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1. Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung deutsch

Inflammation und Apoptose nach traumatischer Hirnschadigung in juvenilen

Ratten: Modulation durch humane Zellen aus Nabelschnurblut

Problem: Das Schadelhirntrauma ist in den industrialisierten Landern einer der
haufigsten Grinde fur den Tod von Kindern und jungen Erwachsenen. In
Deutschland erleiden ca. 250.000 Menschen jahrlich ein Schadelhirntrauma, das
auch als Hauptursache fur bleibende und dauerhafte neurologische Schadigungen
betrachtet wird. Vor allem bei Kindern sind die Auswirkungen fatal, da sie anders
als Erwachsene auf ein Schadelhirntrauma reagieren. Hier ist vor allem ein
diffuser axonaler Schaden mit anatomischen Veranderungen im Kortex,
Hippokampus und Thalamus nachweisbar. Neben der irreversiblen primaren
Schadigung von Neuronen, Axonen und Gefallen mit nachfolgendem
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke kommt es zu sekundaren Schadigungen
mit vermehrter Inflammation und Apoptose von Zellen. Diese sekundare Phase
bietet die einzige Moglichkeit einer therapeutischen Intervention. Aus diesem
Grund ist unser Ziel die Etablierung eines Trauma-Tiermodells fur juvenile Ratten
sowie die Darstellung Trauma-induzierter Anderungen im Gehirn gewesen.
Humane Zellen aus Nabelschnurblut sollten auf ihr therapeutisches Potential in
diesem Modell untersucht werden.

Methode: Mittels des ,Weight-drop“-Modells wurde bei méannlichen Sprague-
Dawley-Ratten in einem Alter von circa drei Wochen ein traumatischer
Hirnschaden durch ein 75/80g Gewicht auf den Schéadel erzeugt. Inflammation,
Apoptose und ein diffuses axonales Trauma wurden immunhistochemisch durch
Detektion von Cleaved-Caspase 3 (CC3), CD68 und des Amyloid Precursor
Proteins nachgewiesen. Weitere wichtige Marker sind das astrozytédre Protein
GFAP (Glial Fibrially Acidic Protein) und Connexin43. Eine Storung der Blut-Hirn-
Schranke konnte durch Extravasation des Farbstoffs Evans Blue gezeigt werden.
Einem Teil der Traumatiere wurden 24 Stunden nach dem Trauma Zellen aus
humanem Nabelschnurblut intraperitoneal bzw. intracisternal appliziert. Der

Nachweis der humanen Zellen erfolgte mittels der HNA- oder HLA- Farbung. Eine
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maogliche Modulation der Inflammation und Apoptose wurde mittels Cleaved-
Caspase 3- und CD68- Immunhistochemie untersucht.

Ergebnis: Mittels der oben genannten Verfahren konnte nach dem Trauma eine
erhohte Zahl an apoptotischen Zellen an der vorderen Hirnoberflache (Bregma
+2mm), im Thalamus und Hippokampus identifiziert werden. Zusatzlich konnte
qualitativ der Nachweis einer Traumainduktion durch Darstellung der axonalen
Akkumulation von Amyloid Precursor Protein erfolgen. Die Zerstdérung der Blut-
Hirn-Schranke wurde mittels der Diffusionsmessung von Evans Blue durch
kortikale Gefal3e fur bis 24 Stunden nach dem Trauma belegt. Nach Gabe von
Zellen aus Nabelschnurblut konnten in fast allen Bereichen eine deutlich
rucklaufige Inflammations- und Apoptoserate gefunden werden. Die applizierten
Zellen konnten jedoch - auch nach Ausschluss verschiedener Parameter, wie ein
vorzeitiger Verschluss der Blut-Hirn-Schranke oder die Eliminierung durch das
Immunsystem - in keinem Nacheisverfahren (HNA- / HLA- Farbung) im Gehirn
detektiert werden.

Diskussion: In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das veranderte
Traumamodell fur juvenile Ratten in Anlehnung an Adelson zu einem relevanten
traumatischen Hirnschaden fuhrt. Dieser konnte Uber eine deutlich erhdhte
Inflammations- und Apoptoserate nachgewiesen werden. Somit wurde ein valides
Modell zur Traumainduktion bei juvenilen Ratten etabliert. Die zusatzliche
Applikation von Zellen aus humanen Nabelschnurblut fihrte nachweislich zu einer
signifikanten Reduktion der Inflammations- und Apoptoserate in verschiedenen
Bereichen des Gehirns. Trotz fehlenden Nachweises der applizierten Zellen aus
Nabelschnurblut im Gehirn liegt eine Modulation der genannten Parameter vor, die
maoglicherweise Uber parakrine Effekte der Zellen oder Uber eine Wirkweise Uber

sekundare Mechanismen erklart werden kann.
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1.2 Zusammenfassung englisch

Inflammation and apoptosis after traumatic brain injury in juvenile rats: modulation

via human umbilical cord blood cells

Background and introduction:

Traumatic brain injury is still one of the most frequent reasons for the death of
children and young adults in industrial countries. In Germany, there are about
250,000 people per year, who sustain a traumatic brain injury, which is regarded
as the main cause of consistent and durable neurological impairment. Because of
the different reaction of children to traumatic brain injury, the subsequent effects
on children are fatal. First of all, there is a diffuse axonal injury detectable with
anatomical alteration in cortex, hippocampus and thalamus. Beside this primary
damage of neurons, axons and blood vessels and the following breakdown of the
blood-brain-barrier, it comes to secondary damages with increased inflammation
and apoptosis of cells. This secondary damage offers the only possibility for
therapeutic intervention. For this reason, our aim was to establish an animal model
of trauma for juvenile rats as well as to explore and analyse the effects on
inflammation and apoptosis. With regard to the therapeutic intervention, there is an
encouraging approach in the therapy with human umbilical cord blood cells.
Methods: Three weeks old male Sprague-dawley rats were used for inducing a
traumatic brain injury by the “weight-drop-model”. Inflammation and apoptosis
were measured via immunhistochemical detection of Cleaved—Caspase 3, CD68,
glial fibrially acidic protein and Connexin43. Further important markers were
amyloid precursor protein and the extravasation of evans blue- dye. Human
umbilical cord blood cells were transplanted to one group 24 hours after traumatic
brain injury. Here, we analysed the same parameters via immunhistochemical
staining. The detection of human cells occurred by human nuclear- staining via
HNA and HLA.

Results: Using these methods, we could detect an increased number of apoptotic
cells after traumatic brain injury on the brain surface, in the thalamus and the
hippocampus. Additionally, we provided the qualitative proof of the accumulation
of amyloid precursor protein in disrupted axons. The breakdown and leakage of
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the blood brain barrier was documented by measurement of the evans blue
diffusion through blood vessels for more than 24 hours after traumatic brain injury.
The application of human umbilical cord blood cells led in nearly all of the brain
regions to significant reduction of apoptosis and inflammation. Nevertheless, we
were not able to detect human umbilical cord blood cells in the brain.

Conclusion: In this work, we were able to show that the modified trauma animal
model for juvenile rats according to the model of Adelson induces a relevant
traumatic brain injury with increased apoptosis and inflammation. The application
of human umbilical cord blood cells led to a significant reduction of these
parameters in different parts of the brain. The missing detection of umbilical cord

blood cells might argue for the secondary effect of these cells by secreting factors.
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2. Einleitung

2.1 Das Schéadelhirntrauma

2.1.1 Inzidenz des Schadelhirntraumas und langfrist  ige Folgen

Ein Schadelhirntrauma (SHT) bezeichnet eine geschlossene oder offene
Schadelverletzung mit Beteiligung des Gehirns und entsteht durch &aul3ere
Gewalteinwirkung auf den Kopf. Ursache sind heutzutage vor allem Stirze, aber
auch Unfalle, beispielsweise im StralRenverkehr, im Beruf oder beim Sport, oder
aulRere Gewalt kbnnen ein SHT auslésen (Bushnik et al., 2003). Durch die aul3ere
Gewalteinwirkung auf den Kopf / Schadel wird die funktionelle Integritat gestort.
Dies fuhrt mit unterschiedlicher Ausprdgung zur Zerstérung von Knochen und
Bindegewebe, wie den Hirnhauten, die das Gehirn allseitig umhullen und vor
mechanischer Einwirkung schitzen (Schiebler et al., 2002). Weiterhin treten
Verletzungen des Gehirns selbst auf.

Man unterteilt das akute SHT in drei Schweregrade mit jeweils unterschiedlich
haufigem Auftreten: Ein leichtes SHT macht mit 91% die Mehrheit aller
Schéadelhirntraumata aus, ein mittleres SHT 4% und ein schweres SHT 5%
(Rickels et al., 2011). Die Einteilung in diese drei Schweregrade erfolgt nach der
,Glasgow Coma Scale* (GCS) durch Prufung der Vitalzeichen, basierend auf der
klinischen Untersuchung der betroffenen Person. Parameter sind das Offnen der
Augen sowie die verbale und motorische Reaktion (Frommelt und Lésslein, 2010).
Die erhobenen Punkte der GCS korrelieren mit dem spateren klinischen Verlauf
und dem Outcome (Jennett, 2002).

In Deutschland erleiden jahrlich ca. 250.000 — 280.000 Menschen ein SHT. Die
Inzidenz wird mit 332 - 360 pro 100.000 Einwohner pro Jahr angegeben (Rickels,
2009). In Europa wird die Inzidenz auf 235 pro 100.000 geschatzt, mit einer
Sterblichkeitsrate von ca. 11% (Bellander et al., 2010). Laut dem statistischen

Bundesamt verstarben im Jahr 2007 ca. 10% (entspricht 22.894 Menschen) der
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Personen mit aulerlichen Verletzungen an den Folgen. Zu dieser
Personengruppe zéhlen auch Patienten mit SHT.

Das SHT ist einer der haufigsten Grinde fur den Tod von Kindern und jungen
Erwachsenen in industrialisierten Landern (Langlois et al., 2006). Das SHT wird
auch als Hauptursache fur bleibende und dauerhafte neurologische Schadigungen
und Beeintrachtigungen betrachtet, wie z.B. eine Epilepsie nach Bildung einer
Dura- Hirnnarbe (Lowenstein et al., 1992). Zudem benétigen viele Patienten
aufwendige Rehabilitationsmalinahmen und sind durch schwerste motorische
Beeintrachtigungen langfristig und ggf. lebenslang pflegebedirftig und behindert
(Elf et al., 2002). Diese langfristigen Beeintrachtigungen und Defizite machen
einen Grof3teil der Kosten aus (Rickels et al., 2010). Mdgliche dauerhafte und
langfristige Folgen und resultierende neurologische Funktionsstérungen nach
einer derartigen Hirnschadigung bestehen aus motorischen Behinderungen und
kognitiven Defiziten (Adelson et al, 1996), sowie Defiziten im Aufmerksamkeits-
verhalten (Whyte et al., 1996), die z.T. langer als sechs Monate persistieren und
Kopfschmerz, Konzentrationsstorungen, Schwindel und Gedachtnis-
einschrankungen einschlieen (Hofman et al., 2001; Graham et al., 2000). Des
Weiteren erstrecken sich die beim Menschen beobachteten Verhaltens-
anderungen auf retrograde und anterograde Amnesie, Verwirrung,
Desorientiertheit, Schwierigkeiten beim Lernen und Erinnern von neuen
Informationen, Veranderung der Informationsverarbeitung, Inflexibilitat bei
Losungsstrategien und Sprachschwierigkeiten (McDowell et al.,, 1997). Weitere
beschriebene Storungen, die nach einem SHT auftreten kdnnen, sind depressive
Episoden, Angststérungen und Personlichkeitsstorungen. Insgesamt wird nach
einem SHT, unabhangig von der Schwere, eine erhdhte Inzidenz und
Lebenszeitpravalenz fur neurologische und psychiatrische Krankheiten, wie
Demenzen und Morbus Parkinson beobachtet (van Reekum et al., 2000). Zudem
wird ein Zusammenhang zwischen einem SHT und der Alzheimer- Krankheit
diskutiert (Kumar und Loane, 2012). Man rechnet mit ca. 2,8 Milliarden Euro
Gesamtkosten pro Jahr zur Qualitatsversorgung der Schadelhirnverletzten in
Deutschland sowie fur die nachfolgenden indirekten Kosten (Rickels et al., 2006).
Bereits Adams wies bei Patienten mit einem SHT nach, dass
Beschleunigungsvorgange im Gehirn zur Dehnung und Zerrei3ung von Axonen
fuhren (Adams et al., 1977). Das am starksten und haufigsten geschadigte Gebiet
nach einem SHT ist der Frontotemporalbereich, aber auch alle anderen
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Hirngebiete kdnnen betroffen sein. Das SHT fuhrt in den betroffenen Arealen zu
einem diffusen und multifokalen axonalen Schaden, der von Gennarelli erstmals
mit dem Begriff ,Diffuse Axonal Injury* beschrieben wurde (Gennarelli et al., 1998).
Vor allem Kinder reagieren verstarkt mit solch einer diffusen zerebralen
Schwellung, wahrend sich bei Erwachsenen haufiger nur ein fokales Trauma zeigt
(Mazzola und Adelson, 2002). Diese diffuse Schwellung bei Kindern ist jedoch mit
einer erhohten Mortalitat und Invaliditat assoziiert (Adelson et al., 1998). Hinzu
kommt, dass sich in den letzten 30 Jahren die Mortalitat und Langzeitmorbiditat
bei Kindern nicht signifikant verbessert haben (Cox et al., 2011).

Untersuchungen an Ratten Uber einen Zeitraum von einem Jahr nach einem SHT
wiesen Atrophien in bestimmten Regionen wie dem Kortex, Hippokampus,
Thalamus und Septum nach (Smith et al., 1997). Dies spricht flr einen chronisch
progressiven degenerativen Prozess nach einem SHT. Zudem korreliert die
Gehirnatrophie nach einem SHT unmittelbar mit der Schwere des SHT (Veenith et
al., 2009). Aber selbst nach einem milden SHT, bei dem primar keine
morphologischen und anatomischen Veranderungen zu erkennen sind, kénnen
Patienten unter lang anhaltenden kognitiven und emotionalen Schwierigkeiten
leiden, inklusive Konzentrationsstérungen, Amnesie und Depressionen (Zohar et
al., 2003).

2.1.2 Komplikationen und Folgen eines Schadelhirntr ~ aumas bei
Kindern

Ca. 40% der Patienten mit einem SHT gehoren in die Altersgruppe der unter 20-
Jahrigen (ca. 90.000 pro Jahr in Deutschland). Das SHT ist - nach den
Erkrankungen, die unmittelbar aus der Schwangerschaft und Perinatalperiode
resultieren - die Haupttodesursache fur Kinder und junge Erwachsene unter 15
Jahren (Statistisches Bundesamt, 2009).

Nach einem milden SHT konnten vor allem bei Kindern motorische Defizite im
Balanceverhalten und eine verzogerte Antwortgeschwindigkeit nachgewiesen
werden (Gagnon et al, 1998). Bei Jugendlichen dagegen waren vor allem
Langzeitveranderungen im Verhalten ausgepragt, welche sich auch auf das
Sozialverhalten auswirkten (Andrews et al, 1998; Cattelani et al, 1998). Daneben
konnte gezeigt werden, dass ein schweres SHT auch nach Jahren ein deutlicher

Pradiktor fur persistierende (kognitive und motorische) Defizite bei Kindern (6 - 12
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Jahre) ist und bei diesen Kindern keinerlei Verbesserungen im Verlauf gezeigt
werden konnten, weder im Verhalten noch in neurophysiologischen Funktionen
(Fay et al., 2009). Ewing-Cobbs bestétigte in einer prospektiven Studie, dass ein
in frihen Lebensjahren erlittenes SHT signifikante und persistierende
Konsequenzen auf die weitere intellektuelle Entwicklung hat. Entsprechend sind
Kinder nach einem erlittenen SHT in Abhé&ngigkeit von der Schwere des SHT
lebenslang beeintrachtigt und dies betrifft nachweislich v.a. alltdgliche Fertigkeiten
(Ewing-Cobbs et al., 2006). Dieses hohe Risiko fiir persistierende Defizite nach
einem schweren SHT in frGhen Kindesjahren wurde in einer aktuelleren Studie
nochmals bestatigt (Anderson et al., 2012).

Das Alter des Patienten zum Zeitpunkt des SHT ist ein Faktor, der als weiterer
wichtiger Pradiktor fur die Erholung der Funktionen nach einem SHT erhalten
bleibt (Prins und Hovda, 2003). Generell gilt: je junger die Kinder zum Zeitpunkt
des Unfalls, desto gravierender die Langzeitfolgen. Noch nicht vollstandig
entwickelte Gehirne reagieren am empfindlichsten auf eine Schadigung (Anderson
et al.,, 2005). Zudem zeigt sich im jungen Alter die hdchste Schwere einer
Neurodegeneration. Die Mortalitat fallt mit zunehmendem Alter bis 14 Jahre ab
und steigt danach deutlich wieder bis zum Erwachsenenalter an. Weiterhin bleibt
das Langzeit-Outcome bei Kindern nach einem SHT arm, trotz der erzielten

signifikanten Vorteile in der Therapie in den letzten Jahren.

2.2 Pathophysiologie des Schadelhirntraumas

2.2.1 Primare und sekundéare Schadigung

In der Pathophysiologie des SHT ist die Unterscheidung zwischen einem primaren
und sekundéren traumatischen Hirnschaden wichtig. Beim primaren Hirnschaden
kommt es als priméare Folge des Traumas, der mechanischen Belastung (Fraktur,
Zug- und Scherbelastungen im Hirngewebe) und der Gewalteinwirkung zu einer
direkten Gewebezerstérung und -verletzung. Diese aul3ert sich durch unmittelbare
mechanische Zerstérung von Neuronen und Axonen. Die Ruptur von Geféal3en
fuhrt zu Einblutungen in das Hirngewebe und resultiert im nekrotischen
Gewebeuntergang (Rickels et al., 2003). Wahrend dieser Primarschaden meist

fokal begrenzt und weitestgehend irreversibel ist, stellt sich der sekundare
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Hirnschaden als Kaskade infolge dieser Primarlasion dar. Die Kaskadenreaktion
fuhrt unter anderem zu einer Zerstorung der Blut-Hirn-Schranke (BHS) und der
Gefallwande (Chen et al., 1996) mit nachfolgendem vasogenen Hirnddem, einer
Hirnschwellung (Foda und Marmarou, 1994) und einem Anstieg des intrakraniellen
Drucks, dem eine Kompression der Blutgefale und dadurch eine Minder-
durchblutung des Gehirns folgt (Donkin et al., 2010). Dadurch kann die primare

unabwendbare Verletzung sekundar verstarkt und verschlimmert werden.

Das Odem selbst wird in zwei hauptsachliche Kategorien eingeteilt: das
zytotoxische (zellulare) Odem und das vasogene Odem. Das zytotoxische Odem
ist durch ein Ansteigen von Gewebsflissigkeit im intrazellularen Kompartiment als
Folge eines osmotischen Gradienten charakterisiert, was zur Zellschwellung und
somit zu einer Anderung der zellularen metabolischen Konzentration und
biochemischen Funktion fuhrt. Das vasogene Odem ist definiert als eine
Extravasation von Proteinen aus den Blutgefal3en in das extrazellulare Gewebe
und Retention von Wasser im Extrazellularraum und Parenchym aufgrund eines
osmotischen Gradienten, der durch den Zusammenbruch der BHS verursacht wird
(Donkin et al., 2010). Nach einem SHT zeigt sich innerhalb weniger Stunden ein
vasogenes Odem, gefolgt von einem zytotoxischen Odem, welches sich langsam
Uber die folgenden Tage entwickelt und bis zu zwei Wochen persistieren kann.
Diese Ergebnisse beruhen auf Studien, in denen die Wasserdiffusion gemessen
wurde und gezeigt werden konnte, dass die BHS fiur grof3ere Plasmaproteine fur
lediglich vier bis sechs Stunden nach einem SHT gedffnet war. Gleichzeitig wurde
postuliert, dass der Verschluss der BHS anschliel3end graduell erfolgt und sie fur
kleinere Substanzen fur bis zu sieben Tage permeabel ist (Donkin et al., 2010).
Als Folge der Primarschadigung werden lokal und systemisch Signalkaskaden
ausgelost. Aus Tierversuchen ist bekannt, dass zu dieser Kaskadenreaktion
neben morphologischen und funktionalen Veranderungen die Freisetzung
pathogener Mediatorsubstanzen, wie z.B. exzitatorischer Aminosauren (Glutamat,
Aspartat, Glycin und Taurin (Koizumi et al., 1997)), freier Radikale (Awasthi et al.,
1997), Stickstoffmonoxid, Arachidonsaure und pro- inflammatorischer Chemokine
(Holmin et al, 1997) gehort. Diese sind an der Ausbildung des posttraumatischen
Sekundarschadens beteiligt und kénnen zu verzogerten Folgeschaden fihren
(Bocker et al., 2004).
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Die als sekundare Schadigungen eines SHT bezeichneten Stérungen erstrecken
sich somit tber ein weites Spektrum, einschlieBlich Odembildung (Foda und
Marmarou, 1994), Neurodegeneration mit Inflammation und apoptotischem
neuronalen Zelltod (Kumar und Loane, 2012). Arterielle Hypotonie und
Gehirnhypoxie kdénnen erst Stunden oder Tage nach dem SHT auftreten und den
Sekundarschaden, vor allem die Zerstérung der BHS- Funktion, verstarken
(Rickels et al., 2003; Adelson et al 1996).

Insgesamt bieten diese sekundaren Reaktionen den einzigen Angriffspunkt fur

therapeutische Intervention.

2.2.2 Beeinflussung der Blut-Hirn-Schranke

Die BHS stellt die physiologische Grenze zwischen Blut und Hirngewebe dar und
verhindert normalerweise das Eindringen der meisten wasserléslichen Molekiile,
die groRRer als 500 Dalton sind. Histologisch ist die BHS aus folgenden Schichten
aufgebaut: a) Kapillarendothelzellen, die Uber tight junction (Zonula occludens)
miteinander verbunden sind (Blyth et al., 2009), b) die Basalmembran und c)
Perizyten mit angegliederten verbundenen Fortsatzen der Astrozyten, die mehr als
90% der Basalmembran der Kapillaren bedecken (Bickel et al., 2001; Ramsauer et
al., 2002).

Astrozyten gehdren als Makroglia zur Neuroglia, die neben der Bildung und
Regulation der BHS auch den neuronalen Stoffwechsel beeinflussen, die Axon-
scheide der Neurone bilden und bei Regenerationsvorgangen mithelfen und zur
Stutzfunktion im ZNS beitragen (Liebich, 2003; Gertz, 2003). Astrozyten sind somit
in der Lage, die Zusammensetzung des extrazellularen Milieus zu kontrollieren
und das Elektrolytgleichgewicht im ZNS aufrecht zu halten. Ferner sind sie zur
Proliferation befahigt und decken Parenchymschaden des Gehirns durch
Narbenbildung ab (Schiebler et al., 2002). Nach einer Schadigung umgeben
aktivierte Astrozyten das verletzte Gewebe, bilden einen hemmenden
extrazellularen Wall und tragen zur Narbenbildung bei (Kumar und Loane, 2012).
Faserastrozyten zeichnen sich morphologisch durch lange, schmale Fortséatze
aus; ihr Zytoplasma enthalt spezielle Intermediarfilamente, aufgebaut aus dem
.Glial Fibrillary Acidic Protein® (GFAP). Dieses saure Gliafaserprotein ist Mitglied

der Zytoskelett- Proteine und wird genutzt, um Astrozyten im ZNS darzustellen
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und zu identifizieren. Dieses Protein definiert die Form und die Beweglichkeit der
Astrozyten (Bongcam-Rudloff et al, 1991). Eng et al. gelang erstmals die Isolation
dieses Proteins aus Multiple-Sklerose-Plaques (Eng et al.,, 1971; Jung et al.,
2007). Nach Zellschadigung oder Zelltod, wie nach einem Trauma, einer
Entzindung, bei neurodegenerativen Erkrankungen u.a., steigt die GFAP-
Expression rapide in reaktiven Astrozyten an und markiert somit frith und sensitiv
eine zerebrale Schadigung (Eng et al., 2000). Zusatzlich wird GFAP aus
zerstorten Astrozyten selbst freigesetzt (Schiff et al., 2012).

Untereinander bilden Astrozyten ein funktionelles Netzwerk Uber Gap Junction.
Diese werden in Astrozyten vornehmlich aus Connexin43 (Cx43) gebildet (Stout et
al., 2002; Contreras et al., 2001). Connexine stellen eine Familie von integralen
Transmembranproteinen dar und ermdglichen den direkten Austausch von lonen,
niedermolekularen Metaboliten, Neurotransmittern und Second-Messengern
zwischen benachbarten Zellen. In einer hexameren Anordnung um eine Pore
bilden sie ein Connexon, welches mit einem weiteren Connexon einer
angrenzenden Membran einen Gap Junction-Kanal bildet (Méme et al., 2006;
Rouach et al., 2000). Astrozyten sind so untereinander durch Cx43 Gap Junction
gekoppelt (Rouach et al., 2002b). Gehirnmakrophagen koénnen die Cx43-
Expression in Astrozyten herunterregulieren (Koulakoff et al., 2003). Neuere
Untersuchungen zeigen zwei verschiedene Mechanismen auf: Nach Schadigung
kommt es einerseits durch Zelltod zu einer Reduktion der Cx43-Expression
(Rouach et al., 2002b), andererseits zeigen Studien aber auch eine vermehrte
Expression von Cx43 nach Lasion (Retamal et al., 2007). Diese komplexen
Veranderungen, wie der Verlust oder Anstieg von Cx43, wurden nach Trauma
oder perinatalem hypoxisch-ischamischen Hirnschaden beobachtet und sind mit
einer reaktiven Gliose, besonders der Proliferation und Migration der Astrozyten
assoziiert (Rouach et al., 2002a; Wasielewski et al., 2012).

Normalerweise kdnnen lonen, polare Substanzen und an Proteine gebundene
Molekiile die BHS nicht passieren, wodurch die chemische Zusammensetzung der
Interzellularflissigkeit des Gehirns weitgehend konstant gehalten werden kann.
Nach einem SHT ist die BHS zerstort und offen, so dass auch Molekile, die
grof3er als 500 Dalton sind, aus der peripheren Zirkulation in das Gehirn gelangen.
Die BHS- Dysfunktion ist in der klinischen Anwendung bereits drei Stunden nach
einem SHT im Kernspin (MRT) nachweisbar (Hofmeijer et al., 2004). In der
Immunfluoreszenz bietet die Farbemethode mit dem Diazo- Farbstoff Evans Blue

21



(EB) eine gute Nachweismdglichkeit der BHS- Integritat. Dieses ist leicht I6slich
und bindet fest an Albumin (Saria und Lundberg, 1983). Unter normalen,
gesunden Verhaltnissen kann es die BHS nicht passieren und ins Hirngewebe
Ubertreten, da das Kapillarendothel mit seinen Tight Junction eine Barriereschicht
bildet. Wird die BHS durch Traumata, Entziindungen oder Tumoren geschadigt, so
kann die BHS undicht werden, wodurch auch EB-Albumin durch die BHS hindurch
dringen kann (Blyth et al., 2009). Somit dient EB als quantitativer Indikator fir eine
Schadigung der BHS (Cortez et al., 1989).

Bei Adelson zeigte sich eine gestérte BHS- Funktion nach einem SHT bei jungen
Ratten bereits nach einer Stunde und diese hielt bis 24 Stunden an (Adelson et
al., 1998). Zum Teil konnte eine Offnung der BHS fiir Giber 72 Stunden nach dem
Trauma nachgewiesen werden (Tanno et al., 1992). Eine zusatzliche Hypoxie
verzogerte sogar die Regenerierung der BHS. Kinder scheinen fur eine Hypoxie
oder Hypotension anfalliger zu sein als Erwachsene (Mazzola und Adelson, 2002).
Neuere Untersuchungen an Tiermodellen haben gezeigt, dass die Verletzung oder
Zerstorung der BHS bei beginnenden Verdnderungen von neuronalen
Netzwerken, die unmittelbar zu neuronaler Dysfunktion und Degeneration fihren,
involviert ist und den Primarschaden verschlimmern kann. Der Zusammenbruch
der BHS nach Trauma konnte in mehreren bildgebenden Verfahren bestatigt
werden und kann somit auch als klinischer Biomarker fur ein SHT benutzt werden
(Shlosberg et al., 2010).

2.2.3 Inflammation im Gehirn

Das SHT mit der folgenden Sekundarschadigung des Gehirns fuhrt zur Aktivierung
einer Kaskadenreaktion mit lokaler und systemischer Entziindungsreaktion. Diese
Inflammation entspricht dem allgemeinen Prinzip einer lokalisierten protektiven
Antwort des Gewebes auf potentiell schadigende Signale, die durch Irritation,
Verletzung oder Infektion ausgelost werden mit dem Ziel der Beseitigung
pathogener Stimuli einerseits, sowie der Einleitung eines Heilungsprozesses und
Reparatur dieser reizbedingten Gewebsschadigung andererseits (Aktas et al.,
2007). Sie bietet einen bedeutenden Angriffspunkt flr eine madgliche
therapeutische Intervention.
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Inflammation konnte bislang nicht nur in neuroinflammatorischen Erkrankungen
des Gehirns wie Multiple Sklerose oder Meningitis nachgewiesen werden, sondern
auch bei nicht- inflammatorischen Erkrankungen, die durch eine Degeneration der
Neurone charakterisiert sind, wie z.B. Trauma, Morbus Alzheimer, Morbus
Parkinson oder hypoxischer Ischamie (Aktas et al., 2007).

In diesem Zusammenhang werden Mikrogliazellen (Gehirnmakrophagen),
Makrophagen und Mastzellen aktiviert, die sich in der Nahe von Hirnblutgefal3en
aufhalten und zur Gruppe des mononukledaren- phagozytaren Systems (MPS)
gehoren. Weiterhin  kommt es zur Expression von zytotoxischen, pro-
inflammatorischen Mediatoren sowie der Infiltration durch Immunzellen (Jin et al.,
2009). Zu diesen pro-inflammatorischen Zytokinen gehdren Interleukin (IL) -1, IL-6
sowie TNF-alpha. Diese werden in der akuten Phase einer Hirnschadigung
exprimiert und sezerniert und verstarken die Inflammationsreaktion. Die Balance
zwischen posttraumatischer pro- und anti-inflammatorischer Antwort wird
zugunsten der Inflammation verschoben. In der Folge fiuhrt die inflammatorische
Reaktion zu einer progressiven Zerstérung von Neuronen (Silverstein et al., 1997)
und zur Apoptose. Als Konsequenz verstéarkt die inflammatorische Reaktion den
neuronalen Zelltod und resultiert letztendlich in einer Expansion des

Infarktvolumens (Schwarting et al., 2008).

Mikrogliazellen sind Abkémmlinge der Blutmonozyten, weisen eine erhdhte
Phagozytoseaktivitat auf und produzieren eine Vielzahl an Zytokinen. Damit
gehoren sie in die Gruppe der Abwehrzellen (Gertz, 2003; Schiebler et al., 2002).
Innerhalb weniger Minuten nach einer Hirnlasion werden Mikrogliazellen aktiviert,
migrieren zu der verletzten Stelle und produzieren eine Vielzahl an pro-
inflammatorischen Mediatoren (Jin et al., 2010). Die inflammatorische Antwort der
Mikroglia wird durch Interaktion mit anderen Zellen des Gehirns moduliert, indem
sie einerseits flr bestimmte Stoffe wie Adenosintriphosphat (ATP), Glutamat und
Zytokine, die von zerstérten Neuronen frei gesetzt werden, Rezeptoren
exprimieren aber auch andererseits selbst Chemokine und pro- und anti-
inflammatorische Zytokine sezernieren (Kumar und Loane, 2012). So kdnnen
Astrozyten Faktoren frei setzen, die eine mikrogliale Aktivierung beeinflussen.
Hierbei zeigte sich auch, dass Astrozyten mit Mikroglia kooperieren, um eine
exzessive inflammatorische Antwort zu verhindern (Min et al.,, 2006). Obwohl
Inflammation ein unabdingbarer Verteidigungsmechanismus gegen pathogene
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Mechanismen ist, so wird durch die Mediatorfreisetzung oft das umliegende
Gewebe zerstort oder der Gewebedefekt verschlimmert. Deshalb sollte die
Ausbreitung der Inflammation kontrolliert werden um den anti- pathogenen Effekt
zu maximieren und um die Zerstérung des Gewebes zu minimieren (Min et al.,
2006). Zusatzlich wird in neueren Studien postuliert, dass Mikrogliazellen inkl.
ihrer Mediatoren eine zweifache Rolle in den frihen und spéaten Stadien einer
Hirnschadigung spielen. Sie filhren bei Uberaktivierung durch Freisetzen von IL-
13, TNF-alpha und weiteren oxidativen Metaboliten zur Gewebszerstérung mit
neurotoxischen Effekten (Kumar und Loane, 2012), jedoch fdordern sie
nachfolgend in der spaten Phase die Regeneration (Jin et al., 2010). Aktivierte
Mikrogliazellen kdnnen unter anderem zu einer verstarkten Zerstérung der BHS
fuhren, so dass eine Inhibition der Mikroglia das Gehirn schitzen koénnte. Im
Gegensatz hierzu wird Mikroglia ebenfalls eine protektive Rolle zugesprochen,
indem sie freigesetzte Toxine eliminieren, infiltrierende Neutrophile phagozytieren
und durch die Freisetzung neurotropher und Wachstums- Faktoren unter-
gegangenes Gewebe reparieren konnen (Jin et al., 2010). Neuere Ergebnisse
begrinden diese widerspriichlichen Aufgaben von Mikroglia mit dem
Vorhandensein und der Aktivierung verschiedener Phanotypen. In Abhangigkeit
der Stimuli aus der Umgebung kdnnen einerseits pro- inflammatorische Zytokine
von Mikroglia produziert werden, die wichtig fur die Phagozytoseaktivitat sind und
zu einem Gewebsuntergang fuhren, andererseits begunstigen andere Phanotypen
die Angiogenese und den Wiederaufbau von untergegangenem Gewebe. Von den
lokalen Signalen ist es abhéngig, in welchen Phanotyp sich diese Mikrogliazellen
nach einer Hirnverletzung differenzieren (Kumar und Loane, 2012).

ED1 ist ein spezifischer monoklonaler Antikérper, der das CD68- Antigen, ein
lysosomales Membranprotein dieser Mikrogliazellen, detektiert. Es stellt somit
einen Marker fur Zellen des mononukledren Phagozytensystems, wie Gewebe-
Makrophagen und Monozyten dar (Damoiseaux et al., 1994; Dijkstra et al., 1985).
Die Expression dieses Antigens CD68 steigt mit der Phagozytoseaktivitat im
Rahmen von Entzindungsreaktionen oder Phagozytosevorgdngen an
(Damoiseaux et al., 1994; Kumar und Loane, 2012). Die Menge des exprimierten

CD68 in einer Zelle korreliert mit der phagozytischen Aktivitat.
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2.2.4 Nekrose und Apoptose

Das Auftreten von Nekrose und Apoptose wird initiiert durch Ischamie, Hypoxie
und freie Radikale, wie dies nach einem SHT der Fall ist. Haufig werden
Mischformen des Zelluntergangs ausgelost mit Aktivierung des regulierten
Apoptoseprogramms und mit Elementen der unregulierten Nekrose (Holtz, 2009;
Raghupathi, 2004). Zwischen beiden Formen finden sich h&aufig unterschiedliche
Zeitverlaufe. Die Nekrose ist ein unmittelbarer und friher Prozess mit Nachweis
neurodegenerativer Veranderungen bereits nach Minuten bis Stunden (Padosch et
al., 2001; Hicks et al., 1996). Die Apoptose als aktiver, Energie- abhangiger
Prozess tritt haufig erst mit einer gewissen Verzégerung von einem Tag bis zwei
Wochen nach einem SHT auf (Padosch et al., 2001). Sowohl wéhrend der akuten
Phase wie auch beim verzogerten Zelltod kann Apoptose jedoch nachgewiesen
werden (Conti et al., 1998). Nach einem milden Trauma zeigen sich bereits nach
12 Stunden apoptotische Zellen, die erst nach 24 Stunden ein Maximum erreichen
und dann in unterschiedlichen Bereichen des Gehirns nachgewiesen werden
konnen. Hierzu gehdren unter anderem der ipsilaterale Kortex, Gyrus dentatus
und Hippokampus (Raghupathi et al., 2002; Hicks et al., 1993). Ein mittleres SHT
dagegen resultiert in einer akuten (24 Stunden) und einer verspateten (eine
Woche) Zunahme apoptotischer Zellen im Kortex und nach zwei Wochen im
Thalamus. Zudem zeigte sich auch Apoptose in der weil3en Substanz. Dies spricht
dafur, dass auch Gliazellen anfallig fur Trauma- induzierte Veranderungen sind
und der Apoptose unterliegen (Raghupathi et al., 2002).

Ob eine geschédigte Zelle apoptotisch oder nekrotisch zugrunde geht, ist neben
der Starke und Dauer der Schadigung auch vom intrazellularen ATP- Gehalt
abhangig (Padosch et al., 2001). Vereinfacht dargestellt kann gesagt werden,
dass bei gentgend ATP die Zelle apoptotisch degeneriert. Bei Fehlen von ATP
unterzieht sie sich der Nekrose (Miles und Knuckey, 1998). Diese Aufteilung wird
jedoch nicht mehr derart dogmatisch gesehen, denn das Vorhandensein von
morphologischen Befunden bzgl. Nekrose und Apoptose in derselben Zelle, hat zu
der Ansicht gefiihrt, dass es ein Kontinuum zwischen Apoptose und Nekrose gibt
(Raghupathi, 2004). Somit ist auch moglich, dass eine initial apoptotische Zelle bei
fehlendem ATP nekrotisch untergeht. Nicht selten finden sich daher auch

kombinierte Formen eines Zelluntergangs (Padosch et al., 2001).
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Nekrose ist haufig die schwere Folge einer lokal gestdrten Stoffwechselstérung
und beschreibt einen Gewebeuntergang. Sie ist charakterisiert durch den
Zusammenbruch der nukledren Membran mit frGher Ruptur der Zellmembran,
einer initialen  Zellschwellung und  Aktivierung einer ausgepragten
inflammatorischen Antwort. Die Nervenzelle selbst nimmt nicht aktiv an diesem
Prozess teil, in welchem der Abbau intrazellularer Proteine durch lysosomale
Enzyme und Freisetzen von lysosomalen Inhalten in das Zytoplasma und den
Extrazellularraum in einer unspezifischen und unkontrollierten Art und Weise
geschieht (Miles und Knuckey, 1998).

Apoptose allgemein bezeichnet den programmierten Zelltod und meint vor allem
ein genetisch determiniertes, aktives Sterbeprogramm einer Zelle. Sie stellt den
kontrollierten Vorgang der Entfernung und Eliminierung von Zellen ohne
ausgepragte Entzindungsreaktion dar und ist ein wichtiger Faktor bei der
sekundaren Hirnschadigung nach einem SHT (Veenith et al.,, 2009). Durch pro-
inflammatorische Stimuli, wie Nattrliche Killerzellen (NK-Zellen), Glucocorticoide,
Zytokine wie Tumor Necrosis Factor (TNF) oder Interleukine, freie Radikale, aber
auch durch Entzug von Wachstumsfaktoren oder Zellschadigung wird dieser
Energie- abhéangige Prozess ausgeldst (Miles und Knuckey, 1998). Der Vorgang
verlauft in mehreren Kaskaden und ist morphologisch charakterisiert als ein
Vorgang, um die Zellmembranintegritat trotz Zelltod zu schitzen (Padosch et al.,
2001). Der Endpunkt all dieser Schritte und was die Apoptose ausmacht, ist die
Fragmentation zellularer DNA, der Abbau nuklearer Strukturen mit Kern- und
Zellschrumpfung, Kondensation des Zytoplasmas und letztendlich die Bildung von
Apoptotic Bodies, so genannter membranumschlossener Fragmente, die von
Makrophagen aufgenommen werden (Veenith et al., 2009). Da bei dieser Art von
Zelluntergang die Zellmembran intakt bleibt, wird deutlich weniger entziindliche
Begleitreaktion hervorgerufen als bei der Nekrose (Longhi et al., 2001). Hieraus
ergibt sich die Meinung, dass Apoptose nach einem SHT eine protektive Antwort
des Gehirns ist, um verletztes Gewebe ohne grol3e Beeinflussung des
umgebenden Parenchyms zu entfernen (Veenith et al., 2009).

Die Apoptose wird in einen Caspase- abhéngigen und einen Caspase-
unabhangigen Mechanismus unterteilt. Uber den Caspase- unabhangigen post-
traumatischen neuronalen Zelltod ist nur wenig bekannt, wahrend der Caspase-
abhangige Weg der Apoptose in der Aktivierung einer Effektorkaskade muindet
(Eldadah und Faden, 2000). Caspasen sind Zystein-Aspartat-spezifische-
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Proteasen und bilden eine Kaskade proteolytischer Enzyme. Eine wichtige
Funktion der Caspasen besteht in der Spaltung spezifischer zellularer
Schlusselproteine und Inaktivierung von DNA- Reparaturenzymen. Alle Caspasen
befinden sich in der Zelle als inaktive Proenzyme und bendtigen eine
proteolytische (Auto-)Spaltung fur ihre Aktivierung (Springer et al., 2001). Diese
erfolgt durch einen extrinsischen oder intrinsischen Weg (Stefanis, 2005). Der
extrinsische Pfad wird durch Bindung eines extrazellularen Botenstoffes an
verschiedene Rezeptoren der Zellen begonnen. Uber eine Veranderung dieses
Rezeptors mit Bildung eines Membranproteinkomplexes kommt es zur Aktivierung
von Effektorcaspasen. Caspase 8 aktiviert Caspase 1, welche wiederum Caspase
3 als den finalen Todeseffektor aktiviert (Longhi et al., 2001). Beim haufiger
genutzten intrinsischen Weg wird initial Cytochrom C aus den Mitochondrien in
das Zytoplasma freigesetzt, was zu einer abschlieenden Formation von
Apoptosomen (Apoptotic Bodies) fuhrt, die wiederum zu einer Aktivierung von
Caspase 9 und nachfolgend zur Aktivierung weiterer Effektorcaspasen, u.a. auch
Caspase 3, 6, 7 fuhren (Springer, 2002). Die wichtigste unter den Effektor-
caspasen, die die Elimination der Zelle bewirken, ist Caspase 3 (Stefanis, 2005).
Sie kommt sowohl in humanen wie auch Ratten- und Mauszellen vor. Dieses
Enzym ist unter vielen anderen Nachweismethoden ein wichtiger Marker fir

apoptotische Zellen.

2.2.5 Amyloid Precursor Protein

Ein weiterer nach einem Trauma auftretender Marker ist die Akkumulation des 3-
Amyloid Precursor Proteins (APP), die bis zu sechs Monaten nach einem SHT
nachweisbar ist (Veenith et al., 2009). Das axonal transportierte Protein APP ist
der sensitivste Marker fur eine axonale Schadigung (Finnie und Blumbergs, 2002)
und kann bereits 30 Minuten nach traumatischer Schadigung nachgewiesen
werden (Uryu et al., 2007; Hortobagyi et al., 2007). APP kumuliert in den
geschadigten Axonen (Stone et al., 2000). Bei einem mittleren bis schweren SHT
wurde eine erhohte Inzidenz von Demenzen mit Atrophie des Hippokampus
gefunden, die wiederum fir eine kognitive Verschlechterung pradisponiert
(Veenith et al., 2009). Ein diskutierter Zusammenhang zwischen einem SHT und

der Alzheimer-Krankheit wird durch den Nachweis von Amyloid- Plaques, einem
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wichtigen Kennzeichen fur die Alzheimer- Krankheit, nach einem SHT unterstitzt.
Pro- inflammatorische Zytokine, die von Mikroglia sezerniert werden, resultieren
nach einem SHT in einer vermehrten Akkumulation von APP (Kumar und Loane,
2012).

2.3 Das Schéadelhirntrauma im Tiermodell

2.3.1 Traumamodelle in der adulten Ratte

In der Klinik sind Studien an SHT- Patienten sehr schwierig und eher ungeeignet,
da — abgesehen von ethischen Belangen — die Auspragungen und Ursachen des
humanen SHT unterschiedlich sind und viele einflieBende Variablen z.B. Alter,
Geschlecht, Vorerkrankungen, Zeit bis zum Therapiebeginn und Behandlungs-
strategien, die Vergleichbarkeit mit einer adaquaten Kontrollgruppe die
Standardisierung und Analyse erschweren. Daher sind Tiermodelle notwendig, in
denen ein SHT standardisiert reproduziert werden kann und verschiedene
Therapieansatze unter standardisierten Bedingungen erprobt und untereinander
verglichen werden kdnnen. Die Korrelation des Tiermodells mit den erhobenen
Daten beim Menschen macht es moglich, in relativ kurzen Zeitradumen
verschiedene therapeutische Mallnhahmen am Modell zu testen. Vor allem am
Modell der Ratte ist dies mdoglich, da diese in kurzen Zeitabstdnden einen
gro3eren Lebensabschnitt verfolgt als der Mensch (Whishaw et al., 1992).

Die Auswirkungen eines humanen SHTs kdnnen aufgrund ihrer Komplexitat
allerdings nicht in einem einzigen Tiermodell erfasst und simuliert werden (Finnie
und Blumbergs, 2002). In den letzten Jahren und Jahrzehnten wurden so
verschiedene Tiermodelle entwickelt, von denen die meisten selektive Aspekte
eines humanen SHT imitieren und berucksichtigen (Finnie und Blumbergs, 2002;
Gennarelli 1994). Die diversen Tiermodelle zur Induktion eines SHT dienen dem
Verstandnis sowie der gezielten Reproduktion neurologischer Syndrome und der
Erforschung biochemischer und physiologischer Aspekte zur Pathologie des SHT

im komplexen System.

Die derzeit bedeutendsten und in der Forschung angewendeten Modelle sind das

~Weight Drop“ Modell* (Feeney et al.,, 1981), das ,Controlled Cortical Impact
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Injury* (CCI) Modell (Dixon et al., 1991; Lighthall, 1988), sowie die ,Fluid
Percussion® und ,Impact Acceleration“ Modelle.

Das Trauma im CCIl- Modell der Ratte wird nach Kraniotomie und Freilegung der
Dura mittels eines druckluftbetriebenen, computergesteuerten Stempels erzeugt.
Durch die Geschwindigkeit und Eindringtiefe dieses Stempels kann eine Variation
der Traumastérke und eine standardisierte Reproduzierbarkeit erzeugt werden.
Bei diesem Modell wird ein fokaler Schaden gesetzt (Prins und Hovda, 2003).
Insgesamt konnten sowohl motorische als auch kognitive Defizite nachgewiesen
werden, wie auch eine erhéhte BHS- Permeabilitat mit akuter Inflammation und
Apoptose im Kortex und Hippokampus (Adelson et al., 1998).

Beim ,Fluid Percussion“ Modell (Versuchsaufbau nach Dixon et al., 1987) kann die
Schwere der Verletzung von mild bis schwer mittels einer héheren applizierten
Flissigkeitsmenge sowie dem Druck, mit dem diese Fliussigkeit in ein
Fuhrungsréhrchen gepresst wird, erreicht werden. Bei Erreichen eines schweren
SHT konnen sogar subarachnoidale Blutungen, Kontusionen und ein diffuser
axonaler Schaden generiert werden (Dixon et al., 1987). Dieses Modell resultierte
jedoch in einem geringeren diffusen als eher einem lokalen Schaden (Povlishock
und Christman, 1995). Bei diesem Versuchsaufbau wurden altersabhéngige
Unterschiede im Verhalten und Metabolismus der Ratte dokumentiert. Wé&hrend
juvenile Ratten weniger neuronale Schéadigung und weniger BHS- Permeabilitat
zeigten als adulte Tiere, so wiesen sie eine erhdhte Mikroglia- und Makrophagen-
infiltration und eine erhéhte Ca?*- Akkumulation mit Verlust thalamischer und
hippokampaler Zellen auf, die nachfolgend zur Unterdrickung motorischer
Funktionen, kognitiven Defiziten, Verhaltensauffalligkeiten und je nach Schwere
bis zum Tod fuhren kdnnen (Leker et al., 2002; Prins und Hovda, 2003).

2.3.2 Weight Drop - Modell nach Marmarou

Im modifizierten ,Weight Drop“ Modell nach Marmarou (Marmarou et al, 1994,
Foda und Marmarou, 1994) kénnen die beim schweren SHT auftretenden diffusen
Schadigungen im Tiermodell reproduzierbar simuliert werden. In diesem
Versuchsaufbau wird auf den fixierten Kopf der Ratte ein Messinggewicht,
welches variiert werden kann, aus einer beliebig einstellbaren Hohe im freien Fall

auf den ungeoffneten Schéadel fallen gelassen. Der Vorteil dieses simplen Modells
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ist die Reproduzierbarkeit und Nachweisbarkeit verschiedener bedeutsamer
Gesichtspunkte des SHT aus dem Bereich der Humanmedizin. Neben dem
diffusen Schaden tritt unter anderem eine fokale Kontusion mit Verlust von
Neuronen, vor allem im Kortex, Hippokampus und Thalamus auf (Tang et al.,
1997a; Smith et al., 1997). Weiterhin kommt es zu intrakraniellen Blutungen und
Odemen. Nach dem Versuch wurden Verhaltensanderungen sowie motorische
und kognitive Beeintrachtigungen gesehen (Shapira et al, 1988; Tang et al.,
1997b). Nachteile sind die fehlende Kontrolle der Fallgeschwindigkeit und somit
des erzielten SHT- Ausmal3es.

In diesem Modell zeigten sich neurologische Defizite, Gewichtsverlust, Hypotonie,
ein histologisch nachweisbares diffuses Odem, motorische Defizite und eine
erhohte Mortalitatsrate (Adelson et al., 1996). Allerdings konnten bei moderatem
SHT keine kognitiven Defizite nachgewiesen werden. Erst bei einem besonders
schweren SHT (Fallgewicht 150g / 1m) wurden verzogert kognitive Defizite
erkennbar. Dieses Modell nach Marmarou ist das derzeit bekannteste Tiermodell
zur Induktion einer diffusen traumatischen Schadigung bei adulten Ratten
(Marmarou et al., 1994; Foda und Marmarou, 1994).

2.3.3 Trauma- Modell der juvenilen Ratte

Adelson modifizierte das ,Weight Drop“- Modell nach Marmarou fur die
Anwendung an juvenilen, 17 Tage alten, Ratten. Das hierbei induzierte Trauma
erfolgt ebenfalls Uber den Aufprall eines Gewichts auf den Schadelknochen
(Adelson et al., 1996). Ziel war, die Pathomechanismen des SHT bei Kindern zu
simulieren und ein Modell der diffusen zerebralen Schadigung zu etablieren, wie
sie bei Kindern nach einem SHT vornehmlich entsteht. Nach neurologischer
Untersuchung (Kornealreflex, Offnen der Augen, Fluchtreflex und abnorme
Bewegungen) wurden verschiedene Marker flir das Trauma in der Studie von
Adelson ausfindig gemacht. Zu diesen gehoOrten eine verzdgerte
Wiederherstellung der Reflexe, zunéchst eine Hypertension mit nachfolgender
Hypotension, ein posttraumatischer Gewichtsverlust sowie ein Absinken der
Kerntemperatur. Histopathologisch zeigten sich beim schweren (100g) und
mittleren (75g) Trauma diffuse neuropathologische Verdnderungen mit dem

Nachweis von Nekrose und Apoptose in den thalamischen Kernen, eine
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Zerstorung der CA3- Architektur im Hippokampus, Gefal3rupturen und ein diffuses
zerebrales Odem, welches mit zur diffusen zerebralen Schwellung beitragt, die als
wichtiges Charakteristikum eines schweren SHT angesehen wird. Es wurden
keine offensichtlichen zerebralen Kontusionen wie Risse oder Hamatome
gefunden (Adelson et al.,, 1996). Zusatzlich zeigte sich eine Proportionalitat
zwischen der neurologischen Dysfunktion und der Schwere des Traumas.

Nach Romijn et al. (1991) entspricht das Gehirn einer Ratte am Postnataltag (P)
12 / 13 dem eines reifen (um den Geburtstermin auf die Welt gekommenen)
Neugeborenen. Parameter bei dieser Berechnung sind der prozentuale Anteil der
ausgebildeten Synapsen, festgelegt Uber die Expression der Glutamat-
Decarboxylase und Cholinacetyltransferase sowie der elektrischen Aktivitat. In der
Modifikation nach Adelson wurden 21 Tage alte Ratten verwendet, was dem

humanen Entwicklungsstand im Kleinkindalter entspricht.

2.4. Therapeutische Ansatze durch humane Nabelschnu  rblut-
Zellen

Klinische Therapien beim SHT umfassen einige pharmakologische Ansatze. Viele
dieser pharmakologischen Therapien, die in Tiermodellen viel versprechende
Ergebnisse zeigten, versagten jedoch im klinischen Einsatz, wie z.B. Steroide,
Wachstumshormone oder Antikonvulsiva (wie Valproinsdure, Magnesium). Unter
anderem resultieren diese Medikamente in der Freisetzung freier Radikale. Zwar
werden Steroide mit einem guten Effekt beim Hirnddem eingesetzt mit dem
Ergebnis einer Reduzierung freier Radikale und dem Nachweis eines protektiven
Effekts auf das Gehirn in Tiermodellen, aber verschiedene klinische Studien
zeigten keinen klaren Benefit bzgl. des Outcomes (Narayan et al., 2002; Veenith
et al., 2009). In der CRASH-Studie (Edwards et al., 2005) zeigte sich bei Patienten
nach einem SHT eine erhohte Mortalitdt nach Behandlung mit Steroiden
(Bellander et al.,, 2010), was ihren Einsatz obsolet machte. Viele weitere
pharmakologische Studien konnten ebenfalls keine Verbesserung zeigen
(Narayan et al., 2002; Langham et al., 2003; Alderson und Roberts, 2005). Die
Zahl angewandter Therapieformen ist limitiert. Neue experimentelle Ansatze
schlieBen  Neurotrophine, NMDA-Antagonisten, Bradykinin-Antagonisten,
Minocyclin, Inhibitoren des Zell-Zyklus wie Flavopiridol, Statine, Progesteron,
Calciumkanal-Blocker wie Nimodipin mit neuroprotektiver Funktion sowie

31



verbessertem histologischen und funktionellem Outcome im Tiermodell ein, die
allerdings noch keinen Zugang zur regularen klinischen Anwendung gefunden
haben (Veenith et al., 2009; Kumar und Loane, 2012). Da zurzeit im klinischen
Alltag fast ausschliel3lich Symptom- bezogene Behandlungsansatze moglich sind,
die zudem meist nur einzelne Aspekte und Faktoren der Sekundarmechanismen
eines SHT beeinflussen, ist nicht davon auszugehen, dass diese in einer
signifikanten Verbesserung des Outcomes resultieren (Kumar und Loane, 2012).
Die Mdglichkeit eines kausalen, multipotenten Therapieansatzes kénnte jedoch in
der Transplantation von Zellen liegen. Eine Mdglichkeit zur Zelltherapie bieten
adulte Stammzellen, die in vielen Organen des Korpers vorkommen, wie im
Knochenmark, Gehirn, Blut, Nabelschnur, Haut und Muskulatur. Diese adulten
Stammzellen dienen als Reparatursystem des Korpers und werden lebenslang fir
die Regeneration untergegangener differenzierter Gewebezellen benutzt, d.h. ihre
Aufgabe ist die Bildung unterschiedlicher Arten von Ersatzzellen. Wahrend man
friher der Ansicht war, dass das Differenzierungspotential adulter Stammzellen im
Gegensatz zu embryonalen Stammzellen auf Organ- oder Gewebe- limitierte
Stammzellen begrenzt ist, so ist man mittlerweile der Auffassung, dass auch
adulte Stammzellen sich mithilfe von Wachstumsfaktoren im Labor ebenfalls in
differenzierte und spezialisierte Zellen anderer Organsysteme entwickeln konnen
(Alison et al., 2002). Diese Verformbarkeit adulter Zellen kann in der regenerativen
Medizin von Nutzen sein. Diskutiert werden jedoch auch indirekte, parakrine
Wirkmechanismen, die von der Differenzierung der Zellen unabhangig sind
(Taguchi et al., 2004; Neuhoff et al., 2007; Newman et al., 2006).

In dieser Arbeit liegt der Fokus auf der Applikation von Zellen aus humanem
Nabelschnurblut. Die umbilikalen Zellen sollen auf ihren therapeutischen Nutzen
nach SHT im Tiermodell untersucht werden. Der Nachweis transplantierter
humaner Zellen kann dber den immunhistochemischen Nachweis human-
spezifischer Antigene erfolgen. Das Human-Leukocyte-Antigen (HLA), auch MHC
oder Haupthistokompatibilitatskomplex genannt, befindet sich auf verschiedenen
Zellen des Menschen, wie aktivierten T-Zellen, Makrophagen, Monozyten,
Antigen- prasentierenden Zellen wie den Langerhans-Zellen der Haut, sowie
einigen endothelialen und epithelialen Geweben, wie auch auf myeloiden und
erythroiden Vorlauferzellen (Navarrete, 2000). Spezifische Antikorper reagieren
mit der alpha-Gruppe der DR-Antigene dieser HLA-lI-Antigene. Das HLA-DR

Antigen stellt somit einen wichtigen Marker fur humane Zellen, in unserem
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Versuchsvorhaben vor allem fiir humane Nabelschnurblutzellen, dar. Ein weiterer
Antikorper richtet sich gegen das ,Human Nuclear Antigen“ (HNA) und detektiert
die Kerne humaner Zellen. Beide Antikérper wurden bereits fur die Darstellung
transplantierter humaner Zellen im Wirt eingesetzt (HLA-DR: Meier et al., 2006;
HNA: Chen et al., 2001).

Bislang wurden Zellen aus humanem Nabelschnurblut (hNSB) vorwiegend in der
Behandlung hamatopoetischer Erkrankungen klinisch eingesetzt (Goldstein et al.,
2007), aber auch in der Behandlung von Stoffwechselerkrankungen wie Morbus
Krabbe wurden Zellen aus hNSB inzwischen mit positivem Effekt, wie der
kontinuierlichen Entwicklung in alltdglichen Fertigkeiten mit altersentsprechender
kognitiver Funktion, transplantiert (McGraw et al., 2005; Escolar et al., 2005).
Weitere Anwendungsmoglichkeiten der Zelltransplantation bieten kardiovaskulare
Erkrankungen, neurodegenerative Krankheiten (Morbus Alzheimer, Morbus
Parkinson), Krebs und Diabetes (Alison et al, 2002). Tierexperimentelle
Untersuchungen weisen darauf hin, dass Erkrankungen des gesamten
neurologischen Symptomenkreises als mogliche Anwendungsbereiche in Frage
kommen. Therapeutische Effekte von Zellen aus humanem Nabelschnurblut
wurden bei Transplantation nach Schlaganfall (Chen et al., 2001; Jiang et al.,
2010), perinatalem hypoxisch-ischamischen Hirnschaden (Meier et al., 2006;
Wasielewski et al., 2012), Amyotropher Lateralsklerose (Garbuzova-Davis et al.,
2003) etc. beobachtet. Es konnte nachgewiesen werden, dass Nabelschnurblut-
Zellen die BHS passieren, in hypoxisch-ischamische Hirnareale migrieren und ein
neurologisches Defizit verbessern (Chen et al., 2001; Nan et al., 2005). Hierbei ist
eine Reduktion der inflammatorischen Antwort mit Inhibition von Apoptose und
einer Reduktion der Infarktgrof3e nachweisbar, die zu einer Regeneration der
motorischen Fahigkeiten fuhrt (Jiang et al., 2010; Bliss et al., 2007). Auch die
gliale Reaktion (Wasielewski et al., 2012) und Angiogenese (Rosenkranz et al.,
2012a) werden beeinflusst.

Ebenso wurden nach traumatischem Hirnschaden Zellen aus Nabelschnurblut in
tierexperimentellen Studien adulten Ratten appliziert (Lu et al.,, 2002). Die
Transplantation ging einher mit der Reduktion motorischer und neurologischer
Defizite nach Trauma sowie der Expression neuronaler und astrozytarer Marker
(NeuN und GFAP) bei den transplantierten Zellen. Ahnliche Ergebnisse wurden

nach Transplantation mesenchymaler Stammzellen nach Trauma nachgewiesen

33



und gingen mit einer Verbesserung des funktionellen Outcomes einher (Bakhtiary
et al., 2010). Weiterhin wird der positive therapeutische Effekt von Zellen nach
Ruckenmarksschadigung berichtet. Die transplantierten Zellen aus hNSB flhrten
zu einer Verbesserung in verschiedenen motorischen Tests und konnten sogar in
den geschadigten Arealen aufgefunden werden (Saporta et al., 2003; Hu et al.,
2010). Kim et al. beobachteten ebenfalls eine verbesserte neurologische Funktion
nach Trauma und Transplantation mesenchymaler Stammzellen mit verminderter
Apoptose (Cleaved-Caspase 3- Nachweis). Diese Untersuchungen wurden an
adulten Ratten durchgefuhrt (Kim et al., 2010); therapeutische Effekte in juvenilen
Ratten wurden bislang nicht untersucht.

Insgesamt sind trotz der beobachteten Effekte durch Zelltransplantation die
genauen Wirkmechanismen unbekannt. Bislang konnten insgesamt nur wenige
Zellen im Gehirn nach Transplantation gefunden werden, die neuronale Marker
exprimieren. Aus diesem Grund geht man vielmehr davon aus, dass diese Zellen
trophische Faktoren sezernieren, die endogene Mechanismen der Regeneration
anregen und vorwiegend Uber parakrine Wirkung ihre Funktion erhalten (Bliss et
al., 2007; Rosenkranz und Meier, 2011). Nachweislich kénnen Zellen aus hNSB
neurotrophe Faktoren sezernieren und somit die Immunfunktion und
Inflammationsreaktion modulieren (Neuhoff et al., 2007; Newman et al., 2006,
Rosenkranz und Meier, 2011). Auch ein systemischer immunmodulatorischer
Effekt wird diskutiert (Rosenkranz et al., 2012b). Der deutliche Vorteil humaner
Zellen aus Nabelschnurblut gegenuber anderen Stammzellen liegt in ihrer
immunologischen Unreife, ihrer grol3en Plastizitat und dass sie in ausreichender

Menge zur Verfigung stehen (Ali und Bahbahani, 2010).

2.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Nach klinischer Studien- und Datenlage ist nachgewiesen, dass Kinder anders als
Erwachsene mit einer diffusen axonalen Schwellung auf ein SHT reagieren (Prins
und Hovda, 2003). Daher ergibt sich die Notwendigkeit geeignete Tiermodelle zu
etablieren, die viele dieser relevanten Komplikationen im Kindesalter imitieren
konnen.

Das primare Ziel dieser Arbeit ist, ein Traumamodell in Modifikation nach Adelson
in juvenilen Ratten zu etablieren. Hierbei soll zunachst der Nachweis erbracht
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werden, dass dieses modifizierte Tiermodell der diffusen axonalen Schadigung
einen belegbaren und relevanten traumatischen Hirnschaden hinterlasst. Als
Parameter der Sekundarschadigungen dienen Inflammation, Apoptose, die
Durchlassigkeit der BHS und die axonale Kumulation von APP.

Das zweite Ziel ist die Analyse einer therapeutischen Intervention mittels Zellen
aus hNSB. Ziel der Analyse waren die gleichen, oben genannten Parameter der
Inflammation und Apoptose. Falls positive Effekte durch die Zellen aus hNSB in
Bezug auf Inflammation und Apoptose nachweisbar sind, so ist ebenfalls ein
Nachweis der Zellen im geschadigten Areal wichtig.

Eine erfolgreiche und effektive Therapie durch die Kombination anti-
inflammatorischer wie auch neuroprotektiver Effekte durch die Transplantation von
Zellen kdnnte zu einem langer anhaltenden therapeutischen Fenster im klinischen
Einsatz fuhren (Rosenkranz und Meier, 2011). Somit kénnten die Ergebnisse und
Erkenntnisse aus solchen Tiermodellen Grundlagen bzgl. der Entwicklung einer
effizienten Humantherapie beisteuern, die nicht nur symptomatisch agiert sondern
auch Aspekte der Neurogenese und Neuroprotektion durch Behandlung mit

Nabelschnurblut-Zellen in Anspruch nimmt und mit einbezieht.

35



3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Geréate und Verbrauchsmaterialien

* Anasthesie-Setup: Narkosegerat mit Fluovac System,
Beatmungsmaschine fur Kleintiere,
Vorrichtung zum Absaugen der Narkosegase,
Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten, Deutschland
» Capnograph, Harvard Apparatus Ltd, Kent, UK
« Deckglaser, 34x60mm, Menzel-Glaser, D - Braunschweig
* Feuchte Kammer, Eigenbau
* Guillotine
* Homeothermic Blanket System (Warmekissen), Harvard Apparatus Ltd,
Kent, UK
» Kéfige, PC 3108, Ebeco, D - Castrop-Rauxel
 Kryostat, CM 3050 S, Leica Microsystems, D - Nul3loch
» Mikroskop Zeiss Axiovert 200M / AxioCam HRm, Carl Zeiss AG, D —
Oberkochen
» Objekttrager SuperFrost® Plus, Menzel-Glaser, Menzel GmbH, D —
Braunschweig
* PapPen, Wachsstift fir Immunhistochemie, Dako GmbH, D - Hamburg
* Pipetten (Eppendorf Research Pipetten: 0,1 - 2,5ul; 2 — 20pul; 20 — 200ul; 100 —
1000ul), Eppendorf AG, D - Hamburg
« Pipettenspitzen, bevelled filter Tips 1 — 100ul, yellow bevelled Tipps 1 — 200,
blue graduated pipette tipps 101 — 1000ul, extended length natural tipps 0,1 —
10ul, Starlab GmbH, D - Ahrensburg
* Praparierbesteck (Scheren und Pinzetten)

* Reagiergefalde, Sarstedt, D - Numbrecht
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» Skalpell (Standard scalpel handel), Fine Science Tools GmbH, D - Heidelberg
» Warmeschrank, WTB Binder GmbH, D - Tuttlingen

* Tischzentrifuge, Biofuge fresco, Heraeus, D - Osterode

3.1.2 Verbrauchsmaterialien / Losungen / Chemikalie n

» Antifade, Prolong Antifade Kit, Molecular Probes, NL - Leiden

* Bepanthen A + N Salbe, hauseigene Apotheke

* Blockierungslosung: 10% NGS (normal goat serum) / 0,1% Triton X100 in PBS

* Cicatrex Salbe, Pfizer, CH - Zurich

« Cresylviolet acetate, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D - Steinheim

* Einfriermedium, Tissue Freezing Medium, Jung Leica Microsystems, Nussloch

» Entellan, Merck KGaA, D - Darmstadt

* Erythrosin B 115936, Merck KGaA, D - Darmstadt

 Essigsaure Merk / Essigsédureanhydrid, Acros Organics, Geel, Belgien

» Ethanol, Baker B.V., NL - Deventer

» Evans Blue — Lésung, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D - Steinheim

« Ficoll-Lésung, Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden

» Handschuhe, Meditrade, D - Kiefersfelden

» Hoechst- Farbung 33342, Sigma Chemical, St. Louis, MO

* Immersionsol, Carl Zeiss AG, D — Oberkochen

* Isopentan, VWR International, F — Fontenay sous Bois

e Liguemin Am. 25 000 I.E. 5 ml, hauseigene Apotheke

* Lithiumcarbonat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D - Steinheim

* Luxol Fast Blue, Waldeck GmbH, D - Munster

* Mayers Hamalaunlosung, Merck KGaA, D - Darmstadt

» Paraformaldehyd, Riedel — de Haen, Sigma Aldrich Laborchemikalien GmbH, D -
Seelze

* PBS (phosphate buffered saline) L182-5, PBS Dulbecco, Biochrom AG, D -
Berlin

* PBS-A (bovine serum albumin); Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D - Steinheim

» Reaktionsrohrchen, TPP 91050, Omnilab AG, CH - Mettmenstetten

* Rotihistol, Carl Roth GmbH, D - Karlsruhe
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« Serologische Pipetten, 5ml/10ml, TPP 94010/94005, Omnilab AG, CH -
Mettmenstetten

» Skalpellklingen

« Steriles chirurgisches Nahtmaterial

 Tissue Freezing Medium, Jung, Leica Microsystems Nussloch GmbH, D -
Nufloch

« Triton X 100, Acros Organics, Geel, Belgien

» Trypanblau, Sigma Aldrich, D - Taufkirchen

3.1.3 Verwendete Antikorper

APP, Zymed Laboratories Inc., San Francisco, USA
Kaninchen- anti 3- Amyloid Precursor Protein- Antikérper, polyclonal
Verdinnung 1:200

Cleaved-Caspase 3 (CC3) , Cell Signalling Technology, Danvers, USA,;
Kaninchen- anti CC3- Antikorper (ASP 175), polyclonal
Verdinnung 1:100

Connexind3 , Zymed Laboratories Inc., San Francisco, USA
Maus- anti-Connexin43- Antikoérper, monoclonal
Verdinnung 1:100

CD68 (Klon ED 1), MorphoSys AbD GmbH, D - Dusseldorf
Maus- anti-CD68- Antikdrper, monoclonal
Verdunnung 1:80

GFAP, Millipore GmbH (Chemicon), D — Schwalbach
Maus- anti-Glial Fibrillary Acidic Protein- Antikdrper, monoclonal
Verdinnung 1:1000

HLA-DR, Dako Cytomation Deutschland GmbH, D — Hamburg
Maus- anti-Human HLA-DR- Antikdrper, monoclonal
Verdinnung 1:25

38



HNA, Millipore GmbH (Chemicon), D — Schwalbach
Maus- anti-Human HNA- Antikérper, monoclonal

Verdinnung 1:50

3.2 Methoden

3.2.1 Auswahl der Tiere

Die Traumainduktion wurde an mannlichen, juvenilen Sprague Dawley Ratten
(Centre d’Elevage R. Janvier, LE Genest-ST-ISLE, France) durchgefihrt. Die
Tiere wurden in vier Versuchsgruppen eingeteilt: Trauma mit Zellen
(Traumainduktion mit nachfolgender Applikation humaner Zellen aus NSB);
Trauma ohne Zellen (Traumainduktion ohne nachfolgende Applikation humaner
Zellen aus NSB); Sham (Shamoperierte Tiere) und Kontrollen (je n=3).

Drei zusatzliche Tiere wurden direkt nach der Traumainduktion getdtet und fur
andere Markierungen wie APP- (n=1) und Evans Blue- Farbung (Trauma n=2;
Kontrolle n=1) benutzt. Zusatzlich wurden Untersuchungen an drei
immunsupprimierten Tieren durchgefihrt.

Bei weiteren 59 Tieren wurde wéahrend des Operationsablaufs eine Hypoxie
ausgelost, Haarrisse des Knochens festgestellt bzw. war eine Reanimation
notwendig. Diese Tiere wurden nicht in die immunhistochemische
Untersuchungen einbezogen und nicht in die Auswertung aufgenommen. Im
Vorversuch wurden zur Einstellung der Normwerte und zum Ausschluss von
Manipulationen im Hauptversuch invasive Eingriffe vorgenommen, wie die

Katheterisierung der Femoralarterie.

Fur die Versuchsreine wurden lediglich mannliche Ratten ausgewéhlt, um
allgemeine Schwankungen, wie vor allem wahrend des weiblichen Zyklus,
herauszufiltern. Einen Tag vor der Operation wurden die Tiere im Alter von 21 bis
23 Tagen von ihrer Mutter getrennt und in Typ IV-Standard- Einzelkafigen (54 x 33
x 18,5cm) mit Einstreu gesetzt. Die Haltung erfolgte wahrend der gesamten
Versuchsdauer bei einer Temperatur von 22 + 0,5C und einem Hell-Dunkel-

Rhythmus von 12 Stunden in der Zentralen Versuchstierhaltung der Medizinischen
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Einrichtungen der Ruhr-Universitat-Bochum. Wasser und Trockenfutter waren fur
die Tiere jederzeit frei zugangig. Die Versuche wurden durch das Landesamt flr
Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV-Reckling-
hausen) genehmigt und entsprechen den Richtlinien des Deutschen

Tierschutzgesetzes vom 09.12.2010.

3.2.2 Operation

Der Versuchsablauf wurde in Anlehnung an das Traumamodell nach Marmarou fur
adulte Ratten durchgefuhrt (Foda und Marmarou, 1994; Marmarou et al., 1994).
Zur Anwendung kam eine Adaptation des Modells fir juvenile Ratten nach
Adelson (Adelson et al., 1996).

Der Operationsablauf gliederte sich in folgende Abschnitte: Anéasthesie,
Traumainduktion und Nachbeobachtung. Im postoperativen Abschnitt erfolgte
nach einer siebentdgigen Verhaltenstestung die immunhistochemische
Aufbereitung und mikroskopische Analyse der Gehirne.

Am Tag der Operation waren die Tiere 22 - 24 Tage alt und wogen im

Durchschnitt 63,5 + 1,5g. Alle Ratten erhielten zur Einleitung eine Ketamin-

(65mg/kg KG) / Domitor- (0,46mg/kg KG) Narkose. Zeitgleich wurde dem Tier
eines der folgenden Analgetika i.v. verabreicht: Temgesic (0,085mg/kg KG) /
Phenylbutazon (1ml/kg KG) / Metamizol (1ml/kg) oder Metacam (0,4ml/kg). Unter
dieser Narkose wurde das Tier intubiert. Das Tier wurde direkt an eine geeignete
Beatmungspumpe fur Kleintiere angeschlossen. Der endexspiratorische CO,-Wert
wurde konstant auf 3,5 — 4,5% gehalten, um eine ausreichende Ventilation zu
gewahrleisten. Die Atemfrequenz wurde auf 120 — 140/min und das Atemzug-
volumen auf 350 — 450ul eingestellt. Hiertiber wurde auch der endexspiratorische
CO,- Wert reguliert. Die weitergehende Narkose und Beatmung wurde mit 70%
Lachgas, 30% Sauerstoff und 3,5% Isofluran aufrechterhalten. In Vorversuchen
wurde unter der Vollnarkose die Femoralarterie frei prapariert und ein Katheter zur
Messung des Blutdrucks, der Blutgase und der Blutglukosekonzentration gelegt.
Dieser invasive Eingriff diente zur Messung und Einstellung der Normwerte und
verlangerte die Operationsdauer auf drei Stunden. Wahrend des operativen
Hauptversuches wurden keine invasiven Blutdruck- und Blutgaswerte erhoben, um

eventuelle Nervenschadigungen und die lange Operationsdauer zu vermeiden.
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Sobald die Normwerte (im Hauptversuch durch Uberwachung des
endexspiratorischen CO;) erreicht waren, wurde die Kopfhaut desinfiziert und
rasiert, mit einem Schnitt durchtrennt und das Periost sowie weitere Rickstande
und Hautreste entfernt. Mittels eines Dentalklebers wurde eine runde Stahlplatte
von 10mm Durchmesser und 3mm Dicke auf den trockenen Schadelknochen
zwischen die Sutura coronalis und Sutura lambdoidea platziert und geklebt.
Kurzzeitig wurde die bewusstlose Ratte vom Beatmungsgeréat entfernt und auf
dem Bauch liegend auf ein Schaumstoffbett gelegt und mit zwei Gurten befestigt
(siehe Abb. 1 und 2).

Abbildung 1: Darstellung der Positionierung der Ratte, der Plexiglasrohre sowie
Ubersicht tiber die geschadigte Region (Prins und Hovda, 2003)

Abbildung 2: Platzierung der Ratte auf dem Schaumstoffbett (aus MCV Neurosurgery

Impact Acceleration Model Instructions)
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Der Kopf bzw. die Metallplatte wurde direkt unter die Offnung einer 2m langen,
vertikal aufgebauten Plexiglasrohre platziert. In dieser RoOhre befand sich
anfanglich ein 75g Messinggewicht, das im Verlauf der Versuche auf 80g erhéht
wurde. Dieses wurde innerhalb dieser Vorrichtung aus der Hohe von einem Meter

im freien Fall auf die Metallplatte fallen gelassen (siehe Abb. 3).
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Abbildung 3 : Ubersicht der Modellanordnung (Adelson et al., 1996)

Direkt nach einmaligem Auftreffen des Gewichts wurde die Ratte samt
Schaumstoffbett zur Seite bewegt, um ein weiteres Trauma durch mehrfaches
Auftreffen des Gewichts auf die Schadelplatte zu verhindern. Unmittelbar nach
dem Trauma und noch wahrend der Narkose wurde die Ratte wieder an das
Beatmungsgerat angeschlossen. Vor und bis ca. 30 Minuten nach der
Lasionserzeugung wurden Blutgase, Blutdruck und Korpertemperatur kontrolliert.
Um eine Auskihlung zu verhindern, wurde die Kdrpertemperatur rektal gemessen
und bei 37 + 0,5C mit einem Warmekissen mittels Ruckkopplung a ufrecht
erhalten. AnschlieBend wurden die Metallplatte und die Kleberreste mit 70%

Ethanol in Aqua dest. (v/v) entfernt. Der Schadelknochen wurde auf moégliche
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makroskopische Risse hin kontrolliert und die Kopfhaut danach wieder zugenaht
(0,3 Ethicon Monocryl). Tiere, die Risse im Schadelknochen aufwiesen, wurden
nicht fur weitere Untersuchungen verwendet. Alle Arbeiten wurden unter
weitestgehenden sterilen Bedingungen durchgefihrt.

Funfundvierzig Minuten nach der OP wurde der Ratte der Antagonist Antisedan
(1,7mg/kg KG bzw. 0,34 — 0,5ml/kg) injiziert, um die sedative Domitorwirkung
aufzuheben, die Ratte zuriick in ihren Kafig gelegt und beobachtet.

Die Kontrollgruppe erhielt keine Operation. Die scheinoperierten Tiere, Sham-
Gruppe, erhielten die gleiche Behandlung bzw. Durchfiihrung der Operation wie
die Traumagruppe. Die Induktion des Traumas erfolgte hierbei jedoch nicht. D.h.
die Tiere erhielten ebenfalls eine Isofluran-Narkose, die Kopfhaut wurde eroffnet,
aber sie wurden keinem Trauma mittels des Gewichts unterzogen. Die gesamte
Versuchsdauer betrug ohne Vorkommnisse ca. 30 Minuten.

Die operierten Tiere wurden Uber einen Zeitraum von einer Woche nach OP
taglich kontrolliert. Die analgetische Behandlung der Tiere erfolgte Uber einen
Zeitraum von drei Tagen (30 Minuten vor der Operation und bis 72 Stunden

danach) durch Buprenorphin (Temgesic® 0,05mg/kg KG) alle 12 Stunden.

Zwei bzw. 24 Stunden nach dem Trauma erfolgte die Injektion mononuklearer
Zellen aus hNSB intraperitoneal bzw. intracisternal in einer Konzentration von
1x10’ Zellen in 250yl (i.p.) bzw. 10ul 0,9% NaCl in Aqua dest. (W/v) (i.c.) bzw. von
5x10° — 1x10’ Kryozellen in 10pl 0,9% NaCl in Aqua dest. (w/v) (i.c.). Wahrend die
I.p.-Injektion ohne Betdubung erfolgte, wurde die Ratte bei der i.c.- Injektion ein
erneutes Mal mit Ketamin und Domitor unter der gleichen Konzentration wie bei
der Haupt- Operation narkotisiert und der Kopf der bewusstlosen Ratte
ventroflektiert, so dass die Cisterna cerebellomedullaris gut zu erreichen war. An
toten Tieren wurde vorher die Injektionstiefe sowie die Ausrichtung in die Cisterna
cerebellomedullaris standardisiert.

Die operative Durchfihrung der Versuche und die Injektion der humanen Zellen
wurden von Frau Dr. rer. nat. A. Roth-Harer unter meiner Assistenz durchgefuhrt.
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3.2.3 Aufbereitung der Zellen aus humanem Nabelschn  urblut

3.2.3.1 Probandenmaterial und Entnahme der Nabelsch  nurblut-Zellen

Das Nabelschnurblut wurde von der Geburtsklinik des Elisabeth-Krankenhauses
bzw. des Knappschaftskrankenhauses in Bochum bereitgestellt. Dazu wurden die
Mutter Uber die Freiwilligkeit der Teilnahme informiert und gaben vor der
Entnahme des Nabelschnurblutes ihr schriftliches Einverstandnis.

Das Nabelschnurblut wurde unmittelbar nach der Abnabelung mittels eines
Abnahmesystems (Maco Pharma) entnommen, der im Primarbeutel (150ml
Blutbeutel) 21ml CPD (Citrate-Phosphate-Dextrose)- Antikoagulans- Losung
(Citratpuffer) enthalt, um eine Koagulation des Blutes zu verhindern.

3.2.3.2 Isolierung und Aufarbeitung der Nabelschnur  blut-Zellen

Die Isolierung der mononukledaren Zellen aus hNSB erfolgte mittels der
Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll-L6sung. Das Nabelschnurblut wurde
zunéchst steril aus dem Blutbeutel entnommen, das Volumen bestimmt und das
Blut in einem Verhaltnis von 1:3 mit PBS verdunnt.

AnschlieBend wurden je 20ml Ficoll-Losung, Dichte von 1,077g/ml, pipettiert. Uber
diese Ficoll-Lésung wurden nun 30ml des verdinnten Blutes vorsichtig
geschichtet. Anschlieend wurden die Rohrchen fur 60 Minuten bei 1500rpm
(400g) und bei Raumtemperatur (20 - 30C) ohne Brem se zentrifugiert, so dass
die verschiedenen Zelltypen aufgrund ihrer Dichte separiert werden. Dabei
entstehen vier Phasen: die weildlich erscheinende Interphase enthalt Monozyten
und Lymphozyten. Um die Ausbeute vitaler mononuklearer Zellen aus dem
Nabelschnurblut zu bestimmen, wurde eine VitalitAitsbestimmung mit einer
Trypanblaufarbung durchgefihrt.

Im Anschluss an die Vitalitatsbestimmung wurden 10ml der Zellsuspension fur 10
Minuten bei 1500rpm (400g) zentrifugiert, das Pellet in 0,9% NaCl in Aqua dest.
(w/v) resuspendiert und die Zellen je nach Weiterverarbeitung entweder in Kultur
genommen, kryokonserviert oder direkt den traumatisierten Tieren i.p. bzw. i.c.

gespritzt.
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Die Aufarbeitung der Zellen wurde von Frau Dr. rer. nat. S. Kumbruch

durchgefuhrt.

3.2.4 Préaparation

Zwei Wochen nach Trauma- Induktion wurden die Tiere nach einer CO,/O»-
Narkose dekapitiert. Zuerst wurde das Gehirn frei prapariert, um eine Manipulation
durch weitere Ischamie zu verhindern. AnschlieRend wurden Herz, Lunge, Leber,
Niere, Milz, und ein Teil des abdominellen Fettgewebes entnommen.

Samtliche Organe wurden mittels Einfriermedium, Tissue Freezing Medium, auf
zuvor zugeschnittenem Kork platziert und in -70C k altem 8%igen Cyclohexan in
Isopentan (v/v) eingefroren. Bis zur weiteren Verarbeitung erfolgte die Lagerung
der Organe bei -20<C.

3.2.5 Histologische Aufarbeitung und Untersuchung

3.2.5.1 Anfertigung von Kryoschnitten

Zunachst wurde das tief gefrorene Préparat (Gehirn) mit Tissue Tec bedeckt.
Nach Einspannen und Ausrichten des Objekthalters wurde das Gewebe mit einer
Schnittdicke von 30um bei einer Temperatur von -20°C manuell von rostral
angeschnitten. Sobald die Schnittebene Bregma +2,7mm erreichte, wurde die
Schnittdicke auf 12um umgestellt und nachfolgend jeder zweite Schnitt bis zum
Ende des Objekts auf die Objekttrager aufgenommen. Anschliel3end wurden die
Objekttrager mit den fertigen Schnitten auf einer Warmeplatte bei 40C fur 30
Minuten getrocknet und hinterher bei Raumtemperatur im Trockenen flr weitere

Untersuchungen gelagert.

3.2.5.2 Hamatoxylin-Erythrosin (HE-) - Farbung

Prinzip
Die HE-Sukzedan-Doppelfarbung findet in der Routine-Diagnostik inre Anwendung
und ist die meist genutzte Farbemethode fur histologisches Material. Sie stellt eine
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Ubersichtsfarbung mit indirekter Kernfarbung und direkter Plasmafarbung dar. Im
ersten Schritt werden die Zellkerne progressiv mit einer Lésung aus Hamatoxylin,
einem natirlichen Pflanzenfarbstoff, gefarbt. Bei niedrigem pH ist es ein positiv
geladener Farbstoff, der basophile Strukturen wie die DNA oder Nukleinsauren der
Zellkerne, die RNA des rauen endoplasmatischen Retikulums oder Kalk, blau-
violett farbt (Welsch, 2003). Der zweite Schritt ist die regressive Gegenfarbung mit
einem Xanthen-Farbstoff (Eosin G oder B oder Erythrosin B). Dabei werden
azidophile Strukturen wie das Zytoplasma, Kollagen, Keratin und Erythrozyten rot
gefarbt (Roche Lexikon, 1998; Merck, 2011a)

Farbevorgang

Von jedem Tier wurden jeweils 10 Objekttrdger mit den Gefrierschnitten des
Rattengehirns in einem Abstand 480um bis 600um zum Farben mit HE benutzt.
Die Schnitte wurden in 70% Ethanol (EtOH) in Aqua dest. (v/v) Uber Nacht fixiert.
Am folgenden Tag erfolgte das Wassern im Aqua dest. zur Rehydratation der
Schnitte. Die anschlieRende Farbung mit Hamatoxylin nach Mayer erfolgte fur ein
bis funf Minuten, je nach Farbegrad bis zum gewiinschten Farbeergebnis. Das
Spulen im Leitungswasser fuhrte zu einer Erhdhung des pH-Wertes (pH > 3) und
somit zum Erreichen der eigentlichen tiefblauen Farbe der Kerne, sog. ,Blauen®
des Praparates, wobei auch gleichzeitig eine Stabilitdt und Fixierung der
eingegangenen Verbindungen erreicht wurde. Nach erneutem Wassern in Aqua
dest., wodurch das Blauen gestoppt wurde, erfolgte das Eintauchen der Schnitte
in 250ml frisch angesetztem und filtrierten Erythrosin (0,3g Erythrosin und 750ul
100% Eisessig in 100ml Aqua dest.). Der Zusatz von Eisessig intensivierte die
Eosinfarbung und fihrte zur kraftigen Rotfarbung von Zytoplasma, Bindegewebe
und Kollagenfasern (Merck, 2011a). Dem wiederholten Waschen der
Gefrierschnitte in Aqua dest. folgte die Differenzierung und schonende
Entwasserung der Schnitte in einer aufsteigenden Ethanolreihe. AnschlieRend
wurden die Schnitte fir jeweils zehn Minuten zur Fixierung, Aufhellung und
Kontrastierung in Rotihistol gegeben und abschlieBend mit Eukitt auf den
Objekttragern eingedeckt. Die Schnitte wurden bei Raumtemperatur aufbewabhrt.
Die Untersuchung der HE-gefarbten Praparate diente der Orientierung der
geschadigten Areale, sowie der Lokalisation und evtl. Ausdehnung der Lasion im
Gehirn und dem direkten Vergleich zu dem immunhistochemisch nachweisbaren
Schaden im Gehirn.
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3.2.5.3 Kluver-Barrera (KB) - Farbung (Markscheiden farbung)

Prinzip

Die KB-Farbung ist ebenfalls eine sukzedane Doppelfarbung mit regressiver
direkter Markscheiden- und Nissl- Farbung.

Der Farbstoff Luxol Fast Blue zeigt eine hohe Affinitat zu den Markscheiden und
Myelin der Neurone und farbt somit die weil3e Substanz blau. Kresylviolett, ein
basischer Teerfarbstoff, dient zum Darstellen von Nissl-Substanz in histologischen
Schnitten. Er gehort zu den Oxazin- / Farbstoffen und wird besonders zur Féarbung
von Neuronen verwendet, da hierdurch die in der grauen Substanz befindlichen
neuronalen Zellkérper und Kerngebiete sichtbar werden. Die gesamte graue
Substanz erscheint hellviolett. Kresylviolett lagert sich an die sauren Gruppen der
Nukleinsauren und farbt Nissl-Schollen, Kernmembranen und Nukleolen intensiv
violett an. Zellfortsatze und der Hintergrund bleiben ungefarbt (Merck, 2011b;
Alvarez-Buylla et al., 1990).

Von jedem Rattengehirn wurden zehn Objekttrdger mit jeweils vier bzw. drei

Schnitten mit einer Dicke von 12um nach der KB-Farbemethode gefarbt.

Farbevorgang

Die Farbung erfolgte nach dem unten aufgefiihrten Protokoll:

Die Gefrierschnitte wurden Uber Nacht in 70%igen EtOH fixiert. In 96%igem EtOH
in Aqua dest. (v/v) wurden die Schnitte am nachsten Tag entwassert und in einer
0,2%igen Luxol Fast Blue (LFB)- Losung (0,2g LFB in 100ml 96%igen EtOH sowie
0,5ml Eisessig) bei 56 - 60T uber Nacht inkubiert. Zur Rehydratation wurden die
Schnitte in eine absteigende Ethanolreihe fir jeweils zwei Minuten gegeben. Nach
Abspilen in Aqua dest. inkubierten die Schnitte fur funf Minuten in 0,05%igem
Lithiumcarbonat in Aqua dest. (w/v) bis keine Farbwolken mehr abgingen. Nach
dem Spdulen in 70%igem EtOH in Aqua dest. (v/v) und anschliel3end in Aqua dest.
erfolgte die Gegenfarbung mit 0,1%igem Cresylviolett in Aqua dest. (w/v) fir 15
Minuten. Nach Abspllen mit Aqua dest., dem Auswaschen der Farbe in 96%
EtOH in Aqua dest. (v/v) folgte die Differenzierung fir ein bis zwei Minuten in einer
Ethanol-Essigsaure-Ldsung (250ml 96%igen Ethanol gemischt mit 150ul 10%iger
Essigsaure). Diese wurde mit 96% EtOH in Aqua dest. (v/v) gestoppt und die
Schnitte weiter mit 100%igem Ethanol entwassert. Der anschliel3enden Fixierung

der Farbe in Rotihistol folgte das Eindecken der Objekttrager mit Entellan (Euklid).
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3.2.5.4 Immunfluoreszenz

Die Kryoschnitte wurden in eiskaltem EtOH (100%) fur 10 Minuten bei -20C
fixiert. AnschlieBend wurden die Schnitte drei Mal fir 10 Minuten in PBS
gewaschen. Nach dem Waschen wurde das PBS abgesaugt und die Schnitte mit
200ul Blockierungsreagenz (10% Normal Goat Serum (NGS; v/v), 0,1%
TritonX100 (v/v) in PBS) benetzt. Damit wurden unspezifische Bindungen bzw.
Kreuzreaktionen auf der Zelloberflache blockiert. Das Blockierungsreagenz wurde
fur zwei Stunden bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer auf den
Schnitten belassen. Nach der Blockade wurden die Primarantikdrper- Losungen
(Erstantikdrper verdinnt in Blockierungslosung) in folgender Aufteilung und
Verdinnung auf die Praparate aufgetragen und Uber Nacht in einer feuchten
Kammer bei Raumtemperatur inkubiert: Anti-HNA 1:50, Anti-HLA-DR 1:25, Anti-
CD68 1:80, Anti-CC3 1:100, Anti-GFAP 1:1000, Anti-Cx43 1:100. Als
Negativkontrolle diente die Blockierungslosung ohne Erstantikorper.

Am folgenden Tag wurden die Schnitte wieder drei Mal 10 Minuten mit PBS
gewaschen. AnschlieRend wurden 200ul einer zweiten Blockierungslosung (PBS-
A; 0,02% BSA in PBS; v/v) fur 30 Minuten auf die Objekttrager aufgetragen. Die
Inkubation mit dem Sekundarantikorper erfolgte fir zwei Stunden abgedunkelt in
der feuchten Kammer. Die Ziege anti Maus bzw. Ziege anti Kaninchen Alexa Fluor
488 bzw. 565 gekoppelte Sekundarantikérper wurden 1:3000 in PBS-A verdinnt.
Nach dieser Zeit wurden die Schnitte erneut drei Mal fir 10 Minuten in PBS
gewaschen. Eine Gegenfarbung der Zellkerne wurde mit Hoechst 33342 in einer
Verdinnung von 1:5000 in PBS durchgefuhrt. Jeweils 200ul wurden auf die
Objekttrager aufgetragen, nach einer Minute Inkubation sofort abgesaugt und mit
PBS benetzt und noch einmal mit PBS gewaschen. Schlie3lich wurden die
Schnitte mit Molecular Probes Antifade Eindeck Medium eingedeckt und bei 4C
aufbewahrt. Die Hoechstfarbung erfolgte nur bei den Trauma- und Kontrolltieren,

jedoch nicht bei der Shamgruppe.

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgte an einem Zeiss Axiovert
200M Mikroskop.
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3.2.5.5 Amyloid Precursor Protein

Die APP- Farbung erfolgte im Prinzip wie bereits unter Punkt 3.2.5.4
Immunfluoreszenz beschrieben. Das Gehirn (n=1) wurde fir die APP- Farbung
jedoch in der sagittalen Ebene geschnitten, um den Verlauf der Axone besser
darzustellen.

Die Fixierung erfolgte in 4% Paraformaldehyd (PFA) in PBS (v/v) fir 15 Minuten
bei Raumtemperatur. Der Antikérper wurde 1:200 in Blockingreagenz (10% NGS,
2% TritonX100 in PBS) verdunnt. Fur diese Farbung sowie die Einarbeitung in die

Immunfluoreszenz und Mikroskopie habe ich J. Moers zu danken.

3.2.5.6 Evans Blue Féarbung

Die Induktion des Traumas erfolgte wie unter Punkt 3.2.2 beschrieben. Zwei
Tieren wurden nach dem Trauma 2ml pro kg Korpergewicht einer EB- Losung (2%
Evans Blue, 0.9% NaCl in Aqua dest. (w/v)) intraperitoneal gespritzt. Parallel zum
Traumatier (T24Std.) wurde einem Kontrolltier EB injiziert und dieses nach der EB-
Gabe als Kontrolle unter gleichen Bedingungen mitgefuhrt.

Zur besseren Beurteilbarkeit des Schliel3ungszeitpunkts der BHS wurde einem
Traumatier 24 Stunden nach Trauma (T24Std.) die EB— LOsung injiziert, einem
zweiten Traumatier wurde die EB- Losung 48 Stunden nach Trauma (T48Std.)
verabreicht. Zwei Stunden nach Injektion von EB wurde allen drei Tieren (T24Std.,
T48Std., Kontrolle) 50ul Marcumar i.p. und 200ul Liquemin i.c. gespritzt. 60
Minuten spater wurden die Tiere mit einer Vorspulung mit 200ul 4% PFA in Aqua
dest. (v/v) perfundiert und mit weiteren 200ul 4% PFA in Aqua dest. fixiert. Die
Gehirne wurden rasch nach der Fixierung entnommen und tber Nacht in 4% PFA
in Aqua dest. immersionsfixiert. Diese Methode wurde von Frau Dr. rer. nat. A.
Roth-Harer durchgefihrt.

Nach der Entnahme der Gehirne und Einfrieren bei -80C wurden zur qualitativen
und quantitativen Bestimmung des EB im perivaskuldren Gehirngewebe mit dem
Kryostat 12um dicke Schnitte des Gehirns angefertigt. Anschliel3end wurde mittels
der Fluoreszenzmikroskopie bei einer Wellenlange von 500 - 560nm das aus den
GefalRen ins Gehirngewebe ausgetretene extravasale EB detektiert und der
Radius bestimmt (Axiovision LE).
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3.2.6 Immunsupprimierte Tiere

Insgesamt drei Traumatieren wurden 24 Stunden nach Traumainduktion 1x10’
kryokonservierte und aufbereitete Zellen in 250ul 0,9% NaCl in Aqua dest. (w/v)
intraperitoneal injiziert. Die Tiere erhielten Gber 10 Tage jeweils 1x10mg/kg KG
das Cyclosporin A in 0,9% NacCl in Aqua dest. (w/v) intraperitoneal. Bis zur Totung
wurden die Tiere aufgrund der Immunsuppression in isolierten Futterkafigen
gehalten.

Nach insgesamt 15 Tagen wurden die Tiere unter CO,/O,-Narkose dekapitiert.
Anschliel3end folgte die Entnahme von Gehirn, Leber, Milz, Niere, Herz, Lunge
und Fett. Diese Organe wurden kryokonserviert und anschlieRend fur die
Detektion der Nabelschnurblutzellen aufgearbeitet.

3.2.7 Auswertung

Die Auswertung der Immunhistochemien sowie der EB- Fluoreszenz erfolgte mit
dem Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M von Zeiss und der Axiovision LE
Software.

Bei der CC3-/ CD68- Farbung wurde die absolute Anzahl an CC3- und CD68-
positiven Zellen pro Sichtfeld (320x420um?2) ausgezahlt. Insgesamt wurden pro
Tier zwei bis drei Schnitte derselben Region ausgewertet. Bei einer Tierzahl von
drei Tieren pro Gruppe ergaben sich pro untersuchte Region sechs bis neun
Werte. Fur diese Werte wurde der Mittelwert der einzelnen Gruppen berechnet
und nach Berechnung der Standardabweichung und des Standardfehlers unter
den einzelnen Gruppen verglichen.

Die Auswertung der GFAP- und Cx43- Immunhistochemie erfolgte nach
Bearbeitung der Bilder im Bildbearbeitungsprogramm (Axiovision LE) Uber
ImageJ. Auch hier wurde zunachst bei jedem Tier die entsprechende Region des
Gehirns aufgesucht und dann das Sichtfeld fotografiert. Das Bild wurde im
AxioVision-Programm derart bearbeitet, dass die Hintergrundfluoreszenz minimiert
wurde. Anschlieend wurden die Bilder als JPEG in das ImageJ-Programm
Uberfuhrt und dort der prozentuale Anteil der GFAP- und Cx43- Immunfluoreszenz
an der Bildflache durch das Programm berechnet. Diese Prozentwerte wurden
ebenfalls in eine Excel- Tabelle tberfihrt und dort die Mittelwerte, Standard-
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abweichung und der Standardfehler berechnet und unter den einzelnen Gruppen
verglichen.

Fur die EB- Auswertung wurden pro Tier drei charakteristische Sichtfelder pro
Schnitt fotografiert. Insgesamt wurden funf Schnitte, je zwei aus einer vorderen
bzw. hinteren Bregma- Region bzw. ein Schnitt in Thalamusnahe untersucht.
Anschliel3end folgte im AxioVision-Programm die Messung des Diffusions-
durchmessers von EB. Diese Werte wurden nach Ubertragung in eine Excel-
Tabelle und Berechnung der Mittelwerte, Standardabweichung und des
Standardfehlers untereinander verglichen.

Die Auswertung der APP- Immunreaktion erfolgte lediglich qualitativ. Hierbeli
wurde der positive Nachweis von APP- Immunreaktion beim Traumatier erbracht.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels des Students t-Test. Bei einem Wert
von p<0,05 wurde eine statistische Signifikanz angenommen. Werte von p<0,05
wurden als * angegeben, wahrend p<0,001 als hoch signifikant mit ***

wiedergegeben wurde.
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4. Ergebnisse

4.1. Makroskopische und lichtmikroskopische Beurtei lung

Die Gehirne wurden zunachst makroskopisch auf Risse und moégliche Lasionen
beurteilt. Bei dieser Begutachtung zeigten sich in keiner der drei Gruppen
makroskopische Auffalligkeiten. Auch bei der Traumagruppe zeigten sich an der
Hirnoberflache keine Risse. Nach Aufarbeitung und Farbung mittels histologischer
HE- und KB- Farbungen wurden die Gehirnschnitte der drei Gruppen unter dem
Lichtmikroskop begutachtet. Hierbei fielen keine lichtmikroskopisch erkennbaren
Lasionen auf. Da weder makroskopisch noch histologisch ein Schaden erkennbar
war, wurden immunhistochemische Methoden zur Charakterisierung des

Schadens eingesetzt.

4.2 Cleaved-Caspase 3- Farbung

Cleaved-Caspase 3 (CC3) ist ein Marker fur Apoptose. Im direkten Vergleich
zwischen den drei Gruppen sollte untersucht werden, ob das induzierte Trauma
mit Apoptose im Gehirn einhergeht.

Aus jeder der Gruppen (Kontrolle, Sham, Trauma ohne Zellen) wurden jeweils drei
Gehirne immunhistochemisch untersucht und ausgewertet. Beim Vergleich des
immunhistochemischen CC3- Signals zwischen Gehirnen der Kontrolle, Sham und
Trauma wurde ersichtlich, dass im Gehirn des Traumatieres erhdohte CC3-
Immunreaktivitdt und somit auch mehr apoptotische Zellen pro Blickfeld zu finden
waren.

Hierzu zeigt Abbildung 4 zur besseren Ubersicht und Verdeutlichung die CC3-
gefarbten und mikroskopierten Areale. Fir jede Gruppe wurden mittels der HE-
und KB- Farbung die gleichen Areale bzw. Gehirnabschnitte aufgesucht, diese in
den entsprechenden Praparaten der Immunhistochemie wieder aufgefunden und
anschlieBend unter dem Fluoreszenzmikroskop in einer gleich bleibenden

VergroRerung miteinander verglichen. Fir den Vergleich wurden in unserer
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Versuchsreihe vier Areale analysiert, der Bereich der cranialen bzw. caudalen

Hirnoberflache, die Thalamusregion sowie der Hippokampus (siehe Kapitel 4.4).

Abbildung 4: KB-Ubersichtsfarbung (A)-(C) sowie Darstellung der Immunfluoreszenz
CC3- positiver Zellen (rot) (D-I) bei Bregma +2,7mm im Trauma- (A, D, G), Kontroll-
(B,E,H) und Shamtier (C, F, I).

Zellkerne sind Uber Hoechst 33342 blau gefarbt. Die Positionen der Ausschnitte der
Immunfluoreszenz- Fotos sind im histologischen Préparat kenntlich gemacht, die Fotos
sind jedoch um 90° gedreht. In D-F ist die craniale Hirnoberflache rechts im Bild, in G-J

die caudale Hirnoberflache links im Bild. Die Skalierungsbalken entsprechen 100pum.

In der obersten Reihe der Abbildung 4 erkennt man die Ubersichtsbilder der KB-
Farbung, anhand derer die bestimmten Regionen in den immunhistochemischen
Farbungen aufgesucht und ausgewertet wurden. In den unteren Reihen sind die
entsprechenden Areale in der Immunfluoreszenz inklusive der Hoechst-
Kernfarbung (aul3er beim Shamtier) wiedergegeben.

In Abbildung 5 ist analog zu Abbildung 4 die gleiche Ubersicht und Anordnung

gewahlt, jedoch fur die okzipitalen Gehirnabschnitte (Bregma -1,8mm).
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Abbildung 5: KB- Ubersichtsfarbung (A)-(C) sowie Darstellung der Immunfluoreszenz
CC3- positiver Zellen (rot) (D-l) bei Bregma -1,8mm im Trauma- (A, D, G), Kontroll-
(B,E,H) und Shamtier (C, F, I).

Zellkerne sind Uber Hoechst 33342 blau gefarbt. Die Positionen der Ausschnitte der
Immunfluoreszenz- Fotos sind im histologischen Préparat kenntlich gemacht, die Fotos
sind jedoch um 90° gedreht. In D-F ist die craniale Hirnoberflache rechts im Bild, in G-J

die caudale Hirnoberflache links im Bild. Die Skalierungsbalken entsprechen 100pum.

In den Abbildungen 4 und 5 wurde die immunhistochemische Markierung
apoptotischer Zellen an der Gehirnoberflache der cranialen und caudalen
Regionen zwischen den drei verschiedenen Gruppen gegenubergestellt (Bregma
+2,5mm und Bregma -1,8mm). Die Abbildung 6 gibt einen Uberblick tber die

untersuchte Thalamusregion wieder.
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Abbildung 6 : KB- Ubersichtsfarbung (A)-(C) sowie Darstellung der Immunfluoreszenz
CC3- positiver Zellen (rot) (D-1) in der Thalamusregion (Bregma -1,6mm) im Trauma- (A,
D, G), Kontroll-(B,E,H) und Shamtier (C, F, I).

Zellkerne sind Uber Hoechst 33342 blau gefarbt. Die Positionen der Ausschnitte der
Immunfluoreszenz- Fotos sind im histologischen Praparat kenntlich gemacht. Die

Skalierungsbalken entsprechen 100um.

Die Anzahl CC3- immunpositiver Zellen wurde in allen Regionen quantifiziert.
Durch das Auszahlen der Zellen pro Sichtfeld (320um x 420um) bei einer
VergroRerung von 1x20 wurde offenbar, dass es zwischen der Sham- und der
Kontrollgruppe an der caudalen Gehirnoberflache keinen signifikanten Unterschied
gab; cranial zeigte sich eine geringe Signifikanz (Abb. 7). Somit wurde deutlich,
dass allgemeine Versuchsparameter wie die Narkose keinen Einfluss auf die
Anzahl apoptotischer Zellen hatten.

Weiterhin fallt in Abbildung 7 auf, dass zwischen den beiden Vergleichsgruppen
und der Traumagruppe ohne Zelltransplantation ein hoch signifikanter Unterschied
bestand. Das Gehirn nach dem Trauma enthielt in den ausgewerteten Abschnitten
mehr CC3- positive, also apoptotische, Zellen pro Sichtfeldflache als die Kontroll-
oder Shamgruppe. Diese Deutlichkeit fand sich lediglich in den vorderen
Abschnitten des Rattengehirns, im Bereich Bregma +2,5mm. Weiter okzipital hob

sich dieser Unterschied auf, so dass pro Flache im Traumatier lediglich
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geringfugig mehr apoptotische Zellen als in der Kontrolle zu finden waren (Abb. 8).
Hierbei zeigte sich eine Signifikanz fur die craniale Hirnoberflache, jedoch nicht
mehr caudal. An der gesamten Hirnoberflache ist keine deutliche Differenz
zwischen cranialen und caudalen Abschnitten zu erkennen gewesen. Bezlglich
der Verteilung der apoptotischen Zellen ist eine Betonung der frontalen Hirnareale

Zu erkennen.

..f'! I sesfe o O Hirnoberfache cranial
= @ Hirnoberflés he caudal
250 ¥
=2
(=
@ |
T 200
i~ *
2
=
@ 150 -
o
o
]
O o0
£
B
<
P &0
=
2
£
o 0
Trauma ohne fellen Kortralle Sham

Abbildung 7: Absolute Anzahl CC3- positiver Zellen im vorderen Gehirnabschnitt
(Bregma +2,7mm) mit Gegentberstellung der cranialen und caudalen Hirnoberflache fur
die drei Gruppen; ***p<0,001 versus Kontrolle und Sham; *p<0,05 versus Sham

Insgesamt ist in beiden Abbildungen (Abb. 7 und 8) erkennbar, dass bei der
Traumagruppe signifikant mehr apoptotische Zellen zu finden waren als in den
Vergleichsgruppen, unabhangig von der cranialen oder caudalen Gehirnober-
flache. Ebenso wird deutlich, dass sich die Zahl CC3- positiver Zellen in den
okzipitalen Abschnitten wieder reduzierte. Beurteilend kann zur Gehirnoberflache
gesagt werden, dass beim Traumatier im vorderen Gehirnabschnitt signifikant
mehr Apoptose nachweisbar war, wahrend zwischen Kontrolle und Sham keine

bzw. einmalig eine Signifikanz vorlag.
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Abbildung 8: Absolute Anzahl CC3- positiver Zellen im hinteren Gehirnabschnitt (Bregma
-1,8mm) mit Gegenuberstellung der cranialen und caudalen Hirnoberflache; *p<0,05

versus Kontrolle und Sham

In der Untersuchung wurde auch die Region des Thalamus analysiert, in der
vermehrt apoptotische Zellen gefunden wurden. In beiden Thalamushalften wurde
fur alle drei Gruppen die Zahl CC3- positiver Zellen bestimmt. Im Folgenden zeigt
Abbildung 9 die Zahl CC3- positiver Zellen im Thalamus in Gegentberstellung der
Traumatiere zu den Kontroll- und Shamtieren. Auch hier war ein Unterschied zu
erkennen, der im Vergleich zur Auswertung an der Hirnoberflache noch deutlicher
ausfiel. Die Zellzahl des rechten und linken Thalamus wurde bei jedem Tier tber
vier Schnitte hinweg gemittelt und als solcher Mittelwert in das Diagramm
eingetragen. Dies wurde fir je drei Tiere pro Gruppe wiederholt. Wahrend die
Zellzahl zwischen Sham und Kontrolle kaum schwankte und nur wenig bis keine
signifikanten Unterschiede aufwies, war die Apoptoserate beim Traumatier fast
doppelt so hoch und zeigte eine hoch signifikante Zunahme der Anzahl CC3-
positiver Zellen.

Weiterhin ist zu erkennen, dass die Zahl apoptotischer Zellen im Thalamus bei
jeder Gruppe zwischen beiden Hemispharen annahernd gleichmé&Rig verteilt war.
Somit bestand keinerlei Seitendifferenz, was fur eine seitengleiche Durchfiihrung

des Traumas spricht.

57



T S T T
260

O Tralamus rechts
a Tralamus links
@ Tralamus gesamt

200

150

100

A0

absolute Anzahl GC3-positiver Zellen pro Sichtfeld

Trauma ohne Zellen Kaontrolle Sham

Abbildung 9: Absolute Anzahl an CC3- positiven Zellen im Thalamus (Bregma —1,6mm)
mit Gegenuberstellung der rechten und linken Thalamushélfte sowie der Gesamtzahl;
***n<0,001 versus Kontrolle und Sham, *p<0,05 versus Sham

Insgesamt zeigte sich fur die CC3- Farbung kein deutlicher Unterschied zwischen
der Sham- und Kontrollgruppe. Des Weiteren konnten signifikante Verdnderungen
nach Traumainduktion nachgewiesen werden. In der Traumagruppe waren in allen
Bereichen gegenuber beiden Vergleichsgruppen deutlich vermehrt apoptotische
Zellen nachweisbar. Somit ist der Marker Cleaved-Caspase 3 als Nachweis flr ein
Trauma geeignet. Die Traumagruppe wies eine signifikant erhéhte Zahl an CC3-
iImmunpositiven Zellen auf.

4.3 CD68- Farbung

Die Aktivierung des Mikroglia- / Makrophagensystems wurde Uber die Zahl CD68-
positiver Zellen analysiert. Zunéchst wurde die Zellzahl an der Gehirnoberflache
im vorderen (Bregma +2,7mm) und hinteren Bereich (Bregma -1,8mm) unter den
drei Gruppen verglichen.

In der folgenden Abbildung 10 werden einige Ubersichtshilder der Areale analog
zu der CC3- Abbildung dargestellt, zunachst einmal fur die Gehirnoberflache fir
Bregma +2,7mm.
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Abbildung 10: KB- Ubersichtsfarbung (A)-(C) sowie Darstellung der Immunfluoreszenz
CD68- positiver Zellen (griin) (D-1) bei Bregma +2,7mm im Trauma- (A, D, G), Kontroll- (B,
E, H), Shamtier (C, F, I)

Zellkerne sind Uber Hoechst 33342 blau gefarbt. Die Positionen der Ausschnitte der
Immunfluoreszenz- Fotos sind im histologischen Préparat kenntlich gemacht, die Fotos
sind jedoch um 90° gedreht. In D-F ist die craniale Hirnoberflache rechts im Bild, in G-J

die caudale Hirnoberflache links im Bild. Die Skalierungsbalken entsprechen 100pum.

In der Abbildung 11 ist erkennbar, dass bei allen Gruppen insgesamt weniger
CD68- positive Zellen an der Gehirnoberflache zu finden sind als es bei der CC3-
Farbung der Fall war. Zwischen den beiden Vergleichsgruppen, Kontrolle und
Sham, bestand kein signifikanter Unterschied. Weiterhin zeigte sich ein deutlicher
Anstieg der absoluten Anzahl an CD68- positiven Zellen bei der Traumagruppe. In
dieser Gruppe fand sich eine 6-fach hohere Zahl CD68- positiver, phagozytarer
Zellen pro Sichtfeld als bei den beiden Vergleichsgruppen. Die Werte waren an
der cranialen wie auch caudalen Gehirnoberflache fur alle Gruppen annahernd

gleich.

Abbildung 12 gibt einige Ubersichtsbilder fiir die hinteren Gehirnabschnitte wieder.

Hier wurden Beispielbilder fur die Hirnoberflache bei Bregma -1,8mm eingesetzt.
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Abbildung 11: Anzahl CD68- positiver Zellen an der Gehirnoberflaiche im Bereich

Bregma +2,7mm mit Aufteilung der drei Gruppen; ***p<0,001 versus Kontrolle und Sham

Abbildung 12: KB- Ubersichtsfarbung (A)-(C) sowie Darstellung der Immunfluoreszenz
CD68- positiver Zellen (grun) (D-I) bei Bregma -1,8mm im Trauma- (A, D, G), Kontroll- (B,
E, H), Shamtier (C, F, I)

Zellkerne sind Uber Hoechst 33342 blau gefarbt. Die Positionen der Ausschnitte der
Immunfluoreszenz- Fotos sind im histologischen Préaparat kenntlich gemacht, die Fotos
sind jedoch um 90° gedreht. In D-F ist die craniale Hirnoberflache rechts im Bild, in G-J

die caudale Hirnoberflache links im Bild. Die Skalierungsbalken entsprechen 100pum.
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Analog zur CC3- Farbung fiel im hinteren Gehirnabschnitt (Bregma -1,8mm) auf,
dass in allen Gruppen die gesamte Zahl CD68- positiver Zellen pro Sichtfeld an
der Gehirnoberflache geringer ausfiel als im vorderen Bregmabereich. Abbildung
13 gibt diese absolute Zellzahl fur die hinteren Gehirnabschnitte wieder. Auch hier
zeigten sich vor allem an der cranialen Hirnoberflache hoch signifikante
Unterschiede mit teilweise 5-fach vermehrter Zellzahl zwischen der Traumagruppe
und den beiden Vergleichsgruppen, zwischen denen keinerlei signifikanter
Unterschied vorlag. Diese Unterschiede fielen jedoch insgesamt nicht so deutlich

aus wie im vorderen Bregmabereich.
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Abbildung 13: Anzahl CD68- positiver Zellen an der Gehirnoberflache im Bereich
Bregma -1,8mm mit Aufteilung der drei verschiedenen Gruppen; ***p<0,001 versus

Kontrolle und Sham, *p<0,05 versus Kontrolle und Sham

In der Abbildung 14 sind fiir die Thalamusregion neben der KB- Ubersichtsfarbung
einige Beispielbilder in der CD68- Farbung fur die jeweiligen Gruppen dargestellt.
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Abbildung 14: KB- Ubersichtsfarbung (A)-(C) sowie Darstellung der Immunfluoreszenz
CD68- positiver Zellen (griin) (D - 1) in der Thalamusregion (Bregma -1,6mm) im Trauma-
(A, D, G), Kontroll-(B, E, H) und Shamtier (C, F, I).

Zellkerne sind Uber Hoechst 33342 blau gefarbt. Die Positionen der Ausschnitte der
Immunfluoreszenz- Fotos sind im histologischen Praparat kenntlich gemacht. Die

Skalierungsbalken entsprechen 100um.

Bei der Auszéhlung der Zellen im Thalamus fiel auf, dass beim Trauma mehr
CD68- positive Zellen zu finden waren als bei der Kontrolle (Abbildung 15). Dies
wurde durch die hohe Signifikanz zwischen beiden Gruppen belegt. Beim direkten
Vergleich zwischen Trauma- und Shamtieren zeigte sich jedoch kein (signifikanter)
Unterschied. Somit konnte unter Bericksichtigung der Shamgruppe in der
Thalamusregion nicht von einem vermehrten Nachweis phagozytéarer Zellen
gesprochen werden. Die Auswertung der CD68- Protein- Expression im Thalamus
zeigte somit zum ersten Mal einen deutlichen Unterschied zwischen beiden

Vergleichsgruppen (Kontrolle und Sham).
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Abbildung 15: Anzahl CD68- positiver Zellen im Thalamus im direkten Vergleich
zwischen den drei verschiedenen Gruppen; ***p<0,05

Insgesamt lasst sich fur die CD68- Auswertung sagen, dass bis auf die
Thalamusregion kein Unterschied zwischen Sham und Kontrolle nachweislich war.
Durch Traumainduktion zeigte sich in der Gegenuberstellung zu beiden
Vergleichsgruppen ein deutlicher Anstieg der Zahl aktivierter Mikrogliazellen.
Somit war auch dieser Marker fur den Nachweis des Traumas mit vermehrter

Inflammation geeignet.

4.4 Hippokampus mit Gyrus dentatus in der CC3-/CD  68- Farbung

Analog zu den oben genannten Arealen der cranialen und caudalen
Gehirnoberflache sowie der rechten und linken Thalamushélfte, wurde der
Hippokampus separat untersucht und die Zahl CC3- und CD68- positiver Zellen
bestimmt. Anhand von Abbildung 16 ist zu sehen, dass es zwischen den beiden
Vergleichsgruppen keine Signifikanzen bzgl. der Anzahl CC3- immunpositiver
Zellen gab. In der Traumagruppe hingegen waren im vorderen Hippokampus-
bereich (Bregma -1,8mm) signifikant mehr apoptotische Zellen pro Sichtfeld zu
finden als in den Vergleichsgruppen. Wie bereits bei der Auswertung der CC3-
Anzahl an der Hirnoberflache festgestellt wurde, war der Anstieg der Zellzahl in

den vorderen Hirnbereichen ausgepragter.
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Abbildung 16: Anzahl CC3- positiver Zellen im Hippokampus, aufgeteilt in den vorderen
und hinteren Hippokampusbereich im direkten Vergleich der drei Gruppen; ***p<0,001

versus Kontrolle und Sham bzw. nur Sham (Linie)

Analysierte man die Seitenunterschiede zwischen den Hemisphéren, so trat
zwischen der rechten und linken Hemisphéare bei keiner der drei Gruppen ein
signifikanter Unterschied in der Apoptoserate auf (Abb. 17). Dies spricht fur die
GleichmaRigkeit des erzeugten Traumas. Auch hier fiel die signifikante Erh6hung
der Anzahl CC3- positiver Zellen in der Traumagruppe auf, wahrend in den beiden

Vergleichsgruppen keine Differenz und Signifikanz belegbar war.
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Abbildung 17: Anzahl apoptotischer Zellen im Vergleich der rechten und linken Hippo-
kampusseite zwischen der Traumagruppe sowie Kontroll- und Shamgruppe; *p<0,05
versus Kontrolle und / oder Sham; ***p<0,001 versus Sham
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Die Analyse des Hippokampus wurde auch fir die CD68- Immunreaktivitat
durchgefuhrt und die Anzahl CD68- positiver Zellen pro Sichtfeld ausgewertet.
Auch bei dieser Auszéhlung fallt in Abbildung 18 auf, dass zwischen den beiden
Vergleichsgruppen ahnlich wie bei der Auswertung CD68- positiver Zellen im
Thalamus ein deutlicher Unterschied zwischen Kontrolle und Sham vorlag, der
ebenfalls signifikant war. In der Gegenuberstellung der Traumagruppe zu beiden
Vergleichsgruppen war eine signifikante Erhéhung der Anzahl CD68- positiver
Zellen nach Trauma belegbar. Insgesamt war jedoch die Zahl CD68- positiver

Zellen in allen drei Gruppen sehr gering.

Abbildung 19 zeigt exemplarisch die immunhistochemischen Bilder mit
Ubersichten der Trauma-, Kontroll- und Shamgruppen sowohl fiir die CC3- als
auch CD68- Farbung.

Zusammenfassend lasst sich zu diesen beiden Proteinen sagen, dass die CC3-
und CD68- Immunhistochemie eine gute Nachweismoglichkeit fir ein Trauma
bieten und diese Proteine als Traumamarker im Modell angesehen werden
konnen. Mittels Detektion dieser Proteine konnte ein relevantes Trauma in

unserem Versuch nachgewiesen werden.
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Abbildung 18: Anzahl CD68- positiver Zellen in den verschiedenen drei Gruppen — im
Hippokampus der rechten und linken Hemisphére sowie als Gesamtwert; *p<0,05 versus

Kontrolle bzw. Sham; ***p<0,001 versus Kontrolle bzw. Sham
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Abbildung 19: Darstellung der Immunfluoreszenz CC3- (rot) / CD68- positiver (grtn)
Zellen (A-F) in der Hippokampusregion im Trauma- (A, D), Kontroll- (B, E) und Shamtier
(C, F). A, B, C linke Hemisphére; D, E, F rechte Hemisphére

Zellkerne (A, B, D, E) sind Uber Hoechst 33342 blau gefarbt. Die Skalierungsbalken in A-F

entsprechen 100um.

4.5 GFAP- und Cx43- Farbung

Das GFAP bildet den Hauptanteil an Intermediarfilamenten in Astrozyten und
ermadglichte somit als zellspezifischer Marker die Differenzierung bzw. Erkennung
von Astrozyten gegenuber anderen Zellen. Vor allem nach einer Schadigung des
Gehirns wie beispielsweise einem Trauma, Hypoxie etc. wird GFAP vermehrt von
Astrozyten gebildet. Deshalb wurde dieser Antikérper zum Nachweis der glialen
Aktivierung durch das in diesem Versuch ausgeloste milde diffuse Trauma
benutzt. Cx43 ist ein Gap Junction- Protein der Astrozyten. Da nach einer
Schadigung die ,Kommunikation* unter den Zellen ansteigt, ist ein
Expressionsanstieg von Cx43 ebenfalls als Marker fir ein Trauma denkbar.
Folgende Regionen wurden zur GFAP und Cx43- Beurteilung zwischen Trauma-,
Kontroll- und Shamtieren untersucht: die Gehirnoberflache cranial und caudal
(Bregma -2,6mm und Bregma -1,9mm), die Thalamus- (Bregma -1,7mm) sowie
die Hippokampusregion. Hierbei erfolgte keine Unterscheidung zwischen der
vorderen oder hinteren Gehirnhalfte.

Die Auswertung erfolgte nach Bildaufnahme in 20-facher VergroRerung unter dem

Zeiss Mikroskop. Mittels des AxioVision LE— Programms von Zeiss wurde die
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Hintergrundfluoreszenz in den Bildern minimiert. Nach Uberfiihren der Bilder in
ImageJ, einem Auswertungsprogramm, wurden die Flachen des Signals des
detektierten GFAP und Cx43 prozentual zu der Gesamtflache des Bildes
gemessen und ausgewertet. Somit erhielt man eine objektivierte prozentuale
Angabe zur Flache der GFAP- und Cx43- Fluoreszenz im Verhaltnis zur
Gesamtbildflache. Diese Bearbeitung wurde fur jeweils drei Tiere pro Gruppe in
den verschiedenen Regionen durchgefuhrt. Die Auswertung fur GFAP und Cx43
erfolgte separat, zunachst einmal fir GFAP. Hierzu zeigt Abbildung 20 eine

Ubersichtsdarstellung der GFAP- und Cx43- Farbung an der Gehirnoberflache fiir

die drei Gruppen.

Abbildung 20: Darstellung der Cx43- (griin) / GFAP- (rot) Immunfluoreszenz (A-F) an der
cranialen (A-C) und caudalen (D-F) Gehirnoberflache im Trauma- (A, D), Kontroll- (B, E),
Shamtier (C, F)

Die Positionen der Ausschnitte der Immunfluoreszenz-Fotos sind um 90°gedreht. In A-C
ist die craniale Hirnoberflache rechts im Bild, in D-F die caudale Hirnoberflache links im
Bild. Zellkerne in A, B, D, E sind Uber Hoechst 33342 blau gefarbt. Die Skalierungsbalken
in A-F entsprechen 100um.

Die Auswertung der GFAP- Immunreaktivitdt (Abb. 21) zeigt einen deutlichen
Unterschied zwischen der Trauma- und den Vergleichsgruppen. Bei der Trauma-
gruppe wurde prozentual mehr als doppelt soviel Flache fur das GFAP- Signal
detektiert wie in den beiden Vergleichsgruppen. Dieser Unterschied war fur die
gesamte Hirnoberflache hoch signifikant. Zwischen der Kontroll- und der Sham-

gruppe waren minimale Unterschiede zu verzeichnen.
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Abbildung 21: Prozentualer Anteil der Flache der GFAP- Immunfluoreszenz pro
Bildflache, bestimmt fir die craniale und caudale Hirnoberflache; *p<0,05 versus Kontrolle
und Sham bzw. versus Sham; ***p<0,001 versus Kontrolle und / oder Sham

In den weiteren Auswertungen (Abb. 22 und 23) ist ebenfalls zu erkennen, dass
auch in der Thalamus- und Hippokampusregion bei den Traumatieren das GFAP-
Signal deutlich mehr Flache einnahm als bei den Vergleichsgruppen. In der
Thalamusregion bestand allerdings auch fur diesen Parameter ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Vergleichsgruppen. Die Shamgruppe zeigte im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine verminderte GFAP- Produktion. In der
Hippokampusregion waren die GFAP- Werte fur beide Vergleichsgruppen wieder
annahernd gleich. Im Seitenvergleich ergab sich kein Unterschied zwischen den
einzelnen Gruppen. Da das Trauma in allen Arealen mit einem signifikanten
Anstieg der GFAP- Immunreaktivitdt einherging, lasst sich auch GFAP als
potentieller Marker fur das hier durchgefiihrte Trauma diskutieren (Abb. 22 und
23).
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Abbildung 22: Prozentualer Anteil der Flache der GFAP- Immunfluoreszenz pro
Bildflache, bestimmt flr den Thalamus; *p<0,05 versus Kontrolle und Sham bzw. versus

Sham; ***p<0,001 versus Sham
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Abbildung 23: Prozentualer Anteil der Flache der GFAP- Immunfluoreszenz pro
Bildflache, bestimmt flr den Hippokampusbereich; *p<0,05 versus Kontrolle und Sham;
***n<0,001 versus Kontrolle und Sham

In analoger Weise erfolgte die Auswertung fur Cx43. Zwischen den Vergleichs-
gruppen Sham und Kontrolle waren keine signifikanten Unterschiede nachweisbar.

Nach Traumainduktion war eine vermehrte Cx43- Immunreaktivitdt an der
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Hirnoberflache nachweisbar. Hierbei zeigten sich teilweise hoch signifikante
Unterschiede, die sowohl die craniale als auch die caudale Hirnoberflache

betrafen.
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Abbildung 24: Prozentualer Anteil der Cx43- Immunfluoreszenz pro Bildflache, bestimmt
fur die Gehirnoberflache *p<0,05 versus Kontrolle bzw. Sham; ***p<0,001 versus

Kontrolle und / oder Sham
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Abbildung 25: Prozentualer Anteil der Flache der Cx43- Immunfluoreszenz pro
Bildflache, bestimmt fir den Thalamus; *p<0,05 versus Kontrolle und Sham; ***p<0,001

versus Kontrolle und Sham
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Im Bereich des Thalamus wiesen Kontrolle und Sham &ahnliche Werte ohne
Signifikanzunterschiede auf (Abb. 25). Nach Traumainduktion kam es jedoch zu

einem hoch signifikanten Anstieg der Cx43- Immunreaktivitat.

Auch in der Hippokampusregion zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen Kontrolle und Sham (Abb. 26). Nach Trauma stieg auch hier die Cx43-

Immunreaktivitat signifikant an.
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Abbildung 26: Prozentualer Anteil der Flache der Cx43- Immunfluoreszenz pro
Bildflache, bestimmt fur den Hippokampusbereich; *p<0,05 versus Kontrolle und / oder

Sham; ***p<0,001 versus Kontrolle und Sham
Die Abbildungen 27 und 28 zeigen einige Beispielbilder fir die Hippokampus- bzw.

Thalamusregion in der GFAP- Cx43- Farbung. Diese beiden Farbungen wurden in

einem Bild zusammengefasst.
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Abbildung 27: Darstellung der Cx43- (grin) / GFAP- (rot) Immunfluoreszenz (A-F) in der
Hippokampusregion (Bregma -2mm) im Trauma- (A, D), Kontroll- (B, E) und Shamtier (C,
F). A, B, C linke Hemisphare; D, E, F rechte Hemisphére

Zellkerne (A, B, D, E) sind Uber Hoechst 33342 blau gefarbt. Die Skalierungsbalken in A-F

entsprechen 100um.

Abbildung 28: Darstellung der Cx43- (grin) / GFAP- (rot) Immunfluoreszenz (A-F) in der
Thalamusregion (Bregma -1,6mm) im Trauma- (A, D), Kontroll- (B, E) und Shamtier (C,
F). A, B, C linker Thalamus; D, E, F rechter Thalamus

Zellkerne (A, B, D, E) sind Uber Hoechst 33342 blau gefarbt. Die Skalierungsbalken in A-F

entsprechen 100um.

Zusammenfassend ist in Bezug auf die GFAP- und Cx43- Immunfluoreszenz-
Auswertung erkennbar, dass zwischen Kontrolle und Sham in allen drei Regionen
kein Unterschied zu erkennen war. Das herbeigefuhrte Trauma zeigte einen
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deutlichen Effekt. Dieser war in beiden Farbungen und in allen untersuchten
Bereichen nachweisbar. Im Vergleich zur Kontrollgruppe stieg nach Trauma
signifikant sowohl die GFAP- als auch die Cx43- Immunreaktion an. Die fehlende
Seitendifferenz in allen Gruppen und Farbungen spricht fur die GleichméaRigkeit

des Traumas.

4.6 APP- Farbung

Beim APP handelt es sich um ein Protein, das in den Axonen der Nervenzellen
anterograd transportiert wird. Nach einer Schadigung, z.B. einem Trauma,
kumuliert das APP in den Axonen und fuhrt zu einer Schwellung, die sich mittels
APP- spezifischer Antikdrper nachweisen lasst.

Wie in den immunhistochemischen Bildern (Abb. 29) zu erkennen ist, liel3 sich das
APP nach Traumainduktion nachweisen. Die APP- Kumulation, besonders in
hoherer VergrélRerung (Abb. 29 B) erkennbar, war ausschlief3lich in Traumatieren

sichtbar. In Kontrolltieren, hier nicht gezeigt, fehlt die Kumulation des APP.

Abbildung 29: Darstellung der APP- Immunfluoreszenz (grin) (A, B) im Traumatier
Zellkerne (A) sind Uber Hoechst 33342 blau gefarbt. Die Skalierungsbalken in A und B

entsprechen 100um.

4.7 Evans Blue- Farbung

Um die (Protein-)Durchlassigkeit der BHS fur grol3e Molekile nach Trauma zu
bestimmen, wurde den Tieren der Farbstoff EB injiziert. Bei Tieren der
Traumagruppe wurde die Injektion 24 bzw. 48 Stunden nach Trauma
intraperitoneal durchgefuhrt. Das Kontrolltier erhielt ebenfalls im gleichen Alter

eine intraperitoneale EB- Injektion. Nach weiterer Aufarbeitung der Gehirne

73



erfolgte die Messung des fluoreszierenden EB- Farbstoffs unter dem Zeiss
Mikroskop in verschiedenen Regionen des Gehirns.

Da EB eine geeignete und sichere Mdglichkeit bietet, quantitativ die Schadigung
der BHS mit hoher Sensitivitdt nachzuweisen (Saria und Lundberg, 1983) wurde
diese Eigenschaft benutzt und in verschiedenen Gehirnregionen der Eintritt von
EB Uber das Endothel ins Gewebe als Zeichen der Proteinleckage gemessen.
Anhand der Beispielbilder (Abb. 30) wird bereits ein optischer Unterschied

zwischen beiden Traumatieren und der Kontrolle erkennbar.

Abbildung. 30: Darstellung der EB- Immunfluoreszenz (rot) (A-C) im Trauma- (A, C),
Kontrolltier (B) in verschiedenen Gehirnregionen
Die Skalierungsbalken in A-C entsprechen 100pm.

(A) Traumatier mit Evans Blue Gabe 24 Stunden nach Trauma

(B) Kontrolltier mit Evans Blue Perfusion

(C) Traumatier mit Evans Blue Gabe 48 Stunden nach Trauma

Im Vergleich zwischen dem Traumatier mit der 24 Std.- Applikation (T24Std.) und
dem Kontrolltier lie3 sich bereits optisch eine unterschiedliche EB- Verteilung
erkennen. So waren beim Traumatier im gesamten Gehirn deutlich mehr Gefalie
erkennbar, bei denen das bei einer Anregungswellenlange von 560nm rot
fluoreszierende EB tiefer ins Gewebe vorgedrungen war als bei der Kontrolle. Bei
den GefalRen waren rot fluoreszierende Ringe um die GefalRwande sichtbar, die
bei den Kontrollen nicht in dieser Ausprdgung zu beobachten waren. Diese
wurden unabhangig von der Gefal3grof3e beobachtet. Wird EB 48 Stunden nach
Trauma injiziert (T48Std.), so drang der Farbstoff weniger weit in das Gewebe ein
(Abb. 30C) als nach 24 Stunden.

Bei dieser Auswertung wurde bei allen Tieren jeweils die grof3te Eindringtiefe von
EB pro GefalRanschnitt bertcksichtigt und tber das gesamte Gehirn gemittelt.
Somit erhielt man einen durchschnittichen Wert der Infiltration von EB ins

Gehirngewebe. Wahrend bei der Kontrolle der Mittelwert des Eindringradius bei
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4,22um lag, war er nach einem Trauma (T24Std.) mit einem Wert von 9,53um
mehr als doppelt so grof3 (Abb. 31) und somit signifikant verschieden. Jedoch war
diese vermehrte Diffusion beim Traumatier mit Injektion nach 48 Stunden
(T48Std.) nicht mehr festzustellen. Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zur Kontrolle. Es liegt nahe zu folgern, dass 48 Stunden nach einem Trauma die
BHS grof3tenteils wieder geschlossen war und nicht mehr fir grél3ere Molekile
durchlassig.
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Abbildung 31: Eindringtiefe und Gewebediffusion von Evans Blue aus den Hirngefal3en
in um — Vergleich der beiden Traumatiere mit der Kontrolle; ***p<0,001 versus Kontrolle
und Trauma (T48Std.)

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse des ersten Teils, dass die Induktion
des diffusen Traumas Uber die Parameter Apoptose (CC3), Aktivierung von
Mikroglia / Makrophagen (CD68), Aktivierung der Astrozyten (GFAP und Cx43),
Kumulation des APP sowie die Diffusion von EB klar nachweisbar war. Die
seitengleiche Auspragung aller Parameter weist zudem auf die homogene

Induktion des Traumas in beiden Hemispharen hin.

4.8 Modulation durch humane Zellen aus Nabelschnurb lut

Nachdem nachgewiesen wurde, dass das durchgefuhrte Trauma tatsachlich einen
diffusen Hirnschaden bei der juvenilen Ratte auslost und Markerproteine
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identifiziert wurden, sollte der Einfluss von humanen Nabelschnurblutzellen auf die
gleichen Parameter untersucht werden. Da bereits gezeigt werden konnte, dass
bei den meisten Parametern und Regionen kein signifikanter Unterschied
zwischen der Kontroll- und der Shamgruppe bestand, wurde unter diesem Punkt
jeweils nur die Kontrolle als Vergleichsgruppe aufgeftihrt. Die Auswertung erfolgte
fur die gleichen Regionen wie zuvor, d.h. jeweils fur die Hirnoberflache (vorne /

hinten), den Thalamus und die Hippokampusregion.

4.8.1 Modulation der Zahl CC3- immunpositiver Zelle  n durch humane
Zellen aus Nabelschnurblut

Zunachst wurde die CC3- Immunreaktivitat in der Traumagruppe mit Zellen
ausgewertet und mit den Ergebnissen der Traumagruppe ohne Zellen und der
Kontrollgruppe verglichen. Die Abbildung 32 zeigt die Zahl CC3- positiver Zellen in
den verschiedenen Gruppen fir die Gehirnoberflache. Im vorderen Gehirn-
abschnitt (Bregma +2,5mm) (Abb. 33) zeigte sich nach Trauma eine klare
Zunahme der Zahl CC3- positiver Zellen (siehe auch Kapitel 4.2). Nach
Transplantation umbilikaler Zellen wurden signifikant weniger CC3- positive Zellen

detektiert; dieser Effekt war fir den Gesamtwert signifikant.

In den hinteren Gehirnabschnitten konnte bereits im ersten Teil (siehe Kapitel 4.2)
kein signifikanter Unterschied zwischen der Traumagruppe und den Kontrollen
nachgewiesen werden. Auch die Werte der Traumagruppe mit Zellen entsprachen
den Werten der Traumagruppe ohne Zellgabe und der Kontrolle. Signifikante

Unterschiede lagen nicht vor (Daten nicht gezeigt).
In der Thalamusregion (Abb. 33) zeigte sich ein Anstieg der Apoptose nach

Trauma. Nach Transplantation umbilikaler Zellen war die Zahl CC3- positiver
Zellen signifikant reduziert und erreichte fast das Niveau der Kontrolltiere.
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Abbildung 32: Absolute Anzahl CC3- positiver Zellen im vorderen Gehirnabschnitt

(Bregma +2,7mm) an der Gehirnoberflache fir Trauma ohne Zellen, Trauma mit Zellen

und Kontrolle; *p<0,05 versus Trauma mit Zellen bzw. Kontrolle; ***p<0,001 versus

Trauma mit Zellen
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Abbildung 33: Absolute Anzahl CC3- positiver Zellen im Thalamus von Traumatieren

ohne Zellen, Traumatieren mit Zelltransplantation und Kontrollen; *p<0,05 versus

Kontrolle; ***p<0,001 versus Trauma mit Zellen



Auch im Hippokampusbereich (Abb. 34) war nach Zelltransplantation ein
signifikanter Rickgang der Zahl CC3- positiver Zellen nachweisbar. Der Wert
unterschied sich nicht mehr von der Kontrollgruppe.
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Abbildung 34: Anzahl apoptotischer Zellen pro Sichtfeld im Hippokampusbereich der

beiden Traumagruppen und der Kontrolle; *p<0,05 versus Trauma mit Zellen

4.8.2 Modulation der Zahl CD68- immunpositiver Zell  en durch humane
Zellen aus Nabelschnurblut

In analoger Weise erfolgte die Auswertung der CD68- Farbung, hier ebenfalls
zunachst fur die Hirnoberflache. Auch die Zahl CD68- immunpositiver Zellen sank
nach Transplantation umbilikaler Zellen signifikant und erreichte das Niveau der
Kontrollgruppe. Im vorderen Bereich zeigte sich eine hohe Signifikanz zwischen
beiden Traumagruppen, wahrend zwischen Trauma mit Zellen und Kontrolle kein
signifikanter Unterschied bestand. Auch im hinteren Hirnbereich zeigte sich
zumindest an der cranialen Hirnoberflache eine Reduktion der CD68- Zellen nach
Zelltransplantation. Insgesamt waren hier jedoch in &ahnlicher Weise zur CC3-
Auswertung im hinteren Bereich in allen drei Gruppen weniger CD68- positive
Zellen erkennbar (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 35: Anzahl phagozytarer Zellen pro Sichtfeld an der Hirnoberflache in den
beiden Traumagruppen sowie der Kontrollgruppe (Bregma +2,7mm); ***p<0,001 versus

Trauma mit Zellen

Im Thalamus- und Hippokampusbereich wurde zuvor gezeigt (siehe Kapitel 4.3),
dass ein Trauma zu einer Zunahme der Zahl phagozytarer, CD68- positiver Zellen
fuhrt. Auch hier fuhrte die Zelltransplantation zu einer signifikanten Reduktion der
Zahl CD68- immunpositiver Zellen. Diese Effekte waren sowohl fur die
Hippokampus- als auch fir die Thalamusregion nachweisbar (Abb. 36 und 37). In
beiden Bereichen né&herte sich die Zahl CD68- immunpositiver Zellen der
Traumagruppe mit Transplantation den Werten der Kontrollgruppe an, waren

jedoch noch signifikant verschieden.

79



16 & & A O Thalamus rechts
@ Thalamus links
m Thalamus gesamt

14

12

10 1

#* H LS

abzolute Anzahl COES-postiver Zellen pro Sichtfeld
]

I T

Trauma ohne Zelen Trauma mt Zellen Kontralle

Abbildung 36: Anzahl CD68- immunpositiver Zellen im Thalamus (Bregma -1,6mm) in
den beiden Traumagruppen sowie der Kontrolle; *p<0,05 versus Trauma mit Zellen bzw.

versus Kontrolle; ***p<0,001 versus Trauma mit Zellen bzw. versus Kontrolle
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Abbildung 37: Anzahl CD68- immunpositiver Zellen im Hippokampusbereich beider
Traumagruppen sowie der Kontrolle; *p<0,05 versus Trauma mit Zellen bzw. versus

Kontrolle; ***p<0,001 versus Trauma mit Zellen bzw. versus Kontrolle

Zusammenfassend lasst sich fur die Anzahl CC3- und CD68- immunpositiver
Zellen sagen, dass — mit Ausnahme der hinteren Hirnoberfliche — in allen
untersuchten Bereichen und Regionen ein Effekt der Transplantation nachweisbar
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war. Insgesamt lie3 sich nach Transplantation eine verminderte Expression von
CC3 und CD68 nachweisen. Durch die umbilikalen Zellen wurden die
Inflammation und Apoptose abgemildert, in grof3en Teilen sogar bis auf das
Niveau der Vergleichsgruppe.

4.8.3 Modulation astrozytéarer Proteine (GFAP und Cx  43) durch humane
Zellen aus Nabelschnurblut

In gleicher Weise erfolgte die Auswertung der GFAP- und Cx43- Farbung
zwischen der Traumagruppe ohne Zelltransplantation, der Traumagruppe mit
Zelltransplantation sowie der Kontrollgruppe. Die Abbildung 38 zeigt die
Ergebnisse der Gruppen fur die Gehirnoberflache. Nach Traumainduktion war ein
vermehrter Nachweis von GFAP zu verzeichnen. Nach Transplantation von Zellen
aus hNSB ist eine minimale rucklaufige Tendenz der GFAP- Immunreaktivitat zu
erkennen, jedoch nicht so ausgepragt und nicht signifikant wie bei den vorherigen

Parametern.
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Abbildung 38: Prozentualer Anteil der Flache der GFAP- Fluoreszenz pro Bildflache,
bestimmt flr die craniale und caudale Hirnoberflache; *p<0,05 versus Kontrolle;

***n<0,001 versus Kontrolle

Auch im Thalamus war eine geringe Abnahme der GFAP- Immunreaktivitat nach
Zelltransplantation zu verzeichnen (Abb. 39). Der GFAP- Wert sank hier nicht auf
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das Niveau der Kontrollgruppe, unterschied sich jedoch zur Gruppe der
Traumatiere ohne Zelltransplantation. Es zeigte sich jedoch kein signifikanter

Unterschied zwischen beiden Traumagruppen.
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Abbildung 39: Prozentualer Anteil der Flache der GFAP- Fluoreszenz pro Bildflache,
bestimmt fir den Thalamus; *p<0,05 versus Kontrolle

Im  Hippokampusbereich war ebenfalls kein deutlicher Effekt der
Nabelschnurblutzellen erkennbar. Zusammenfassend lie3 sich insgesamt kein
klarer Effekt durch die Nabelschnurblutzellen auf die GFAP- Expression
nachweisen. Die Werte zeigten keine Signifikanz gegenlber der Traumagruppe
ohne Zelltransplantation. Lediglich ein leichter Rlckgang der GFAP-
Immunreaktivitat in der Traumagruppe mit Zelltransplantation war nachzuweisen,
jedoch fiel dieser vor allem im Hippokampusbereich nicht deutlich und signifikant

aus (Daten nicht gezeigt).

Weiterfuhrend wurde die Cx43- Immunreaktivitdt untersucht. Interessanterweise
war hier anders als bei der GFAP- Auswertung nach Gabe von
Nabelschnurblutzellen ein deutlicher und teils hoch signifikanter Ruckgang an
Cx43- Immunreaktivitdt zu verzeichnen. Hierbei zeigte sich sowohl an der
Hirnoberflache als auch im Thalamusbereich eine klare Modulation nach
Transplantation. Nach Zellgabe sank hier die Cx43- Immunreaktivitat fast bis auf
das Niveau der Kontrollgruppe und zeigte in einigen Regionen keinen signifikanten
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Unterschied zur Kontrolle. Abbildungen 40 und 41 geben die entsprechenden
Mittelwerte mit Standardfehler wieder.
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Abbildung 40: Prozentualer Anteil der Flache der Cx43- Fluoreszenz pro Bildflache,
bestimmt fir die craniale und caudale Hirnoberflache; *p<0,05 versus Trauma mit Zellen

bzw. versus Kontrolle; ***p<0,001 versus Trauma mit Zellen
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Abbildung 41: Prozentualer Anteil der Flache der Cx43- Fluoreszenz pro Bildflache,

bestimmt fir den Thalamus; *p<0,05 versus Trauma mit Zellen; ***p<0,001 versus

Trauma mit Zellen
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Im Bereich des Hippokampus zeigte sich dieser Rickgang der Immunreaktivitat
allerdings nicht (Abb. 42). Hierbei fiel auf, dass kein signifikanter Unterschied
zwischen der Traumagruppe und der Traumagruppe mit Nabelschnurblutzellen
bestand. Eine geringe Reduktion der Cx43- Immunreaktivitat war nach
Transplantation vorhanden, jedoch nicht so ausgepragt wie in den beiden

Regionen zuvor.
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Abbildung 42: Prozentualer Anteil der Flache der Cx43- Fluoreszenz pro Bildflache,

bestimmt fir den Hippokampusbereich; *p<0,05 versus Kontrolle

Insgesamt zeigte die GFAP- und Cx43- Auswertung, dass die Transplantation von
Nabelschnurblutzellen in manchen Arealen mit einer Modulation der Expression
einherging. Bei GFAP fiel sie jedoch nicht so offensichtlich aus wie bei Cx43.
Hierbei war an der Gehirnoberflache und im Thalamus eine klare Reduktion des

Cx43 nachweisbar. Diese Signifikanz galt jedoch nicht flir den Hippokampus.

4.9 Nachweis humaner Zellen aus Nabelschnurblut im Gehirn

Den Versuchstieren wurden einen Tag nach Traumainduktion (T24Std.) humane
Nabelschnurblutzellen injiziert. Dies geschah bei einem Teil der Traumagruppe
intraperitoneal (n=3) und bei einer weiteren Traumagruppe intracisternal (n=2).
Diese humanen Nabelschnurblutzellen kénnen anhand der HLA-DR-Immunhisto-
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chemie nachgewiesen werden. Der verwendete HLA-Antikdrper diente bereits
dem Nachweis umbilikaler Zellen nach Hypoxie-Ischamie (Abb. 43) und zeigte
grun fluoreszierende Zellen im hypoxisch-ischamischen Areal. Allerdings konnten
nach Trauma keine HLA-DR- immunpositiven Zellen detektiert werden (Abb. 44).
Deshalb wurde der Versuch unternommen, die Nabelschnurblutzellen zu einem
friheren Zeitpunkt (zwei Stunden nach Trauma) den Tieren zu applizieren. Damit
sollte ausgeschlossen werden, dass die Transplantation erst nach erneutem
Verschluss der BHS erfolgte und somit die Zellen das geschadigte Gehirnareal
nicht mehr erreichen konnten. Auch bei diesen Tieren mit Applikation der Zellen
zwei Stunden nach Traumainduktion wurden keine HLA- positiven Zellen
detektiert. In Abbildung 44 werden beispielhaft drei der untersuchten Areale in der

HLA-GFAP- Immunfluoreszenz gezeigt. Auch der Nachweis fur die HNA-

Immunreaktivitat verlief erfolglos.

Abbildung 43: Darstellung der Immunfluoreszenz HLA- positiver Zellen (griin) sowie
Nachweis GFAP- positiver Astrozyten (rot) im Bereich der hypoxisch-ischdmischen Lasion
(Meier et al., 2006)

Abbildung 44: Darstellung der fehlenden HLA- (griin) Immunfluoreszenz sowie Nachweis
GFAP- positiver Astrozyten (rot) im Traumatier an der Gehirnoberflaiche (A), im
Hippokampusbereich (B) mit Gyrus dentatus (C)

Zellkerne sind Uber Hoechst 33342 blau gefarbt. Die Skalierungsbalken in A-C

entsprechen 100um.
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Aufgrund des fehlenden Nachweises der humanen Zellen wurden insgesamt drei
weitere Tiere mit Cyclosporin A, einem Immunsuppressivum, behandelt und
isoliert gehalten. Auch in immunsupprimierten Tieren konnten nach
immunhistochemischer Farbung und Auswertung der Gehirne keine HNA- oder

HLA- immunpositiven Zellen nachgewiesen werden.
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5. Diskussion

In dieser Arbeit wurde ein Tiermodell zur Induktion eines milden diffusen
Hirntraumas bei juvenilen Ratten nach Adelson modifiziert etabliert. Das Trauma
wurde anhand von verschiedenen Markern nachgewiesen. Histologische
Standardfarbungen wie Kresylviolett und Hamatoxylin-Eosin  und immun-
histochemische Nachweismethoden inkl. der Farbungen von CC3 (Apoptose-
spezifisches Protein) und CD68 (ED1; Markierung aktivierter Mikroglia /
Makrophagen) sowie GFAP und Cx43 (Astrozytenproteine) wurden eingesetzt. Die
Ergebnisse der Traumagruppe wurden zunachst mit denen der Kontroll- und
Shamgruppe verglichen.

Nach Feststellung der Parameter, die sich nach Trauma im Gehirn anderten,
wurde in einem zweiten Schritt der Effekt transplantierter Zellen aus

Nabelschnurblut auf diese genannten Parameter untersucht.

5.1 Diskussion der Methoden

5.1.1 Wahl der Tierart

Generell bieten Nagetiere fir die experimentelle Untersuchung komplexer
Hirnschadigungen wichtige Modelle. Sowohl Anatomie als auch Physiologie sind
unter verschiedenen Spezies der Sauger vergleichbar. In vergleichenden
Analysen in Bezug auf motorische Fahigkeiten konnten viele Homologien
zwischen beiden Spezies (Mensch und Ratte) nachgewiesen werden (Cenci et al.,
2002).

Bereits Dixon beschrieb 1987 verschiedene Vorteile in der Verwendung von
Nagern gegeniber Primaten (Dixon et al., 1987). Gegenuber dem Einsatz
groRerer Tiere werden nur geringe Kosten durch Anschaffung, Aufzucht und
Unterhaltung verursacht. Zusatzlich besteht eine hohe Resistenz gegentber
Infektionen. Zudem ist ein 6konomischer und effizienter Einsatz von Pharmaka

(Analgetika, Andasthetika) aufgrund des niedrigeren Korpergewichts maoglich.
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Durch die genaue genetische Herkunft durch Ziichtung der Tiere sind exakte
Daten genauso wie das Alter und Gewicht bekannt und untereinander vergleichbar
und standardisierbar (Dixon et al., 1987). Weiterhin sind durch den jahrelangen
Einsatz standardisierte Daten und Normwerte fur eine Vielzahl von
physiologischen und verhaltensorientierten Variablen entstanden.

Als Nachteile von Nagetieren kdnnen angefligt werden, dass die Kkleineren
Strukturen der Nagetiere die Untersuchungen komplizieren und ebenfalls nur eine
unzureichende Erfassung von komplexen neurologischen Ausfallen im Vergleich
zum Menschen maoglich ist.

Insgesamt wurde das Modell der Ratte fir die Analyse des SHT als besonders
geeignet angesehen, da das Modell der diffusen axonalen Schadigung an der
Ratte etabliert ist (Tiermodell nach Marmarou, Adelson et al., 1996). Ein weiterer
Vorteil des Einsatzes der Ratte ist, dass der Einsatz von Antikérpern bereits in der
Ratte erprobt und ebenfalls etabliert ist. Auch die Transplantation von Zellen aus
Nabelschnurblut wurde bereits erfolgreich in der Ratte durchgefuhrt (Meier et al.,
2006).

5.1.2 Schadelhirntrauma- Modell

Da die Ursachen und komplexen Auswirkungen des humanen SHT sehr
unterschiedlich sind, sind kontrollierte und reproduzierbare Tiermodelle zur
Untersuchung des SHT wichtig. Unter standardisierten Bedingungen ist es
maoglich, Fragestellungen zur Pathologie und Therapie des SHT zu untersuchen.
In Untersuchungen hat sich gezeigt, dass fur das Verstandnis des humanen SHT
verschiedene experimentelle Tiermodelle essentiell sind (Povlishock und
Christman, 1995). Hierzu muss eine ganzheitliche Nachahmung der Ursache und
Pathologie gewahrleistet sein. Teilaspekte sollen jedoch isoliert betrachtet werden
konnen. Da in einem Tiermodell aufgrund der verschiedenen Schwerpunkte der
Modellansatze jeweils nur ein Teilaspekt des komplexen humanen SHT untersucht
werden kann (Gennarelli, 1994; Finnie und Blumbergs, 2002), wird erst das
Zusammenfiigen verschiedener Ergebnisse aus diversen Modellen ein besseres
langfristiges Verstandnis des SHT inklusive der Entwicklung und Etablierung

neuer Therapieansatze ermdglichen.
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Ein entscheidender Parameter bei der Untersuchung des SHT ist das Alter, in dem
das SHT erfolgt. Die auftretenden Beeintrachtigungen nach einem Trauma sind
bei Kindern ausgepragter und langfristiger (Catroppa et al., 2008; Prins und
Hovda, 2003; Cattelani et al., 1998; Gagnon et al 1998). Weiterhin konnte
nachgewiesen werden, dass Kinder auf ein SHT verstarkt mit einer diffusen
zerebralen Schwellung reagieren als Erwachsene (Mazzola und Adelson, 2002).
Diese diffuse Schwellung ist auch mit einer erhéhten Mortalitat und Invaliditat
assoziiert (Adelson et al., 1998). Daher ist essentiell, auch in den
tierexperimentellen Modellen das Alter der Traumainduktion zu beriicksichtigen
und Modelle zu etablieren, in denen eine diffuse neuronale Schéadigung im
Vordergrund der Pathologie steht. Im Fokus dieser Untersuchung stand daher das
an Adelson adaptierte Traumamodell an juvenilen Ratten (Adelson et al, 1996).
Zur Simulation der neurologischen Schaden nach SHT eignet sich besonders das
~Weight-drop“ Modell von Marmarou, denn damit kénnen mehrere wichtige
Aspekte der Humanmedizin nachgestellt werden. Neben dem diffusen Schaden
nach einem schweren SHT treten auch eine fokale Kontusion an der Aufprallstelle
und ein selektiver Verlust von Neuronen im Kortex und Hippokampus, sowie im
Thalamus und im Gehirnstamm auf (Tang et al., 1997b; Smith et al., 1997). Diese
Regionen des Gehirns waren in der vorliegenden Untersuchung ebenfalls von
groRer Bedeutung. Zudem Kkorreliert die Gehirnatrophie nach einem SHT
unmittelbar mit der Schwere des SHT (Veenith et al., 2009). Dies fuhrt dann
unweigerlich zu den genannten Spatfolgen. Ferner werden in diesem Modell
Verhaltensanderungen wie reduzierte Spontanaktivitdt und beeintrachtigte
motorische und kognitive Funktionen beobachtet (Shapira et al., 1988, Tang et al.,
1997a). Generalisiert sind Stérungen im Metabolismus, eine akute und chronische
intrakranielle Hypertension, diffuse subarachnoidale Blutungen und Odeme
nachzuweisen (Adelson et al., 1996). Die auftretenden Sekundarschaden sind
ebenfalls von besonderer Bedeutung fur den weiteren Rehabilitationsverlauf. Eine
wichtige Rolle spielen hierbei inflammatorische und neurodegenerative Prozesse,
ebenso wie der verzogerte Zelltod (Mcintosh et al., 1998), bei dem die Apoptose in
den verschiedenen Strukturen und Regionen des Gehirns mit zeitlicher
Verzdgerung auftritt und z.T. auch nach Monaten und Jahren nachweisbar ist. Aus
diesen genannten Griinden waren andere Tiermodelle flr unsere Fragestellung
ungeeignet, da diese meist nur fokale Schaden erzeugen (,Fluid percussion“ oder
~Weight drop“ Modell nach Feeney (Feeney et al., 1981)).
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Die diffuse axonale Schéadigung, wie sie Uber das ,Weight drop“ Modell nach
Marmarou erzielt wird, ist insbesondere charakteristisch fur die Auswirkungen des
SHT bei Kindern. Um die Pathologie des SHT im juvenilen Gehirn jedoch
umfassend beurteilen zu kénnen, wurde das Trauma in der Adaptation des

Modells nach Adelson (Adelson et al., 1996) in juvenilen Ratten durchgefthrt.

In diesem modifizierten Modell konnte gezeigt werden, dass in juvenilen Ratten
ein reproduzierbarer diffuser axonaler Schaden verursacht wird. Durch strikte
Einhaltung des Protokolls und Normierung aller Parameter (Plexiglasrohre,
Schaumstoffplatte, Narkoseprotokoll, genaue Uberwachung des einmaligen
Aufpralls, gleiche Positionierung der Metallplatte auf den Schéadel) wurde die
Erhebung von standardisierten Daten mit geringer Streuung gewabhrleistet.
Dennoch enthielt die Versuchdurchfiihrung auch Schwachpunkte, deren Kontrolle
bei der Durchfihrung nicht sicher objektivierbar war. Die fehlende Geschwindig-
keitskontrolle des herabfallenden Gewichts und damit der Aufprall waren nicht
einstellbar. Ebenso war durch die nicht vorhandene Steuerbarkeit der Tiefe der
Duraimpression das Ausmald des SHT in diesem Modell schlecht steuerbar und
bot somit Variationsmoglichkeiten, die eine Objektivierbarkeit der Daten
erschweren konnten.

In unserer Versuchsreihe wurde die Erhebung standardisierter Daten mit geringer
Streuung durch die Durchfiihrung des Modells von nur einem erfahrenen
Operateur gewdahrleistet. Weiterhin wurden fur eine grof3tmogliche Reproduzier-
barkeit der Versuche die Schaumstoffplatte und die Plexiglasrohre fixiert, um so
eine prazise Lagerung zu gewahrleisten. Parameter wie Temperatur, Blutgase,
Herzfrequenz, der mittlere arterielle Blutdruck wurden dberwacht und
dokumentiert. Dennoch kam es auch unter Beachtung aller Parameter zu
unerwinschten Ereignissen, die sich gehauft in der Shamgruppe gezeigt haben.
Hierbei handelte es sich um notwendige Reanimationen und postoperative
Hypoxien. Diese Tiere wurden histologisch nicht untersucht und nicht in der
Auswertung berucksichtigt. Durch diesen Ausfall von Tieren lassen sich z.T. auch
die kleinen Gruppen erklaren. Da nur tatsachlich sorgfaltig operierte Tiere ohne
Zwischenfélle fur die Auswertung benutzt wurden, fielen durch die oben
beschriebenen Umstande gewisse Tiere fur die immunhistochemische
Untersuchung aus. Auch Tiere, die einen Riss der Schéadelkalotte aufwiesen,

wurden aus dem Versuch herausgenommen.
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Aus diesen aufgefuhrten Grinden konnte von einem sorgfaltigen und qualitativ
hochwertigen Operationsablauf ausgegangen werden. Das gewdahlte Modell war
sehr gut zur Imitation des SHT bei Kindern geeignet und ermdglichte die

umfassende Analyse von Pathologie und Therapie.

5.1.3 Histologische und immunhistochemische Methode n

Mittels zweier histologischer Farbungen, der HE- und der KB- Farbung, wurde die
Morphologie im Rattengehirn an Kryoschnitten dargestellit.

Fur die Evaluierung des Schadens nach SHT sind jedoch weitere Parameter
unerlasslich. Uber die immunhistochemische Detektion von Markerproteinen fir
Apoptose und Inflammation sowie zellularen Markerproteinen konnen Anderungen
dieser Prozesse und Zellen dargestellt werden.

Caspase 3 ist ein Enzym, das spezifisch beim apoptotischen Zelluntergang
gespalten wird und damit als CC3 der Markierung apoptotischer Zellen nach
einem Trauma dienen kann. Caspase 3- abhangige Apoptose ist in Neuronen,
aber auch in Astrozyten und Oligodendrozyten nachweisbar (Beer et al., 2000).
Die Aktivierung von Mikrogliazellen und Makrophagen im Gehirn stellte einen
weiteren wichtigen Marker fur eine Hirnverletzung dar. Die Expression von CD68,
detektiert durch den monoklonalen Antikérper ED1, steigt im Rahmen von
Entziindungsreaktionen an. Uber die Kombination beider Immunfluoreszenzen lieR
sich eine SHT-assoziierte Schadigung im Gehirn darstellen.

Astrogliale Proteine sind das Zytoskelett- Protein GFAP und das Gap Junction-
Protein Cx43. Nach einer zerebralen Schadigung wie beispielsweise einem
Trauma werden vermehrt Connexine (Cx43) und GFAP in den reaktiven
Astrozyten exprimiert (Frantseva et al., 2002; Lin et al., 2003; Eng et al., 2000).
Der Anstieg der Expression beider Proteine war im geschéadigten Areal deutlich
nachweisbar.

Das APP ist ein integrales Glykomembranprotein, welches in Vesikeln antegrad
entlang des Axons zum distalen Ende einer Nervenzelle transportiert wird. Nach
axonaler Schadigung kumuliert es im Axon und kann dann vermehrt
nachgewiesen werden (Stone et al., 2000). Die vermehrte Immunreaktion fir APP

konnte im Traumatier nachgewiesen werden.
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Ein SHT geht zumeist mit der Stérung der BHS einher. Uber die Applikation des
EB- Farbstoffes kbnnen Lasionen der BHS nach Schadigung wie Trauma, Hypoxie
oder Ischamie nachgewiesen werden. Nach einem SHT ist die BHS auch fir
Plasmaproteine durchlassig (Donkin et al., 2010). Bei Adelson et al. (1998) zeigte
sich bei jungen Ratten eine gestdrte BHS- Schrankenfunktion nach einem SHT
bereits nach einer Stunde und hielt bis zu 24 Stunden an. Bei Tanno et al. (1992)
konnte in Kombination mit zusatzlicher Hypoxie eine Offnung der BHS fir 72
Stunden nachgewiesen werden. In unseren Versuchen konnte ein Ubertritt des
Farbstoffes EB nach 24 Stunden von den GefalRen ins umliegende Hirnparenchym
detektiert werden, nach 48 Stunden war dieser Effekt kaum noch nachweisbar.
Dies konnte jedoch auch an der geringen Tierzahl (n=1) liegen und musste ggf.
mit einer vermehrten Tierzahl wiederholt und Uberprift werden, um eine

individuelle Varianz auszuschliefRen.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Nach Durchfiihrung des SHT Modells nach Adelson in der juvenilen Ratte wurden

die Gehirne 14 Tage spéater auf pathologische Veranderungen hin untersucht.

5.2.1 Histologische und immunhistochemische Untersu chungen

Die histologischen Schnitte der HE- und KB- Féarbung zeigten bei der
Traumagruppe keinen relevanten mikroskopischen Schaden. Da mit dem Modell
nach Adelson ein mildes und diffuses Trauma erzeugt wurde, war eine deutliche
histologische Lasion nicht zu erwarten. Daher wurden weitere Proteine, die
potentiell eine diffuse Schadigung im Gehirn detektieren kénnen, immun-
histochemisch untersucht. CC3, CD68, GFAP und Cx43 sind Proteine, die unter
pathologischen Bedingungen vermehrt detektiert werden kobnnen und
entsprechend Apoptose (CC3) und die Aktivierung von Mikro- und Makrogliazellen
(CD68, GFAP, Cx43) sichtbar machen. Die untersuchten Regionen schlossen den
Kortex, Hippokampus und Thalamus ein, da diese Areale auch im humanen SHT
besonders stark betroffen sind.

Zunachst einmal zeigten unsere Ergebnisse, dass mit der verwendeten Methode

nach Adelson ein Trauma des Gehirns stattgefunden hat und eine La&sion
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nachweisbar war. Bezuglich der CC3- Immunfluoreszenz, indikativ fiir Apoptose,
lied sich ein signifikanter Unterschied zwischen Trauma- und Kontroll- bzw.
Shamgruppe zeigen. Es zeigten sich jedoch auch lokale Unterschiede. Wahrend
in den vorderen Gehirnabschnitten eine deutliche Signifikanz vorlag, war diese in
weiter hinten liegenden Hirnbereichen zunehmend aufgehoben. Im vorderen
Bereich bei Bregma +2,7mm wurden mehr apoptotische Zellen in der Trauma-
gruppe ohne Zelltransplantation detektiert als in den Vergleichsgruppen. Dieser
Unterschied war sowohl fir die craniale als auch caudale Gehirnoberflache hoch
signifikant. Zwischen der Sham- und der Kontrollgruppe lag kein signifikanter
Unterschied vor. Auffallig war zudem, dass sowohl an der cranialen wie auch
caudalen Gehirnoberflache eine anndhernd gleich erhéhte Anzahl an untersuchten
Parametern gefunden wurde, obwohl das Trauma lediglich von cranial erfolgte.
Dies lasst sich mit dem Coup-Contre-Coup- Mechanismus erklaren, dem
Entstehen von Hirnschadigungen nach Gewalteinwirkung sowohl auf der
Aufprallseite als auch auf der gegeniberliegenden Seite mit dem vermehrten

Nachweis von Apoptose beidseits.

Im Thalamus zeigte sich durch das Trauma ebenfalls ein deutlicher Anstieg
apoptotischer Zellen im Gegensatz zu den Vergleichsgruppen. Ebenso wie im
Thalamus wurde im vorderen Bereich des Hippokampus vermehrte Apoptose

nach Traumainduktion nachgewiesen. Dieser Effekt war auch hier signifikant.

Bei Raghupathi et al. (2002) zeigte sich nach einem milden unilateralen Trauma
ein Maximum an apoptotischen Zellen nach 24 Stunden vor allem im ipsilateralen
Kortex. Nur wenige Zellen fanden sich im Corpus callosum, im Hippokampus oder
auf der kontralateralen Seite. Bei Hicks dagegen zeigte sich ein selektiver Verlust
von Neuronen im Hilus des Gyrus dentatus und im Bereich des CA3 des
Hippokampus (Hicks et al., 1993). Im Thalamus zeigte sich erst 72 Stunden nach
dem SHT ein Anstieg nekrotischer Zellen nach einem milden SHT. Nach einem
mittelschweren SHT konnten sowohl nach 24 Stunden wie auch nach einer Woche
apoptotische Zellen im Kortex und erst nach zwei Wochen im Thalamus gefunden
werden (Raghupathi et al., 2002; Hicks et al., 1993). Eine vergleichbare raumlich-
zeitliche Abfolge der Apoptose wurde auch von Conti et al. (1998) beobachtet. Alle
Auswertungen zeigen eine unterschiedliche regionale Aufteilung apoptotischer

Zellen mit zeitlicher Streuung. Diese Befunde werden von unseren Ergebnissen
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unterstitzt, indem gezeigt werden konnte, dass bis zwei Wochen nach Trauma
apoptotische Zellen beim Traumatier nachzuweisen waren und die Apoptose in
verschiedenen Hirnregionen differentiell reguliert war.

Die CC3- Farbung bietet eine gute Nachweismdglichkeit zur Detektion
apoptotischer Zellen. Die Ergebnisse sind vergleichbar mit Studien, die auf der
Detektion durch TUNEL Assay und DNA- Fragmentierung basieren (Conti et al.,
1998). Fir die ordnungsgemélRe Gleichmaligkeit des durchgeflihrten Traumas
spricht, dass es in keiner Gruppe einen Unterschied in der Apoptoserate im
Hemispharenvergleich gab.

Ein wichtiger Marker fur die Inflammation ist CD68 (Antigen des verwendeten
Antikdrpers ED1), der phagozytare Zellen kennzeichnet und somit einen Mikroglia-
und Makrophagenmarker darstellt. Die Traumagruppe fiel durch eine signifikante
Zunahme an CD68- positiven Zellen im Vergleich zur Kontroll- und Shamgruppe
auf. Auch hier zeigten sich regionale Unterschiede, vor allem im Thalamus. Diese
Schwankung kann an den kleinen Gruppen liegen, die mit in die Auswertung
einbezogen wurden und so eine individuelle Varianz aufweisen. Durch das
Trauma konnten vermehrt Mediatoren freigesetzt werden, die chemotaktisch auf
phagozytare Zellen wirken. Mikroglia selbst sind Schlisselelemente wéahrend des
progressiven Gewebsuntergangs, indem sie innerhalb weniger Minuten nach
Schadigung aktiviert werden und selbst auch zytotoxische Molekiile freisetzen
(freie Radikale und inflammatorische Zytokine) (Jin et al., 2010). Diese sind in der
lokalen inflammatorischen Antwort und Phagozytose involviert (Min et al., 2006)
und fohren zu einer Exazerbation des Gewebsuntergangs. In der post-
traumatischen Phase jedoch fuhrt die phagozytare Aktivierung zu einer
reparativen Kaskade mit Einleitung von Wundheilung und Geweberegeneration
(MclIntosh et al., 1998). Mikroglia arbeiten in einer Zeit- abhangigen Art und Weise
(Jin et al., 2010). Aktivierte Mikroglia fuhren zur vermehrten Expression von Cx43
in Astrozyten. Nach einem Trauma ist eine gegensatzliche Regulation des Cx43
zu beobachten, zum Tell ist eine reduzierte astrozytare Interaktion zu Neuronen zu
beobachten, andererseits aber eine vermehrte ,Kommunikation“ zu Mikrogliazellen
(Rouach et al.,, 2002a). Mikroglia und Astrozyten beeinflussen sich gegenseitig
nach Schadigung.

Neben der Aktivierung von Mikrogliazellen ist bekannt, dass nach Hirnlasion auch
eine astrozytdre Aktivierung stattfindet. Im Fall von ischamischen wie auch
traumatischen Verletzungen resultiert daraus langfristig die astrogliale Narbe
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(Raghupathi und Huh, 2007; Rouach et al., 2002a; Koulakoff et al., 2003). In
unseren Untersuchungen wurden GFAP und Cx43 analysiert. Fur beide Proteine
ist bekannt, dass sie nach einer Schadigung wie einer Hirnlasion vermehrt
exprimiert sind (Frantseva et al., 2002; Vos et al.,, 2010; Rouach et al., 2002a;
Retamal et al., 2007; Lee et al., 2005; Eng et al., 2000). Einigen neueren Studien
zufolge korreliert ein hoher GFAP- Wert mit einer erhbhten Schwere des SHT,
einem schlechteren Outcome sowie einer erhohten Mortalitat (Schiff et al., 2012).
Des Weiteren wurde in Studien belegt, dass Cx43 unter anderem den Zelltod nach
einer Schadigung vermittelt, indem Stressfaktoren von Zelle zu Zelle weiter-
gegeben werden, was in einer Expansion der Schadigung resultiert. Eine Inhibition
fuhrt zum reduzierten Zelltod und somit zur Neuroprotektion (Frantseva et al.,
2002). Insgesamt wird die Rolle des Cx43 bei Lasionen des Nervensystems
allerdings kontrovers erértert. In anderen Studien wird diskutiert, dass der Anstieg
von Cx43 im menschlichen Gehirn zu einer neuronalen Protektion fuhren soll
(Nakase et al., 2006). Neben einem Anstieg kann es auch zu einer Abnahme von
Cx43 kommen. Proinflammatorische  Agenzien  fihren  mit  hoher

Wabhrscheinlichkeit zu einer Offnung der Connexine (Retamal et al., 2007).

Die Quantifizierung der GFAP-Immunreaktion zeigte einen deutlichen Unterschied
zwischen den verschiedenen Gruppen. In der Traumagruppe wurde doppelt bis
dreifach so viel GFAP gebildet wie in der Kontroll- bzw. Shamgruppe. Dies zeigt
sich in allen untersuchten Regionen, wie der Gehirnoberflache, dem Hippokampus
und der Thalamusregion. Vor allem in der Hippokampusregion ist der Unterschied
besonders deutlich geworden. Insgesamt wurde in unserer Studie ein relativ
geringer Anstieg der GFAP- Expression detektiert, der sich jedoch mit der Milde
des induzierten Traumas erklaren lasst. Metting et al. (2012) fanden heraus, dass
die GFAP- Expression nach einem milden Trauma beim Menschen im Gegensatz
zu einem schweren SHT nicht zwingend ansteigt und in diesem Fall der pradiktive
Wert von GFAP als alleiniger und verlasslicher Biomarker limitiert ist. Des
Weiteren korreliert nicht immer die Intensitdt der Immunfluoreszenz mit dem
GFAP- Gehalt (Eng et al., 2000). Hinzu kommt der zeitliche Faktor der
Immunfluoreszenz- Untersuchung zwei Wochen nach Traumainduktion. Beim
Menschen kénnen GFAP- Peaks im Serum bereits nach ein bis zwei Tagen

gemessen werden (Schiff et al., 2012).
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In der Cx43-Auswertung zeigte sich ahnlich vergleichend zum GFAP, dass nach
einem Trauma signifikant vermehrt Cx43 gebildet und exprimiert wurde.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Detektion der verwendeten immun-
histochemischen Markerproteine geeignet ist, ein diffuses Trauma nachzuweisen.
Dieses wurde in vier untersuchten Hirnarealen nachgewiesen. Zudem zeigten die
Ergebnisse, dass die Induktion eines milden SHT in juvenilen Ratten nach der
Methode von Adelson reproduzierbar und gleichmafig gelang.

5.2.2 Diffuse axonale Schadigung

Der Nachweis der diffusen axonalen Schadigung mittels APP beruht auf dem
gestorten axonalen Transport von Proteinen durch das Trauma. APP wurde
erstmals 1994 als Marker fir eine axonale Schadigung beschrieben (Sherriff et al.,
1994), und in den folgenden Jahren im Hinblick auf raumlich- zeitliche Expression
sowie Funktion untersucht (Pierce et al., 1996; Bramlett et al., 1997; Murakami et
al., 1998). Nach einer Schadigung mit der Zerstérung von Axonen kommt es zum
Stopp des anterograden Transports von APP im Axon, der in der Anhaufung von
APP im proximalen Axonbereich resultiert. Dies kann immunhistochemisch
nachgewiesen werden. Wie an unseren Bildern zu sehen ist, konnte in vielen
Axonen eine APP- Kumulation nachgewiesen werden. Da die APP-
Immunhistochemie lediglich an einem Tier durchgefihrt wurde, haben die
Ergebnisse exemplarischen Charakter und weisen auf den potentiellen Wert
dieser Farbung hin. Auch durch das Fehlen des Kontrolltieres in dieser Farbung
kann das Ergebnis lediglich als Hinweis gewertet werden. Interessant ist jedoch,
dass prinzipiell die Detektion von APP ein wichtiger Weg in der Charakterisierung
des Traumas ist, wie durch neuere Studien unterstiitzt wird. Einerseits konnte
gezeigt werden, dass die Akkumulation von APP raumlich distinkt von Axonen mit
Neurofilament- Kompaktierung ist (DiLeonardi et al., 2009), und andererseits
wurde APP nach traumatischer Hirnldsion in aktuellen Studien ein

neuroprotektiver Effekt zugeschrieben (Corrigan et al., 2011).
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5.2.3 Storung der Blut-Hirn-Schranke nach Trauma

Der Nachweis einer gestorten BHS- Funktion wurde durch Messung des
Farbstoffes EB vom Blut in das Hirnparenchym gefihrt. EB bindet im Serum an
Albumin und kann aufgrund der resultierenden GroRRe die intakte BHS nicht
durchqueren (Saria und Lundberg, 1983). Nach einem SHT mit Offnung der BHS
ist dies jedoch moglich. Wie auch unsere Ergebnisse zeigen, konnte im
verwendeten Tiermodell nach Adelson eine Offnung der BHS nachgewiesen
werden. Selbst 24 Stunden nach Traumainduktion zeigte sich eine vermehrte
Diffusion von EB ins umliegende Gehirngewebe. Nach 48 Stunden hingegen war
die EB- Gewebediffusion auf das Niveau der Kontrolle abgesunken. Die
Extravasation von EB nach dem diffusen SHT weist die pathologische endotheliale
Permeabilitdt von Plasmaproteinen in der Grél3enordnung von Albumin und somit
die Storung der BHS- Integritat nach. Zuséatzlich wird durch diese Extravasation
das Entstehen eines vasogenen Hirnbdems nach ,Weight drop“ bestatigt, welches
vornehmlich in der Literatur primar nach einem Trauma beschrieben wird (Donkin
und Vink, 2010). Das Hirnédem nach einer BHS- Schéadigung ist mit einer hohen
Mortalitdat und Morbiditdt verbunden (Donkin und Vink, 2010). Neuere Studien
belegen, dass ein Zusammenbruch der BHS nach einem SHT die post-

traumatische Epilepsie bei Patienten bedingt (Tomkins et al., 2011).

Insgesamt erwiesen sich die angewandten Farbungen als sehr gute
Nachweismaoglichkeit, um verschiedene histologische Aspekte der Lasion
nachweisen und darstellen zu kdnnen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass ein
Trauma trotz des geringen Induktionsgewichts stattgefunden hat. Der Nachweis
der BHS- Permeabilitéat wurde hierbei eindeutig durch Messung von EB- Diffusion
nach einem induzierten Trauma durch Kortikale BlutgefaRe erbracht. Der
Nachweis der Apoptose wurde mittels geeigneter Markerproteine, wie CC3
durchgeflhrt, Inflammation wurde durch Nachweis aktivierter Mikroglia (CD68,
ED1) immunhistochemisch erbracht und quantifiziert. Diese Parameter zeigten
einen deutlichen Anstieg der Werte in der Traumagruppe. Nachweislich stiegen
Apoptose und Inflammation im geschadigten Areal (inkl. vorderer Kortex,
Thalamus und Hippokampus).

In der Shamgruppe wurden fur die Parameter CC3, CD68, GFAP und Cx43 durch

den direkten Vergleich mit der Kontrollgruppe gezeigt, dass kein zerebraler
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Schaden durch die Scheinoperation mit Eréffnung der Dura mater erfolgte und
kaum ein Unterschied zu der Kontrollgruppe bestand. Lediglich im Thalamus
zeigte sich einmalig auch bei der Shamgruppe eine vermehrte Apoptose und
Mikrogliaaktivitat als in der Kontrolle. Durch die geringe Gruppenzahl kann
entsprechend eine individuelle Varianz zu derartigen Ausrei3ern fihren.

Das Modell mit den entsprechenden Kontrollen ist geeignet, ein mildes SHT mit
diffusem neuronalen Schaden auszuldsen. Durch die verwendeten Methoden
konnte die resultierende Schadigung im Hinblick auf Apoptose, Inflammation,
BHS- Durchlassigkeit und APP- Akkumulation nachgewiesen werden. Diese
Parameter kbnnen in der Folge herangezogen werden, um madgliche Effekte der

Transplantation von humanem Nabelschnurblut zu analysieren.

5.2.4 Transplantation von Zellen aus Nabelschnurblu  t

Die Transplantation humaner Zellen aus Nabelschnurblut ist mit hohen
Erwartungen an das therapeutische Potential verbunden. Nicht nur im Einsatz bei
chronischen Erkrankungen, sondern auch zur Behandlung kardiovaskularer
Erkrankungen (nach einem Myokardinfarkt), bei Krebs, Diabetes, Schlaganfall und
auch nach einem SHT erhofft man sich den Therapieeinsatz (Alison et al., 2002).

Humanes Nabelschnurblut ist schnell und einfach verfiigbar und reich an
pluripotenten Stammzellen mit der Mdglichkeit der Differenzierung in verschiedene
Zellarten (Lu et al., 2002). Im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen 16st ihr
Einsatz keine ethischen Probleme und Diskussionen aus. lhre Handhabung ist
ebenso sicher und effektiv. Weiterhin bieten sie gegenuber Knochenmark-
stammzellen einige Vorteile, wie eine schnellere Verfiigbarkeit und eine bessere
Vertraglichkeit, indem sie aufgrund ihrer immunologischen Unreife deutlich
weniger Graft-versus-Host-disease (Transplantatabstof3ung) auslosen (Bojanic
und Golubic Cepulic, 2006; Ali und Bahbahani, 2010). Sie bieten die Mdglichkeit
zur autologen wie auch allogenen Transplantation (Armson, 2005). Im Gegensatz
zu Knochenmarkszellen liegt ein Nachteil in ihrer geringen gewinnbaren
Gesamtzellzahl aus dem Nabelschnurblut und dem langsameren Heranwachsen
dieser Zellen (Armson, 2005). Durch den Einsatz von Doppeltransplantationen
lasst sich dies aber kompensieren (Kurtzberg, 2009). Die Nabelschnurblut-

Transplantation hat sich zu einem etablierten Feld mit enormem Potential
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entwickelt (Kurtzberg, 2009) und ihr therapeutisches Potential wird in vielen

klinischen Studien untersucht.

In der Therapie des SHT ist das Ziel, den Sekundéarschaden, der im Gegensatz
zur Primarlasion reversibel ist, einzuddmmen. Hier liegt der viel versprechende
Einsatz von Zellen aus Nabelschnurblut. Das ultimative Ziel dieser Zelltherapie ist
die Entdeckung und Uberbringung lebensfahiger Zellen in geschadigte Hirnareale
mit der Hoffnung, dass diese transplantierten Zellen direkt oder indirekt die
geschadigten neuronalen Verbindungen wieder herstellen und die Regeneration
fordern (Borlongan et al., 2004). Dieser Effekt konnte bereits nach Ischamie
gezeigt werden. Ischmisches Gehirngewebe exprimiert chemotaktische Proteine
und Adhasionsmolekile (Chen et al., 2001; Rosenkranz et al., 2012a), die Zellen
aus Nabelschnurblut zur Lasion migrieren lassen. Kandidaten chemotaktischer
Faktoren sind Chemokine wie MCP-1, MIP-lalpha, Interleukin-6. Fur SDF-1
konnte nach Hypoxie eine verstarkte Expression in Astrozyten des Lasionsareals
sowie ein Einfluss auf die Migration der Zellen aus Nabelschnurblut nachgewiesen
werden (Rosenkranz und Meier, 2011). Intravents oder intraperitoneal
transplantierte Zellen konnten im geschadigten Gehirnareal nachgewiesen werden
(Chen et al., 2001; Meier et al., 2006; Rosenkranz und Meier, 2011). Dieses
initiale Einwandern von zirkulierenden Zellen in spezifische Organe wird als

.Homing" bezeichnet (Kyriakou et al., 2008).

Nach dem induzierten SHT in juvenilen Ratten wurde untersucht, ob
intraperitoneal transplantierte mononukleare Zellen aus humanem Nabelschnur-
blut nach vorheriger Aufarbeitung und Vitalitatsbestimmung (95+0,2%) im
l&sionierten Gehirn detektiert werden konnen. Wie auch in anderen Studien
verwendet, nutzten wir den immunhistochemischen Nachweis von human-
spezifischen Molektlen, wie HNA und HLA-DR, in den transplantierten Zellen. In
keinem der aufgearbeiteten Gehirne konnten zwei Wochen nach Transplantation
HNA- oder HLA- positive Zellen nachgewiesen werden.

In der Folge wurden verschiedene Parameter, die als mogliche Ursache fir die
Erfolglosigkeit des Zell- ,Homing“ angesehen werden kdnnten, beriicksichtigt und
im experimentellen Design verandert. Mogliche Parameter sind a) der Zeitpunkt
der Transplantation, b) die Durchlassigkeit der BHS, c) die Notwendigkeit von

Immunsuppressiva.
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Bei intraperitonealer Applikation von Zellen aus Nabelschnurblut ist die Offnung
der BHS zum Zeitpunkt der Transplantation Voraussetzung fur den Eintritt der
Zellen ins Gehirn. Fur unser Modell konnte durch den Nachweis der EB-
Extravasation ins Hirnparenchym nachgewiesen werden, dass die BHS zum
Zeitpunkt der Transplantation (24 Stunden nach Trauma) gedéffnet ist. Selbst die
als Kontrolle durchgefihrte Transplantation der Zellen aus Nabelschnurblut zu
einem friheren Zeitpunkt (2 Stunden nach Trauma) fuhrte nicht zum Nachweis der
humanen Zellen im Gehirn. In Umgehung der BHS wurden einigen Tieren Zellen
aus Nabelschnurblut intracisternal appliziert (Cisterna cerebellomedullaris). Auch
bei diesen Tieren war ein Nachweis der Zellen nicht moglich, so dass
maoglicherweise von mangelnder Verflugbarkeit chemotaktischer Faktoren
ausgegangen werden muss. Dem konnte ursachlich die erfolgte Applikation von
Analgetika zugrunde liegen. Mdglich ist jedoch auch, dass die Expression
chemotaktischer Faktoren nach einem diffusen Trauma nicht zur Induktion des
Zell- ,Homings* ausreicht.

Fur Analgetika, insbesondere der Opioid- Gruppe ist bekannt, dass eine
Suppression der Zytokinsekretion an der L&sion die Folge sein kann. Somit
konnten sich diese Analgetika negativ auf chemotaktische Vorgange, wie das
.Homing" der Zellen aus Nabelschnurblut auswirken. Alternativ wurden daher eine
Reihe pharmakologisch unterschiedlich wirksamer Analgetika benutzt (mit dem
Fokus auf deren Effekte bzgl. einer Suppression der Inflammation und
Zytokinfreisetzung). Keines der verwendeten Analgetika resultierte in einem
erfolgreichen ,Homing" der Nabelschnurblutzellen.

Eine weitere Option war, dass transplantierte humane Zellen vom
Empfangerimmunsystem als fremd erkannt und eliminiert werden kénnen. Aus
diesem Grund wurden zwei zuséatzlichen Ratten Immunsuppressiva (Cyclosporin
A) simultan zur Transplantation der humanen mononukleéren Zellen appliziert.
Auch bei diesen beiden Tieren, die aufwandig getrennt, gepflegt und tberwacht
wurden, konnten keine positiven Zellen im Gehirn nachgewiesen werden. Die
Detektionsmethoden sind mit den verwendeten zwei Antikdrpern sicher nicht
erschopft, so dass in weiterfihrenden Versuchen andere Antigene detektiert
werden sollten bzw. Zellen appliziert werden sollten, die bereits vor

Transplantation markiert wurden.
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Trotz des fehlenden Nachweises der humanen Zellen im Gehirn zeigten sich in
der Gruppe der Traumatiere mit nachfolgender Zelltransplantation signifikante
Verédnderungen bei den Parametern Apoptose und Inflammation.

Die Anzahl CC3- immunpositiver Zellen war nach Applikation humaner Zellen aus
Nabelschnurblut deutlich erniedrigt. An der cranialen Hirnoberflache war dieser
Unterschied nicht signifikant, im caudalen Bereich und im Thalamus zeigte sich
eine signifikante Reduktion der Apoptose. Auch im vorderen Hippokampusbereich
konnte eine Senkung der Zahl apoptotischer Zellen nach Transplantation
umbilikaler Zellen nachgewiesen werden.

Die Transplantation der Zellen aus Nabelschnurblut ging insgesamt mit einem
deutlichen anti- apoptotischen Effekt einher. Ahnliche Effekte wurden bereits in
vitro (Reich et al., 2008; Hau et al., 2008) und in vivo (Rosenkranz et al., 2012a)
nach Hypoxie beschrieben. Die transplantierten Zellen resultierten zwei Wochen
nach dem Trauma auch in einem anti- inflammatorischen Effekt, wie er in der
Literatur beschrieben wird (Walker et al., 2009). Zudem zeigte sich bei den
Traumatieren mit Zellen, dass es nach Zelltransplantation zu einem geringeren
Anstieg bzw. teils zu einer Reduktion der Expression von GFAP- Protein kommt.
Dies konnte fur eine protektive Wirkung der transplantierten Zellen sprechen, da in
klinischen Studien der Nachweis erbracht werden konnte, dass eine erhohte
GFAP- Konzentration im Serum als starker Pradiktor fr Zelltod und nachteiliges
Outcome gewertet wird und gilt (Vos et al., 2010; Schiff et al.,, 2012). Erhdhte
GFAP- Werte korrelieren gut mit dem Ausmald der Verletzung bereits sechs
Stunden nach Trauma. Fur GFAP wird deshalb in neueren Studien diskutiert, in
wie weit er als potentieller klinischer Biomarker im Serum fir die Diagnose,
Prognose und einer Vorhersage fir Mortalitdt nach einem SHT herangezogen
werden kann (Schiff et al., 2012).

An der Hirnoberflache und dem Thalamus korrelierte die Transplantation von
Nabelschnurblutzellen zudem mit einer Reduktion der Cx43- Proteinexpression.
Dies weist auf eine verminderte Aktivierung der Astrozyten und somit der
verminderten Ausbildung einer Glianarbe hin und damit méglicherweise auf einen
protektiven Effekt der Zellen. Durch Inhibition des Cx43 werden aktive schadliche
Molekile zwischen den Astrozyten nicht ausgetauscht, apoptotische Signale
untereinander unterbunden und somit das gesunde und intakte Gehirngewebe

vom Lasionsareal isoliert.
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Da die Zellen aus Nabelschnurblut nach Transplantation nicht nachgewiesen
werden konnten, aber ein eindeutiger Beleg fur ihre modulatorische Wirkung
vorlag, waren mdaglicherweise indirekte Mechanismen fir die beobachteten Effekte
verantwortlich. Eine Hypothese ist, dass die transplantierten Zellen Chemo- und
Zytokine freisetzen, die die bereits beschriebenen und weitere Effekte auslosen.
Borlongan et al. (2004) postulierten, dass eine funktionelle Verbesserung durch
transplantierte Zellen nach Ischdmie nicht durch den Eintritt der transplantierten
Zellen in das Gehirn verursacht wird, sondern durch Mediatoren und neuro-
protektive Molekule, die von diesen transplantierten Zellen sezerniert werden.
Diese Molekile kénnten die BHS penetrieren, die geschadigten Hirnareale
erreichen und dadurch zu einer verbesserten Funktionalitdt bzw. zur Herstellung
eines regenerativen Milieus fihren. Auch ein systemischer immunmodulatorischer
Effekt, wie von Rosenkranz et al. (2012b) beschrieben, kann unterstitzend wirken.
Unsere Daten weisen ebenfalls auf die Bedeutung der indirekten Mechanismen
nach Transplantation umbilikaler Zellen hin. Dieser Befund unterstitzt die
Hypothese, dass die Sekretion trophischer Moleklle ein entscheidender
Parameter nach Zelltransplantation ist und dazu beitragt, endogene Prozesse der
funktionellen Wiederherstellung im Gehirn zu foérdern. Moglicherweise kénnen
transplantierte Zellen ohne Passage der BHS die Effekte auf die geschadigten
Areale aus der Peripherie austiben und somit fur die verbesserten Funktionen
verantwortlich gemacht werden (Borlongan et al., 2004; Rosenkranz und Meier,
2011; Walker et al., 2009; Lu et al., 2002).

Eine neurale Differenzierung der transplantierten Zellen, die urspriinglich als
Voraussetzung fir regeneratives Potential postuliert und angesehen wurde
(Saporta et al., 2003; Sanchez-Ramos et al., 2001; Buzanska et al., 2002; Zigova
et al., 2002), scheint jedenfalls nicht oder nur in geringem Mafl3e fir den
therapeutischen Effekt verantwortlich zu sein.

Parameter der Zelltransplantation wie Dosis und Konzentration der
transplantierten Zellen, zeitliche Folge von Lasion und Transplantation sowie die
Frage nach einer notwendigen Immunsuppression (Bliss et al., 2007) missen vor
einer klinischen Anwendung erforscht und standardisiert werden. Zudem sind
Langzeit- Studien notwendig, um den Nachweis zu fiihren, dass die beobachteten
Anderungen der Expression von Dauer sind. Die Untersuchung mdglicher
funktioneller Verbesserungen der Tiere stehen ebenfalls noch aus. Viel
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versprechende praklinische Daten haben dazu gefuhrt, dass verschiedene
klinische Studien initiert wurden, um die Zelltherapie bei neurologischen
Krankheiten zu untersuchen (Walker et al., 2009), wie eine Phase |- Studie bei 5-
14jahrigen Kindern nach einem SHT. Hierbei wurden Kindern autologe
mononukledre Knochenmarkszellen intravends nach einem schweren SHT
verabreicht. Diese Verabreichung erwies sich nach sechs Monaten Beobachtung
als sicher und resultierte auch in einem verbesserten funktionalen Outcome.
Durch zahlreiche Ausschlusskriterien fehlte letztendlich die Signifikanz. Die
nachgewiesene Sicherheit in der Verabreichung von Zellen und die viel
versprechenden klinischen Studien rechtfertigen und garantieren jedoch die
weitere zukinftige Durchfiihrung kontrollierter Phase II- Studien (Cox et al., 2011)

und stimmen optimistisch.

5.3 Schlussbetrachtungen

In diesem an Jungtiere angepassten ,Weight drop”- Modell gelang die Induktion
einer standardisierten und reproduzierbaren milden und diffusen Lasion nach
SHT, wie sie im Kindesalter am haufigsten vorkommt.

Weiterhin konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die
angewandten histologischen und immunhistochemischen Methoden sich als sehr
gute Nachweismoglichkeit erwiesen, um verschiedene Aspekte, wie Apoptose,
Inflammation, Integritat der BHS, nach einem SHT darstellen zu kdnnen. Mittels
dieser Methoden konnte der Nachweis eines stattgefundenen Traumas gefihrt
werden. In der Shamgruppe konnte gezeigt werden, dass fir die meisten
Parameter und Areale kein signifikanter Unterschied zu der Kontrollgruppe
besteht. Das bedeutet, dass die Praparation ebenso wie die Narkose keinen
relevanten Einfluss auf die Schadigung des Gehirns aufwies.

Trotz des fehlenden Nachweises der humanen Zellen im Gehirn zeigten sich im
Tierversuch eine deutliche Reduktion von Apoptose und Inflammation nach Gabe
von hUCB. Damit kann von einer indirekten Mediation anti- apoptotischer und anti-
inflammatorischer Effekte umbilikaler Zellen ausgegangen werden.

Diese Ergebnisse wurden derart erstmalig fir juvenile Ratten nachgewiesen.
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