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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

Hintergrund: Das Schadel-Hirn-Trauma ist die haufigste Ursache fur Morbiditat und
Mortalitdt bei Kindern und Jugendlichen sowie Erwachsenen unter 40 Jahren in der
westlichen Welt. In Deutschland erleiden jahrlich circa 332 Menschen pro 100.000
Einwohner ein Schadel-Hirn-Trauma und Betroffene leiden haufig unter den Folgen. Das
Schadel-Hirn-Trauma  weicht insbesondere im Kindesalter in Bezug auf
Verletzungsmechanismen sowie anatomische und pathophysiologische Besonderheiten
vom Schadel-Hirn-Trauma des Erwachsenen ab. Bei Kindern ist hauptsachlich ein diffuser
axonaler Hirnschaden, vornehmlich im Thalamus, Hippocampus und Cortex, nachweisbar.
Kognitive  Leistungsminderung mit  Konzentrationsstérung, = Gedachtnisstdrung,
Aufmerksamkeitsstdérung, aber auch Krampfanfalle und soziale Anpassungsstérungen
kénnen die Folge sein. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, ein Tiermodell zu
etablieren, welches in juvenilen Ratten ein mildes Schadel-Hirn-Trauma &hnlich dem
humanen produziert. Im Anschluss erfolgte die Untersuchung traumabedingter Anderungen
in Verhalten und Kognition.

Methode: Mittels des Weight Drop Models in Modifikation flr juvenile Ratten nach Adelson
wurde ein mildes Schadel-Hirn-Trauma bei 21-25 Tage alten Ratten erzeugt. Anderungen
in Verhalten und Kognition wurden 7 Tage nach erfolgtem Trauma mittels eines Open Field
Tests evaluiert. Anschlieend folgte eine Habituationsphase als Vorbereitung auf den
Novelty Object Recognition Test. Dieser gliederte sich in drei Testzeitpunkte (1: Stunde 0;
2: Stunde 1 und 3: Stunde 24). Hierbei sollte das Arbeits-, Kurzzeit- und Langzeitgedachtnis
der Tiere nach Schadel-Hirn-Trauma im Vergleich zu Kontrollen und Sham-operierten
Tieren untersucht werden. Nach Versuchsende wurden die Gehirne der Tiere analysiert.
Ergebnis: Das in dieser Arbeit induzierte milde Schadel-Hirn-Trauma resultierte weder
makroskopisch noch mikroskopisch in erkennbarer struktureller Schadigung des Gehirns.
Die Analyse von Verhalten und Gedachtnis zeigte jedoch deutliche Auswirkungen des
Traumas: Die Traumatiere wiesen nach Schadel-Hirn-Trauma im Open Field Test zu
Beginn eine signifikant erhdhte Aktivitat bzw. ein gesteigertes Explorationsverhalten im
Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Prinzipiell zeigten die Tiere aller Versuchsgruppen
wahrend des Open Field Tests ein aktives exploratives Verhalten. Die anschlieRende
Habituation war bei allen Versuchsgruppen erfolgreich. Wahrend der darauffolgenden

Uberpriifung des Kurz- bzw. Langzeitgedachtnisses mittels des Novelty Object Recognition
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Tests ergaben sich Unterschiede zwischen den Traumatieren und der Sham- sowie
Kontrollgruppe. Zunachst reagierten alle Versuchsgruppen mit erhéhter Neugier und
Aktivitat auf zwei neu eingebrachte Objekte. Zur Uberprifung des Kurzzeitgedéchtnisses
wurde nach einer Stunde eines der beiden Objekte ausgetauscht. Nun befassten sich die
Traumatiere langer mit dem ihnen schon bekannten Objekt als die Sham- und
Kontrollgruppen. Das Kurzzeitgedachtnis der Traumatiere ermdglichte nicht die
Wahrnehmung des bekannten Objekts als solches. Um das Langzeitgedachtnis zu
Uberprifen, wurde 24 Stunden spater erneut eines der bekannten Objekte gegen ein neues
Objekt ausgetauscht. Die Tiere der Traumagruppe befassten sich in der ersten Minute
dieses Versuchs signifikant langer mit dem alten Objekt als die Tiere der Shamgruppe. Im
weiteren Verlauf glich sich das Verhalten aller Gruppen an. Generell lief3 sich in diesem
Versuch feststellen, dass die jungen Versuchstiere in allen Phasen ein aktives, neugieriges
Verhalten zeigten, da sie sich Uberwiegend in der Innenzone (Zone 1) aufhielten und nicht
primar am Rande der Testarena (Zone 2), was als Zeichen flr Angst oder Gewdhnung
gewertet werden kénnte.

Diskussion: In der vorliegenden Arbeit wurde ein Tiermodell zur Induktion eines milden
traumatischen Hirnschadens bei juvenilen Ratten etabliert. Im Model des diffusen axonalen
Traumas zeigten sich auch in Abwesenheit schwerer struktureller Schaden deutliche
Veranderungen in Verhalten und Gedachtnis: Im Open Field Test konnte eine
Verhaltensanderung in Form einer Hyperaktivitat gezeigt werden, die klinisch am ehesten
mit den Symptomen einer Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitats-Stérung vergleichbar
ist. Bei der Uberpriifung der Ged&chtnisleistung sowohl fiir Kurz- als auch fiir
Langzeitfunktionen zeigte sich, dass die Traumatiere ein bekanntes Objekt nicht als schon
bekannt wahrnahmen und somit hier kognitive Defizite vorlagen. Die Ergebnisse belegen,
dass sowohl der Open Field Test Verhaltensanderungen als auch der Novelty Object
Recognition Test Beeintrachtigungen des Kurz-, Arbeits- und Langzeitgedachtnisse, nach
Erzeugung eines milden Schadel-Hirn-Traumas, detektiert. Dabei scheinen beide Tests so
sensitiv zu sein, dass auch Verhaltensanderungen, die nicht mit signifikanter Schadigung
der Hirnstrukturen einhergehen, durch diese erkannt werden. Deutlich wird hier, dass
bereits ein mildes Schadel-Hirn-Trauma Verhaltensdnderungen und kognitive
Beeintrachtigungen in juvenilen Ratten hervorrufen kann. Damit wurde in dieser Arbeit ein
Modell etabliert, dessen Ergebnisse sich zumindest in Grundziigen in den humanen
Bereich Ubertragen lassen, um darauf aufbauend adaquate Therapieformen, zur

Vermeidung von neurologischen Langzeitschaden zu entwickeln.
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1.2 Summary

Background and introduction: Traumatic brain injury is one of the most common causes
of morbidity and mortality in children, adolescents and young adults under the age of forty
in industrial countries. In Germany, approximately 332 out of 100.000 people sustain a
traumatic brain injury per year. Consistent and durable neurological impairment is the main
consequence of traumatic brain injury. The reaction of children concerning the mechanism
of injury differs from the mechanisms after traumatic brain injury in adolescents and adults.
In the cortex, hippocampus and thalamus there is a diffuse axonal injury detectable with
anatomical alterations. Inattention, hyperactivity, impulsivity, deficits in executive functions,
adjustment disorders and cerebral seizures can be a result of traumatic brain injury. For this
reason, our aim was to establish an animal model of trauma for juvenile rats in order to
evaluate the trauma associated influence on behavior and cognition.

Methods: A mild traumatic brain injury was induced to 21-25 days old male Sprague
Dawley rats by the Weight Drop Model in modification for juvenile rats according to Adelson.
Seven days after the trauma, alterations in activity, behavior and exploration due to
traumatic brain injury were measured by an Open Field Test. After a subsequent habituation
phase, a Novelty Object Recognition Test was performed. The test was divided into three
phases (1: hour 0; 2: hour 1; 3: hour 24) in order to analyze the working-memory, the short-
term memory as well as the long-term memory in relation to a control and sham group.
Results: In the Open Field Test an elevated activity and exploration rate has been
measured for the trauma group in relation to the control group. In general, all groups showed
an inquisitive behavior during the Open Field Test. The following habituation phase was
effective in all groups. In the subsequent analysis of the short-term and long-term memory
by using the Novelty Object Recognition Test, differences have been detected between all
groups. Initially, all groups showed again an increased inquisitive and exploratory behavior
respective to the new objects that were placed in the arena. After one hour, one of the
known objects has been replaced to evaluate impairments in short-term and working
memory due to traumatic brain injury (phase 2). Here the trauma group explored the familiar
object more frequently than the sham and control group. The short-term memory of the
trauma group was unable to recognize the familiar object as common. After 24 hours, a
further familiar object has been replaced by a new one to test the long-term memory (phase
3). In the first minute of this testing phase, the trauma group explored the familiar object
significantly longer than the sham group. In the course of the third testing phase, the
behavior adapted to each other. Generally, all animals of each group showed an increased

inquisitive and active behavior by spending more time in the inner zone (zone 1). They
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avoided spending time in the edges of the test arena (zone 2), which might be an indication
for anxiety and habituation.

Discussion: In this study we established a modified trauma animal model for juvenile rats.
The Open Field Test showed modifications in the behavior in terms of hyperactivity, which
are similar to symptoms of an attention deficit hyperactivity syndrome. Testing the short-
term and long-term memory, we noticed that the trauma group was not able to recognize a
known object as common. Thus, the results demonstrate changings in behavior and
impairments in memory. Additionally, both tests could show impairments in memory without
the presence of significant brain injuries. Obviously, a mild traumatic brain injury results in
impairments in behavior and cognition in juvenile rats. In the present study a trauma animal
model has been established, which shows similarities to the human mild traumatic brain
injury. Our results may be the source of further subsequent studies to evaluate possible

therapies to avoid neurological long-term damages.
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2. Einleitung

2.1 Definition und Epidemiologie des Schadel-Hirn-Traumas

Das Schadel-Hirn-Trauma (SHT) ist eine schwerwiegende Verletzung eines der
komplexesten Organe des menschlichen Kdrpers. Es ist die haufigste Ursache fur Tod und
Erkrankung bei Kindemn, Jugendlichen und jungen Erwachsenen unter 40 Jahren in der
westlichen Welt und Uberlebende leiden haufig unter den Folgen des SHT wie kognitive
Defizite, motorische Einschrankungen, Depression und Personlichkeitsveranderungen
(Marklund 2016).

Das SHT ist definiert als ,Folge einer Gewalteinwirkung, die zu einer Funktionsstérung
und/oder Verletzung des Gehirns flihrt und mit einer Prellung oder Verletzung der
Kopfschwarte, des kndchernen Schadels, der Gefalte und/oder der Dura einhergeht®
(Firsching 2015). Eine Kopfverletzung ohne Stérung der Hirnfunktion oder Schadigung des
Gehirns bezeichnet man als Kontusion (Firsching 2015). Von einem offenen Schadel-Hirn-
Trauma wird gesprochen, wenn die Dura zusammen mit Knochen und Weichteilen verletzt
worden ist und eine Verbindung der intrakraniellen Kompartimente zur Umwelt besteht
(Firsching 2015).

Zusatzlich kdnnen die resultierenden Hirnverletzungen in diffuse sowie fokale Lasionen
unterteilt werden. Die mildeste diffuse Form ist eine Gehirnerschitterung. Zu den
schwereren diffusen Formen gehéren unter anderem axonale Schertraumen; oft
einhergehend mit fokale Hirnverletzungen und intrakraniellen Hamorrhagien.
Schadelprellungen kénnen als sogenannte Coup- oder Contre-Coup-Herde oder kombiniert
auftreten. Coup-Herde sind im Bereich der urspringlichen Krafteinwirkung lokalisiert,
wahrend sich oft mindestens genauso ausgepragt an der gegeniberliegenden
Hirnoberflache Contre-Coup-Kontusionen nachweisen lassen (Stubbe et al. 2012).
Intrakranielle Hamorrhagien sind nach stumpfer oder penetrierender Krafteinwirkung
mdglich (Stubbe et al. 2012).

In Deutschland erleiden pro Jahr 332 Menschen pro 100.000 Einwohner ein Schadel-Hirn-
Trauma. Davon werden 91% als leichtes SHT, 4% als mittleres und 5% als schweres SHT
bewertet (Rickels 2006). Die Gesamtkosten fir die Behandlung von SHT-Patienten
betragen in Deutschland pro Jahr ungefahr 2,8 Milliarden Euro (Rickels 2006). In
Deutschland sind pro Jahr 70.000 Patienten jlinger als 16 Jahre. Dies entspricht einem
Anteil von 28,1% aller jahrlich auftretenden SHTs in Deutschland. Circa 90% der Kinder

erleiden ein mildes SHT. Vornehmlich sind hierbei Kleinkinder und Sauglinge betroffen. Das
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SHT zahlt mit zu den haufigsten Grinden flr erworbene Beeintrachtigungen in der Kindheit
(Brunnberg et al. 2012), wie z.B. motorische und kognitive Defizite, Probleme im
Sozialverhalten und Veranderungen der Personlichkeit (Deppe 2014) und ist bei Kindern
unter 15 Jahren die haufigste Todesursache in den Industrielandern. Die Gesamtmortalitat
bei SHT im Kindesalter liegt bei 4,5% und bei einem schwerem SHT bei 14,5% (Brunnberg
et al. 2012).

Wahrend im jugendlichen Alter das SHT in Bezug auf die Atiologie, die Pathogenese und
die Therapie dem SHT im Erwachsenenalter ahnelt, weicht das SHT im Sauglings - und
Kleinkindalter durch andere Verletzungsmuster sowie durch anatomische und
pathophysiologische Besonderheiten von dem SHT des Erwachsenen ab. Eine mdglichst
schnelle Beurteilung des Ausmalles des SHT sowie eine sofortige Therapie sind fir das
Uberleben und die Entstehung neurologischer Schaden bei Kinder entscheidend, da die
Zellen des Gehirns die geringste Toleranz aller Zellen des menschlichen Korpers
gegenlber Sauerstoffmangel besitzen (Brunnberg et al. 2012). Kognitive
Leistungsminderung mit Konzentrations-, Gedachtnis- und Aufmerksamkeitsstérungen,
aber auch Krampfanfélle und soziale Anpassungsstorung koénnen die Folge eines
kindlichen SHTs sein (Kapapa et al. 2010, Keenan et al. 2006). Aus diesen genannten
Grunden ist das Schadel-Hirn-Trauma von hoher medizinischer und gesundheitspolitischer

Relevanz.

2.2 Pathomechanismen nach Schadel-Hirn-Trauma

Durch ein erzeugtes Schadel-Hirn-Trauma werden verschiedene Pathomechanismen zum
Zeitpunkt der Schadigung ausgeldst, die trotz nachhaltiger Untersuchungen bisher nicht
komplett analysiert sind. Ein komplexes Zusammenspiel unterschiedlichster Mechanismen
lauft auf zellularer, funktionaler, molekularer sowie struktureller Ebene ab. Erkennbar wird
dies an der unmittelbaren Zerstérung der Blut-Hirn-Schranke (BHS) mit Ausbildung eines
Hirnédems, einer Stérung des Stoffwechsels, Durchblutungsstérungen, entzindlichen
Veranderungen mit Freisetzung zytotoxischer Mediatoren und freier Radikale, bis hin zu
Veranderungen auf genetischer Ebene. Hohlrdume und Narben, sowie Verluste des
Gewebes entstehen nach Abheilung (Laurer et al. 1999).

Schadel-Hirn-Traumen  werden klinisch-pathologisch  nach  dem  fuhrenden
morphologischen Verletzungsmuster eingeteilt. Hirnverletzungen kdénnen dabei diffuse
oder umschriebene Veradnderungen nach sich ziehen, inklusive aller Ubergange und
Kombinationen (Stubbe et al. 2012).

12
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Epidurale Hdmatome bilden sich zwischen der Dura mater und dem Schadelknochen.
Dabei handelt es sich meist um Blutungen aus der A. meningea media (Stubbe et al. 2012).
Aus oberflachlichen Hirnkontusionen oder gerissenen Briickenvenen entwickeln sich
subdurale Hamatome im Spaltraum zwischen Dura mater und Arachnoidea (Wallesch et al.
2017). Subarachnoidalblutungen finden sich zwischen Pia mater und Arachnoidea und
resultieren immer aus Zerreilung von Hirnoberflachengefallen und sind ein Zeichen fur
strukturelle Hirnverletzungen.

Oberflachliche Kontusionen, genannt Coup, finden sich sowohl am Ort der Krafteinwirkung
als auch mindestens genauso haufig mit gleicher Auspragung an der gegeniberliegenden
Seite des Gehirns als Ausdruck einer sogenannten Contre-Coup-Verletzung (Stubbe et al.
2012). Bei einem diffusen axonalen Schertrauma entwickeln sich im Regelfall kleine
punktférmige Einblutungen in Strukturen wie Balken, Dienzephalon und Hirnstamm (Stubbe
et al. 2012). Das Hirnddem ist die Folge von diffizilen pathophysiologischen Ablaufen nach
einem Trauma, das den Ubergang zwischen primarem und sekundarem Hirnschaden
darstellt.

Der primare Hirnschaden entsteht innerhalb kirzester Zeit durch die verschiedensten
Krafte, die auf das Hirnparenchym einwirken: Lineare Beschleunigungskrafte fiUhren eher
zu oberflachlichen Lasionen wie Kontusionen oder Blutungen, wahrend
Rotationsbewegungen des Gehirns mit der diffusen Schadigung tiefer gelegener Areale der
weilken Substanz sowie der Kerngebiete und Bahnen des Mittelhirns und Hirnstamms
einhergehen koénnen (Stubbe et al. 2012).

Der sekundare Hirnschaden entsteht z.B. durch erhohten Hirndruck, ein Hirnddem oder
eine Hypoxie und ist eine Folge des initialen Traumas, d.h. die Lasion des Gehirns ist durch
das primare Trauma noch nicht abgeschlossen.

Das Schéadel-Hirn-Trauma wird heutzutage als Vorgang gesehen, bei dem viele Einflisse
eine Rolle fur die langerfristige Vorhersage spielen, die erst innerhalb von Tagen nach
Entstehung des Traumas von Bedeutung sind. Letztendlich ist die Pathophysiologie des
sekundaren Hirnschadens fur die Prognose des Patienten von entscheidender Bedeutung
(Stubbe et al. 2012). Begleitverletzungen, die nicht am Schadel lokalisiert sind und die zu
Hypoxamie und Hypotonie fiihren und somit in Folge zu einer Hypoxie oder cerebralen
Durchblutungsstérung fihren kénnen, gehéren zu den aussagekraftigsten Parametern
bezlglich der Prognose nach SHT (Chesnut et al. 1993).

Auch der intrakranielle Druck (ICP, Intracranial Pressure) hat eine hohe Relevanz fir die
Entstehung von sekundaren Hirnschaden. Unter dem erhdhten intrakraniellen Druck wird
der supratentorielle Liquordruck in den Seitenventrikeln und im Subarachnoidalraum im

Bereich der Grofl3hirnkonvexitat verstanden. Der im Liquorraum herrschende Druck
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Ubertragt sich auf das umgebende Hirngewebe. Der ICP betragt beim Erwachsenen 10-15
mmHg und bei Kindern 0-10 mmHg (Striebel 2014).

Das in der Schadelkalotte befindliche Gesamtvolumen setzt sich zusammen aus 80-85%
Gehirnsubstanz, 5-15% Liquorvolumen und 3-10% intracerebralem Blutvolumen (Striebel
2014). Eine Zunahme einer der drei intrakraniellen Volumenkomponenten fuhrt zur
Zunahme des ICP. Diese Volumenzunahme kann in gewissen Grenzen durch die
Volumenreduktion einer anderen Komponente kompensiert werden; dieser Mechanismus
wird als Monroe-Kellie-Doktrin bezeichnet (Striebel 2014).

Die wichtigsten Ursachen fir die Erhéhung des intrakraniellen Drucks sind sowohl das
Hirnédem, eine intrakranielle Blutung als auch der Liquorstau. Veranderungen des
intracerebralen Blutvolumens kdénnen ebenfalls zu einer Zunahme des ICP fihren (Stubbe
et al. 2012).

Eine Mischung aus vasogenem und zytotoxischem Hirnédem findet man haufig bei dem
durch ein Trauma ausgeldstes Hirnédem. Beim zytotoxischen Hirnédem ist die BHS
unversehrt, dagegen liegt eine Stdérung der Zellmembran mit einem Defekt der
Adenosintriphospat-abhangigen Na®*/K*-Pumpe vor, wahrend beim isolierten vasogenen
Hirnddem immer eine Schadigung der BHS vorliegt. Uber eine Ansammlung von lonen in
den Zellen fiihrt dieser Pathomechanismus zu einer Anderung des osmotischen
Gradienten und somit zu einer Zunahme des Wassergehalts in der Zelle (Stubbe et al.
2012). Das vasogene Hirnddem flhrt zu einer Instabilitdt der Blut-Hirn-Schranke. Grund
hierfir kann sowohl eine Verbreiterung der Tight Junctions und eine endotheliale
Schadigung als auch die Ausldsung eines unphysiologischen vesikularen Transports sein.
Diese Pathomechanismen sind ursachlich flir Erhéhung von Blutplasmakomponenten im
Gehirn (Klatzo 1985). 24 Stunden nach Trauma ist das Maximum der Ausbildung des
Odems erreicht und bleibt in dieser Form bis zum zweiten Tag nach dem Trauma bestehen.
Bereits nach einer Woche ist das Gehirnddem in der Regel wieder bis zu 70 % resorbiert
(Kochanek et al. 1995).

Bei 80-90% der Patienten entsteht nach einem Trauma ein ischamischer Sekundarschaden
(Graham 1985). Neben dem mittleren arteriellen Blutdruck (MAD) ist auch der cerebrale
Blutfluss (CBF) fir die Entstehung der Perfusionsstérung entscheidend. Der cerebrale
Perfusionsdruck ist direkt abhangig vom mittleren arteriellen Druck und vom intrakraniellen
Druck (ICP) (cerebraler Perfusionsdruck = MAD — ICP) (Striebel 2014). Dabei kann sich die
Storung in zwei Richtungen entwickeln. Einige Patienten unterliegen einer Reduktion des
cerebralen Blutflusses. Dieses Patientenkollektiv hat generell eine schlechtere Prognose,
da aus einem erniedrigtem CBF fast immer eine erhdhte Mortalitatsrate,

Schwerstbehinderung oder ein vegetativer Zustand resultiert (Obrist et al. 1979). Von einer
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irreversiblen Durchblutungsstérung sind Patienten besonders in der Phase unmittelbar
nach dem Trauma bedroht (Bouma et al. 1992). Tierexperimentelle Analysen zeigen, dass
der cerebrale Blutfluss posttraumatisch flir einen Zeitraum von drei Stunden um mehr als
80% auf der Seite der Schadigung abfallt, ein Anstieg ist zwar nach einem Tag erkennbar,
jedoch bleibt der cerebrale Blutfluss auf der Kontusionsseite im Bereich der Verletzung
erniedrigt (Hendrich et al. 1999). Die verminderte Durchblutung im Bereich der Lasion weitet
sich binnen eines kurzen Zeitraums auf weiter distal gelegene Gebiete wie den Thalamus,
den Hippocampus oder die Stammganglien aus. Ob auch die kontralaterale Seite betroffen
ist, hangt von dem Ausmal} der Schadigung, der Erhéhung des intrakraniellen Blutdrucks
und einem ausreichenden cerebralen Perfusionsdruck ab. Um minderperfundierte Areale
im Zentrum der Lasion entstehen Areale mit gesteigerter Perfusion. Ursachlich flr dieses
Phanomen kann zum einem eine entkoppelte Autoregulation der Gefalle sein und zum
anderen eine gesteigerte Metabolismusrate (Bryan et al. 1995).

Bei anderen Patientengruppen wurde wiederum eine Hyperperfusion nach einem SHT
beobachtet. Hier sind vor allem junge Patienten zu erwahnen, die eher zu einer gesteigerten
Perfusion nach Trauma tendieren (Biagas et al. 1996). Die arteriovendse
Sauerstoffdifferenz ist nach einem Trauma vermindert, was bedeutet, dass weniger
Sauerstoff vom Gehirn bendtigt wird und die Metabolismusrate abfallt. Ein kontinuierlicher
cerebraler Blutfluss garantiert eine Hyperperfusion bei sinkendem Sauerstoffbedarf und fr
drei Tage nach dem Trauma wird eine Phase mit gesteigerter Perfusion beobachtet (Obrist
et al. 1984). Dieses Phanomen wird als ,luxury perfusions syndrome® bezeichnet und ist
auf eine entkoppelte Autoregulation der cerebralen Gefalde zuritickzufiihren (Lassen 1966).
Anstatt einer Anpassung an den erniedrigten Sauerstoffbedarf, wird eine Weitstellung der
Gefalle und damit eine vermehrte Durchblutung des Hirngewebes beobachtet. Selbst bei
einem milden Schadel-Hirn-Trauma kommt es zu einer Beeintrachtigung der Autoregulation
der cerebralen GefalRe und somit zu einem erhdhten Risiko flr einen neuronalen
Sekundarschaden (Junger et al. 1997).

Auf zelluldrer Ebene kommt es nach einer traumatisch entstandenen Hirnverletzung auch
zur Nekrose und Apoptose (Rink et al. 1995). Bei der primaren traumatischen Lasion sind
vorrangig Nekrosen erkennbar, aber auch Apoptose kommt in einem signifikant erhdhten
MaRe nach einem SHT vor. Die Relation zwischen Apoptose und Nekrose hangt zum einem
von der GroRRe der Lasion und des Hirnareals ab und zum anderen von sekundaren
Faktoren (MacManus et al. 1997). Dabei spielt die Neuroinflammation eine wichtige Rolle.
Man geht davon aus, dass erregende Aminosauren wie Glutamat einen Kalziumeinstrom
in Neuronen und anderen Gehirnzellen herbeifihren. Die Bildung radikaler

Sauerstoffspezies und Stickstoffmonoxid wird vermutlich durch eine Uberladung mit
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Kalzium ausgeldst, die dann Uber eine Lipidperoxidation zu Zellschaden, Nekrose und
Apoptose flhren (Lau et al. 2010).

Neben den oben beschriebenen Mechanismen werden aktuell weitere Mediatoren
diskutiert, die im Tierexperiment von Bedeutung bei der sekundaren Schadigung von Zellen
des Gehirns sind, deren neuropathologische Bedeutung aber bislang noch unklar ist
(Stubbe et al. 2012).

Die generelle Immunantwort des Kérpers auf ein Trauma ist pro-inflammatorisch und stellt
sich als systemische Entziindungsreaktion (Sytemic Inflammatory Response Syndrome;
SIRS) dar. Auf diese pro-inflammatorische Phase folgt eine anti-inflammatorische Phase,
einhergehend mit einer Suppression des Immunsystems (CNS-Injury Induced
Immundepression, CIDS). Dies ist modglicherweise die Ursache fur die erhdhte
Infektanfalligkeit von Patienten nach Schadel-Hirn-Trauma. Man geht davon aus, dass das
CIDS multifaktoriell, unter Beteiligung der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrindenachse (HPA-Achse), bedingt ist (Meisel et al. 2005). AuRerdem scheint
auch das autonome Nervensystem relevant fur die Entstehung einer Immunsuppression
nach SHT zu sein (Stubbe et al. 2012).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die weitere Klarung der Pathomechanismen des
SHTs eine hohe Relevanz besitzt, um sowohl heutige Therapien als auch die Spatfolgen

gerade bei Kindern und Jugendlichen zu verbessern.

2.3 Das Schadel-Hirn-Trauma im Tiermodell

2.3.1 Traumamodelle in der adulten Ratte

Klinische Studien an Patienten mit Schadel-Hirn-Trauma sind nicht nur in Bezug auf die
Ethik eher ungeeignet. Aufgrund von Unterschieden in Alter und Geschlecht der Patienten,
der Art des Traumas, Therapiebeginn und -schemata entstehen zahlreiche unterschiedliche
Variablen, die eine Standardisierung und Auswertung der Daten kaum mdglich machen.

Da jedoch das SHT weiterhin eine der maf3geblichsten Grinde flr Mortalitat und Morbiditat
bei Kindern, Jugendlichen und jungen Erwachsenen darstellt (Finnie et al. 2002), ist es
notwendig tierexperimentelle Modelle zu etablieren, um weitere Erkenntnisse Uber die
Pathomechanismen des SHTs und deren Folgen zu erlangen, sowie die damit verbundene

Etablierung neuer Therapiemdglichkeiten zu ermdglichen.
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Im Tierexperiment kann ein reproduzierbares SHT unter kontrollierten Bedingungen
induziert werden und Variablen generiert werden, die eine standardisierte Auswertung
maoglich machen (Finnie et al. 2002). Insbesondere Modelle an der Ratte erwiesen sich als
praktikabel, da in verschiedenen Studien nachgewiesen werden konnte, dass das
Verhalten von Ratten in bestimmtem Bereichen dem des menschlichen Verhaltens ahnelt
(Whishaw et al. 1992). Des Weiteren kdnnen am Modell der Ratte in kirzeren Zeitrdumen
ganze Entwicklungsabschnitte beobachtet werden, wahrend dies beim Menschen nur
bedingt moglich ist (Whishaw et al. 1992).

Das SHT im Menschen ist dadurch charakterisiert, dass kein einheitliches
neuropathologisches Korrelat existiert, sondern sich nach Trauma, je nach Schwere und
Ausmal, viele unterschiedliche Pathologien entwickeln kénnen (Johnson et al. 2015).
Insbesondere das milde SHT ist bisher noch nicht ausreichend untersucht, wobei man
davon ausgeht, dass es sich hierbei eher um einen homogenen umfassenden diffusen
axonalen Hirnschaden handelt (Blumbergs et al. 1994). Aufgrund der schon oben
erwdhnten Komplexitat des humanen SHTs ist es schwierig, dieses in ein einem einzigen
Tiermodell abzubilden (Finnie et al. 2002). Daher wurden in den letzten Jahrzenten viele
unterschiedliche Tiermodelle zur Induktion eines traumatischen Hirnschadens entwickelt,
in denen jeweils Teilaspekte des Traumas bertcksichtigt wurden (Johnson et al. 2015).
Allen Traumamodellen gemein war jedoch die Untersuchung sowohl der neurologischen
Symptome und die Erforschung der pathologischen Prozesse des Schadel-Hirn-Traumas.
An unterschiedlichen Tierspezies, wie Katzen (Sullivan et al. 1976), Affen (Grimmelt et al.
2011) sowie Schweinen (Missios et al. 2009), wurden zur Erzeugung eines diffusen
traumatischen Hirnschadens zahlreiche Modelle etabliert (Johnson et al. 2015). Aufgrund
von einfacher Durchflhrbarkeit und aus 6konomischen Gesichtspunkten sind jedoch bisher
die meisten Traumamodelle an der Ratte und Maus durchgeflhrt worden (Johnson et al.
2015). Die Bedeutendsten sind dabei das Weight Drop-Modell (Feeney et al. 1981), das
Controlled Cortical Impact Injury-Modell (Dixon et al. 1991), sowie Fluid Percussion- (Dixon
et al. 1987) und Impact Acceleration-Modelle.

Wie der Name schon impliziert, werden beim Weight Drop-Modell Gewichte verwendet, die,
z.B. durch eine Rdéhre, auf den Schadel des Tieres fallen, dadurch einen Aufprall erzeugen
und entweder direkt auf dem geschlossenen Schadel, auf einer auf dem Cranium fixierten
Metallplatte oder durch eine Kraniektomie direkt auf der Dura aufschlagen (Johnson et al.
2015).

Das modifizierte Weight Drop-Modell nach Marmarou ist aktuell das bekannteste Modell in
der Forschung zur Erzeugung eines diffusen traumatischen Hirnschadens (Marmarou et al.

1994). Ein variables Gewicht aus Messing wird aus einer frei gewahlten Héhe ungebremst
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auf den geschlossenen, vorher fixierten Schadelknochen der Ratte fallen gelassen. Der
Vorteil dieses Modells liegt in der Reproduzierbarkeit der diffusen Schadigungen und
Darstellbarkeit unterschiedlichster Aspekte des Schadel-Hirn-Traumas aus dem Gebiet der
Humanmedizin. Hier konnten nach der Erzeugung einer Schadigung sowohl
Verhaltensanderungen als auch kognitive und motorische Behinderungen gesehen werden
(Shapira et al. 1988, Tang et al. 1997b). Unter anderem kam es zusatzlich zu dem diffusen
Trauma auch zu einer fokalen Kontusion und damit verbunden zu einem Untergang von
Neuronen hauptséachlich im Kortex, Thalamus und Hippocampus (Smith et al. 1997, Tang
et al. 1997a). Insgesamt konnten motorische Defizite, Hypotonie, ein Gewichtsverlust, ein
mikroskopisch erkennbares diffuses Odem sowie neurologische Defizite und eine
gesteigerte Sterblichkeitsrate nachgewiesen werden (Adelson et al. 1996). Nachteile dieses
Modells sind die fehlende Kontrolle der Fallgeschwindigkeit und die damit
zusammenhangende Kontrolle der Gro3e des erzielten SHTs. Jedoch ist das modifizierte
Weight Drop-Modell (Marmarou et al. 1994) eines der am haufigsten verwendeten Modelle
zur Induktion eines diffusen traumatischen Hirnschadens.

Auch die anderen oben erwahnten Modelle zur Erzeugung eines traumatischen
Hirnschadens verwenden mechanische Krafte, um eine dynamische Verformung des
Hirngewebes zu erreichen. Alle Modelle haben zudem gemein, dass die Krafte direkt auf
das Gehirn oder den Schadel einwirken (Johnson et al. 2015). Beim Fluid Percussion
Modell (Dixon et al. 1987) wird Uber eine schnelle Ausbreitung einer Druckwelle mittels
einer Flussigkeit, die direkt an den geschlossenen Schadel oder an das offene Cranium
durch ein Fuhrungsréhrchen weitergeleitet wird, ein traumatischer Hirnschaden erzeugt
(Johnson et al. 2015). Hierbei kann das Ausmalf des SHTs durch die Hohe der applizierten
Flissigkeitsmenge variiert werden. Der entstandene Schaden entspricht in diesem Fall
eher einem diffusen axonalen Schaden als einem lokalen Schaden (Povlishock et al. 1995)
Das Trauma im Controlled Cortical Impact-Modell (CCIl) wird ausgelést durch einen
pneumatisch betriebenen Stempel, der nach Kraniotomie direkt auf die Dura wirkt. Durch
Geschwindigkeit und Eindringtiefe des Stempels kann die Starke der Schadigung verandert
werden. Hier wird am ehesten ein fokales Trauma produziert (Prins et al. 2003). In anderen
Forschungsgruppen wurde das CCI-Modell modifiziert, um einen milden diffusen
traumatischen Hirnschaden zu erzeugen. Hier wurde der pneumatisch betriebene Stempel
auf den geschlossenen Schadel und nicht auf den eréffneten Schadel aufgesetzt (Creed et
al. 2011, Hylin et al. 2013, Mouzon et al. 2012). Aufgrund des weichen und verformbaren
Schadels der Ratte ist es jedoch bei allen Traumamodellen schwer vorauszusagen in

welchem Ausmal} eine Kompression des Gehirns bei der Erzeugung des Traumas
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stattfindet und inwiefern die Kompression eine Rolle bei der Entstehung des Schadens
spielt (Johnson et al. 2015).

2.3.2 Traumamodell in der juvenilen Ratte

Traumamodelle zur Induktion eines diffusen traumatischen Hirnschadens bei juvenilen
Ratten sind eher selten, denn in den meisten Studien wird eine fokale Hirnschadigung durch
das CCl-Modell erzeugt (Adelson et al. 1996). Um eine diffuse Schadigung bei juvenilen
Ratten zu erreichen, modifizierte Adelson das Weight-Drop Modell nach Marmarou
(Marmarou et al. 1994). Hier wurde bei 17 Tage alten Ratten ein Trauma, ausgeldst durch
Aufprall eines Gewichts aus einer definierten Héhe, auf den Schadelknochen erzeugt. Ziel
war es, einen moderaten oder schweren traumatischen Hirnschaden bei jungen Ratten zu
erzeugen und die daraus resultierenden neurologischen Schaden sowie die
Pathophysiologie und Neuropathologie zu untersuchen. Aufierdem sollte ein Modell
etabliert werden, das die Pathomechanismen nach einem SHT bei Kindern simuliert, da
diffuse cerebrale Schaden nach einem SHT bei Kindern haufiger als bei Erwachsenen
vorkommen (Adelson et al. 1996). Legt man die Anzahl der Synapsen gemessen an der
Enzymaktivitdt der Glutamat-Decarboxylase und der Cholinacetyltransferase und die
elektrische Aktivitdt des Gehirns zugrunde, entspricht der Entwicklungsstand des Gehirns
einer juvenilen Ratte am 12. bzw. 13. Tag postpartum dem eines reifen Neugeborenen (37 .-
42.Gestationswoche) (Romijn et al. 1991). In dem von Adelson et al. etablierten
Traumamodell wurden Ratten, die 17 Tage alt waren eingesetzt, was dem humanen
Entwicklungsstand eines Kleinkindes gleichkommt. Zusammenfassend lasst sich sagen,
dass in dem Model von Adelson nach Induktion eines traumatischen Hirnschadens sowohl
Gewichtsverlust, ein Ungleichgewicht der Hombostase als auch akute neurologische

Defizite bei den juvenilen Ratten beobachtet werden konnten.

2.4 Lernen und Gedachtnis

Die Fahigkeit aus Erlebtem zu lernen, diese Erfahrungen in der Erinnerung zu speichern
und bedarfsweise abzurufen, ist eine der bemerkenswertesten Aufgaben des Gehirns, ohne
die viele kognitive Leistungen nicht moglich waren (Pape et al. 2018).

Die biologische Basis der Anpassung eines Individuums sowie dessen Verhaltens an die

Umwelt ist Erinnerung, Lernen und Gedachtnis und demzufolge die Aufnahme und
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Speicherung sowie Abgabe von Wissen und Informationen durch neuronale Netzwerke.
Ohne diese Ablaufe konnten weder Erfolge gezielt reproduziert noch Niederlagen geplant
verhindert werden und das Fortbestehen eines einzelnen Individuums sowie das seiner
Spezies ware nicht realisierbar (Fuster 1999).

Inhalte des Gedachtnisses werden in neuronalen Netzwerken dargestellt, wahrend im
Laufe der Erinnerungsbildung die Daten auf verschiedene Art und Weise und unter
Einbindung unterschiedlicher neuronaler Formationen abgespeichert werden (Mesulam
1990). Neuronale Plastizitat und Lernen liegen elektrochemischen Vorgangen an den
sogenannten Spines (Dornen) der Dendriten zugrunde (Daum et al. 1993). Wichtig fur das
Lernen und das Gedachtnis ist daher auch die adaptive Veranderung der synaptischen
Ubertragung zwischen den Neuronen. Dieses Phanomen der Potenzierung der
synaptischen Ubertragung wird auch Langzeitpotenzierung genannt und wurde erstmals
von Bliss und Gardner-Medwin beschrieben (Bliss et al. 1973). Diese langanhaltenden
Potenzierungen werden als Grundlage von Lernprozessen betrachtet. Wenn auf eine
Synapse eine Folge von Aktionspotentialen einwirkt, so entsteht danach eine gesteigerte
Reaktion auf einen singularen Reiz, dies bedeutet es entsteht eine gesteigerte synaptische
Antwort (Hebb 1949). Dabei spielen die Rezeptoren vom NMDA- (N-Methyl-D-Aspartat)
und AMPA- (alpha-Amino-3-hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolpropionsaure) Typ bei der
Langzeitpotenzierung eine besondere Rolle. Durch deren Aktivierung kommt es unter
anderem durch vermehrtes Ausschitten von Glutamat zu Veranderungen an der Pra- und
Postsynapse. Bei Beteiligung mehrerer miteinander verbundener Nervenzellen, kommt es
dabei zu einer zuséatzlichen Steigerung der synaptischen Ubermittiung, z.B. durch
Aktivierung verschiedener Enzymsysteme (Lisman 2017, Manabe 2017). Durch minimale
Anregung koénnen diese Nervenzellen bzw. neuronale Strukturen bereits stimuliert werden.
Langzeitpotenzierungen kdnnen auch noch nach Monaten oder Wochen nachgewiesen
werden (Luscher et al. 2012, Schmidt 2010).

Lern- und Gedachtnisprozesse finden nicht in einem einzelnen Abschnitt des ZNS statt,
sondern in Strukturen, die anatomisch voneinander getrennt sind, funktional jedoch
zusammengehoéren und eine grofle Anzahl von Schaltkreisen der Nervenzellen in
unterschiedlichen Arealen mit einbeziehen. Eine hohe Bedeutung besitzt in diesem Fall die
Hippocampusformation, zu der der Gyrus dentatus, das Ammonshorn und das Subiculum
gehoéren (McDonald et al. 2017). Die Prozesse des Gedachtnisses und des Lernens sind
sehr komplex, so dass unterschiedliche Gedachtnismodelle existieren, die versuchen
Aufbau und Funktionsweise sowohl vom Lernen als auch vom Gedachtnis zu erklaren.
Qualitativ wird das Gedachtnis in zwei unterschiedliche Kategorien unterteilt, das

sogenannte deklarative explizite Gedachtnis und das nicht-deklarative implizite Gedachtnis.
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Das deklarative Gedachtnis reprasentiert Faktenwissen, wie z.B. Namen, Zahlen oder Orte
und wird in ein semantisches Gedachtnis (Kenntnis von Ausdricken und Symbolen) und
ein episodisches Gedachtnis (Kenntnis von Geschehnissen und persoénlich Erlebtem)
aufgegliedert (Horzyk et al. (2017). Das nicht-deklarative Gedachtnis beinhaltet
Informationen Uber Eignungen, gewisse Dinge durchzuflhren oder zu verknupfen (z.B.
Fahrrad fahren), diese Vorgange finden haufig unbewusst statt. Das nicht-deklarative
Gedachtnis wird in vier unterschiedliche Systeme unterteilt. Das prozedurale Gedachtnis
(Lernen von Kompetenzen, Prozessen und Routine), die Bahnung (Beeinflussung der
Verarbeitung eines Reizes), das nicht-assoziative Lernen (Habituation, Sensitisierung) und
das assoziative Lernen (klassische Konditionierung) (Squire 1992). In Abbildung 1 wird

schematisch die Einteilung der qualitativen Kategorien des Gedachtnisses dargestellt.

deklaratives (explizites) Gedachtnis nicht-deklaratives (implizites) Gedachtnis
semantisches  episodisches prozedurales vt P
Gedachtnis Gedachtnis Gedachtnis Bahnung assoziatives Lernen nicht-assoziatives Lernen

N N

emetionale:molorisch Habituation ~ Sensitisierung

Einfliisse Reflexe
[P leboiclappe) Striatum Neokortex Amygdala  ~ Zerebellum Reflexkreise

Hippokampus/Thalamus
Abbildung 1: Systeme des Gedachtnisses mit Angabe beteiligter Strukturen
Bildquelle: (Pape et al. 2018) Lizenznummer: 4615480507656

Zusatzlich geht man von einer chronologischen Unterteilung des Gedachtnisses in
unterschiedliche Speicher aus. Im Anschluss folgt die Beschreibung des
Mehrspeichermodells (Atkinson et al. 1968), welches die Gedachtnisforschung immer noch

malfigebend pragt.
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2.4.1 Sensorisches Gedachtnis

Im sensorischen Gedachtnis werden flir eine kurze Zeitspanne von wenigen hundert
Millisekunden Sinnesreize wie Sehen, Héren, Schmecken und Riechen gespeichert, um
hier die wesentlichsten Kriterien zu selektieren und um dabei flr das Kurzzeitgedachtnis
verschlisselt zu werden (Ku et al. 2015). Die Speicherkapazitdt im sensorischen
Gedachtnis ist dabei ungleich grélier als die des Arbeitsgedachtnisses. Nach Eintritt der
Information in das Gedachtnis beginnt jedoch sofort der Verlust der Inhalte. Zudem kdnnen
die abgespeicherten Inhalte auch bewusst eliminiert, bzw. durch anschlieRend
gespeicherte Inhalte Uberschrieben werden (Ku et al. 2015). Der Transfer der Inhalte aus
dem Kurzzeitgedachtnis in das Langzeitgedachtnis kann durch verbale Kodierung der
sensorischen Daten erfolgen oder durch non-verbale Kodierung, die von kleinen Kindern
und Tieren genutzt wird. Die non-verbale Kodierung dient auch der Aufnahme von
Erinnerungen, die auf sprachlicher Ebene kaum oder gar nicht begreifbar sind. Dabei
werden vor allem rdumliche Beziehungen als Kontextreize gelernt. Bei dieser Form des
Gedachtnisses spielen zentral gesteuerte Prozesse, wie Bewusstsein oder Aufmerksamkeit
eher eine untergeordnete Rolle. Einen grofRen Einfluss kénnen diese jedoch bei der

Ubertragung von Informationen ins Arbeitsgedachtnis haben (Pape et al. 2018).

2.4.2 Kurzzeitgedachtnis

Das Kurzzeitgedachtnis dient der voribergehenden Aufnahme verbal kodierten Materials
und speichert Inhalte Uber eine Dauer von Sekunden bis Minuten. Das Fassungsvermdgen
ist um Langen geringflgiger als das des sensorischen Gedachtnisses. Inhalte werden in
der chronologischen Abfolge ihrer Ankunft abgespeichert (Jonides et al. 2008). Ohne
Ubertragung der Gedachtnisinhalte in das dauerhafte Langzeitgedéchtnis kénnen
Informationen verloren gehen, da nicht mehr als 7 +/- 2 Informationen im
Kurzzeitgedachtnis gespeichert werden koénnen (Norris 2017, Schmidt 2010). Die
Informationen aus dem Kurzzeitgedachtnis werden graduell in ein bestandiges
Langzeitgedachtnis verbracht (Shallice et al. 1970), wobei ein unbeschranktes Anhalten der
Gedachtnisspur, eine Repetition der Information und eine bestimmter Zeitraum erforderlich
sind (Konsolidierung). In dieser Theorie sind Kurz- und Langzeitgedachtnis getrennte
Speicher (Multi-Speicher-Modell) und sequentiell verschaltet (Atkinson et al. 1968, Waugh
et al. 1965). Dieser Theorie zufolge werden gespeicherte Inhalte im Langzeitgedachtnis

vorab erst wieder in das Kurzzeitgedachtnis Ubertragen bevor eine Wiedergabe der
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Information stattfinden kann (Atkinson et al. 1968). Andere Untersuchungen gehen davon
aus, dass Kurz- und Langzeitgedachtnis simultan verschaltet und auf der Ebene der
Rezeptoren miteinander gekoppelt sind, so dass die Inhalte nicht komplett im
Kurzzeitgedachtnis gespeichert werden missen, ehe sie das Langzeitgedachtnis erreichen
(Izquierdo et al. 1999, Shallice et al. 1970, Weiskrantz 1990).

2.4.3 Arbeitsgedachtnis

Zwischen dem Kurzzeit- und Arbeitsgedachtnis existiert keine klare Abgrenzung, da das
Arbeitsgedachtnis lediglich eine eingeschrankte Moglichkeit der Speicherung besitzt und
Speicherung von Inhalten auch hier nur Gber eine kurze Zeitspanne von Minuten erfolgt.
Die Lokalisation des Arbeitsgedachtnisses befindet sich im prafrontalen Cortex und reagiert
sensibel auf Stérungen, weist jedoch eine grol’e Adaptivitat auf (Olton et al. 1979). Der
Ausdruck ,Arbeitsgedachtnis® beschreibt das Vermégen Inhalte Gber Sekunden bis Minuten
im Gedachtnis zu behalten, um sie dort zur weiteren Verarbeitung zur Verfligung zu stellen.
Die Gedachtnisinhalte sind allerdings nicht mehr zuganglich, wie in der
Konsolidierungsphase (Schmidt 2010). Im neuronalen Bereich stellt sich dar, dass
entsprechende Gebiete im prafrontalen Cortex mit héheren Verarbeitungsstrukturen der
unterschiedlichen Sinnessysteme miteinander verbunden sind. Im Arbeitsgedachtnis
werden Informationen zeitweise abgespeichert und flr die erneute Prasentation im
sensorischen Gedachtnis zuganglich gehalten (Barak et al. 2014). Das Arbeitsgedachtnis
weist deshalb sowohl Verarbeitungs- als auch Speicherfunktion auf (Goldman-Rakic 1996)
und setzt sich aus drei unterschiedlichen Bausteinen zusammen. Jedoch wird davon
ausgegangen, dass eine zentrale Schaltstelle existiert, die die Bedeutung eines
vorangestellten Uberwachungssystems hat und mit dem préafrontalen Cortex verknupft ist.
Zusatzlich existieren erganzend nachrangig zwei Speichersysteme. Dies ist zum einen die
phonologische Schleife, die flr artikulatorische und akustische Informationen verantwortlich
ist und die Wiedergabe und Speicherung von gehoérten Aussagen beinhaltet, und zum
anderen der viso-spatiale Teil, der visuell-rdumliche Informationen bearbeitet (Baddeley
1998). Aulderdem kdnnen in der phonologischen Schleife Gedachtnisinhalte Uber einen
sehr kurzen Zeitraum von Sekunden abgespeichert werden und durch Wiedergabe und
Abruf des Gedachtnisinhalts erneuert werden. Die phonologische Schleife ist im
temporoparietalen Areal der linken Gehirnhalfte lokalisiert, wahrend der viso-spatiale Teil

dem temporoparietalen Areal der rechten Grof3hirnhalfte zugeordnet ist (Baddeley 1998).
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In Tierstudien ist es lediglich mdglich die visuell-rdumlichen Gesichtspunkte des
Arbeitsgedachtnisses zu analysieren, wahrend in der Humanforschung eher die

phonologische Schleife in Untersuchungen beflrwortet und analysiert wird.

2.4.4 Langzeitgedachtnis

Das Langzeitgedachtnis ist eine multimodale, neuronale Funktion, die der langfristigen
Speicherung und Verarbeitung von Informationen dient. Bisher gibt es keine genauen
Daten zu der Kapazitat des Langzeitgedachtnisses und der Verweildauer der gespeicherten
Informationen (Schmidt 2010). Man geht allerdings von einer hohen Kapazitat aus, da die
Informationen Uber Stunden, Tage, Jahre oder zum Teil lebenslang gespeichert werden
kénnen (Pape et al. 2018). Die Begriffe Encodierung (Einpragen) und Speicherung
(Behalten) beziehen sich hierbei auf die neuronalen Mechanismen, die die Informationen
in einen stabilen Zustand (ibertragen. Erleichtert wird die Uberfiihrung, wenn die einzelnen
Informationen zueinander, die sich bereits im Gedachtnis befinden, in Beziehung gesetzt
werden kénnen. Hier spricht man von Assoziation (Pape et al. 2018). Der Prozess der
Stabilisierung wird auch Konsolidierung genannt, der durch korrespondierendes Zirkulieren
der Informationen in den synaptischen Schaltkreisen gefoérdert wird. Die erneute Darbietung
der zu erfassenden Inhalte und der Zugriff auf Gedachtnisinhalte wahrend der
Konsolidierungsphase kann die Matrix des Gedachtnisses in einen empfanglichen und
empfindlichen Zustand versetzen. Dieser Vorgang wird als Re-Konsolidierung bezeichnet,
der molekulare Vorgange rekapituliert, die bei der Speicherung in den synaptischen
Schaltkreisen stattfinden. Dadurch wird eine Uberflihrung in einen labileren Friihzustand
bewirkt (Pape et al. 2018).
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Arbeitsgedachtnis
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Stunden, Kapazitat gro
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Abbildung 2: Stadien des Gedachtnisses mit Angabe der relativen Speicherkapazitat
Bildquelle: (Pape et al. 2018) Lizenznummer: 4615480507656

2.4.5 Hippocampus und limbisches System

Vegetative Korperfunktionen, emotionale Reaktionen sowie Lernen und Gedachtnis
werden vom limbischen System reguliert. Corpus amygdaloideum und Hippocampus
gehdren zu den bedeutendsten Kontrollzentren des limbischen Systems, sowie ferner der
Gyrus parahippocampalis und der Gyrus cinguli. Uber die Area entorhinalis und den Tractus
perforans werden dem Hippocampus Afferenzen aus allen somatischen Cortexgebieten
zugeleitet (Morgane et al. 2005).

Nach Verarbeitung werden vom Hippocampus Uber Efferenzen Informationen ins
Frontalhirn zum Hypothalmus und motorischen System (Striatum) geleitet. Uber die Nuclei
habenulares kommt es zu einer Verknipfung mit dem Hirnstamm. Cortex, Hypothalamus,
Hirnstamm wund Striatum sind mit dem limbischen System verknlpft, das als
Kontrollzentrum zur Adaption vegetativer und corticaler Aufgaben an emotionale Faktoren
dient (Schiebler et al. 2007). Der Hippocampus ist eine entscheidende Struktur fur Lern-
und Gedachtnisfunktionen. Die Verarbeitung der Signale, die im Hippocampus eintreffen,
dient hauptséchlich dem deklarativen Lernen. Uber unterschiedliche Regionen des Cortex

werden dem Hippocampus Uber Afferenzen Signale zugeleitet, die untereinander
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assoziative Verknupfungen herstellen, dies ist der Beginn des Lernens (Knierim 2015).
Durch eine vorliegende Verschaltung mit positiver Rickkopplung wird im Hippocampus
eine Grundlage fir die Langzeitpotenzierung geschaffen, die als Voraussetzung flr
Lernprozesse angesehen wird. Allerdings wird angenommen, dass die Einpragung der
erlernten Informationen in anderen cortikalen Bereichen erfolgt als im Hippocampus,
wahrend davon ausgegangen wird, dass sich im Hippocampus lediglich die Gedachtnisspur
(Engramm) entwickelt (Aumdller 2014). Durch die enge Verbindung des limbischen
Systems mit dem Hippocampus lasst sich erklaren, warum Inhalte die affektiv erlebt werden
besonders gut behalten und gespeichert werden (Aumdller 2014).

Fallt der Hippocampus aus, durch Trauma oder beispielsweise Tumoren, ist die
Verknipfung von Altem mit Neuem nicht mehr mdglich. Jede Erfahrung und jede
Impression wird dementsprechend als unbekannt bewertet und lediglich Gber einen kurzen
Zeitraum (Kurzzeitgedachtnis) behalten. So kann gerade Erlebtes nicht mehr gespeichert

und ins Langzeitgedachtnis Uberflihrt werden (Knierim 2015, Schiebler et al. 2007).

Corpus callosum Fornix Thalamus

Gyrus cinguli Hypothalamus

Zerebrum

Corpus
mammillare

Corpus amygdaloideum
(Amygdala)

Hippocampus

Riickenmark —— Zerebellum

Abbildung 3: Darstellung des limbischen Systems (orange gefarbte Strukturen) mit
Hippocampus

Bildquelle: (Kessler et al. 2015) Lizenznummer 4615490845880
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2.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Wahrend das SHT bei Jugendlichen in den Pathomechanismen, der Atiologie und der
Behandlung dem SHT des Erwachsenen gleicht, unterscheiden sich die Auswirkungen
eines SHTs im Sauglings- und Kleinkindalter durch abweichende Verletzungsmuster sowie
durch physiologisch und anatomisch besondere Merkmale (Brunnberg et al. 2012). In
klinischen Studien wurde belegt, dass im Gegensatz zu Erwachsenen, das SHT bei Kindern
mit einer diffusen axonalen Schwellung einhergeht (Prins et al. 2003). Daher ist es von
essentieller Bedeutung Tiermodelle zu etablieren, die die Pathologie und Pathophysiologie
nach einem SHT bei Kindern imitieren kénnen, um im Anschluss adaquate und effektive
Therapien in Bezug auf das kindliche SHT begrtinden zu kdénnen.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung eines Traumamodells, in Modifikation nach
Adelson, zur Erzeugung eines milden traumatischen Hirnschadens bei juvenilen Ratten.
Hierbei soll nachgewiesen werden, dass die in diesem Tiermodell erzeugte diffuse axonale
Schadigung messbare und relevante kognitive Beeintrachtigungen hinterlasst. Als
Parameter dienen hier Anderungen im Explorationsverhalten, Anderung der
Gedachtnisleistung und des Lernverhaltens sowohl im Open Field Test als auch im Novelty
Object Recognition Test.

Die Hypothese dieser Arbeit ist, dass nach der Erzeugung eines milden SHTs
pathologische Veranderungen in Verhalten und Kognition der juvenilen Ratte detektiert
werden kdnnen, die sich in Grundzigen auf Verhaltensanderungen nach mildem SHT bei

Kindern auf diese Ubertragen lassen.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

e Anasthesie- Vorrichtung: Narkosegerat mit Fluovac-System,
Beatmungsmaschine fir Kleintiere,
Vorrichtung zum Absaugen der Narkosegase,
Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten,

Deutschland

e AxioScan.Z1, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

e Bildsoftware Zen, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

o Capnograph, Havard Apparatus Ltd Kent, United Kingdom

o Deckglaser, 34x60mm, Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland

e Guillotine

¢ Homeothermic Blanket System (Warmekissen), Harvard Apparatus Ltd Kent,
United Kingdom

o Kafige, PC 3108, Ebeco, Castrop-Rauxel, Deutschland

o Kryostat, CM 3050 S, Leica Microsytems, Nuf3loch, Deutschland

o Obijekttrager SuperFrost® Plus, Menzel-Glaser, Menzel-GmbH, Braunschweig,
Deutschland

o Praparierbesteck (Scheren und Pinzetten)

o Reaktionsgefalie, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

o Skalpell (Standard scalpel handel), Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland

e Tracking software Viewer, Firma Biobserve, Bonn, Deutschland

¢ Digitale Videokamera, Sony DCR-PC 106, MiniDV-Videokamera, Sony,
Weybridge, United Kingdom

o Warmeschrank, WTB Binder GmbH, D-Tuttlingen
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3.1.2 Verbrauchsmaterialien/Losungen/Chemikalien

e Antisedan ad us. vet., Injektionslésung, Provet AG, Lyssach, Schweiz

e Bepanthen A + N Salbe, hauseigene Apotheke

o Domitor ad us. vet., Injektionsldsung, Provet AG, Lyssach, Schweiz

e Eosin G (Pulver), Carl-Roth GmbH + Co.KG, D-Karlsruhe

o Essigsaure 100%, VWR™  D-Darmstadt

e Ethanol 99,9%, hauseigenes zentrales Chemikalienlager

e Hamatoxylinlésung sauer nach Ehrlich, Carl-Roth GmbH + Co.KG, D-Karlsruhe
e Handschuhe, Meditrade, D-Kiefersfelden

e Isopropanolol, Fisher Chemical, D-Schwerte

e Lithiumcarbonat, Sigma Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim

o Luxol® Fast Blue, MBSN, Acros Organics, Geel, Belgien

¢ Roti®-Histokitt, Carl Roth GmbH + Co.KG, D-Karlsruhe

e Skalpellklingen

o steriles chirurgisches Nahtmaterial

o Tissue Freezing Medium, Jung, Leica Microsystems Nufloch GmbH, D-Nuf3loch

e Xylol Isomerengemisch, hauseigenes zentrales Chemikalienlager

3.1.3 Versuchstiere

Bei den eingesetzten Versuchstieren handelte es sich um mannliche Sprague-Dawley-
Ratten, die von dem Zuchter Janvier aus Frankreich bezogen wurden (Centre d'Elevage R.
Janvier, LE Genest-St-Isle, Frankreich). Es wurden lediglich mannliche Ratten fur die
Untersuchungen ausgewahlt, um unkalkulierbare Faktoren, wie hormonelle Schwankungen
im weiblichen Zyklus, nach Mdglichkeit zu vermeiden. Die Ratten wurden als kompletter
Wurf inklusive Mutter geliefert. Zu diesem Zeitpunkt waren die Jungtiere 17 Tage alt. Die
Haltung erfolgte zunachst in den Kafigen zusammen mit der Mutter. Erst am 20. Lebenstag,
einen Tag vor der Operation, trennte man die Versuchstiere von ihren Geschwistertieren
und der Mutter und setzte sie in Typ IV Standard-Einzelkafige (54 x 33 x 18,5 cm). Die Tiere
wurde in einem Raum mit einem Dunkel-Hell-Zyklus von zwdlf Stunden und einer
Raumtemperatur von 22,0 +/- 0,5 Grad Celsius gehalten. Die Haltung erfolgte in der

zentralen Versuchstierhaltung der Medizinischen Einrichtungen der Ruhr-Universitat-
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Bochum. Futterpellets und Wasser standen den Tieren ohne Limitierung nach Bedarf zur
Verfligung.

Die Ratten wurden randomisiert in die folgenden Versuchsgruppen unterteilt:
Kontrollgruppe (n=19), Sham-Gruppe (n=9; scheinoperierte Tiere) und Traumagruppe
(n=9; Induktion eines milden Schadelhirntraumas mittels des Weight Drop-Modells (s.u.)).
Die Genehmigung der Versuche erfolgte durch das Landesamt fur Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz (LANUV-Recklinghausen) und entsprach den Richtlinien des

Deutschen Tierschutzgesetzes vom 09.12.2010.

3.2 Methoden

3.2.1 Operation

Die Erzeugung einer diffusen axonalen Schadigung bzw. eines milden traumatischen
Hirnschadens bei 21-25 Tage alten juvenilen Ratten wurde nach dem Modell von Marmarou
(Foda et al. 1994, Marmarou et al. 1994) in Modifikation fUr juvenile Tiere nach Adelson
(Adelson et al. 1996) durchgefuhrt.

Zur Einleitung der Narkose und Durchfihrung der Operation bekamen die Sprague-Dawley-
Ratten 0,46 mg pro kg Koérpergewicht (KG) Medetomidin (Dormitor) und 65 mg/kg KG
Ketanest (Ketamin) intraperitoneal gespritzt. Zur Analgesie kam entweder Metacam
(Meloxicam 0,4 ml/kg KG, n=10), Temgesic (Buprenorphin 0,085 mg/kg KG, n=4),
Phenylbutazon (1 ml’kg KG, n=3) oder Metamizol (1 ml/kg KG, n=1) zum Einsatz. Diese
Analgetika wurden ebenfalls intraperitoneal gespritzt und die Applikation erfolgte einmalig
direkt nach der Gabe von Domitor und Ketamin. Anschlielend wurden die Tiere
endotracheal intubiert und die Narkose wurde mit Isofluran (1,5-2%) als
Inhalationsanasthetikum in einem Gemisch aus Distickstoffmonoxid (70%, N2O, Lachgas)
und Sauerstoff (30%, O;) aufrechterhalten. Direkt nach der Intubation wurde die Ratte an
eine Beatmungspumpe fir Kleintiere (Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten,
Deutschland) angeschlossen und der endexspiratorische CO2-Wert (Havard Apparatus Ltd
Kent, United Kingdom) gemessen, um eine Beatmung im Normalbereich zu gewahrleisten.
Der ideale endexspiratorische CO,-Gehalt sollte im Bereich zwischen 3,5-4,5
Volumenprozent liegen. Die Regulierung dieses Wertes erfolgte Gber die Atemfrequenz und
das Atemvolumen. Um eine Auskuhlung wahrend der Operation zu vermeiden, lagen die
Versuchstiere vor und nach der Traumainduktion auf einem Warmekissen, so dass die

Korpertemperatur konstant bei 37 + 0,5 Grad Celsius gehalten werden konnte. Die
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Messung der Kérpertemperatur erfolgte mittels einer rektalen Temperatursonde. Wahrend
des operativen Eingriffs und der Traumainduktion wurde auf die Erhebung von
Vitalparametern, wie eine invasive Blutdruckmessung oder Blutgasanalysen verzichtet, um
die Operationsdauer und die damit verbundene Komplikationsrate nicht zu erhdéhen. Alle
Versuche wurden weitestgehend unter sterilen Bedingungen ausgefihrt.

Im Areal der Inzisionsstelle wurde die Kopfhaut rasiert und desinfiziert. Es folgte ein Schnitt
mittels eines Skalpells im Bereich der Mittellinie des Kopfes. Die Haut und das Periost
wurden mit einem Wattestabchen beiseitegeschoben. Auf den trockenen Schadelknochen
wurde eine runde Stahlplatte (10mm Durchmesser, 3mm Dicke) auf die Schadelwdlbung
zwischen Sutura coronalis und Sutura lambdoidea platziert und mit Sekundenkleber am
Schadelknochen fixiert. Die Metallplatte diente als Schutz vor Frakturen im Bereich des
Schadels. Unmittelbar vor Auslésen des Traumas wurde der Tubus diskonnektiert und die
Ratte wurde in Bauchlage auf einem Schaumstoffbett platziert und mit zwei Gurten
befestigt, um beim Aufprall des Gewichtes eine vertikale Abwartsbewegung zu
ermdglichen. Dariber wurde eine zwei Meter lange Plexiglasrohre, die an einer
Metallstange mit einer Klemmbefestigung fixiert war, installiert, und deren unteres Ende
direkt auf den Kopf bzw. die Metallplatte ausgerichtet war. In der Réhre befand sich ein
Gewicht, dass aus einer vorher gewahlten Hohe direkt auf die fixierte Metallplatte fallen
gelassen wurde. Das Gewicht wurde am oberen Ende mit einer Schnur versehen, so dass
dieses in die gewilnschte Hohe verbracht werden konnte, um es von dort dann
herunterfallen zu lassen. Um eine geeignete Fallhéhe und ein geeignetes Gewicht zu
finden, wurden mehrere Varianten getestet. Zuerst wurden die von Adelson beschriebenen
Parameter (100 g Gewicht und 2 m Fallhéhe) Ubernommen (Adelson et al. 1996). Diese
erwiesen sich jedoch nicht als praktikabel, denn aus diesem Versuchsaufbau resultierten
Risse am Schadelknochen oder andere letale Verletzungen der Ratten. Daher wurden die
Parameter verandert und sukzessive an sechs Tieren untersucht. Dabei wahlte man 75 g,
80 g, 85 g und 100g Gewichte und eine Fallhdhe von 1 m. Dabei erwiesen sich ein Gewicht
von 80 g und eine Fallhdhe von 1 Meter am praktikabelsten. Unmittelbar nach dem Trauma
wurde die Ratte mit dem Schaumstoffbett beiseitegeschoben, um einen zweiten Aufprall

des Gewichtes zu verhindern.
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Abbildung 4: Darstellung der Platzierung der juvenilen Ratte unter der Plexisglasrohre
sowie eine Ubersichtszeichnung der geschadigten Hirnareale

Bildquelle (Prins et al. 2003) Lizenz: Journal Mary Ann Liebert, Inc., New Rochelle,NY

Nach Auslésen des Traumas wurde die Ratte wieder zurlick auf das Warmekissen gelegt
und der Tubus wurde wieder an das Beatmungsgerat angeschlossen. Die Metallplatte und
die Klebereste wurde noch wahrend der Narkose mit 70% Ethanol in Aqua dest. vom
Schadelknochen entfernt. Vor Wundverschluss wurde der Schadel auf makroskopisch
sichtbare Risse untersucht. Im Falle sichtbarer Verletzungen im Schadelknochen wurde
das Tier nicht flr weitere Untersuchungen verwendet. Das Periost wurde anschlieend
Uber den Schadelknochen gelegt und dartiber die Kopfhaut mit einer Einzelknopfnaht (0,3
Ethicon Monocryl) verschlossen. Um das vor der Operation verabreichte sedierende
Medikament Domitor (Medetomidin) zu antagonisieren, bekamen die Ratten 45 Minuten
postoperativ 1,7 mg/kg KG Antisedan (Atipamezol) intraperitoneal gespritzt. Bei Einsetzen
der Spontanatmung wurde die Ratte extubiert und in ihren K&fig gelegt. Dort wurde sie bis
zum volligen Erwachen beobachtet. Anschlieliend wurden die Tiere zurlck in die
Tierhaltungsraume gebracht und bis zum Beginn der Verhaltensversuche taglich visitiert.
Die postoperative Analgesie erfolgte mittels Buprenorphin (Temgesic® 0,05 mg/kg KG)
Uber 3 Tage alle 12 Stunden.

Bei den Ratten der Kontrollgruppe wurde keine Operation durchgefihrt. Bei den
scheinoperierten Kontrolltieren (Sham-Grupp) erfolgte der Versuch in gleicher
Vorgehensweise, wie oben beschrieben. Es wurde jedoch kein Trauma durch Fallenlassen

eines Gewichtes induziert.
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Frau Dr. rer. nat. Astrid Roth-Harer fihrte unter meiner Mithilfe die oben beschriebenen

Versuche zur Erzeugung eines milden SHTs durch.
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Abbildung 5: Ubersichtszeichnung der Versuchsanordnung

Bildquelle: (Marmarou et al. 1994)
Lizenznummer:P10081.AANS.JNS.Marmarou.4699.University of Saarland.Wittenbecher

3.2.2 Verhaltensanalysen

Zur Testung der funktionalen Auswirkungen nach einem Schadel-Hirn-Trauma bei Ratten
wurden verschiedene Verhaltensparameter analysiert. In dieser Studie wurden exploratives
Verhalten (Open Field Test) und kognitive Funktionen (Novelty Object Recognition Test)
untersucht.

Zur Auswertung des Open Field Tests (OFT) als auch Novelty Object Recognition Tests
(NOR) wurde eine bestimmte Software bendtigt, die speziell Ratten detektieren und

Parameter wie Wegstrecke, Aufenthaltsdauer in Zonen, Geschwindigkeit und Zoneneintritte
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bestimmen konnte. AuRerdem mussten die Nase bzw. der Kopf der Ratte vom Programm
erkannt werden, sowie die fir den NOR-Test benutzten Objekte, damit eine genaue
Auswertung gewahrleistet werden konnte. Diese Voraussetzungen erfullte die Software der
Firma Biobserve (Bonn). Zum Zubehdr gehdrten das Programm , Tracking software Viewer*
(Software zur automatischen Objektverfolgung inklusive Echtzeit-Datenanalyse), eine
digitale Videokamera (Sony DCR-PC 106; MiniDV-Videokamera mit 10fach optischem
Zoom und 120fach digitalem Zoom), Bildstabilisator und NightShot Modus, sowie Computer

und Monitor.

3.2.2.1 Open Field Test

Mit dem Open Field Test (OFT) kann das explorative Verhalten und die allgemeine Aktivitat
von Ratten sowie deren Veranderungen gemessen werden. Dazu wurden die Tiere in eine
nach oben hin offene Testarena (1 Meter x 1 Meter) verbracht und dort 5 Minuten mittels
einer Videokamera beobachtet. Die zurlickgelegte Wegstrecke wahrend des Versuches,
die Aufenthaltsdauer in den definierten Zonen, die einzelnen Zoneneintritte und die
Durchschnittsgeschwindigkeit wurden dabei als Paramater aufgezeichnet. Als Testarena
wurde eine dunkelgraue Testarena mit einem Maf} von 1 Meter x 1 Meter verwendet. Die
dunkle Farbe fur die Testarena wurde aufgrund des weil3en Fells der Ratten gewahlt, um
einen mdoglichst hohen Kontrast fur die Erkennung der Tiere durch das
Auswertungsprogramm zu gewahrleisten. Die indirekte Beleuchtung wurde auf3erhalb der
Testarena angebracht. Dazu wurden zwei drehbare Tischleuchten mit jeweils 60 Watt
benutzt. Die Testarena musste dabei relativ dunkel ausgeleuchtet sein, um ein aversives
Verhalten der Ratten durch Helligkeit zu vermeiden. AuRerdem durften keine Reflexionen
vorhanden sein. Die Aufnahme des Versuches erfolgte mit einer Videokamera, die oberhalb
und in der Mitte der Testarena montiert worden war.

Nachdem die Ratten in den Testraum gebracht worden waren, wurde die erste Ratte aus
ihrem Heimkafig genommen und es fand ein Handling auf dem Arm statt, bis diese sich
beruhigt und an die Situation gewdhnt hatte. AnschlieBend wurde sie gewogen und ein
weiteres Handling auf dem Arm wurde fur kurze Zeit vorgenommen. Hiernach wurde sie in
die Mitte der Testarena gesetzt und das Auswertungsprogramm wurde gestartet. Das Tier
hatte funf Minuten Zeit, die Testarena zu explorieren. Im Programm Viewer wurde das
gesamte Feld in eine innere zentrale und eine aulere Zone unterteilt, so dass spater
untersucht werden konnte, ob und wie haufig sich die Ratte in der Mitte der Arena aufhielt.

Nach Beendigung des OFT wurde die Ratte aus der Testarena genommen und wieder
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zurlck in ihren Heimkafig gesetzt. AnschlielRend wurde die Arena gesaubert, desinfiziert
und mit Zellstoff ausgewischt, um Irritationen des folgenden Testtieres durch vorhandene
Gerlche zu verhindern. Mit allen Tieren wurde in gleicher Weise, wie oben beschrieben,

verfahren.

Zone 2

Zone 1

Abbildung 6: Ubersicht Uber die Testarena des Open Field Tests und der Habituation
sowie Darstellung der inneren (Zone 1) und duferen Zone (Zone 2)

3.2.2.2 Novelty Object Recognition Test

Der NOR-Test diente der Uberprifung des Arbeitsgedachtnisses und des
Langzeitgedachtnisses. Der genaue Versuchsaufbau wurde im Rahmen des oben
dargelegten OFTs bereits beschrieben.

Die Versuchsdurchfiihrung dauerte insgesamt sechs Tage, wobei diese sich in vier
Habituationstage und zwei Testtage zur Durchfiihrung des NOR-Tests aufteilten. Die ersten
vier Tage dienten der Gewdhnung der Ratte an die Umgebung, die Testsituation und die
Testarena. Die Habituation wurde in einem Abstand von 24 Stunden und immer mit dem
gleichen Ablauf durchgeflihrt. So wurden die Ratten z.B. immer in der gleichen Reihenfolge
in die Testarena verbracht, um mdglichst wenig Irritation der Tiere und damit Verfalschung
der Tests zu induzieren. Der Versuchsablauf und -aufbau sowie die gemessenen
Parameter entsprachen dabei dem bereits oben beschriebenen OFT. Alle Habituationstage

fanden in gleicher Vorgehensweise statt.
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An den zwei Testtagen wurde der NOR-Test insgesamt dreimal durchgeflihrt. Bei diesem
Test wurden zwei Stimuli in Form von Objekten in die Testarena gestellt. Diese durften nicht
kleiner als die Ratte sein, aber auch nicht mehr als die 2,5fache GroRe der Ratte
Uberschreiten. Das Tier hatte fur fUnf Minuten die Mdglichkeit, diese Objekte zu explorieren.
Fur den ersten Versuchsdurchgang wurden zwei gleiche Objekte (Tassen) in die Testarena
gestellt, wobei der Standort vor Testbeginn mit einem wasserfesten Stift auf dem Boden
der Testarena markiert wurde, um eine gleiche Position der Objekte wahrend der gesamten
Testphase zu gewahrleisten. In gleicher Weise wurde auch mit den Objekten fir die
anderen Versuchsdurchlaufe verfahren. Des Weiteren wurden im Programm Viewer fur die
Objekte eigene Zonen festgelegt, um spater auswerten zu kénnen, in welchem Ausmaf
sich die Ratten mit den Objekten beschaftigt hatten. Dabei wurde jedes Obijekt als eigene
Zone markiert. AuRerdem wurde eine Zone, die etwa 1 cm Abstand zu allen Seiten des
Objektes hatte, eingefugt.

Bevor der Test beginnen konnte, fand ein erneutes Handling der Ratte statt, anschliel3end
wurden sie gewogen und zur Rehabituation noch mal fiur 1 Minute in die leere Testarena
gesetzt. Die beiden Testobjekte wurden an den markierten Stellen in der Testarena
platziert, dazu wurde die Ratte noch mal in ihren Heimkafig gesetzt. Zum Start des NOR-
Tests wurde die Ratte auf der den Objekten gegentberliegenden Seite der Testarena, mit
der Schnauze von den Objekten abgewandt, platziert. Die Aufzeichnung mittels des
Programms Viewer wurde unmittelbar gestartet. Nach Versuchsende wurden die Ratten
wieder in ihren Ka&fig zurickgesetzt. Die Testarena sowie die Objekte wurden, wie oben
schon fir den OFT beschrieben, gereinigt, desinfiziert und mit Zellstoff ausgewischt. Die
Objekte waren zudem in mehreren Kopien vorhanden, um die Wahrscheinlichkeit, dass an
den Objekten noch Geriche anderer Ratten existierten, zu vermindern.

Der zweite Versuchsdurchlauf wurde eine Stunde nach dem ersten Test durchgefiihrt, um
das Arbeitsgedachtnis zu Uberprifen. Dabei wurde Objekt A (linke Tasse aus Sicht des
Versuchsleiters) durch ein neues Objekt A (Plastikbox) ersetzt, so dass sich nun ein
bekanntes Objekt aus dem vorherigen Testdurchlauf (A) und ein unbekanntes Objekt (A’)
in der Testarena befanden. Der weitere Versuch wurde in gleicher Vorgehensweise, wie
oben schon flr den ersten Test beschrieben, durchgefiihrt.

Der dritte Versuchsdurchlauf begann 24 Stunden nach dem zweiten Versuch, so dass ein
geeigneter Zeitabstand zur Uberpriifung des Langzeitgedachtnisses gegeben war. Diesmal
wurde das bekannte Objekt B, die rechte Tasse, durch ein neues Objekt B", eine 500ml
Desinfektionsflasche, ersetzt. Alle anderen Schritte des Versuchsablaufs wurden

wiederum, wie oben schon beim ersten Test beschrieben, durchgefihrt.
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Zone 2

Z@ne 9 |:| Zone 3

. Zone 4

] Zone 5
. n [ ] Zone 6

Abbildung 7 Beispielhafte Darstellung der Versuchsanordnung sowie Platzierung der
Objekte fur Testdurchgang 1 (Tag 1, Stunde 0), Testdurchgang 2 (Tag 1, Stunde 1) und
Testdurchgang 3 (Tag 2, Stunde 24).

3.2.3 Praparation

Unmittelbar im Anschluss an die Verhaltenstests, zwei Wochen nach Induktion des
Traumas, erfolgte die Tétung der Versuchstiere mittels Dekapitation. Zunachst wurden die
Gehirne entnommen. Nachfolgend fand die Entnahme von Herz, Lunge, Leber, Niere, Milz
und Teile des abdominellen Fettgewebes der Versuchstiere statt.

Alle Organe wurden mit Einfriermedium (Tissue Freezing Medium; OCT) Uberzogen und
auf daflr vorbereitete Korkplatichen gelegt und anschliefend in -80 °C kaltem 8%igen
Cyclohexan in Isopentan (v/v) eingefroren. Die Lagerung der Organe erfolgte, bis zur

weiteren Verwendung, bei -80 °C.
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3.2.4 Anfertigung von Kryoschnitten

Zur histologischen Aufarbeitung der Gehirne wurden Kryoschnitte angefertigt. Das in OCT
eingefrorene Gewebe wurde in den Objekthalter des Kryostaten eingespannt und
ausgerichtet. Anschlieldend wurden bei einer Temperatur von -80 °C, die Gehirne mit einer
Schnittdicke von 30 um von rostral bis Bregma +2,7 mm angeschnitten. Nach Erreichen
dieser Ebene wurde die Schnittdicke auf 12 um reduziert und jeder zweite Schnitt auf einen
Objekttrager aufgenommen, bis die Gehirne bis zum Ende aufgeschnitten waren.

Folgend wurden die Objekttrager mit den fertigen Schnitten bei 40 °C auf einer Warmplatte
fur 30 Minuten getrocknet und danach in Aufbewahrungskisten trocken bei

Raumtemperatur aufbewahrt.

3.2.5 Hamatoxylin-Eosin (HE-)-Farbung

Die HE-Farbung dient der Unterscheidung unterschiedlicher Gewebestrukturen im
mikroskopischen Bild anhand von zwei Einzelfarbungen.

Im ersten Schritt wird Hamatoxylin verwendet, ein Pflanzenfarbstoff aus dem
Blauholzbaum, der alle basophilen Strukturen, wie Zellkerne mit der darin enthaltenen
Desoxyribonukleinsdure (DNA), das mit Ribosom angereicherte raue endoplasmatische
Retikulum oder Kalk, blau-violett anfarbt. Im zweiten Schritt, der Gegenfarbung, wird Eosin
bendtigt, ein synthetischer saurer Farbstoff, der alle azidophilen bzw. basischen Strukturen,
wie Zellplasmaproteine, Mitochondrien, das glatte endoplasmatische Retikulum, Kollagen
und Keratin rot anfarbt (Mulisch et al. 2015).

Zur Fixierung der Schnitte wurden die Objekttrager fir finf Minuten in -20 °C kaltes
100%iges Ethanol in eine vorgekuhlte Kuvette gestellt. Die Schnitte wurden anschlieend
fur 6 Minuten in einer Hamatoxylinldsung nach Ehrlich gefarbt, gefolgt von einer kurzen
Spullung in Aqua dest. zur Entfernung aller Gberschissigen Farbreste. Unter flieRendem
Leitungswasser wurden die Schnitte fir 10 Minuten ,geblaut®, so dass dadurch der pH-Wert
angehoben und die tiefblaue Anfarbung der Zellkerne erreicht wurde. Zusatzlich wurden
dadurch die eingegangenen Verbindungen sowohl stabilisiert als auch fixiert. Um das
.Blauen® zu stoppen wurden die Objekttrager kurz in Aqua dest. eingetaucht. Nun erfolgte
die zweite Farbung, in dem die Objekttrager fir 30 Sekunden in frisch angesetzter 0,1%iger
Eosinlésung (200 ml Aqua dest. und 200 mg Eosin Pulver und 1 Tropfen 100%ige

Essigsaure) getaucht wurden mit erneuter anschlieRender Spllung in Aqua dest. zur
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Entfernung Uberschussiger Farbreste. Um das Gewebe zu entwassern, wurden nach den
Farbevorgangen die Praparate durch eine aufsteigende Alkoholreihe gefuhrt. Zum Schluss
fand die Klarung der Schnitte in Xylol, einem organischen Lésungsmittel, statt, um dann im
letzten Schritt die Praparate mit Roti-Histokitt einzudecken und unter dem Abzug ausharten
zu lassen. Die angefarbten Schnitte wurden bei Raumtemperatur gelagert.

Die HE-angefarbten Praparate dienten zur Analyse der Hirnstruktur auf

lichtmikroskopischer Ebene.

3.2.6 Luxol-Fast-Blue (LFB-)-Farbung (Markscheidenfarbung nach
Klliver-Barrera (1953))

Die Luxol-Fast-Blue (LFB-)-Farbung ist ebenfalls eine Doppelfarbung und beinhaltet die
Farbung von Markscheiden und dem Myelin der Neuronen, sowie eine Zellkernfarbung.
Der Farbstoff Luxol-Fast-Blue zeigt eine spezifische Affinitat flir Neurokeratin und ist ein
basisches Kupfer-Phthalocyanin mit einer komplizierten Ringstruktur, ahnlich dem
Chlorophyll oder Hdmoglobin. Es bindet an den Markscheiden tber die Cholinbausteine der
Phospholipide. In saurer alkoholischer L6sung verbinden sich die Aminogruppen des Luxol-
Fast-Blue mit Ketogruppen und anderen gro3en Molekilen des Gewebes zu grof3en
Polymerisationsaggregaten, die nur teilweise bis schwer zu I6sen sind. Als
Differenzierungsmittel wird Lithiumcarbonat verwendet, der geléste Farbstoff wird mit
Ethanol ausgewaschen. Dabei werden die Markscheiden leuchtend blau angefarbt. In der
Gegenfarbung mit Hamatoxylinldsung nach Ehrlich werden dann die basophilen Zellkerne
dunkelblau gefarbt (Mulisch et al. 2015).

Die Gefrierschnitte wurden zunachst fir 10 Minuten in -20 °C kaltem 100%igem Ethanol in
einer vorgekuhlten Kuvette fixiert und im Anschluss fir 5 Minuten bei Raumtemperatur in
96%igem Ethanol entwassert. Im nachsten Schritt wurden die Praparate in eine Klvette mit
LFB-L6ésung gestellt, diese wurden mit Parafilm verschlossen und bei Raumtemperatur fur
24 Stunden inkubiert.

Am zweiten Tag wurden die Praparate in Aqua dest. gespult und mit Lithiumcarbonat
differenziert, eine weitere Differenzierung fand mit 70%igem Ethanol statt, gestoppt wurde
der Vorgang durch Spilung der Schnitte mit Aqua dest. Danach wurde die Differenzierung
zwischen grauer und weiller Substanz unter dem Mikroskop kontrolliert. Bei nicht
ausreichender Unterscheidung der beiden Substanzen, konnten die

Differenzierungsschritte bis zu drei Mal wiederholt werden.
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Nachfolgend wurden die Zellkerne mit Hamatoxylin nach Ehrlich gegengefarbt. Dazu
wurden die Gefrierschnitte flir 2 Minuten in Hamatoxylinldsung nach Ehrlich gefarbt und zur
Entfernung der Farbreste kurz in Aqua dest. gespiilt.

Zur Anhebung des pH-Werts und der damit verbundenen dunkelblauen Anfarbung der
Zellkerne wurden die Praparate flir 5 Minuten unter flielendem Leitungswasser geblaut.
Zur Entwasserung des Gewebes wurden die Objekttrager in aufsteigender Ethanolreihe
gespult und anschliefend in Xylol geklart. Im letzten Schritt wurden die gefarbten
Gefrierschnitte wiederum mit Roti-Histokitt eingedeckt und zum Ausharten Uber Nacht
gelagert. Die Aufbewahrung fand bei Raumtemperatur in Aufbewahrungskisten statt.

Die LFB-gefarbten Schnitten wurden zur Analyse der Hirnstruktur sowie des Myelins auf

lichtmikroskopischer Ebene angefertigt.

3.2.7 Auswertung

Die statistische Auswertung der Verhaltensexperimente erfolgte mit Hilfe des Programms
SPSS fur Mac OS Version 25 auf der Basis der im Programm Viewer (Biobserve, Bonn)
ermittelten Einzeldaten. Als Parameter wurden der zurlickgelegte Weg wahrend des
Versuches, die Aufenthaltsdauer in den einzelnen Zonen, die Durchschnittsgeschwindigkeit
und die Haufigkeit der Zoneneintritte in die einzelnen Zonen gemessen. Fir jede
Versuchstiergruppe (Kontroll-, Trauma-, Shamgruppe) wurde der Mittelwert und
Standardfehler ermittelt und die statistische Analyse durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der
Normalverteilung der ermittelten Werte diente der Kolmogorov-Smirnov-Test. Da die Werte
nicht-normalverteilt waren kam der Kruskal-Wallis-Test in Kombination mit dem Mediantest
zum Einsatz. Die Tests dienten der Uberpriifung der Signifikanz des Unterschiedes von
Mittelwertdifferenzen. Fur die nicht-normalverteilten Werte Uberpriiften die Tests, ob sich
die zentralen Tendenzen unabhangiger Stichproben unterschieden. Dabei zeigten sie auf,
ob mindestens ein Unterschied zwischen den Vergleichsgruppen gegeben war.

Zur Uberpriifung von statistischen Signifikanzen zwischen einzelnen Minuten innerhalb
einer Gruppe wurde der Wilcoxon-Rank-Test als nichtparametrischer Test verwendet. Hier
werden anhand zweier gepaarter Stichproben die Gleichheit der zentralen Tendenzen der
verbundenen Grundgesamtheit Uberpruft.

Bei einem Wert von p < 0,05 wurde eine statistische Signifikanz angenommen. Werte von
p < 0,05 wurden in den Diagrammen als * angegeben. Die Abbildungen wurden mittels des
Programms Graph Pad Prism angefertigt. Die dargestellten Box Plots zeigen alle Werte

vom Minimum bis zum Maximum. Die wei3en Box Plots stellten die Kontrollgruppe, die
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hellgrauen die Shamgruppe und die dunkelgrauen Box Plots reprasentierten die
Traumagruppe. Hierbei wurden nicht alle Signifikanzen in die Graphen integriert, um eine
Ubersichtlichkeit der dargestellten Daten zu gewahrleisten. Im Text werden jedoch die
Signifikanzen erlautert.
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4. Ergebnisse

4.1 Makroskopische und mikroskopische Beurteilung

Nach Erzeugung eines milden traumatischen Hirnschadens mittels des Weight Drop
Models in Modifikation nach Adelson und Durchfiihrung der oben beschriebenen
Verhaltensversuche zur Detektierung von Beeintrachtigungen in Verhalten und Kognition,
wurden zunachst die kndchernen Anteile des Rattenschadels auf Haarrisse oder weitere
Verletzungen untersucht, um sicherzugehen, dass lediglich ein isoliertes Schadel-Hirn-
Trauma ohne Begleitverletzungen erzeugt wurde. Bei keiner der drei Gruppen,
insbesondere bei der Traumagruppe, konnte eine makroskopische Schadigung der
Hirnsubstanz gesehen werden.

Nach Entnahme und Aufarbeitung der Gehirne sowie Anfertigung und Farbung der Schnitte
mittels HE- und LFB-Farbung wurden diese im Mikroskop beurteilt, um nach Lasionen auf
lichtmikroskopischer Ebene zu schauen. Auch hier konnten in allen drei Gruppen keine
Veranderungen gesehen werden, was in Abbildung 8 noch mal fir alle Gruppen mittels HE-
Farbung gezeigt wird. In Abbildung 9 wird eine andere Schnittebene eines Gehirns aus der
Traumagruppe mittels HE- und LFB-Farbung dargestellt.

In einer anderen Arbeit wurden bei den gleichen Versuchstieren immunhistochemische
Methoden zur Detektierung eines SHT verwendet. Dort konnte sowohl in der cranialen bzw.
caudalen Hirnoberflache, als auch im Thalamus und im Hippocampus bei den Traumatieren
vermehrt Apoptose und Inflammation nachgewiesen werden (Geers 2013)

Aufgrund dieser Ergebnisse konnte davon ausgegangen werden, dass bei der
Traumagruppe ein mildes SHT erzeugt wurde, ohne jedoch einen makroskopisch oder
lichtmikroskopisch sichtbaren Schaden hinterlassen zu haben. Daher waren die
Verhaltensanderungen, die sich in den Verhaltenstests in der Traumagruppe darstellten,

am ehesten auf einen milden traumatischen Hirnschaden zuritckzufihren.
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Abbildung 8: Lichtmikroskopische Darstellung der Hippocampusformation (ca. Bregma -
3,24 mm)

Darstellung der Hippocampusformation circa Bregma -3,24 mm mittels der HE-Farbung
bei jeweils einem Tier aus der Kontroll- (Abb. A), Sham- (Abb. B) und Traumagruppe
(Abb. C).

Abbildung 9: Lichtmikroskopische Darstellung der Hippocampusformation (ca. Bregma -
6,9 mm)

Darstellung der Hippocampusformation bei circa Bregma — 6,9 mm mittels der LFB-Farbung
(Abb. A) und der HE — Farbung (Abb. B) bei einem Tier aus der Traumagruppe.

4.2 Open Field Test

Um Verhaltensanderungen nach SHT zu untersuchen, wurden die juvenilen Ratten sieben
Tage nach Trauma zwei Verhaltenstests unterzogen. Am ersten Tag fand der Open Field
Test statt, an dem das Explorationsverhalten und die allgemeine Aktivitdt der Ratten
beobachtet wurde. In allen drei Gruppen (Kontrolle, Sham, Trauma) wurde die Bewegung
eines jeden Tieres Uber funf Minuten mit der Videokamera aufgezeichnet und folgende
Parameter mit dem Computerprogramm gemessen: Durchschnittsgeschwindigkeit Gber
funf Minuten in Sekunden, zurlickgelegter Weg in Zentimeter, Aufenthaltsdauer in den
einzelnen Zonen in Sekunden, Zoneneintritte in die vorher definierten Zonen und die

Geschwindigkeit der Ratten in den einzelnen Zonen in Sekunden. Zusatzlich wurde die
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Testarena in eine innere Zone (Zone 1) und eine dulRere Zone (Zone 2) unterteilt. Erhéht
gemessene Werte, wie eine langere Aufenthaltsdauer oder eine langere Wegstrecke in der
inneren Zone (Zone 1) sprachen eher fur ein hohes MalR an Aktivitdt und
Erkundungsverhalten und bei erhéht gemessenen Werten in der dulleren Zone (Zone 2)
konnte entweder von einer beginnenden Gewdhnung (Habituation) oder von einem
angstlichen Verhalten ausgegangen werden.

Wahrend des Open Field Tests wurde ersichtlich, wie in Abbildung 10 verdeutlicht, dass die
Tiere aller Gruppen eine langere Aufenthaltsdauer in der inneren Zone (Zone 1) als in der
auleren Zone (Zone 2) hatten (siehe Abb. 10A und Abb. 10B) und somit ein hohes Mal} an
Aktivitat zeigten. Hierbei hatten die Traumatiere eine signifikant langere Aufenthaltsdauer
in der inneren Zone 1 (p=0,008) als in der &uBeren Zone 2, genauso wie die Tiere aus der
Sham- (p=0,008) und Kontrollgruppe (p=0,008). Auch legten die Tiere in der inneren Zone
(Zone 1) deutlich mehr Wegstrecke, mit einer Signifikanz von p=0,008 fur die Traumatiere,
p=0,0008 fir die Shamgruppe und p<0,001 fir die Kontrollgruppe, als in der auflderen Zone
(Zone 2) zuruck, was ebenfalls ein Anhalt fir vermehrtes exploratives Verhalten darstellt.
Dies wird Abbildung 10C und 10D dargestellt.
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Abbildung 10: Durchschnittliche Aufenthaltsdauer und zurtickgelegter Weg der Trauma-,
Kontroll- und Shamgruppe beim Open Field Test

Dargestellt sind die jeweilige Aufenthaltsdauer fir Minute 1 bis 5 aller Gruppen in Zone 1
(Abb. A) und Zone 2 (Abb. B) sowie der jeweils zurlickgelegte Weg fiir alle Gruppen flr
Minute 1 bis 5 in Zone 1 (Abb. C) und Zone 2 (Abb. D). Die Messwerte wurden als Box
Plots aufgetragen: Kontrolle = weill, Sham = hellgrau, Trauma = dunkelgrau.
Signifikanzen wurden nicht dargestellt, sind jedoch im Text erldutert.

Nach separater Auswertung jeder einzelnen Minute stellte sich dar, dass sich die
Traumatiere mit einer Signifikanz von p=0,026 im Vergleich zu den Tieren aus der
Kontrollgruppe in der ersten Minute langer in Zone 1 aufhielten als in Zone 2. Auch in der
der zweiten Minute des OFTs verblieben die Traumatiere mit einer Signifikanz von p=0,044
im Vergleich zu den Kontrolltieren lIanger in der inneren Zone 1 als in der duf3eren Zone 2.
Die Shamgruppe =zeigte weder zur Kontroll- noch zur Traumagruppe signifikante
Unterschiede (siehe Abb. 11 und Abb. 12).
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Abbildung 11: Aufenthaltsdauer in Zone 1 in der 1. Minute des Open Field Tests

Dargestellt ist der Median der Aufenthaltsdauer der einzelnen Gruppen in Zone 1 in der
ersten Minute des Open Field Test als Box Plot. Zwischen der Kontroll- und Shamgruppe
gab es keine Unterschiede. Die Traumagruppe hielt sich signifikant langer in Zone 1 auf als
die Kontrollgruppe, * p<0,05 versus Kontrolle.
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Abbildung 12: Aufenthaltsdauer in Zone 1 in der 2. Minute des Open Field Tests

Dargestellt ist der Median der Aufenthaltsdauer der einzelnen Gruppen in Zone 1 in der
zweiten Minute des Open Field Test als Box Plot. Zwischen der Kontroll- und Shamgruppe
gab es keine Unterschiede. Die Traumagruppe hielt sich signifikant Ianger in Zone 1 auf als
die Kontrollgruppe, * p<0,05 versus Kontrolle.

Reziprok dazu wird in Abbildung 13 deutlich, dass die Wegstrecke der Traumagruppe in
der dulleren Zone (Zone 2) in der ersten Minute wesentlich geringer war, als die der
Vergleichsgruppen und sich somit die traumatisieren Tiere signifikant langer im zentralen
Bereich der Testarena aufhielten. Die Signifikanz zwischen der Trauma- und Kontrollgruppe
lag hier bei p=0,046 und die Signifikanz zwischen der Sham- und Traumagruppe bei

p=0,047. Diese Unterschiede scheinen durch das milde SHT bedingt zu sein. Die
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Traumatiere schienen durch den erzeugten Schaden eine erhdhte Aktivitat bzw. ein

gesteigertes Explorationsverhalten zu zeigen.
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Abbildung 13: Zuriickgelegter Weg in Zone 2 in der 1. Minute des Open Field Tests

Dargestellt ist der Median des zuruckgelegten Wegs der einzelnen Gruppen in Zone 2 in
der ersten Minute des Open Field Test als Box Plot. Die Traumagruppe legte signifikant
weniger Wegstrecke in Zone 2 zurtick als die Kontroll- und Shamgruppe, * p<0,05 versus
Kontrolle und Sham.

Fur die gemessene Durchschnittsgeschwindigkeit konnte gesehen werden, dass die
Traumatiere signifikant schneller waren, als die Tiere aus der Kontroll- und Shamgruppe,
was wiederum fur die oben genannte Hypothese spricht (siehe Abbildung 14).

Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren teilweise signifikant. In der ersten Minute
waren die Traumatiere, mit einer Signifikanz von p=0,029, schneller als die Kontrolltiere
und die Signifikanz zwischen der Trauma- und Shamgruppe lag hier bei p=0,037. In der
funften Minute bewegten sich die Traumatiere weiterhin schneller als die
Vergleichsgruppen, jedoch lag hier nur noch ein signifikanter Unterschied zwischen der
Trauma- und Kontrollgruppe vor (p=0,033). Insgesamt bewegten sich die Tiere in der ersten
Minute, gemessen an der Durchschnittsgeschwindigkeit, noch deutlich schneller als in der
funften Minute des OFTs. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Aktivitatsniveau

aller Gruppen Uber 5 Minuten abnahm, was auf eine beginnende Gewdhnung hinwies.
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Abbildung 14: Durchschnittsgeschwindigkeit in der gesamten Testarena

Dargestellt ist der Median der Durchschnittsgeschwindigkeit der einzelnen Gruppen fir die
gesamte Testarena fur die erste Minute (Abb. A) und die funfte Minute (Abb. B) des Open
Field Test als Box Plot. Die Traumagruppe war in der ersten Minute signifikant schneller als
die Kontroll- und Shamgruppe, p<0,05 versus Kontrolle und Sham (Abb. A) und in der
funften Minute war die Traumagruppe signifikant schneller als die Kontrollgruppe, * p<0,05
versus Kontrolle (Abb. B).

Auch die Durchschnittgeschwindigkeit Gber funf Minuten war bei den Traumatieren hoher
als bei der Kontroll- und Shamgruppe (siehe Abb. 15), mit einer Signifikanz von p=0,015 im
Vergleich zur Kontrolle. Ein signifikanter Unterschied zwischen der Trauma- und

Shamgruppe bestand hier nicht.
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Abbildung 15: Durchschnittsgeschwindigkeit in der gesamten Testarena tUber 5 Minuten
des Open Field Tests

Dargestellt ist der Median der Durchschnittsgeschwindigkeit der einzelnen Gruppen fur die
gesamte Testarena fUr die erste bis funfte Minute als Box Plot. Die Traumagruppe war
signifikant schneller als die Kontrollgruppe. Zwischen der Trauma- und Shamgruppe gab
es keine signifikanten Unterschiede, * p<0,05 versus Kontrolle.
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4.3 Habituation

Vom zweiten bis zum funften Tag fand die Habituation der Tiere in Vorbereitung auf den
Object Recognition Test statt. Dazu wurden alle Tiere, an allen vier Tagen, einzeln
nacheinander fir jeweils funf Minuten in die Testarena verbracht, um eine weitere
Gewdhnung der Tiere an die Umgebung und die Situation zu initiieren. An diesen Tagen
wurden, wie schon flir den Open Field Test beschrieben, ebenfalls die funf Parameter
zurlckgelegter Weg, Geschwindigkeit, Durchschnittgeschwindigkeit, Zoneneintritte und
Aufenthaltsdauer in den Zonen von der mit dem Computerprogramm gekoppelten
Videokamera aufgezeichnet und gemessen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Uber die vier Tage eine Gewdhnung der Tiere
aller drei Gruppen (Kontrolle, Sham, Trauma) an die Testarena stattgefunden hatte. Nach
Auswertung der Parameter war ersichtlich, dass sich die Durchschnittsgeschwindigkeit aller
Gruppen uber funf Tage vermindert hatte. Signifikanzen zwischen den Gruppen gab es
nicht. Bezlglich des zuriickgelegten Weges gab es ebenfalls Unterschiede, hier legten am
ersten Habituationstag alle Tiere mehr Wegstrecke in der inneren Zone 1 zurlick als am
letzten Habituationstag. Dabei legten die Traumatiere mit einer Signifikanz von p=0,008 am
letzten Habituationstag weniger Wegstrecke als am ersten Habituationstag zurtck,
genauso wie die Sham- (p=0,008) und die Kontrolltiere (p<0,001). Somit hatte sich das
Aktivitatsniveau der Tiere vermindert und es konnte davon ausgegangen werden, dass eine
Habituation aller Tiere erfolgt war.

Zusatzlich war auffallig, dass das Aktivitatsniveau der Tiere aus der Traumagruppe und
letztendlich auch der Tiere aus der Shamgruppe langsamer sank als in der Kontrollgruppe,
so dass die Ratten, die ein mildes SHT oder eine Scheinoperation erhielten, sich im
Durchschnitt langsamer an die Umgebung gewohnten als die Tiere aus der Kontrollgruppe.
In Abbildung 16 ist exemplarisch die Durchschnittgeschwindigkeit in der ersten Minute des
dritten Habituationstages aller drei Gruppen dargestellt. Ein signifikanter Unterschied
bestand zu diesem Zeitpunkt nicht mehr.

Schlussendlich lasst sich sagen, dass Uber die gesamte Zeit, am Ende der

Habituationstage, eine Gewohnung aller Tiere stattgefunden hatte.

49



Ergebnisse

80 -

60

40 -

\—4?‘

—

o

Durchschnittsgeschwindigkeit 1. min [s]

T T
L3

0\\Q’ v\\'D& S

‘\\‘\ [2) @

G “
Abbildung 16: Durchschnittsgeschwindigkeit in der 1. Minute des dritten Habituationstages

Dargestellt ist der Median der Durchschnittsgeschwindigkeit der einzelnen Gruppen fir die
gesamte Testarena flUr die erste Minute des dritten Habituationstages. Es ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontroll-, Sham- und Traumagruppe.

4.4 Novelty Object Recognition Test (NOR Test)

Nach Abschluss der Habituationsphase wurde mit dem NOR Test begonnen. Diese
Testphase teilte sich in drei Versuchsdurchgange auf. Im ersten Versuchsdurchgang
wurden zwei gleiche Objekte zentral in die Box gestellt, im zweiten Versuchsdurchgang
eine Stunde spater wurde ein bekanntes Objekt gegen ein unbekanntes Objekt
ausgetauscht und im dritten und letzten Durchgang, 24 Stunden spater, wurde erneut ein
bekanntes Objekt durch ein unbekanntes Objekt ersetzt. Die Definition der inneren Zone
(Zone 1) und aulieren Zone (Zone 2) wurde, wie schon oben bei dem Open Field Test
beschrieben, beibehalten. Zusatzlich wurden weitere Zonen hinzugeflugt (Zone 3-Zone 6),
um mit den gleichen schon oben erwahnten Parametern messen zu kdénnen, in welchem
Ausmal sich die Ratten mit den Objekten beschaftigten und ob es Praferenzen zwischen
dem bekanntem und unbekanntem Objekt gab.

Mit Hilfe des NOR Tests ist es mdglich, sowohl das Kurz- bzw. Arbeitsgedachtnis als auch
Teile des Langzeitgedachtnisses zu Uberprifen (Antunes et al. 2012).

Ziel dieses Tests war es, herauszufinden, ob eine Stérung der Gedachtnisleistung durch

das induzierte milde Schadel-Hirn-Trauma vorlag.
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Abbildung 17: Beispielhafte Darstellung der Versuchsanordnung sowie Platzierung der
Objekte flr Testdurchgang 1 (Tag 1, Stunde 0), Testdurchgang 2 (Tag 1, Stunde 1) und
Testdurchgang 3 (Tag 2, Stunde 24)

4.4.1 Testdurchgang 1 (Tag 1, Stunde 0)

Am ersten Tag wurden zwei Objekte (2 Tassen) zentral in der Testarena platziert und die
Tiere aller Gruppen (Kontrolle, Sham, Trauma) hatten nacheinander Zeit diese Objekte flur
maximal funf Minuten zu explorieren und sich mit diesen vertraut zu machen. Es wurden
erneut die schon bekannten Parameter gemessen.

In diesem Testlauf wurde deutlich, dass durch das Platzieren der Objekte in der Testarena
und die damit verbundene Veranderung der Umwelt, an die die Tiere vorher habituiert
waren, sich das Aktivitdtsniveau der Tiere aller Gruppen, verglichen mit dem letzten
Habituationstag erhéhte und auch das Explorationsverhalten verandert war.

In der inneren Zone 1 hielten sich die Traumatiere mit einer Signifikanz von p=0,008 langer
auf als in der auReren Zone 2, ebenso wie die Shamtiere (p=0,008) und die Kontrolltiere
(p<0,001), dies wird in Abbildung 18A und 18B dargestellt. Zugleich legten die Traumtiere

mit einer Signifikanz von p=0,008 mehr Wegstrecke in der inneren Zone 1 als in der
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auleren Zone 2 zurlck, sowie die Tiere aus der Sham- (p=0,008) und Kontrollgruppe
(p<0,001), wie in Abbildung 18C und 18C gezeigt. Dadurch wird deutlich, dass die
Veranderungen der bereits bekannten Umwelt ursachlich fir den erneuten Anstieg des

Aktivitdtsniveaus und die vermehrte Exploration, im Vergleich zum letzten Habituationstag,
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Abbildung 18: Aufenthaltsdauer und zurtickgelegter Weg bei Testdurchgang 1 an Tag 1
zur Stunde 0

Dargestellt sind die jeweilige Aufenthaltsdauer fir Minute 1 bis 5 aller Gruppen in Zone 1
(Abb. A) und Zone 2 (Abb. B) sowie der jeweils zurlickgelegte Weg fiir alle Gruppen flr
Minute 1 bis 5 in Zone 1 (Abb. C) und Zone 2 (Abb. D). Die Messwerte wurden als Box
Plots aufgetragen: Kontrolle = weill, Sham = hellgrau, Trauma = dunkelgrau.
Signifikanzen wurden nicht dargestellt, sind jedoch im Text erlautert.

Zone 3 und Zone 4 spiegelten an diesem Testtag das Objekt A und Zone 5 und Zone 6
Objekt B wieder. In diesem Testdurchgang konnten keine Unterschiede hinsichtlich der
Aufenthaltsdauer, des zurlickgelegten Weges, der Geschwindigkeit oder Zoneneintritte um
Objekt A und Objekt B herum detektiert werden. In Abbildung 19A und 19B ist exemplarisch
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dargestellt, dass sowohl die Trauma- als auch die Sham- und Kontrolltiere ungefahr gleich
haufig in Zone 3 und Zone 5 eintraten und somit beide Objekte gleichermalden explorierten.
Die Absicht war dabei die Tiere auf die nachfolgenden Testdurchgange vorzubereiten, bzw.

die Prifung des Kurz-, Arbeits- und Langzeitgedachtnis erst méglich zu machen.
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Abbildung 19: Zoneneintritte in Zone 3 (Abb. A) und Zone 5 (Abb. B) der Trauma-, Kontroll-
und Shamgruppe

Darstellung der Zoneneintritte aller Gruppen fir die 1.-5 Minute des Testdurchgangs 1 an
Tag 1 zur Stunde 0 in Zone 3 (Abb. A) und Zone 5 (Abb. B) als Box Plots aufgetragen:
Kontrolle = weil}, Sham = hellgrau, Trauma = dunkelgrau, signifikante Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen gab es nicht.

Zusammenfassend konnte davon ausgegangen werden, dass keine der Gruppen eine
Bevorzugung fur eines der beiden Objekte hatte und hier lediglich wieder vermehrt
exploratives Verhalten, aufgrund der veranderten Umwelt gesehen werden konnte.

Signifikanzen zwischen den Gruppen bestanden nicht.

4.4.2 Testdurchgang 2 (Tag 1, Stunde 1)

Im zweiten Versuchsdurchgang eine Stunde nach dem ersten Versuch wurde das bekannte
Objekt B gegen das neue Objekt B™ ausgetauscht. Zone 3 und Zone 4 reprasentierten hier
das bekannte Objekt A und Zone 5 und Zone 6 das unbekannte Objekt B". Ziel dieses
Versuchsdurchgangs war die Uberprifung der Funktion des Arbeits- bzw.
Kurzzeitgedachtnisses.

Auch in diesem Versuchsdurchgang hatten die Ratten eine langere Aufenthaltsdauer in

Zone 1 als in Zone 2. Zusatzlich wird die vermehrte Exploration der Umgebung, um die
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Objekte herum, deutlich durch die langere Wegstrecke, die die Tiere in der inneren Zone 1
zurucklegten.

Abbildung 20A und 20B verdeutlichen den Unterscheid zwischen der Aufenthaltsdauer in
der inneren Zone 1 und der au3eren Zone 2, hier hielten sich die die Traumatiere mit einer
Signifikanz von p=0,008 langer in der inneren Zone 1 als in der duferen Zone 2 auf, die
Signifikanz fur die Shamtiere lag hierbei bei p=0,008 und fur die Kontrolltiere bei p<0,008.
In Abbildung 20C und 20D ist der Unterschied zwischen der inneren Zone 1 und der
auleren Zone 2 bezlglich des zuriickgelegten Wegs dargestellt. Hier lag eine Signifikanz
von p=0,008 fir die Traumatiere, eine Signifikanz von p=0,008 fir die Shamtiere und eine

Signifikanz von p<0,001 fur die Kontrolltiere fur die Zone 1 im Vergleich zu Zone 2, vor.
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Abbildung 20: Aufenthaltsdauer und zurtickgelegter Weg bei Testdurchgang 2 an Tag 1
zur Stunde 1

Dargestellt sind die jeweilige Aufenthaltsdauer flr Minute 1 bis 5 aller Gruppen in Zone 1
(Abb. A) und Zone 2 (Abb. B) sowie der jeweils zurlickgelegte Weg fiir alle Gruppen flr
Minute 1 bis 5 in Zone 1 (Abb. C) und Zone 2 (Abb. D). Die Messwerte wurden als Box
Plots aufgetragen: Kontrolle = weill, Sham = hellgrau, Trauma = dunkelgrau.
Signifikanzen wurden nicht dargestellt, sind jedoch im Text erlautert.
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Nach Auswertung von Zone 3 und Zone 4 (altes Objekt A) und Zone 5 und Zone 6 (neues
Objekt B‘) konnte gesehen werden, dass die Traumatiere haufiger in die Zone 3, um das
alte Objekt (Objekt A) herum eintraten, als die Tiere aus den anderen Gruppen und somit
haufiger das alte Objekt A explorierten. Einen signifikanten Unterschied gab es jedoch nicht.
Hinsichtlich der Zoneneintritte um das neue Objekt B* herum (Zone 5) ergaben sich keine
Unterschiede in Bezug auf die Trauma- und Kontrollgruppe. Hier traten alle Tiere aller
Gruppen ungefahr gleich haufig in Zone 5 (neues Objekt B*) ein. Daher gab es auch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

Zusatzlich konnte gesehen werden, dass sich die Traumatiere langer am alten Objekt
(Objekt A) in Zone 3 aufhielten, als die Tiere aus der Sham- oder Traumagruppe, wie in
Abbildung 21 dargestellt. Dies weist darauf hin, dass die Traumatiere das alte Objekt
(Objekt A) nicht als bekannt erkannten. Hier lag die Signifikanz bei p=0,024 zwischen der
Kontroll- und Traumagruppe und bei p=0,035 zwischen der Sham- und der Traumagruppe

fur die 4. Minute in Zone 3 des zweiten Versuchsdurchlaufs.
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Abbildung 21: Aufenthaltsdauer in Zone 3 (altes Objekt) in der 4. Minute des
Testdurchgangs 2 an Tag 1 zur Stunde 1

Dargestellt ist der Median der Aufenthaltsdauer der einzelnen Gruppen in Zone 3 in der
vierten Minute des Testdurchgangs 2 an Tag 1 zur Stunde 1 als Box Plot. Die
Traumagruppe hielt sich signifikant langer in Zone 3 auf als die Kontroll- und Shamgruppe,
* p<0,05 versus Kontrolle und Sham.

4.4.3 Testdurchgang 3 (Tag 2, Stunde 24)

Am zweiten Testtag, dem dritten Versuchsdurchlauf, 24 Stunden nach dem zweiten
Versuchsdurchlauf wurde erneut ein unbekanntes gegen ein bekanntes Objekt
ausgetauscht. In diesem Fall wurde eine Tasse gegen eine 500 ml Desinfektionsflasche

gewechselt. Zone 3 und Zone 4 stellten in diesem Fall das alte Objekt A dar und Zone 5
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und Zone 6 das neue Objekt B*. Nach einer Pause von 24 Stunden sollte im letzten Teil des
Novelty Object Recognition Tests das Langzeitgedachtnis Gberprift werden.

Auch hier wurde erneut ersichtlich, dass die Tiere sowohl eine signifikant langere
Aufenthaltsdauer in der inneren Zone (Zone 1) hatten, als auch eine langere Wegstrecke
zurlUcklegten. Die Tiere der Traumagruppe hielten sich mit einer Signifikanz von p=0,008
auch im dritten Testdurchgang langer in der inneren Zone 1 auf als in der duf3eren Zone 2,
ebenso wie die Sham- (p=0,008) und die Kontrolltiere (p<0,001). Dies ist in Abbildung 22A
und 22B dargestellt. Auch bezlglich des zurlickgelegten Weges ergaben sich Differenzen
zwischen der inneren Zone 1 und der aufderen Zone 2. Hier legten die Traumtiere (p=0,008)
signifikant mehr Wegstrecke in Zone 1 als in Zone 2 zurlck, ebenso wie die Tiere aus der
Sham- (p=0,008) und Kontrollgruppe (p<0,001), was in Abbildung 22C und 22D dargestellt
ist. Aufgrund der erhdhten Aktivitat auch im dritten Versuchsdurchlauf konnte nicht von

einer Habituation der Tiere an die veranderte Umwelt ausgegangen werden.
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Abbildung 22: Aufenthaltsdauer und zurtickgelegter Weg bei Testdurchgang 3 an Tag 2
zur Stunde 24

Dargestellt ist die jeweilige Aufenthaltsdauer fur Minute 1 bis 5 aller Gruppen in Zone 1
(Abb. A) und Zone 2 (Abb. B) sowie der jeweils zurlickgelegte Weg fiir alle Gruppen flr
Minute 1 bis 5 in Zone 1 (Abb. C) und Zone 2 (Abb. D). Die Messwerte wurden als Box
Plots aufgetragen: Kontrolle = weill, Sham = hellgrau, Trauma = dunkelgrau.
Signifikanzen wurden nicht dargestellt, sind jedoch im Text erlautert.
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In Zone 3 (altes Objekt A) hielten sich in der Gesamtbetrachtung die Traumatiere langer
auf als die Tiere aus den anderen Gruppen, was wiederum einen Anhaltspunkt dafir gibt,
dass die Tiere, die ein SHT erlitten, das alte Objekt nicht als bekanntes Objekt erkannten.

Es konnten nach Auswertung der einzelnen Minuten in der 4. Minute des 3. Testdurchgangs
gesehen werden, dass sich die Traumatiere, wie in Abbildung 23 dargestellt, mit einer
Signifikanz von p=0,016 langer in Zone 3 aufhielten als die Kontrolltiere und mit einer

Signifikanz von p=0,011 langer als die Shamtiere.
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Abbildung 23: Aufenthaltsdauer in Zone 3 in der 4. Minute des Testdurchgangs 3 (Tag 2,
Stunde 24)

Dargestellt ist der Median der Aufenthaltsdauer der einzelnen Gruppen in Zone 3 in der
vierten Minute des Testdurchgangs 3 an Tag 2 zur Stunde 24 als Box Plot. Die
Traumagruppe hielt sich signifikant langer in Zone 3 auf als die Kontroll- und Shamgruppe,
* p<0,05 versus Kontrolle und Sham.

In Zone 3 (altes Objekt A) ergaben sich zusatzlich in der 4. Minute Unterschiede bezlglich
der Zoneneintritte (siehe Abbildung 24) um das alte Objekt A herum. Auch hier sprechen
die vermehrten Zoneneintritte um das alte Objekt herum flr eine Beeintrachtigung des
Langzeitgedachtnisses. Die Signifikanz zwischen der Trauma- und Kontrollgruppe lag hier

bei p=0,014 und zwischen der Sham- und Traumagruppe bei p=0,006.
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Abbildung 24: Zoneneintritte in Zone 3 fur die 4. Minute des Testdurchgangs 3 (Tag 2
Stunde 24)

Dargestellt ist der Median der Zoneneintritte der einzelnen Gruppen in Zone 3 in der vierten
Minute des Testdurchgangs 3 an Tag 2 zur Stunde 24 als Box Plot. Die Traumagruppe trat
signifikant haufiger in Zone 3 ein als die Kontroll- und Shamgruppe, * p<0,05 versus
Kontrolle und Sham.

Auch flir Zone 5 und Zone 6 (neues Objekt B) waren nach Auswertung Unterschiede zu
erkennen.

Insgesamt traten die Traumatiere haufiger in Zone 5 (neues Objekt B’) ein, als die Tiere
aus der Sham- und Kontrollgruppe (siehe Abbildung 25A). Nach Auswertung der einzelnen
Minuten, wurde ersichtlich, dass in der 1. Minute des Versuchs, wie in Abbildung 26A
dargestellt, die Tiere aus der Traumagruppe mit einer Signifikanz von p=0,03 signifikant
haufiger in Zone 5 eintraten als die Shamtiere, zwischen der Trauma- und der
Kontrollgruppe ergaben sich keine Signifikanzen. In Zone 6 (siehe Abbildung 25B) traten
die Traumatiere ebenfalls haufiger ein als die Tiere aus den anderen Gruppen. In der ersten
Minute des Tests traten die Traumatiere, wie in Abbildung 26 B ersichtlich, mit einer
Signifikanz von p=0,032 haufiger in Zone 6 ein als die Shamtiere, zwischen der Kontroll-

und Traumagruppe bestand auch hier kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 25: Zoneneintritte in Zone 5 (Abb. A) und Zone 6 (Abb. B) fur die 1. — 5. Minute
des Testdurchgangs 3 an Tag 2 zur Stunde 24

Dargestellt sind die jeweiligen Zoneneintritte flir Minute 1 bis 5 aller Gruppen in Zone 5
(Abb. A) und Zone 6 (Abb. B) Die Messwerte wurden als Box Plots aufgetragen: Kontrolle
= weil}, Sham = hellgrau, Trauma = dunkelgrau.
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Abbildung 26: Zoneneintritte in Zone 5 (Abb. A) und Zone 6 (Abb. B) in der 1. Minute des
3. Testdurchgangs 3 (Tag 2, Stunde 24)

Dargestellt ist der Median der Zoneneintritte der einzelnen Gruppen in Zone 5 in der ersten
Minute (Abb. A) und in Zone 6 in der ersten Minute (Abb. B) des Testdurchgangs 3 an Tag
2 zur Stunde 24 als Box Plot. Die Traumagruppe trat signifikant haufiger in Zone 5 und Zone
6 ein als die Shamgruppe, ein Unterschied zur Kontrollgruppe bestand nicht, * p<0,05
versus Sham.

Zusammenfassend lasst sich fir alle Versuche sagen, dass nach Auswertung des Open
Field Tests, der Habituationstage und des Novelty Object Recognition Tests sowohl eine

Veranderung des Aktivitatsniveaus und des Explorationverhaltens als auch eine
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Veranderung der Gedachtnisleistung bei den Traumatieren, im Vergleich zur Kontroll- und

Shamgruppe, belegbar war.
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5. Diskussion

Das leichte SHT ist eines der haufigsten Verletzungsmuster im Kindesalter mit anfanglich
eher geringen, meist nicht sichtbaren Verletzungsfolgen. Verzogert oder gar nicht erkannte
Verletzungen nach mildem SHT kénnen jedoch irreversible Schaden nach sich ziehen
(Leidel et al. 2015). Wenn Kinder ein Schadel-Hirn-Trauma erleiden, ist dieses meist eher
mild in der Auspragung, zudem sind die betroffenen Kinder meist jung und mannlich
(Januschek et al. 2018). In einer Studie aus Grol3britannien waren 55% der verunfallten
Kinder jlinger als 5 Jahre, 28 % jlnger als 2 Jahre und 65 % der Kinder waren Jungen.
Meist, in 98 % der Falle, handelte es sich um ein mildes SHT. Die Griinde hierfiir waren
meistens Verkehrsunfalle sowie Stirze (Dunning et al. 2004). Veranderungen der
Personlichkeit, besondere Erregbarkeit, Probleme im Sozialverhalten und ungewohnte
Emotionen sind haufig die Folge (Deppe 2014). Bereits nach minimaler Schwere der
Verletzung kdnnen Beeintrachtigungen der geistigen Leistungsfahigkeit, Defizite im
Verhalten und emotionalen Erlebens einen permanenten Charakter annehmen (Deppe
2014). In einer Studie von Barlow (Barlow et al. 2010) waren 3 Monate nach Trauma 11%
der Kinder und nach einem Jahr nach Trauma noch 2,3 % der Kinder auffallig. Beobachtet
wurden hier haufig Kopfschmerzen, Ubelkeit, Schwindel, depressive Verstimmung,
Lernschwache, erhdhte Reizbarkeit, Sprachstérungen, Mudigkeit, Schlafstérungen,
erhdhte Risikobereitschaft und kognitive Defizite (Barlow et al. 2010, Januschek et al.
2018). In einer anderen Untersuchung war nach mildem SHT bei 10,9 % der Kinder eine
Epilepsie beobachtet worden (Petridis et al. 2012), sowie eine posttraumatische
Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitatsstérung (ADHS), die in bis zu 12 % bei Kinder nach
mildem SHT beobachtet worden ist (Studer et al. 2014). Zusatzlich missen weitere
Faktoren des kindlichen SHTs im Vergleich zu Erwachsenen beachtet werden (Januschek
et al. 2018); die Halswirbelsdule ist bei Kindern noch hypermobil, hinzu kommt ein
ungunstiges Kopf-Korper-Verhaltnis, sowie eine noch unvollstdndige Myelinisierung der
Nerven und eine erhdhte Schwellungsneigung des Gehirns (Januschek et al. 2018), was
zusatzlich erschwerend wirkt, wenn ein Kind ein SHT erleidet.

Daher wurde in der vorliegenden Arbeit ein Tiermodell zur Induktion eines milden
traumatischen Hirnschadens bei juvenilen Ratten etabliert, um weitere Pathomechanismen,
wie den Einfluss auf exploratives Verhalten und kognitive Leistung nach mildem SHT zu
untersuchen. Als Grundlage wurde das Weight Drop Model von Marmarou in Modifikation
nach Adelson verwendet. Zwei Verhaltenstest, der sogenannte Open Field Test und der
Novelty Object Recognition wurden eingesetzt, um Verhalten, Aktivitdt und Gedachtnis

nach SHT zu analysieren. Dabei wurden die Durchschnittsgeschwindigkeit der Tiere, der
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zurlckgelegte Weg, die Aufenthaltsdauer und die Zoneneintritte, in vorher bestimmte
Zonen Uber einen vorher definierten Zeitraum gemessen.
Die Tiere wurden in eine Trauma-, Sham- und Kontrollgruppe unterteilt und die Ergebnisse

aus den einzelnen Gruppen miteinander verglichen.

5.1. Wahl der Tierart

Es existieren viele verschieden Tiermodelle zur Induktion eines milden Schadel-Hirn-
Traumas in denen vornehmlich Nagetiere fir experimentelle Untersuchungen verwendet
worden sind (Bodnar et al. 2019).

Schon Dixon erklarte die unterschiedlichsten Vorteile des Einsatzes von Ratten in
experimentellen Studien gegentber anderen Spezies (Dixon et al. 1987). Im Gegensatz zu
Primaten ist die Aufzucht, Pflege und Versorgung von Ratten kosteneffizient. Zusatzlich
besteht eine hohe Resistenz gegenuber Infektionen und der ékonomische Einsatz von
Medikamenten jeglicher Art ist ebenfalls aufgrund des niedrigen Kdrpergewichts moglich.
Da Ratten fur experimentelle Studien bei Tierzichtern gezichtet werden, ist sowohl das
genaue Alter der Tiere, als auch die genetische Herkunft nachweisbar. Ferner existiert eine
Vielzahl von physiologischen Daten und Verhaltensparametern, die standardisiert
gemessen werden kénnen und damit untereinander vergleichbar sind (Dixon et al. 1987).
Als Nachteile sind die kleinen Strukturen, die die Untersuchungen erschweren und die
unzulangliche Detektierung von komplexen neurologischen Schaden, im Vergleich zum
Menschen anzuflhren.

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieRlich mannliche Sprague-Dawley-Ratten
verwendet um hormonelle Schwankungen im weiblichen Zyklus auszuschlieRen und den
damit verbundenen Einfluss auf Kognition und affektives Verhalten zu vermeiden. In einer
Studie von Walf et al. (Walf et al. 2009) konnte gezeigt werden, dass 17 -Estradiol sowohl
Kognition als auch Affektion beeinflusst und Tiere mit einem héheren 17 B-Estradiol-Spiegel
bessere Ergebnisse im Object Recognition Test erzielten (Walf et al. 2009).

Insgesamt wurden Ratten als geeignete Spezies zur Untersuchung des SHT angesehen,
da sowohl der NOR-Test (Ennaceur et al. 1988, Gaskin et al. 2010, Reger et al. 2009), als
auch das Modell zur Induktion eines diffusen axonalen Hirnschadens, das vornehmliche
Verletzungsmuster beim milden SHT, bei Ratten bereits etabliert waren. (Adelson et al.
1996, Marmarou et al. 1994).
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5.2 Weight Drop Modell

Das milde SHT, verursacht durch stumpfe Traumen oder Scherkrafte, ist eine in der
Gesellschaft haufig vorkommende Erkrankung gerade bei Kindern und Jugendlichen.
Tiermodelle unter standardisierten Bedingungen sind unerlasslich, um die Mechanismen
der Entstehung des SHT und dessen pathologisches Korrelat zu untersuchen und zu
verstehen, sowie zur Etablierung neuer therapeutischer Interventionsmaéglichkeiten
(Bodnar et al. 2019). Insgesamt gibt es weniger Tiermodelle, im Vergleich zu Modellen mit
Erzeugung eines moderaten oder schweren SHT, in denen der milde traumatische
Hirnschaden untersucht wurde. Noch mehr fehlt es jedoch an Modellen, die sich mit den
Auswirkungen und der Pathologie des milden juvenilen SHT auseinandersetzen (Bodnar et
al. 2019).

Gerade bei Kindern sind die Beeintrachtigungen, Konzentrationsstérungen oder
Hyperaktivitat, nach einem Trauma ausgepragter und langwieriger (Catroppa et al. 2008,
Prins et al. 2003). In Untersuchungen wurde gesehen, dass das Ausmald der diffusen
axonalen Schadigung mit dem Ausmal® der spateren Einschrankung der
Gedachtnisleistung bei Kindern korreliert. Hierbei scheint das Arbeitsgedachtnis, in Bezug
auf die Intensitat des SHTSs, vulnerabler zu sein als andere Gedachtnisstrukturen (Catroppa
et al. 2008). Ebenso konnte nachgewiesen werden, dass eine diffuse zerebrale Schwellung
bei Kindern verstarkt auftritt (Mazzola et al. 2002) und dies eine gesteigerte Morbiditat sowie
Mortalitat verursacht (Adelson et al. 1998).

Deshalb ist es von Bedeutung bei der Wahl des Tiermodells zur Erzeugung eines SHT
einerseits das Alter der Versuchstiere zu bericksichtigen und andererseits ein Modell
auszuwahlen, dass vornehmlich einen diffusen axonalen Hirnschaden erzeugt, um
Pathologien zu erzeugen, die dem des kindlichen SHTs ahneln.

Im Mittelpunkt stand daher bei dieser Arbeit das Weight Drop Model von Marmarou in
Modifikation nach Adelson (Adelson et al. 1996), um die fir das kindliche SHT
charakteristische, axonale Schadigung zu reproduzieren. Alle anderen etablierten Modelle,
wie z.B. CCI-Modelle (Dixon et al. 1991) oder Fluid Percussion Modelle (Dixon et al. 1987),
zur Erzeugung eines traumatischen Hirnschadens bewirken eher eine fokale Schadigung
und waren daher zur Beantwortung der Fragestellung dieser Arbeit eher ungeeignet. Der
Vorteil in dem Modell nach Marmarou liegt in der Reproduzierbarkeit der diffusen
Schadigung. Zusatzlich zu dem diffusen Schaden entstehen bei diesem Modell auch fokale
Lasionen, die mit einem Untergang von Neuronen hauptsachlich im Kortex, Thalamus und
Hippocampus einhergehen (Smith et al. 1997, Tang et al. 1997a). Die genannten Areale

waren bei den hier durchgeflihrten Analysen von Verhaltensanderungen und von
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Einschrankungen der Kognition nach SHT bei juvenilen Ratten ebenfalls von besonderem
Interesse. Auch konnten schon in anderen Arbeiten sowohl Anderungen im Verhalten als
auch motorische und kognitive Defizite nach Schadigung beobachtet werden (Shapira et
al. 1988, Tang et al. 1997a).

Um eine Standardisierung und Reproduzierbarkeit der Daten zu gewahrleisten wurde
hierbei auf die Einhaltung eines stringenten Protokolls, wie das Narkoseprotokoll, die
gewichtsadaptierte Gabe von Medikamenten, die Fallhéhe des Gewichts oder die immer
gleiche Positionierung der Metallplatte auf den knéchernen Schadel, geachtet. Um eine
zusatzliche Objektivierbarkeit der Daten zu garantieren wurden Parameter, wie z.B. der
endexspiratorische COzx-Wert und die Korpertemperatur, normiert und gemessen.
Zusatzlich wurde wahrend der Versuche die Schaumstoffplatte, auf der die Ratten lagen
und die Plexiglasrdhre fixiert, um eine Bewegung dieser und die damit verbundene
Veranderung des Aufprallorts durch das Messinggewicht zu verhindern. Eine weitere
Reduzierung der Fehlerquellen sollte durch die Durchfiihrung der Operation durch nur
einen Operateur erreicht werden.

In diesem Versuchsaufbau ergaben sich aber auch Schwachstellen, wie die fehlende
Kontrolle der Aufprallgeschwindigkeit des Messinggewichts oder die fehlende Steuerbarkeit
der Tiefe der Duraimpression, so dass auch der Umfang des SHTs schlecht lenkbar war.
Damit bot sich eine mogliche Variationsbreite der Daten, die die Objektivierbarkeit dieser
erschweren koénnten.

Aufgrund der oben dargelegten Vorgehensweise konnte dennoch eine gewissenhafte und
qualitativ hochwertige Durchflihrung des Versuches angenommen werden, der sich gut zur
Nachahmung eines SHTs bei Kindern eignete und eine Untersuchung von Pathologien in

Bezug auf Kognition und Affektion nach SHT ermdglichte.

5.3 Open Field Test und Habituation

Im OFT wird sowohl bei Ratten als auch bei Mausen, das Explorationsverhalten und die
allgemeine Aktivitat der Tiere beobachtet und bewertet, wobei hier sowohl die Qualitat als
auch die Quantitat gemessen werden kann (Gould 2009). Urspringlich wurde dieser Test
von Hall entwickelt, um die Emotionalitat von Nagern zu untersuchen. Dabei machte man
sich zu Nutze, dass Ratten und Mause eine natlrliche Aversion gegentber grof3en, offenen
und unbekannten Raumen besitzen und bei Aversion oder Angstlichkeit sich zunéchst
Schutz suchend in der Nahe von Wanden oder in Ecken aufhalten (Hall 1934). Wahrend

des Versuches kénnen die unterschiedlichsten Variablen gemessen werden, wie z.B. der
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zurlckgelegte Weg, die Geschwindigkeit oder die Aufenthaltsdauer im Zentrum, sodass
hiermit verschiedene Verhaltensweisen der Ratten durch einfache Messung diverser
Bewegungen abgebildet werden kdnnen (Gould 2009).

Aus den oben genannten Grinden wurde der OFT fur unseren Versuchsaufbau gewanhlt,
um Anderungen im Verhalten bzgl. Exploration, Aktivitdtsniveau und Angstlichkeit nach
Induktion eines SHTs darzustellen.

In unterschiedlichen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Ratten nach induziertem milden
SHT im Vergleich zu Tieren ohne SHT, im OFT Verhaltensanderungen im Sinne einer
gesteigerten Angstlichkeit zeigten. Wirth et al. (Wirth et al. 2017) Uiberprifte z.B. in seiner
Arbeit, ebenfalls mittels des OFTs Verhaltensanderungen bei adoleszenten Ratten nach
Induktion eines milden SHT. Hierbei wurden der zurliickgelegte Weg wahrend der gesamten
Testphase, der zuriickgelegte Weg im Zentrum und die Zoneneintritte in der inneren Zone
gemessen. In dieser Arbeit wurden adulte Ratten verwendet. Die Tiere, die ein Trauma
erhielten, prasentierten in den Verhaltensversuchen eine vermehrte Angstlichkeit, im Sinne
eines Vermeidungsverhaltens. Insgesamt hielten sich die Tiere vermehrt an Wanden und
in Ecken auf als Ausdruck der Angstlichkeit. Die Traumatiere legten hier signifikant weniger
Wegstrecke zurtlick als die Kontrolltiere und auch die Aufenthaltsdauer im Zentrum war bei
den Traumatieren deutlich geringer (Wirth et al. 2017). In einer Studie von Almeida-Suhett
et al. (Almeida-Suhett et al. 2014) erhielten funf bis sechs Wochen alte mannliche Ratten
ein SHT nach dem Controlled Cortical Impact Modell. Auch hier wurde ein vermehrt
angstliches Verhalten im OFT beobachtet, gemessen an der Aufenthaltsdauer im Zentrum,
der zurlckgelegten Wegstrecke und der Zeit, in der die Ratten in Bewegung waren
(Almeida-Suhett et al. 2014). In einer weiteren Studie von Statz (Statz et al. 2019) konnte
ebenfalls ein angstlich-vermeidendes Verhalten bei Ratten nach mildem SHT gezeigt
werden. Hier lagen bei den Ratten erhéhte Corticosteron-Spiegel, sowie weniger Stathmin
im prafrontalen Cortex und mehr Stathmin in der Amygdala vor. Stathmin ist ein Protein,
das an der Regulation des Zytoskeletts der Zelle beteiligt ist (Statz et al. 2019).

In der vorliegenden Arbeit konnte bei den Tieren, die ein SHT mittels des Weight Drop
Modells erhielten, kein gesteigertes Angstverhalten gesehen werden, sondern es wurde
eher eine gesteigerte Aktivitat, im Sinne einer Hyperaktivitat, beobachtet, gemessen an der
Aufenthaltsdauer in der inneren Zone, dem zurickgelegten Weg und der
Durchschnittsgeschwindigkeit. In unterschiedlichen Studien wurde ein Zusammenhang
zwischen einem milden Schadel-Hirn Trauma bei Kindern und einer nachfolgenden
Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitatsstérung (ADHS) diskutiert (Adeyemo et al. 2014,
Konigs et al. 2015). Auch tierexperimentell konnten Verhaltensweisen bei Ratten, die den

Symptomen eines ADH-Syndroms beim Menschen dhneln, nachgewiesen werden (Haar et
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al. 2019, Hehar et al. 2015, Mychasiuk et al. 2015). Zu den Anzeichen eines ADHS gehéren
Impulsivitat, Hyperaktivitdt, Konzentrationsschwache und Unaufmerksamkeit. Die
Entwicklung von Funktionen, wie Impulskontrolle, Aufrechterhaltung von Aufmerksamkeit
oder Kontrolle der motorischen Aktivitat, die beim ADHS gestért sind, sind assoziiert mit
den verschiedenen Entwicklungsstufen der kortikalen Reifung. Man geht daher davon aus,
dass nicht nur das Ausmalf der Schadigung, sondern auch der Zeitpunkt der Schadigung
bei juvenilen Ratten von Bedeutung ist fur die Entstehung von ADHS-Symptomen
(Mychasiuk et al. 2015, Sinopoli et al. 2012). In der vorliegenden Arbeit waren die Ratten
zum Zeitpunkt der Induktion des Traumas 21-25 Tage alt, dieses Alter bei juvenilen Ratten
entspricht in etwa dem Entwicklungsstand von 6—8 Jahre alten Kindern (Sengupta 2013),
so dass man bei den hier vorliegenden Versuchen davon ausgehen kann, dass der
Zeitpunkt der Schadigung ebenfalls eine Rolle flir das Ausmal’ und die Art der Schadigung
spielt. Die oben genannten Symptome des ADHS kdénnen tierexperimentell mit
verschiedenen Verhaltensversuchen, wie z.B. dem Beam Walking Test, dem Open Field
Test oder dem Go/No Go Task Test, untersucht werden. Mit dem OFT kann die
Hyperaktivitat, als ein Symptom des ADHS, Uberprift werden. Hierbei wird eine erhdhte
Agilitdt der Tiere als Mal} fiur die Hyperaktivitait im Vergleich zu gesunden Tieren
aufgezeichnet (Hehar et al. 2015).

Signifikante Unterschiede in der vorliegenden Arbeit zeigten sich im OFT zwischen der
Trauma- und Kontrollgruppe und teilweise auch zwischen der Trauma- und Shamgruppe.
Die Durchschnittsgeschwindigkeit sowohl in der 1. und 5. Minute des Tests, als auch die
Durchschnittgeschwindigkeit Uber die gesamten 5 Minuten war bei den Traumatieren
signifikant héher als bei den Kontrolltieren. Auch die Dauer des Aufenthalts in der inneren
Zone war bei der Traumagruppe in der 1. und 2. Minute des Tests signifikant langer als in
der Kontrollgruppe. Auch fir die Durchschnittsgeschwindigkeit in der 1. Minute ergaben
sich signifikante Unterschiede zwischen den Trauma- und Shamtieren. Die Tiere der
Traumagruppe waren insgesamt schneller als die Tiere der Shamgruppe. Insgesamt kann
aufgrund der oben erwahnten Ergebnisse davon ausgegangen werden, dass das SHT bei
den Traumatieren zu einer Verhaltensanderung im Form einer Hyperaktivitat gefuhrt hat.
Ob diese Hyperaktivitdt auf ein trauminduziertes ADHS zurlickzufiihren ist, lasst sich
anhand der vorliegenden Arbeit schlussendlich nicht klaren, da dazu noch andere
Verhaltenstest hatten durchgeflhrt werden mussen, um andere Symptome des ADHS, wie
Impulsivitdt oder Unaufmerksamkeit, nachzuweisen. Aber auch die Tiere der
Kontrollgruppe hielten sich, anders als zunachst erwartet, vermehrt in der inneren Zone 1
auf. FUr adulte Tiere wird, wie bereits oben beschrieben, eher ein angstlich vermeidendes
Verhalten fur den OFT erwartet (Almeida-Suhett et al. 2014, Wirth et al. 2017). Fur juvenile
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Tiere wurde in anderen Untersuchungen jedoch gesehen, dass gerade mannliche juvenile
Ratten, vor allem in der Pubertat, ein gesteigertes exploratives Verhalten im Sinne eines
vermehrten Verteidigungsverhaltens sowie einer erhdhten Risikobereitschaft zeigten
(Arakawa 2007, Douglas et al. 2003). Der Hoéhepunkt des gesteigerten explorativen
Verhaltens lag hierbei um den 35. Lebenstag herum (Arakawa 2007). Zusatzlich gibt es
Hinweise darauf, dass juvenile Ratten, die friih von der Mutter entwéhnt wurden, ebenfalls
ein vermehrtes exploratives Verhalten im OFT prasentieren, im Gegensatz zu juvenile
Ratten die eine spatere Entwdéhnung erfuhren (Ferdman et al. 2007). In der Studie von
Ferdman et al. entwéhnte man die Ratten, aus der Gruppe der frihen Entwdéhnung, am 21.
postnatalen Tag (Ferdman et al. 2007). In unserer Arbeit trennten wir die Tiere aller
Gruppen am 20. postnatalen Tag von der Mutter und hielten diese in Einzelkafigen.
Aufgrund der oben beschriebenen Umstande lasst sich erklaren, weshalb die Tiere der
Kontrollgruppe, genauso wie die Tiere der Trauma- und Shamgruppe, eine gesteigertes
exploratives Verhalten in der inneren Zone 1 der Testbox zeigten.

Die fehlenden Signifikanzen zwischen der Trauma- und Shamgruppe kénnten auf die
Auswahl der Narkosemedikamente zurlckgefuhrt werden. Zur Narkoseeinleitung bekamen
die Ratten Medetomidin und Ketanest intraperitoneal gespritzt. Ketanest hemmt einen
Rezeptorsubtyp des erregenden Transmitters Glutamat, der auch als NMDA-Rezeptor
bezeichnet wird. Das Rezeptorprotein umfasst einen unspezifischen lonenkanal, der vom
Ketanest blockiert wird. Hierbei handelt es sich um einen nicht-kompetitiven Antagonismus.
Nach Blockaden des NMDA-Rezeptors kommt es beim Menschen zur Bewusstlosigkeit, mit
dissoziativem Erleben und postnarkotischer Amnesie, sowie zur Analgesie (Lullmann et al.
2016). Die Aktivitdt der NMDA-Rezeptoren spielt in verschiedenen Stadien der
Gehirnentwicklung eine wichtige Rolle und die Rezeptordichte ist wahrend der Entwicklung
deutlich héher als im Erwachsenenalter (Chang et al. 2014). Nach experimenteller
medikamentoser Blockierung, sowohl kompetitiv als auch nicht-kompetitiv, der NMDA-
Rezeptoren bei 21-28 Tage alten Ratten fand man bei diesen, signifikant reduzierte
Gewichte des gesamten Gehirns. Bei Ratten ist dieser Zeitraum (Tag 21-28 postnatal) ein
kritischer Zeitpunkt fir die anatomische, funktionelle und auch neurochemische
Entwicklung des Gehirns. Diese Tiere zeigten in Verhaltenstests eine deutliche
Hyperaktivitat mit unkoordinierten Bewegungen (Facchinetti et al. 1993). Zusatzlich wurden
unterschiedliche Veranderungen auf Rezeptorebene nach Blockade des NMDA-Rezeptors,
wie z.B. eine erhohte Wiederaufnahme des Glutamats im Nucleus accumbens gefunden
(Facchinetti et al. 1994). Im Gesamten wird davon ausgegangen, dass eine eingeschrankte
Funktion des NMDA-Rezeptors bzw. die Blockade dieser, die Entwicklung der neuronalen

Schaltkreise wahrend sensibler Phasen der Hirnentwicklung beeinflusst (Chang et al.
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2014). Auch in anderen Studien wurde ein Zusammenhang zwischen der Entstehung eines
ADHS und einem beeintrachtigten NMDA-Rezeptor nachgewiesen (Archer et al. 2016, Qin
et al. 2016). Daher liegt es nah zu vermuten, dass auch in der vorliegenden Arbeit die Gabe
von Ketanest einen Einfluss auf die Entwicklung der neuronalen Schaltkreise im Gehirn bei
den Versuchstieren hatte. Die Shamtiere, die ebenfalls Ketanest bekamen, zeigten im OFT
ahnliche Verhaltensweisen, wie die Tiere mit einem milden SHT, was vermutlich auf die
Blockade der NMDA-Rezeptoren durch die Gabe von Ketanest zurlickzuflihren ist. Dadurch
werden wiederum die fehlenden Signifikanzen zwischen der Trauma- und Shamgruppe
erklarlich.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die oben beschriebenen Unterschiede in Bezug
auf die Aufenthaltsdauer, den zuriickgelegten Weg und die Durchschnittsgeschwindigkeit
in der inneren Zone 1 und aulieren Zone 2 ein Anhaltspunkt dafiir sein kénnten, dass
Verhaltensanderungen bei juvenilen Ratten nach mildem SHT entstehen. Bei fehlenden
Signifikanzen zwischen der Trauma- und Shamgruppe lasst sich nicht sicher ausschlief3en,
ob Narkosemedikamente ebenfalls Anderungen im Explorationsverhalten und
Aktivitatsniveau herbeiftihren.

Im Anschluss an den OFT, fand die Habituationsphase statt. Habituation ist definiert, als
die Abnahme der Reaktionen auf einen dargebotenen Reiz ohne positive oder negative
Konsequenzen. Der wiederholte Stimulus wird vom zentralen Nervensystem als unwichtig
eingestuft und eine Reaktion auf den Reiz unterbleibt (Ramaswami 2014). In unserer Arbeit
fand eine Gewohnung der Tiere an die Testarena an vier aufeinanderfolgenden Tagen statt.
Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen bestand nicht. Insgesamt sank aber
das Aktivitdtsniveau der Trauma- und Shamgruppe etwas langsamer als das der
Kontrollgruppe, was mdglicherweise auf die oben genannten ursachlichen Faktoren
zuruckzufihren ist.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der OFT ein geeigneter Test ist, um Schaden im
zentralen Nervensystem tber Anderungen im Verhalten, darzustellen.

Zusatzlich lasst sich ableiten, dass eine Veranderung des Verhaltens, im Sinne einer
Hyperaktivitat, nach Schadel-Hirn-Trauma der Traumatiere stattgefunden hatte. Ersichtlich
ist aber auch eine Verhaltensanderung der Shamtiere, die vermutlich auf die Modulation
neuronaler Strukturen auf Rezeptorebene durch Gabe von Ketanest zurtickzufiihren war.

Eine Habituation an die Testsituation hatte in allen Versuchsgruppen stattgefunden.
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5.4 Novelty Object Recognition Test

Tiermodelle, in denen mittels Verhaltenstests sowohl Gedachtnis- und Lernprozesse
untersucht werden, stehen schon seit Anfang des zwanzigsten Jahrhunderts im Interesse
der Forschung (Antunes et al. 2012). Bei Menschen kénnen diese Funktionen mit Sprache
in Wort und Schrift Gberprift werden. Da dies im Tiermodell nicht mdglich ist, missen
verschiedene Verhaltensmuster von Tieren betrachtet werden, um kognitive Funktionen zu
Uberprifen (Antunes et al. 2012).

Die Vorteile des NOR-Test sind, dass viele verschiedene Fragestellungen damit untersucht
werden kénnen, wie z.B. Lernen und Gedachtnis, Neugierverhalten sowie der Einfluss
bestimmter Hirnregionen in Bezug auf Lernen und Gedachtnis. Ebenso kann der Einfluss
von Medikamenten auf bestimmte Verhaltensweisen bzw. Hirnregionen betrachtet werden
(Antunes et al. 2012).

Ennaceur und Delacour entwickelten erstmalig den NOR-Test und folgerten, dass mittels
dieses Tests eine einfache Uberpriifung des Gedéchtnisses bei Nagetieren erfolgen kann
(Ennaceur et al. 1988). Mittlerweile ist dieser Test ein weit verbreitetes Modell zur
Uberpriifung von Gedachtnisinhalten und deren Veranderungen. Er eignet sich besonders
zur Uberprifung des Arbeits-, Kurzzeit- und Langzeitgedachtnisses (Antunes et al. 2012).
Dabei geht man davon aus, dass die Praferenz fir ein neues Objekt bedeutet, dass das
alte Objekt bereits im Gedachtnis der Ratte prasent ist (Ennaceur 2010). Dartber hinaus
werden die Ergebnisse des NOR-Tests sowohl von hippocampalen als auch von kortikalen
Lasionen beeinflusst (Buckmaster et al. 2004, Clark et al. 2000).

In der vorliegenden Arbeit fanden drei Testlaufe in vorher definierten Zeitabstanden statt.
Gemessen wurden dieselben Parameter wie beim OFT; von besonderer Bedeutung waren
aber hier die Parameter, die beziglich der neuen Objekte erhoben wurden. Im ersten
Testdurchlauf, der Eingewdhnungsphase, wurden den Tieren 2 gleiche Objekte, in diesem
Fall 2 Tassen, prasentiert. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen ergaben sich
bei keinem der gemessen Parameter, was auch primar nicht zu erwarten war. Es war
lediglich zu erkennen, dass die Tiere aller Gruppen trotz durchgefihrter Habituation, nach
Platzierung der Objekte, mehr Wegstrecke in der inneren Zone als in der dul3eren Zone
zurucklegten. Dies machte deutlich, dass eine Reaktion aller Ratten auf eine Veranderung
der Umwelt stattgefunden hatte. Offensichtlich scheint es in anderen Studien fir die
Ergebnisse der Testphase keinen Unterschied zu machen, ob flir die Eingewéhnungsphase
Objekte gewahlt wurden, die eine hohe oder niedrige Spontanaktivitdt bei den Tieren

ausloésten (Antunes et al. 2012), so dass auch in der vorliegenden Arbeit davon
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ausgegangen werde konnte, dass das erhdhte Aktivitatsniveau keinen Einfluss auf die
eigentlichen Testergebnisse hatte.

Im zweiten Testdurchgang, der 1. Testphase, wurde eine Stunde nach der Eingewdhnung
eine Tasse gegen eine Plastikbox ausgetauscht. Ziel war es hier sowohl das Arbeits- als
auch das Kurzzeitgedachtnis zu untersuchen, bzw. zu Uberprifen, ob es durch das milde
SHT zu Beeintrachtigungen bei den oben genannten Speichersystemen kam. In diesem
Testdurchlauf konnten signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen
gesehen werden, die auf Lasionen im Kurz- und Arbeitsgedachtnis hinwiesen. In einer
anderen Arbeit wurden ebenfalls traumatische Lasionen bei denselben Tieren, die flr die
Verhaltensversuche verwendet worden sind, nachgewiesen (Geers 2013). Hier wurde
sowohl vermehrt Inflammation, Apoptose und ein diffuses axonales Trauma als auch eine
Stérung der Blut-Hirn-Schranke im Thalamus und Hippocampus mit Hilfe
immunhistochemischer Methoden belegt (Geers 2013). In der Arbeit von Sychowski
(Sychowski et al. 2019) wurde ebenfalls vermehrt Neuroinflammation und ein Untergang
neuronaler Strukturen nach mildem SHT nachgewiesen.

Der Hippocampus, aber auch der Thalamus spielen eine wichtige Rolle in Bezug auf Lernen
und Gedachtnis und bei Lasionen in diesen Strukturen scheint es zu Beeintrachtigungen in
der Gedachtnisfunktion zu kommen, offenbar kommt es aber nicht zu einer vollstandigen
Amnesie bei Beschadigung oder Inaktivierung dieser Regionen, sondern nur zu
Funktionseinschrankung in bestimmten Teilen des Gedachtnisses (Oliveira et al. 2010). In
einer Studie von Pinar et al. (Pinar et al. 2019) wurde beschrieben, dass Schadigungen der
hippocampalen synaptischen Plastizitat zu Defiziten im Lernen und Gedachtnis fuhren
(Pinar et al. 2019). Zusatzlich gibt es Hinweise darauf, dass Strukturen anderer
Hirnregionen ebenfalls fir die Gedachtnisbildung von Bedeutung sind (Broadbent et al.
2010). Dabei spielen dem Hippocampus benachbarte kortikale Areale, wie der entorhinale,
perirhinale und der parahippocampale Cortex flr die normale Funktion des Gedachtnisses
eine Rolle (Baxter 2010). Der perirhinale Cortex gibt Informationen an den Hippocampus
weiter, ist aber auch gleichzeitig eine Eingangsstelle fur visuelle, olfaktorische und
somatosensorische Informationen, die wiederum essentiell fir die Wiedererkennung von
Objekten sind (Clarke et al. 2010), so dass davon ausgegangen wird, dass gerade der
perirhinale Cortex eine wichtige Rolle bei der Objekterkennung spielt und damit auch die
Ergebnisse des NOR-Tests beeinflusst. In unterschiedlichen Arbeiten wurde ein Defizit im
NOR-assoziierten Langzeitgedachtnis bei intaktem Kurzzeitgedachtnis, nach Ausschaltung
des Hippocampus, gesehen (Baker et al. 2002, Bruel-Jungerman et al. 2005, Clark et al.
2000, Hammond et al. 2004). In einer Studie von Albasser (Albasser et al. 2009) konnte

gezeigt werden, dass es bei Lasionen im perirhinalen Cortex zu signifikanten Korrelationen

70



Diskussion

mit den Ergebnissen des NOR-Tests kam. Je grdsser der Schaden in dieser Hirnregion
war, umso schlechter waren die Ergebnisse der Objekterkennung und die Tiere mit einer
Lasion im perirhinalen Cortex waren nach SHT nicht in der Lage, auch nach nur kurzen
Zeitintervallen zwischen Eingewdhnungs- und Testphase, zwischen dem neuen und dem
alten Objekt zur unterscheiden (Albasser et al. 2009). Hippocampus und der perirhinale
Cortex scheinen unterschiedliche Rollen bei der Objekterkennung zu spielen. Wahrend der
perirhinale Cortex daflir zustéandig ist Aussagen uber die Bekanntheit bzw. Neuheit eines
Objekt zu treffen und eher mit dem Kurzzeitgedachtnis assoziiert wird, ist der Hippocampus
fur die Gedachtnisbildung verantwortlich und reprasentiert dabei eher das
Langzeitgedachtnis (Hammond et al. 2004). Dadurch I&sst sich in der vorliegenden Arbeit
erklaren, warum es nur zu geringen signifikanten Unterschieden kam. Die Prasentation des
ersten unbekannten Objekts erfolgte eine Stunde nach der Eingewdhnung, um die Funktion
des Kurzzeitgedachtnisses zu Uberpriifen; eine Konsolidierung und damit eine Ubertragung
der Inhalte in das Langzeitgedachtnis ist hier, aufgrund des kurzen Zeitabstands, eher
unwahrscheinlich. Da es durch das von uns ausgeldste milde SHT nachweislich zu keiner
Schadigung im perirhinalen Cortex kam (Geers 2013), ist verstandlich, dass es im Bereich
des Kurzzeitgedachtnisses zu keiner Einschrankung der Kognition kam.

In der zweiten Testphase, dem dritten Testdurchgang, wurde 24 Stunden nach der
Eingewdhnungsphase eine Tasse gegen eine Desinfektionsflasche ausgetauscht. Hierbei
fand eine Uberprifung des Langzeitgedachtnisses statt. In der Arbeit von Marschner et al.
(Marschner et al. 2019) konnte nach Induktion eines milden SHT in Mausen eine
Schadigung im raumlichen Langzeitgedachtnis nachgewiesen werden, die jedoch nur
vorubergehend und reversibel waren (Marschner et al. 2019). In der vorliegenden Arbeit
ergaben sich Signifikanzen sowohl zwischen der Trauma- und Kontrollgruppe, als auch
zwischen der Trauma- und Shamgruppe. Insgesamt hielten sich die Tiere mit SHT langer
an dem schon im zweiten Testdurchgang verwendeten Objekt B auf und auch die Eintritte
in die Zone um das Objekt B herum war haufiger, als bei den Tieren ohne SHT, was auf
eine Stdrung des Langzeitgedachtnisses schliefien lassen kdnnte. Was bedeutet, dass das
bekannte Objekt nicht als bekannt erkannt wurde und somit eine Speicherung im
Langzeitgedachtnis nicht stattgefunden hatte. Die Konsolidierung von Information, also die
Speicherung bzw. Uberflilhrung vom Kurzzeit- in das Langzeitgedachtnis von
Informationen, scheint unter anderem ebenfalls abhangig vom Hippocampus zu sein
(Oliveira et al. 2010). Eine Schadigung oder Inhibierung dieser Hirnregion flhrt zu einer
Beeintrachtigung des anterograden Gedachtnisses (Broadbent et al. 2010), was hier die
Signifikanzen zwischen den Gruppen erklaren kdnnte, da in unserer Arbeit eine Schadigung

unter anderem im Hippocampus der Traumatiere nachzuweisen war (Geers 2013).
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In einer Arbeit von Goulart (Goulart et al. 2010) wird jedoch erwahnt, dass vor allem der
dorsale Hippocampus eine essentielle Rolle fur die Gedachtnisbildung bei der
Objekterkennung spielt. Bei den Tieren, die flr die Verhaltensversuche in unserer Arbeit
verwendet worden sind, ist vornehmlich im vorderen, also ventralen Hippocampusbereich
eine erhdhte Apoptoserate gesehen worden, wahrend die Apoptose im dorsalem Bereich
abnahm (Geers 2013). Dies kdnnte, neben anderen Ursachen, ein Grund fur die geringe
Anzahl an Signifikanzen zwischen der Trauma-, Sham- und Kontrollgruppe sein. Hierbei
kdnnte trotz geschadigter Strukturen eine Konsolidierung der Informationen, also
Speicherung des bekannten Objektes im Langzeitgedachtnis der Traumatiere, tGber noch
intakte dorsale Hippocampusbereiche stattgefunden haben.

Zudem konnte ursachlich fir die gering ausgepragten Unterschiede sein, dass die Tiere gut
an die Umgebung bzw. Umwelt, in der die Versuche stattfanden, gewdhnt waren. Es gibt
Anhaltspunkte dafiir, dass bei experimenteller Inaktivierung des Hippocampus das
Objekterkennungsgedéachtnis davon unberuhrt bleibt, wenn die Eingewdhnungsphase in
einem schon bekanntem Umfeld stattgefunden hatte (Oliveira et al. 2010). Dieser Effekt
scheint umso ausgepragter, je reizarmer die Umgebung war, an die die Tiere im Vorfeld
gewohnt worden waren (Oliveira et al. 2010), was in der vorliegenden Arbeit der Fall war.
Im Gegensatz dazu wird davon ausgegangen, dass der Hippocampus in die Konsolidierung
bzw. Encodierung involviert ist, wenn die Tiere an eine Umgebung mit vielen Umweltreizen
gewodhnt werden (Oliveira et al. 2010). In anderen Studien wurde ebenfalls bestatigt, dass
die hippocampale Konsolidierung beim NOR-Test hauptsachlich dann beteiligt ist, wenn die
Tiere sich in einem komplexen raumlichen Umfeld befinden und der Hippocampus bei der
Objekterkennung nur dann eine Rolle spielt, wenn fir den NOR-Test rdumliche oder
kontextabhangige Merkspuren von Bedeutung sind. Bei einer Minimierung der duf3eren
Reize durch die umgebende Umwelt fihrt dies zu keiner Beeintrachtigung des
Objekterkennungsgedachtnisses bei geschadigtem Hippocampus (Forwood et al. 2005,
Langston et al. 2010, Oliveira et al. 2010, Winters et al. 2004). Friher wurde dem
Hippocampus eine bedeutende Rolle fur das Gedachtnismodell zugeschrieben, viele
Studien haben mittlerweile demonstriert, dass die Inaktivierung des Hippocampus nicht
eine generalisierte Amnesie erzeugt, sondern nur eine Schadigung bestimmter Bereiche
des Gedachtnisses hervorruft, was wiederum die These des Mehrspeichermodells
unterstutzt (Poldrack et al. 2003). Bisher ist noch nicht vollstdndig geklart, welche
Strukturen des Gehirns sich funktionell bezuglich der Objekterkennung mit dem
Hippocampus Uberschneiden, hierbei scheint ebenfalls der anatomisch benachbarte
perirhinale Kortex flr die Funktion des Langzeitgedachtnisses eine wichtige Rolle in diesem

System zu spielen (Oliveira et al. 2010, Winters et al. 2008). Alle oben genannten
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Mechanismen machen deutlich, warum die Unterschiede bezliglich der Gedachtnisleistung
in dem von uns durchgefiihrten NOR-Test eher gering waren. Nicht nur das milde Trauma,
sondern auch unterschiedliche Wege zur Uberfiilhrung der Informationen in das
Langezeitgedachtnis spielen offenbar eine Rolle bei der Entstehung der Ergebnisse der
hier durchgefuhrten Verhaltenstests.

Unterschiede zwischen der Sham- und Kontrollgruppe in Bezug auf die kognitive Leistung,
waren im NOR-Test nicht erkennbar. Die Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass sowohl
die Sham- als auch die Kontrollgruppe das bekannte Objekt als bekannt erkannten und nur
die Traumatiere hier ein kognitives Defizit aufwiesen, so dass davon ausgegangen werden
konnte, dass die Narkosemedikamente keinen Einfluss auf die Gedachtnisleistung hatten.
In einer Studie von Goulart (Goulart et al. 2010) wurde jedoch ein hemmender Effekt auf
die Gedachtniskonsolidierung nach Gabe von Ketamin nachgewiesen. Hier wurde eine
Beeintrachtigung des Langzeitgedachtnisses nach Gabe der Substanz gezeigt, die jedoch
dosisabhangig war. Ketamin verhindert dabei die Produktion des brain-derived neurotrophic
factor (BDNF), das wahrscheinlich bei Lernprozessen vermehrt im Hippocampus gebildet
wird und diesen bei Lernvorgangen unterstitzt (Antunes et al. 2012, Goulart et al. 2010).
Hier wurde von Goulart et al. allerdings der Zeitpunkt, an dem das Medikament gegeben
wurde, anders gewahlt und lag deutlich ndher an den Verhaltensversuchen als in der
vorliegenden Arbeit.

Schlussendlich lasst sich sagen, dass in der vorliegenden Arbeit mittels des NOR-Tests ein
Einfluss auf Verhalten und Kognition nach SHT in Teilaspekten zu belegen war. Ein
Schadigung bestimmter Hirnstrukturen hatte nachweislich stattgefunden (Geers 2013), so
dass davon ausgegangen werden konnte, dass die oben genannten Faktoren ursachlich
fur die beschriebenen Ergebnisse und die geringen Signifikanzen waren. Der NOR-Test
scheint eine ausreichende Sensitivitat zu besitzen, um zumindest in bestimmten Bereichen
Beeintrachtigungen nach einem milden SHT oder nach Gabe von Medikamenten zu
detektieren. Das Alter der juvenilen Ratten scheint fiur den NOR-Test keine Rolle zu spielen.
Reger (Reger et al. 2009) beschrieb in seiner Arbeit, dass adulte und juvenile Ratten gleiche
Ergebnisse im NOR-Test erzielten, lediglich neonatale bzw. Ratten, die frisch von der
Mutter entwdhnt waren, zeigten Defizite im Langzeitgedachtnis. Die Entwicklung des
medialen temporalen Lappens, derjenigen Hirnregion, die u.a. flr die Objekterkennung
zustandig ist, ist in der juvenilen Phase der Ratten bereits abgeschlossen. Bei jungeren
Ratten kann die fehlende Ausreifung der o.g. Hirnstrukturen jedoch noch zur einer
sinfantilen Amnesie“ fuhren (Reger et al. 2009), was in der vorliegenden Arbeit aber nicht

von Bedeutung war.
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Schlussendlich lasst sich mittels des NOR-Tests ein kognitives Defizit im Bereich des
Arbeits-, Kurz- und Langzeitgedachtnisses belegen, auch wenn nur Teile der
Hirnstrukturen, die an der Gedachtnisbildung beteiligt sind, geschadigt waren. Dies
wiederum lasst auf eine hohe Sensitivitat des NOR-Tests in Bezug auf Beeintrachtigungen

des Gedachtnisses schlieflien.
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5.5 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit gelang die Induktion eines milden SHT mittels des modifizierten
Weight Drop Modells nach Adelson fur juvenile Ratten. Der direkte immunhistochemische
Nachweis des Traumas wurde hierbei bei den gleichen Ratten in einer anderen Arbeit
gefuhrt (Geers 2013).

Weiterhin konnte im Open Field Test, eine Verhaltensanderung in Form einer Hyperaktivitat
gezeigt werden, die am ehesten mit den Symptomen eines ADHS bei Kindern oder
Jugendlichen vereinbar ist. Ein zusatzlicher Einfluss auf exploratives Verhalten nach Gabe
von Ketanest lasst sich im OFT nicht sicher ausschlieRen. Auch im Novelty Object
Recognition Test gelang der Nachweis von Teilbeeintrachtigungen der
Gedachtnisleistungen nach SHT. Hierbei ergaben sich aber signifikante Unterschiede
zwischen der Trauma- und Shamgruppe, so dass Einflisse der Narkose auf die Ergebnisse
des NOR-Tests zumindest ausgeschlossen werden konnten.

Das milde SHT ist eines der haufigsten Griinde fir erworbene Behinderungen in der
Kindheit und ist mit 90% die haufigste Form des SHTs bei Kindern und Jugendlichen
(Brunnberg et al. 2012). Trotz der grof3en klinischen Bedeutung wird das milde SHT immer
noch zu selten diagnostiziert und fuhrt daher nicht selten zu Hirnschadigungen (Simma et
al. 2016). Neuere Analysen zeigen einen Zusammenhang zu neurodegenerativen
Erkrankungen wie Demenz, Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson durch
Amyloidablagerungen im Gehirn (Simma et al. 2016). Kinder, die nach einem mildem SHT
an einem ADHS erkrankt sind, leiden haufig in der Adoleszenz sowie im frihen
Erwachsenenalter unter Lernschwierigkeiten, Sozialisierungsstérung und zusatzlichen
psychiatrischen Erkrankungen (Klein et al. 2012). ADHS sowie die damit verbunden Folgen
verursachen mit einer der hdéchsten Kosten im Gesundheitssystem (Matthews et al. 2014)
und auch die gesellschaftlichen Auswirkungen, wie z.B. Beeintrachtigungen durch ADHS
im Stralenverkehr, Verbindung zwischen aggressiv-dissozialem Verhalten oder
Strafvollzug und ADHS, sind von Bedeutung (Petermann et al. 2013). Daher ist es von
hohem klinischen Nutzen, die Pathomechanismen nach SHT bei Kindern genauer zu
untersuchen, um die Diagnostik und die geeignete Therapie nach mildem SHT zu
verbessern und um neurologischen Langzeitfolgen und weitere Schaden zu vermeiden.
(Simma et al. 2016).

Unser Modell stellt einen geeigneten Versuchsaufbau, zum Nachweis von Anderungen in
Verhalten und Kognition in juvenilen Ratten nach mildem SHT dar. Zusammenfassend lasst
sich sagen, dass sich mittels des Novelty Object Recognition Tests kognitive Defizite

sowohl im Kurz-, Arbeits- und Langzeitgedachtnis nachweisen lassen auch wenn nur
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Teilaspekte des Gedachtnisses Schadigungen aufwiesen, was flr die Sensitivitat des Tests
spricht. Die Ergebnisse bilden daher eine Grundlage fur weiterfihrende Untersuchungen,
um andere kognitive Defizite nach mildem SHT tierexperimentell zu belegen, die der NOR-
Test nicht detektieren kann, wie z.B. der Water Maze Test, der das raumliche Lernen von
Nagern Uberpruft (Vorhees et al. 2006) oder der Beam Walking Test, der feinmotorische
Defizite bei Nagern detektieren kann (Mychasiuk et al. 2015). Auch der Open Field Test
belegt eine Anderung im Verhalten nach einem mildem SHT. Da es hier einen Hinweis auf
ein ADHS nach mildem SHT gibt, kénnte in anderen Verhaltenstests, die andere Symptome
des ADHS, als die Hyperaktivitat, identifizieren weiter untersucht werden, wie z.B. der
Go/No-Go Task, der eine gesteigerte Impulsivitat bei Nagern erkennen kann (Mychasiuk et
al. 2015). Jedoch musste fir folgende Untersuchungen eine andere Auswahl der
Narkosemedikamente erfolgen, um Auswirkungen dieser auf Verhaltenmzu vermeiden.

Zusatzlich zeigen die Tests, dass bereits Beeintrachtigungen, die durch ein mildes SHT
erzeugt werden und die nicht mit einer signifikanten Schadigung der Hirnstruktur
einhergehen kognitive Defizite und Verhaltensanderungen ausldésen kdnnen. Damit wurde
in dieser Arbeit ein Modell etabliert, dessen tierexperimentellen Ergebnisse sich zumindest
in Grundzigen in den Bereich der Humanmedizin Ubertragen lassen. Darauf aufbauend
lassen sich wiederum in weiterfihrenden Studien adaquate Therapieformen, zur

Minimierung von neurologischen Langzeitschaden, etablieren.
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