auf
verschiedenen Zellen exprimierten PAR4s besteht und ob spezifische Inhibitoren
angepasst an die Lokalisation des PAR4 erfolgsversprechend sind. Eine Entwicklung

von Liquor- oder Serummarkern, um PAR4-Regulationen einfacher zu diagnostizieren
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und verfolgen zu kénnen, ware ein groRer Vorteil. Solche Marker wirden spater

zusatzlich klinische Studien in ihrer Evaluierbarkeit erleichtern.

Neben eines madglichen neuroprotektiven Effekts durch PAR4-Inhibition, steht PAR4
bereits langer aufgrund seiner thrombozytenaggregationshemmenden Wirkung im
Fokus der Forschung. Nachdem der PAR1-Antagonist Vorapaxar als
Thrombozytenaggregationshemmer ein erhohtes Blutungsrisiko als Nebenwirkung bei
Patienten mit Myokardinfarkt aufwies (179), schien PAR4 als potenziell
nebenwirkungsarmere Alternative vielversprechend. Durch seine physiologische
Funktion kann durch Hemmung von PAR4 die Ausbildung stabiler Thromben
verhindert werden, ohne die initiale Blutstillung zu stark zu beeintrachtigen (290). Es
werden bereits klinische Studien in den Phasen 1 und 2a mit PAR4-Antagonisten
durchgefuhrt, die auf ein reduziertes Blutungsrisiko und eine hdhere Sicherheit
hinweisen (19, 21). Im Widerspruch zu zuvor genannten Studien demonstrierte unsere
Studie ein deutlich erhdhtes Blutungsrisiko in Abwesenheit von PAR4. Hierbei sollte
dagegen bedacht werden, dass dieses erhohte Blutungsrisiko direkt durch ein
traumatisches Ereignis (mit-)ausgeldst wurde. DarlUber hinaus besteht zwischen den
Spezies Mensch und Maus ein Unterschied in der Expression sowie dem
Zusammenspiel der PARs. Mause exprimieren PAR3 und PAR4, Menschen PAR1 und
PAR4 auf ihren Thrombozyten (17, 140). PARS dient auf murinen Thrombozyten als
Kofaktor fur PAR4, wohingegen PAR1 und PAR4 auf humanen Thrombozyten
unabhangig voneinander durch Thrombin eine Thrombozytenaggregation auslosen
konnen, wenngleich auch einen funktionalen Synergismus zeigen (17, 140). Ferner
unterscheiden sich die Signaltransduktion und Rlckkopplungsmechanismen des
humanen und murinen PAR4 (291). Fur die praventive Anwendung von PAR4-
Antagonisten ist insbesondere das Auftreten von spontanen Blutungsereignissen z.B.
bei vorliegender Schlaganfallhistorie von Interesse. Denn auch unter den aktuell
bereits eingesetzten Thrombozytenaggregationshemmern kann es durch Traumata zu
vermehrten Blutungsereignissen kommen. Nichtsdestotrotz sind fir die PAR4-
Antagonisten weitere sowie groer angelegte Phase-3-Studien essenziell, im

Speziellen mit Fokus auf Blutungsereignisse als unerwunschte Nebenwirkung.
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5.6 Limitationen dieser Dissertation

Die vorliegende Studie weist einige Limitationen auf. Hierzu zahlen die kurze
Uberlebenszeit von 24 h, die unerwartet hohe Mortalitit und die dadurch verminderte
Stichprobengréfe. Diese Einschrankungen verhinderten weitere detaillierte
Untersuchungen zu Langzeiteffekten und dem (neurologischen) Outcome der PAR4-
-Mause. Die verminderte Stichprobengro3e fuhrt zu einer geringeren Belastbarkeit der
Ergebnisse. Die ablaufenden inflammatorischen Prozesse nach SHT sind sehr
komplex und die hier durchgeflihrte single point Untersuchung zum Zeitpunkt von 24 h
nach SHT stellt lediglich eine Momentaufnahme in der sehr frihen Phase nach SHT
dar. Diverse inflammatorische Marker, die ihre maximale Hochregulation nach SHT zu
einem spateren Zeitpunkt erreichen, werden nicht abgebildet. Zudem schrankt eine
einzelne Untersuchung 24 h nach SHT die Beurteilbarkeit der dynamischen
inflammatorischen Prozesse und deren Einordnung im Rahmen des Outcomes ein.
Leider war eine erneute Durchfihrung der Studie mit weiteren
Untersuchungszeitpunkten aufgrund von ethischen Bedenken nicht mdglich. Des
Weiteren konnten aufgrund der hohen Sterblichkeit und der kurzen Uberlebenszeit
keine weiteren Analysen auf histologischer und molekularer Ebene veranlasst werden,
die Erklarungen fur die hohe Mortalitat oder auch den Einfluss der PAR4-Defizienz auf
den sekundaren Hirnschaden, hatten geben kdnnen. Es kann folglich nicht sicher
ausgeschlossen werden, dass Tiere, die vor Studienendpunkt verstorben sind, ein
vergrolRertes Lasionsvolumen, vermehrte intrazerebrale Blutungen oder auch eine

erhodhte Inflammationsreaktion gezeigt hatten.

Daruber hinaus stellt der vergleichbare jedoch nicht identische genetische Hintergrund
der Wildtyp-Kontrollmause eine weitere Limitation dar. Durch den fehlenden Einsatz
von Wurfgeschwistern der PAR4"-Mause kann eine genetische und umweltbedingte

Variation zwischen den Studiengruppen nicht sicher ausgeschlossen werden.

Zuletzt ist die direkte Translation der gefundenen Ergebnisse auf den Menschen mit
Vorsicht zu betrachten. Auf murinen Thrombozyten werden die Typen 3 und 4 der
PARs exprimiert, hierbei ist PAR4 der Hauptthrombinrezeptor und PAR3 fungiert als
Kofaktor fur PAR4 (140). Im Gegensatz dazu werden auf humanen Thrombozyten die
Rezeptortypen 1 und 4 exprimiert. Eine unterschiedliche Funktion und Interaktion der
PARs untereinander limitieren die direkte Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den
Menschen (291, 292).
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5.7 Fazit und Ausblick

In dem vorliegenden Forschungsprojekt wurden die Auswirkungen einer PARA4-

Defizienz im experimentell induzierten SHT-Mausmodell untersucht. Bisherige Studien

zeigten neuroprotektive Effekte einer PAR4-Defizienz oder Inhibition (22, 23, 138).

Die Ergebnisse aktueller Studien weisen darauf hin, dass eine PAR4-Defizienz oder
ein PAR4-Antagonismus den sekundaren Hirnschaden nach SHT oder Schlaganfall
reduziert sowie das neurologische Outcome verbessert. Trotz der zahlreichen Studien
ist der zu Grunde liegende Pathomechanismus noch nicht im Detail geklart.
Insbesondere im Rahmen des SHT gibt es bislang nur wenige Studien, die den
Einfluss von PAR4 nach SHT untersuchen. Die Ergebnisse dieses Forschungsprojekts
verdeutlichen die wichtige Rolle von PAR4 nach SHT und zeigen schwerwiegende
Folgen in Form von vermehrten Blutungen bei PAR4-Defizienz auf. Zudem
prasentierten die PAR47-Mause dieser Studie einen nie zuvor beschriebenen
Phanotyp, der mit Einschrankungen in der motorischen Funktion einherging. Diese
Resultate stehen im Gegensatz zum Stand der aktuellen Forschung und nur weitere
Untersuchungen  konnen  differenzierte  Einblicke in die  ablaufenden
Pathomechanismen geben. Von besonderem Interesse waren Langzeitstudien, die die
Mortalitat, das neurologische Outcome als auch die histologischen Schaden uber
einen langeren Zeitraum analysieren. Insbesondere auf das komplexe Zusammenspiel
zwischen Hamostase und Neuroinflammation sollte ein Fokus gelegt werden, da PAR4
eine wichtige Schnittstelle dieser Prozesse darstellt und in diesem Forschungsprojekt
die Schaden durch eine eingeschrankte Hamostase potenziell neuroprotektive Effekte

uberwiegen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse dieser Studie wichtige
negative Aspekte eine PAR4-Defizienz beleuchten. Sie ermdglichen eine
differenziertere und kritischere Betrachtung des PAR4 im Rahmen der Neuroprotektion
und des Gerinnungsmanagement nach SHT. Ferner kann sie als Grundlage fur weitere
Untersuchungen dienen, deren Ziel es ist, das Blutungsmanagement nach SHT zu

optimieren.
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6 Zusammenfassung

Das Schadel-Hirn-Trauma (SHT) ist ein sehr komplexes Krankheitsbild mit hoher
Mortalitat und zahlt vor allem unter jungeren Patienten zu den Haupttodesursachen.
Durch zahlreiche Langzeitfolgen stellt das SHT zudem eine hohe Belastung flur das
Gesundheitssystem dar. Bis zum heutigen Tag sind die genauen ablaufenden
pathophysiologischen Prozesse nach SHT, trotz vielfaltiger Forschungsprojekte noch
nicht im Detail verstanden. Die Therapiemdglichkeiten belaufen sich lediglich auf
Praventivmalinahmen zur Eindammung des sekundaren Hirnschadens. Ein kausaler

Therapieansatz ist bis heute noch ausstehend.

Die vorliegende Studie beschaftigt sich im Rahmen der Grundlagenforschung mit den
Einflissen des Protease-aktivierten Rezeptors 4 (PAR4) im experimentellen SHT-
Mausmodell. Der durch Thrombin aktivierte PAR4 ist essenziell fur eine stabile
Thrombenbildung. Die nach SHT auftretende posttraumatische Koagulopathie flihrt
haufig zu einer VergroRerung des Hirnschadens, einer erhéhten Mortalitat sowie
einem verschlechterten Outcome. Es stellte sich daher die Frage, inwiefern PAR4 die
Koagulopathie nach SHT beeinflusst. Neben seiner wichtigen Rolle in der Hamostase
scheint eine Inhibition oder Defizienz von PAR4 aulRerdem neuroprotektive Effekte zu

haben.

Um die Effekte von PAR4 nach SHT genauer zu untersuchen, unterzogen wir PAR4-
knockout-Mause (PAR47) und Wildtyp-Kontrollmause (BL6) einem experimentellen
SHT mithilfe des Controlled Cortical Impact (CCl)-Modells. Der Uberlebenszeitraum
betrug 24 Stunden (h) nach SHT. Zu den durchgefihrten Untersuchungen zahlten
Verhaltenstests sowie histologische und molekularbiologische Analysen. Die
Verhaltenstests wurden sowohl vor SHT als auch 24 h nach SHT durchgefihrt, alle

weiteren Analysen erfolgten 24 h nach SHT.

Die PAR47-Mause prasentierten bereits vor SHT eine eingeschrankte motorische
Funktion im Vergleich zu den Kontrollmausen. Nach SHT bestand weder in der
neurologischen noch in der motorischen Funktion ein signifikanter Unterschied
zwischen den Studiengruppen. Auffallig war der erhdhte Gewichtsverlust als auch die
hohe Mortalitdt von 41 Prozent (%) in der PAR4-Gruppe. In der histologischen
Analyse zeigten die PAR4"-Mause ein signifikant vergroRertes Hamatom sowie eine

signifikant hohere IgG-Extravasation. Ein  Unterschied hinsichtlich  des
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Lasionsvolumens liel3 sich nicht feststellen. Die molekularbiologische Untersuchung
ergab eine vermehrte Expression von Lcn2, ein Protein, das wahrend des
Inflammationsgeschehens freigesetzt wird und positiv. mit der Schwere des
Hirnschadens korreliert. Kontrar dazu deutet die verminderte Expression des
Mikrogliamarkers Iba1 auf eine herabgesetzte Mikrogliaaktivitat und folglich auf eine

reduzierte Neuroinflammation hin.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass eine PAR4-Defizienz zu einer erhdhten
Mortalitat, einer vermehrten intrazerebralen Blutung sowie einer durchlassigeren Blut-
Hirn-Schranke (BHS) fuhrt. PAR4 spielt demnach eine fundamentale Rolle fur die
Hamostase nach SHT und scheint darUber hinaus auch fir die normale Hirnfunktion
essenziell zu sein, da PAR47-Mause bereits vor SHT eine eingeschrankte motorische

Funktion aufwiesen.
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8 _Anhang

8.1 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 4:

Ubersicht verwendeter Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

»Falcon®“ (25 ml + 50 ml)
Collection tubes (2 ml)

Dako pen

Deckglaser
Einstreu Lignocel® FS14

Einwegpipetten

Entellan Eindeckmedium
Holzwattestabchen 15 cm

Kompressen 10 x 10 cm

Kryoréhrchen

Microtom Klingen - C35

Mikroskop Objekttrager Superfrost® Plus
Mini-Spinsaule

MoliCare® Premium

NaCl 0,9 %

Nitril Handschuhe

PCR-Klebefolie

Pipettenspitzen (verschiedene GroRen)
Plain Skirted Tube, Natural, 0,5 ml
Prolene 6-0

Qiazol Lyse-Reagens

Ratte/Maus Haltung — Alleinfuttermittel
Reagenzgefale

RNAse freies Wasser

RNaseZapTM

Safe-lock Tubes (1,5 + 2,0 ml)
Saugtupfer Sugi®
Trennsaule

Xylol

Greier Bio-One GmbH, Kremsmunster, OE
Qiagen GmbH, Hilden, DE

Dako North America, Inc., Carpinteria, CA,
USA

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

Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE

WIROS Wilfried Rosbach GmbH, Willich, DE
MaiMed GmbH, Neuenkirchen, DE

Thermo Fisher Scientific, Walldorf, DE
Feather, Koln, DE

Thermo Scientific, Braunschweig, DE
Qiagen, Hilden, DE

Paul Hartmann AG, Heidenheim, DE

B. Braun, Melsungen, DE

VWR International, LLC, Leuven, B
Eppendorf AG, Hamburg, DE

STARLAB GmbH, Hamburg, DE

StarLab, Ahrensburg, DE

Ethicon, San Lorenzo, USA

Qiagen GmbH, Hilden, DE

Ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, DE
StarLab, Ahrensburg, DE

Fermentas, St. Leon Rot, DE

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific,
Vilnius, LTU

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Questalpha, Eschenburg, DE

Qiagen GmbH, Hilden, DE
PanReac/AppliChem GmbH, Darmstadt, DE
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8.2 Gerate

Tabelle 5: Ubersicht verwendeter Geréte

Gerit

Hersteller

CCl-Impaktor Model #39463923

Leica, Richmond, USA

Cryostar™ NX70 Kryostat

Thermo Fisher Scientific, Walldorf, DE

Gewebehomogenisator MM 300

Retsch Technology GmbH, Haan, DE

Heizblock ThermoMixer TM Comfort

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Homeothermic Monitoring System RWD, TX, USA

Thermostar 69027

Inkubator Babytherm 1C8000 Drager, Libeck, DE

LightCycler® 480 Roche Diagnostics, Mannheim, DE

Magnetriiher IKAMAG® RET

Fischer Scientific GmbH, Schwerte, DE

Mastercycler Gradient

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Mastermill MM300

Microtrac Retsch GmbH, Haan, DE

Mikropipetten

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Mikroskopiekamera Axio Cam 105

Carl Zeiss Microscopy Deutschland GmbH,
Oberkochen, DE

Mikrozentrifuge Mini Star Silverline

VWR International GmbH, Darmstadt, DE

Ohrlochzange

Zoonlab, Castrop-Rauxel, DE

Operations-Mikroskop Technoskop
OPMI 1-FC 459909

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen,
DE

Photometer NanoVue System

GE Healthcare, lllinois, USA

Pipetten (verschiedene GroRen)

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Plattformschiittler Unimax 2010

Heidolph Instruments GmbH & Co KG,
Schwabach, DE

Qiagen Handbuch (2014)

Qiagen GmbH, Hilden, DE

Rota-Rod LE8200

Panlab Harvard Apparatus, Cornella, ES

Stereomikroskop Stemi 305

Carl Zeiss Microscopy Deutschland GmbH,
Oberkochen, DE

Stereotaktischer Rahmen

Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA

Temperaturhomoéostasegerat

(Warmeplatte)

Hugo Sachs, March-Hugstetten, DE

Temperatursonde Physitemp BAT-12

Physitemp, New Jersey, USA

Tierhaltungsschrank, UniProtect 3378-
V02 THF

Bioscape, Castrop-Rauxel, DE
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Gerat

Hersteller

Tischwaage DIPSE TP-2000

SSR Produkt GmbH & Co KG, Oldenburg,
DE

Ultraschall Luftbefeuchter BH-860E

Honeywell, Offenbach am Main, DE

Uni-Drive N Mikrobohrer

Paggen, Starnberg, DE

Vapor 19.3 Isofluran

Dragerwerk AG, Lubeck, DE

Vortex Reax control (Laborschiittler)

Heidolph Instruments GmbH & Co KG,
Schwabach, DE

Waage CS 200

Ohaus Corporation, Pine Brook, NJ, USA

Wasserbad 1086

LAUDA-GFL GmbH, Lauda-Kénigshofen,
DE

Zentrifuge Eppendorf 5804 R

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Zentrifuge Megafuge 1.0

Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE

Zentrifuge Micro Star 17 R

VWR International GmbH, Darmstadt, DE

8.3 Chemikalien
Tabelle 6:

Ubersicht verwendeter Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

3-3' Diaminobenzidine

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

Aqua destillata, sterile

Braun, Melsungen, DE

Chloroform

Sigma, St. Louis, MO, USA

Epredia™ Richard-Allan Scientific™ Neg

50™ Gefrierschnittmedium

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Ethanol 100%

AppliChem, Darmstadt, DE

Ethanol 70 %

AppliChem, Darmstadt, DE

Ethanol 80 %

AppliChem, Darmstadt, DE

Ethanol 96 %

AppliChem, Darmstadt, DE

Isopropanolol 100%

Sigma, St. Louis, MO, USA

Isopropanolol 70 %

Sigma, St. Louis, MO, USA

Isopropanolol 80 %

Sigma, St. Louis, MO, USA

Kresylviolett (Acetat)

Merck, Darmstadt, DE

Paraformaldehyd (PFA) 4 %

Merck, Darmstadt, DE

PBS, Dulbecco Trockensubstanz

Biochrom, Berlin, DE

Roti®Histokitt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

Roti®Histol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE
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Chemikalien Hersteller

RPE-Puffer Universal Kit, Qiagen, Hilden, DE
RWT-Puffer Universal Kit, Qiagen, Hilden, DE
Stickstoff, fliissig Air Liquide, Dusseldorf, DE

Triton X-100 Sigma Aldrich, Steinheim, DE

Trockeneis Johannes Gutenberg-Universitat, Mainz, DE
Wasserstoffperoxid 3 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE
Wipeout Puffer Universal Kit, Qiagen, Hilden, DE

8.4 Arzneimittel

Tabelle 7: Ubersicht verwendeter Arzneimittel
Arzneimittel Hersteller
Bepanthen-Augensalbe® Bayer Vital, Leverkusen, DE (Augensalben
gegen Austrocknen)
Histoacryl® Gewebekleber Braun, Melsungen, DE
Isofluran-Piramal, Wirkstoff: Isofluran Piramal Critical Care B.V., TR Voorschoten,
NL

8.5 Antikorper

Tabelle 8: Ubersicht verwendeter Antikérper
Primarer Spezies Verdiinnung Hersteller
Antikorper
Goat-anti-mouse- Ziege 1:500 SC-2031, Santa
HRP-linked-AK Cruz Biotechnology,

Dallas, USA

Sekundarer
Antikorper
VECTASTAIN® - - Vector Laboratories,
ABC-Kit Inc., CA, USA
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8.6 Kits

Tabelle 9: Ubersicht verwendeter Kits

Kit

Hersteller

Absolute Blue qPCR SYBR Green Mix
Plus ROX Vial, AB-4166

Farbekit: Hamatoxylin & Eosin (HE)
PrimaQuant gPCR-CYBR-Green-
MasterMix Blue

QuantiTect Reverse Transcription Kit

RNeasy Plus Universal Kit

Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, DE

Morphisto GmbH, Offenbach am Main, DE
Steinbrenner Laborsysteme GmbH,
Wiesenbach, DE

Qiagen, Hilden, DE

Qiagen, Hilden, DE

8.7 Puffer und Losungen

Tabelle 10: Ubersicht verwendeter Puffer und Lésungen
Chemikalie Zusammensetzung
“Phosphat buffered Saline” + TX100 PBS + 0,1 % Triton X-100
(PBST)

»Phosphat buffered saline“ (PBS)

Kresylviolett

Paraformaldehyd 4 %

9,55 g D-PBS in 1 | Aqua dest.

5 mg Kresylviolett in 100 ml Ethanol (100
%), bei 50 °C fur 30 min ruhren, auf 500 ml
mit Aqua dest. aufflllen, anschlief3end
filtrieren

70 °C 235 ml Aqua dest. + 18.8 g PFA +
0.47 ml 10 M NaOH, Lésung filtern + 235 ml
0.2 M Phosphatpuffer
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8.8 Primer
Tabelle 11: Ubersicht verwendeter Primer
Genname, Oligonukleotidsequenz 5°-3° Kits (inklusive Genbank
(Amplikon- (fw: forward, rev: reverse) Hersteller) Nummer
lange (bp),
Annealing-
Temperatur)
Aif1 fw: ATCAACAAGCAATTCCTCGATGA Absolute Blue NM_019467
(144 bp, rev: CAGCATTCGCTTCAAGGACATA gqPCR
58 °C) SybrgreenMix AB-
4166
(Thermo Scientific)
Cd68 fw: CCCACCTGTCTCTCTCATTTC PrimaQuant Cybr NM_001291058.1
(113 bp, rev: CACATTGTATTCCACCGCC SL9902B
58 °C) (Steinbrenner
Laborsysteme)
Fcgr1 (211 fw: CCACAATGATTGGCTGCTACT Absolute Blue NM_010186.5
bp, 58 °C) rev: CGTGCCTGAGCAGTGGTA qPCR
SybrgreenMix AB-
4166
(Thermo Scientific)
Gfap fw: CGGAGACGCATCACCTCTG Absolute Blue NM_001131020

(120 bp, 58 °C) rev: TGGAGGAGTCATTCGAGACAA

Hck fw: TGA AGA AGG CAG CAAGCAG
(299 bp, rev: GCA GGA TAC CAA AGG ACC AG
58 °C)

g fw: GTGCTGTCGGACCCATATGAG
(348 bp, rev: CAGGAAGACAGGCTTGTGCTC
55 oc) Cy5—CAGCTG

GAGAGTGTGGATCCCAAG C--PH
FL-TAATGAAAGACGGCACACCCACCC

gPCR
SybrgreenMix AB-
4166 (Thermo
Scientific)
PrimaQuant Cybr
SL9902B
(Steinbrenner
Laborsysteme)
Light Cycler 480
Probes Master
04887301001
(Roche)

NM_001172117.1

NM_008361
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Genname, Oligonukleotidsequenz 5°-3° Kits (inklusive Genbank
(Amplikon- (fw: forward, rev: reverse) Hersteller) Nummer
lange (bp),
Annealing-
Temperatur)
116 fw: TCGTGGAAA TGAGAAAAGAGTTG Light Cycler 480 NM_031168
(471 bp, rev: TATGCT TAGGCATAACGCACTAG Probes Master
55 °C) cie 04887301001
TGCTCTCCTAACAGATAAGCTGGAGTC (Roche)
AC--PH
CATAAAATAGTCCTTCCTACCCCAATTT
CC-FL
Lcn2 fw: TGGCCCTGAGTGTCATGTG Absolute Blue NM_008491
(239 bp, rev: CTCTTGTAGCTCATAGATGGTGC  gPCR
58 °C) SybrgreenMix AB-
4166
(Thermo Scientific)
Mmp9 fw: AAGTCTCAGAAGGTGGAT Absolute Blue NM_013599
(106 bp, rev: AATAGGCTTTGTCTTGGTA qPCR
58 °C) SybrgreenMix AB-
4166 (Thermo
Scientific)
Mpo fw: ACACCCTCATCCAACCCTTC PrimaQuant Cybr NM_010824.2
(220 bp, rev: TGCTCAAATAGTCGCTCCC SL9902B
58 °C) (Steinbrenner
Laborsysteme)
Plat fw: ACAACGACATCGCATTACTG Absolute Blue NM_008872
(172 bp, rev: TCAGAGAAGAATGGAGACGA gPCR
58 °C) SybrgreenMix AB-
4166
(Thermo Scientific)
Plau fw: ACACTGCTTCATTCAACTCC Absolute Blue NM_008873
(138 bp, rev: CTGTCTTCCCTGTAGTATTCGT gPCR
58 °C) SybrgreenMix AB-
4166 (Thermo
Scientific)
Ppia fw: GCGTCTSCTTCGAGCTGTT Absolute Blue NM_008907
(146 bp, rev: RAAGTCACCACCCTGGCA gPCR
58 °C) SybrgreenMix AB-
4166

(Thermo Scientific)
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Genname, Oligonukleotidsequenz 5°-3° Kits (inklusive Genbank
(Amplikon- (fw: forward, rev: reverse) Hersteller) Nummer
lange (bp),
Annealing-
Temperatur)
Serpine1 fw: GGAYGTGARCTCATAGACA Maxima NM_008871
(174 bp, rev: TGGTCGGAAAGACTTGTGA ProbeqPCR Master
58 °C) GCCTCCTCATCCTgCCTAAQTTCTCTC- Mix K0262 (Thermo

FL Scientific)

LC Red640-

GGAGACTGAAGTGGACCTCAGAGGGC

C--PH
Tnfa fw: TCTCATCAGTTCTATGGCCC Absolute Blue NM_013693
(212 bp, rev: GGGAGTAGACAAGGTACAAC qPCR
62 °C) SybrgreenMix AB-

4166

(Thermo Scientific)

8.9 Software

Tabelle 12: Ubersicht verwendeter Software

Software Hersteller

Adobe lllustrator 2020
Adobe Photoshop 2020
BioRender

EndNote 20

GraphPad Prism 9

ImagedJ, Version 1.53a

Adobe Inc., San José, CA, USA

Adobe Inc., San José, CA, USA
BiorRender, Ontario, Kanada

Clarivate™, Philadelphia, USA

GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA
National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA

F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, CH
Microsoft Corporation, Redmond, USA

LightCycler® 480, Version 4.5
Microsoft Excel

Microsoft Word

Zen 2.0 blue edition

Microsoft Corporation, Redmond, USA
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen,
DE

118



Publikationen

9 Publikationen

Link LS, Golz C, Hummel R, Ritter K, Reyda S, Ruf W, et al. Protease-activated
receptor 4 deficiency increases mortality, intracranial bleeding, and blood-brain barrier
impairment following traumatic brain injury in mice. Research and Practice in
Thrombosis and Haemostasis. 2025;9(8):103238ISSN 2475-0379

Wang S, Hall C, Wang Y, Link L, Zhang Y, Schlagel A, et al. Intermittent Propofol
Exposure Induces Neurodevelopmental Alterations in Human Brain Organoids. Cell
Mol Neurobiol. 2026.

119



Danksagung

10 Danksagungq

120



Danksagung

121



Tabellarischer Lebenslauf

11 Tabellarischer Lebenslauf

122



