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1. Zusammenfassung

Weltweit erleiden 50-60 Millionen Menschen pro Jahr ein Schadel-Hirn-Trauma (SHT), hiervon
werden 90% als leichtes SHT, auch als ,Gehirnerschitterung® bezeichnet, eingestuft.
Wahrend sich die meisten Betroffenen innerhalb weniger Wochen von ihrer Verletzung
erholen, ist ein gewisser Anteil der Betroffenen jedoch Wochen und Monate spater nicht von
der Verletzung genesen und zeigt langandauernde Beeintrachtigungen. Besonders repetitive
Gehirnerschitterungen werden mit der neurodegenerativen Erkrankung chronisch-
traumatische Enzephalopathie (CTE) in Verbindung gebracht. Die Pathophysiologie der CTE
ist noch nicht vollstandig verstanden und Gegenstand aktueller Forschungsbestrebungen.
Diskutiert werden anhaltende Stérungen der Blut-Hirn-Schranke und des glymphatischen
Systems als potenzielle Mechanismen der Krankheitsentstehung nach wiederholten

traumatischen Hirnschadigungen.

Um die Pathophysiologie der sekundadren Neurodegeneration nach repetitiver
Gehirnerschitterung zu untersuchen, bedienten wir uns des in der Arbeitsgruppe etablierten
Closed-Head-Impact-Modells. Hierzu wurden mannliche C56BIl/6J-Mause entweder einmalig
oder mehrfach, letzteres wiederum nieder- und hochfrequent, einer Gehirnerschitterung
unterworfen und zum subakuten (1 Woche; n = 18) und chronischen (3 Monate; n = 34)
Zeitpunkt ex vivo immunhistochemisch untersucht. Hier dienten Aquaporin-4 und GFAP als
Marker flr mikrovaskuldre Veranderungen sowie Beeintrachtigungen des glymphatischen
Systems, das Immunglobulin G-Extravasat sowie das Tight-Junction-Proteins Zonula
Occludens-1 als Surrogat einer Blut-Hirn-Schrankenstérung, und phosphoryliertes Tau-
Protein als Marker fur neurodegenerative Veranderungen. In einem weiteren Versuchsteil
erfolgte die praventive Gabe von Dexamethason zur Stabilisierung der Blut-Hirn-Schranke

uber 10 Tage im Vergleich zu einem verabreichten Placebo.

Mikrovaskulare Veranderungen wurden anhand der GefalRbedeckung (engl. ,Coverage®)
durch Aquaporin-4 und GFAP als Parameter fur die Bedeckung der Gefalde durch astrozytare
EndfiRe ermittelt. Zur Charakterisierung des glymphatischen Systems erfolgte die
Untersuchung und Quantifizierung der Augaporin-4-Polarisation. Zum chronischen Zeitpunkt,
82 Tage nach Gehirnerschutterung, konnten signifikante Veranderungen der Aquaporin-4- und
der GFAP-Coverage der zerebralen Gefalte im Thalamus in den hochfrequent traumatisierten
Tieren dargestellt werden. In der subakuten Phase, 7 Tage nach dem Trauma, zeigte diese
Gruppe einen Trend zu einer Erhdhung der Aquaporin-4-Coverage im Thalamus. In der mit

Dexamethason behandelten Gruppe zeigte sich ein Trend zur Erhéhung der kortikalen und
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hippocampalen Aquaporin-4-, sowie der kortikalen GFAP-Coverage im Vergleich zu der

Placebo-behandelten Kontrollgruppe.

Zusammenfassend konnte im vorliegenden Versuchsvorhaben eine chronische Stérung der
mikrovaskularen Architektur im Thalamus nach hochfrequenter Gehirnerschitterung
nachgewiesen werden. Der Nachweis eines statistischen Zusammenhangs der
mikrovaskularen Veranderungen mit dem vermehrten Auftreten einer Blut-Hirn-Schranken-
Stérung und neurodegenerativen Marker konnte allerdings nicht erbracht werden. Die
vorliegenden Ergebnisse machen ein multifaktorielles Geschehen wahrscheinlich und dienen

als Grundlage zuklnftiger Forschungsvorhaben.
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2. Einleitung

2.1 Schadel-Hirn-Traumata (SHT)

Schadel-Hirn-Traumata (engl. ,traumatic brain injury®, TBI) stellen ein weltweites Problem und
einen bedeutenden Grund von bleibenden Beeintrachtigungen und Folgekrankheiten dar.’
Von allen neurologischen Erkrankungen treten sie mit einer geschatzten Gesamtinzidenz von
jahrlich weltweit 50-60 Millionen betroffenen Patienten am haufigsten auf.?3
Schadel-Hirn-Traumata (SHT) werden durch eine aullere Krafteinwirkung verursacht, welche
eine Storung der Hirnfunktionen oder andere Pathologien des Gehirns zur Folge hat.* Sie
werden auf verschiedene Arten unterteilt. Eine gangige anatomische Einteilung benennt
,2offene” SHT, bei eréffneter Dura Mater mit Verbindung zur AuRenwelt, und geschlossene SHT
bei intakter Dura Mater.®

Die Stratifikation des Schweregrades erfolgt anhand verschiedener Kriterien und ist im
Krankheitsverlauf stetig zu reevaluieren, da es sich bei Schadel-Hirn-Traumata um eine
Verletzung mit dynamischer klinischer Prasentation handelt.>® Der Schweregrad der
Verletzung kann anhand verschiedener Parameter beschrieben werden, wobei Angaben
hierzu in der Literatur variieren. Gebrauchlich ist die Beurteilung des Grades der
Bewusstseinsstérung anhand der Glasgow-Coma-Scale’ (GCS), wobei dieser sequenziell
erhoben werden sollte.®® Andere Autoren beziehen ebenfalls die Dauer der Bewusstlosigkeit,

der posttraumatischen Amnesie und Auffalligkeiten in der neurologischen Bildgebung mit ein.®

Schweregrad
Leicht 13-15 0-1 Tag unauffallig 0-30 Minuten
Mittelgradig 12-9 >1Tagund <7 Unauffallig oder 30 Minuten bis
Tagen auffallig <24 Stunden
Schwer <9 >7 Tage Unauffallig oder >24 Stunden
auffallig

Abbildung 1: Detaillierte Stratifikation der Schweregrade eines Schéadel-Hirn-Traumas anhand mehrerer
Parameter. Wenn der Patient eines oder mehrere Kriterien einer hoheren Klassifikation aufweist, wird die hohere
Klassifikation vergeben. Der GCS bezieht sich auf den bestverfligbaren Punktwert innerhalb der ersten 24 Stunden
nach dem Trauma. Eigene Abbildung, angelehnt an ,Clinical practice guideline for the management and
rehabilitation of post-acute mild traumatic brain injury” (2021) des Department of Veteran Affairs/Defense der USA.°
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2.2 ,Mild traumatic brain injury” (mTBI) und “Gehirnerschitterung“

Als “mild traumatic brain injury” (mTBI) werden im klinisch-wissenschaftlichen Sprachgebrauch
Schadel-Hirn-Traumata bezeichnet, welche als leichtgradig eingestuft werden.

Die Definitionen der mTBI und Gehirnerschitterung, sowie die Abgrenzung der beiden Begriffe
voneinander, waren in der Vergangenheit Gegenstand wissenschaftlicher Debatten. Die
Begriffe ,mTBI“ und Gehirnerschitterung® sind in Leitlinien und Literatur teilweise synonym
verwendet worden.’®'2 Andere Autoren sahen die Gehirnerschiitterung oder “Concussive
Brain Injury” (CBI) als Subklasse im Spektrum der mTBl. Die mTBI ist ein Begriff der
Akutmedizin mit Betonung der initialen Bewusstseinsstdrung, wahrend der Begriff der
Gehirnerschitterung eine klinische Beschreibung einer neurologischen Funktionsstérung
nach relevantem Trauma darstellt. 1315

Die im Jahr 2004 getroffene und durch die ,WHO Collaborating Centre Task Force on Mild
Traumatic Brain Injury” angepasste Definition des American Congress of Rehabilitation
Medicine (ACRM) war bislang allgemein anerkannt.'® Diese wurde im Jahr 2023 durch das
Expertenpanel der mTBI-Task Force des ACRM erneut angepasst und setzt sich aktuell wie
folgt zusammen:

Eine mTBI wird diagnostiziert, wenn ein plausibler Verletzungsmechanismus vorlag und
zusatzlich eines oder mehrere der folgenden Kriterien (1-3) zutreffen und auf eine

Hirnverletzung hinweisen:

1. Eines oder mehrere klinische Zeichen (objektiv), im zeitlichen Zusammenhang mit
dem Unfall;

2. Zwei oder mehr neu aufgetretene oder akut verschlechterte, klinische Symptome
(subjektiv) und zusatzlich ein klinischer oder laborchemischer Befund;

3. Auffallige Befunde in der neurologischen Bildgebung mittels CT oder MRT
(Kontusionen oder Blutungen)

Die Symptome und Befunde sind nicht auf andere Pathologien, Medikation, Vorerkrankungen,
Begleitzustande oder Intoxikationen zurlickzufiihren.'® Eine detaillierte Beschreibung
klinischer Zeichen und Symptome findet sich in Kapitel 2.5.

Uneinigkeit besteht weiterhin hinsichtlich des Vorliegens von strukturellen Pathologien als Ein-
oder Ausschlusskriterium fir die Diagnose einer mTBI. So klassifiziert das ,Department of
Veterans Affairs“ der USA eine TBI als mittelgradig oder schwer, sobald strukturelle
Pathologien in der neurologischen Bildgebung vorhanden sind.® Die ACRM empfiehlt, im Falle
struktureller Lasionen die Bezeichnung ,mTBIl mit Nachweis struktureller, intrakranieller

Verletzungen*“ zu verwenden.'®
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Nach Meinung verschiedener Autoren ist aber eine Gehirnerschitterung eine kurzzeitige
Unterbrechung der physiologischen neuronalen Prozesse, von kurzlebiger Dauer und im
Verlauf selbstlimitierend, ohne makrostrukturelle Schadigungen in der neurologischen
Bildgebung.'+'”

Das ACRM tragt dieser Ansicht in seiner Definition Rechnung, indem diese die Moglichkeit
mikrostruktureller, in konventioneller Bildgebung nicht sichtbarer Schadigungen und
funktioneller Beeintrachtigungen beinhaltet und damit die Gehirnerschitterung als eine
Subklasse der mTBI einordnet:

,Die diagnostische Bezeichnung ,Gehirnerschitterung” kann synonym mit der Bezeichnung
Jleichtes Schadel-Hirn-Trauma“ verwendet werden, wenn die neurologische Bildgebung
normal oder nicht klinisch indiziert ist.“" (Ubersetzt aus: Silverberg et al.: , The American
Congress of Rehabilitation Medicine Diagnostic Criteria for Mild Traumatic Brain Injury”,
(2023), Seite 1348)

Im Folgenden wird der Begriff der Gehirnerschitterung gebraucht, da sich das in der
vorliegenden Studie genutzte Traumamodell durch eine unauffallige, neurologische
Bildgebung auszeichnet und damit die aktuellen Kriterien des ACRM flr das diagnostische

Label der Gehirnerschtterung erflllt.

Plausibler Verletzungsmechanismus?

Eines oder mehrere der folgenden Kriterien sind erflllt

_— | N

Ein oder mehrere Mind. 2 akute Pathologische
klinische Zeichen, Symptome und Befunde in CT oder
die auf die mind. 1 klinischer MRT, die auf eine
Hirnverletzung oder laborche- traumatische
zurtickzufiihren sind mischer Befund, die Hirnverletzung

auf die hinweisen

Hirnverletzung
zurlickzuflihren sind

Die Bezeichnung , leicht” darf nicht vergeben werden, wenn folgende Kriterien zutreffen: “Kriterien der mTBI erflllt
Bewusstlosigkeit >30 Minuten Dauer ohne
Post-traumatische Amnesie >24 Stunden Dauer Indikation oder
Ein GCS <13 30 Minuten nach dem Trauma Auffalligkeiten in der

neurologischen Bildgebung

l

»Gehirnerschitterung”

Die erhobenen Befunde und Symptome durfen nicht durch andere Faktoren erklarbar sein.

Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung der Klassifikation der mTBI nach den Kriterien des ACRM. 15 Eigene
Abbildung.
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2.3 Epidemiologie von SHT und der Unterform mTBI

Die Inzidenzen von SHT nehmen weltweit zu und stellen eine zunehmende Belastung fir die
Gesundheitssysteme dar. '8 Studien zur Inzidenz der SHT aller Schweregrade schéatzen eine
jahrliche Inzidenz von 50 bis 60 Millionen SHT weltweit, wovon 90% als mTBI eingestuft
werden.2'®1% Die hochsten Inzidenzen von SHT aller Schweregrade finden sich bei Kindern
und jungen Erwachsenen — die meisten Betroffenen sind dabei Jungen und Manner.218.20.21
Betrachtet man mTBI isoliert, so finden sich zwei Altersgipfel: Kinder und junge Erwachsene,
gefolgt von weiblichen Senioren.?'9222 |n einer kanadischen Studie konnten die hochsten
Inzidenzen bei Kindern unter 5 Jahren und weiblichen Personen Uber 60 Jahren verzeichnet
werden.??

Die Verletzungsmechanismen, welche grundsatzlich zu einem SHT (unabhangig vom
Schweregrad) fluhren, variieren regionsspezifisch und altersabhangig. Weltweit sind die
dominierenden Verletzungsmechanismen Stirze, Verkehrsunfalle und Gewaltdelikte. 2182023
Kinder und Senioren erleiden meist Stlirze, junge Erwachsene sind von Verkehrsunfallen und
Gewaltdelikten betroffen.? In Landern mit niedrigem bis mittlerem Einkommen sind SHT
oftmals die Folge von Verkehrsunfallen?, wahrend in Landern mit hohem Einkommen oftmals
Stlrze urséachlich sind.21921.23

Epidemiologische Studien zur Inzidenz von SHT und der Unterform mTBI berichten
heterogene Inzidenzen, je nachdem ob es sich um einen auf Krankenhausdaten basierenden
Ansatz oder eine Populationsstudie handelt.22%?? Letztere vermelden hohere Inzidenzen, da
in diesem Ansatz auch Falle aus Hausarztpraxen erfasst werden, welche nicht in einem
Krankenhaus vorstellig werden.? 1822

Anzumerken ist zudem, dass die Inzidenzen der SHT allgemein hoch sind, die Mortalitat aber
vergleichsweise gering. Dies deutet darauf hin, dass ein betrachtlicher Teil der Betroffenen die
Verletzung zwar Uberlebt, aber mit neurologischen Folgen und Einschrankungen lebt."2
Hervorzuheben ist hier die mTBI: Obwohl als ,leicht* klassifiziert, erholt sich auch hier bis zur

Halfte der Betroffenen nach sechs Monaten nur unvollstandig.'%25-28
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2.4 Gehirnerschiitterungen im Sport

Zunehmend an Bedeutung gewinnen Gehirnerschitterungen im Kontext von sportlichen
Wettkdmpfen. Sportler kbnnen im Laufe einer professionellen Karriere wiederholte (repetitive)
Gehirnerschutterungen erleiden. Diese werden als Risikofaktoren fur langerdauernde
Beeintrachtigungen und neurodegenerative Erkrankungen kontrovers diskutiert.?**° Der
Begriff der sport-assoziierten Gehirnerschitterung (SaG) ist durch das ,Consensus Statement
on Concussion in Sport“ der Concussion in Sport Group (CISG), einem internationalen
Expertenpanel, definiert und als Orientierung im Management und der Behandlung betroffener

Athleten zu verstehen.17:3!

1.) Eine SaG ist eine traumatische Hirnverletzung, welche wahrend sportlicher Betatigung
durch eine Krafteinwirkung gegen den Kopf, Nacken oder Kérper ausgeldst wird.

2.) Hierdurch entsteht eine Kaskade aus Veranderungen des Neurometabolismus und des
Gleichgewichts an Neurotransmittern, Veranderungen des zerebralen Blutflusses,
moglicherweise Verletzung von Axonen und Neuroinflammation.

3.) Diese rufen Symptome hervor, welche unmittelbar vorhanden sind, sich aber auch
Minuten bis Stunden nach dem Trauma entwickeln und fir einige Tage anhalten
koénnen. In einigen Fallen kann die Dauer der Symptome verlangert sein. Eine SaG
kann mit Bewusstlosigkeit einhergehen.

4.) Die neurologische Standard-Bildgebung ergibt keine Auffalligkeiten.

5.) Die Symptome und Zeichen sind nicht besser durch Medikamente, Drogen- oder

Alkoholgebrauch, oder andere (Begleit-) Erkrankungen des Betroffenen zu erklaren.!”

Die hdéchsten Raten an SAGs lagen einer Metaanalyse von 83 Studien zufolge in
Kollisionssportarten wie Rugby, gefolgt von American Football und Eishockey.*? Weibliche
Sportlerinnen haben ein hoheres Risiko, eine SaG zu erleiden als ihre mannlichen Kollegen.*?
Zudem ist das Risiko, eine SaG zu erleiden im Wettkampf hoher als im Training.*?

Das Management einer SaG sieht bereits beim ersten Verdacht eine Herausnahme des
betroffenen Spielers aus dem Spielgeschehen vor, da die Symptome einer SaG zeitverzdgert
auftreten kodnnen und eine sichere Beurteilung erschweren. Es wird in diesen Fallen
empfohlen, eine reduzierte Exposition gegenuber akustischen und optischen Reizen
(Bildschirmarbeit) von 24 bis 48 Stunden einzuhalten, gefolgt von einer schrittweisen
Wiedereingliederung in Arbeit oder Schule und die sportliche Betatigung anhand sogenannter
,Return-to-Sport“ und ,Return-to-Learn“-Protokolle.'”

Obwohl die Auswirkungen einer isolierten SaG in der Regel zeitlich limitiert sind, sind auch

langerdauernde Beeintrachtigungen moglich.®® Aufmerksamkeit erregten Berichte, die

15



wiederholte Gehirnerschitterungen im Sport mit einem erhdhten Risiko neurodegenerativer
Erkrankungen in Verbindung brachten. Bei FulRballspielern konnte eine erhéhte Mortalitat an
neurodegenerativen Erkrankungen im Vergleich mit der Normalbevdlkerung aufgezeigt
werden.** Eine Studie an ehemaligen amerikanischen Footballspielern ergab, dass Spieler,
welche drei oder mehr SaGs erlitten hatten, eine flinffach héhere Pravalenz leichter kognitiver
Beeintrachtigungen hatten als Spieler ohne SaG in der Vorgeschichte und tendenziell jinger
an Alzheimer erkrankten als der Durchschnitt der amerikanischen Bevolkerung.®® Es konnte
ebenfalls ein Zusammenhang zwischen der Zahl repetitiver Kopfstdl3e, welche nicht in einer
Gehirnerschutterung mundeten, und dem Vorliegen einer chronisch-traumatischen
Enzephalopathie gezeigt werden.*® Zudem zeigte eine retrospektive Kohortenstudie von
Daneshvar et Al. eine hohere Inzidenz der neurodegenerativen Erkrankung ALS in ehemaligen
professionellen American Footballspielern gegenlber der amerikanischen Bevolkerung, wobei
die Autoren einen mdglichen Zusammenhang zwischen wiederholten Kopfstdlden und einem

erhohten Erkrankungsrisiko diskutieren.®”

2.5 Klinisches Bild

Gehirnerschitterungen kénnen ein vielgestaltiges, klinisches Bild zeigen. Zu unterscheiden ist
zwischen Zeichen und Symptomen. Die Symptome einer Gehirnerschiitterung kdnnen
unmittelbar nach dem Trauma auftreten oder sich zeitverzogert Uber Stunden entwickeln,
weshalb eine wiederholte Evaluation und Beobachtung der betroffenen Patienten wichtig
ist.’3® Zu den unmittelbar auftretenden, beobachtbaren Zeichen einer Gehirnerschiitterung
gehoren: Bewusstlosigkeit unter 30 Minuten Dauer; Stérungen der Koordination von Rumpf-
und Extremitaten; Amnesie; Verwirrung; Gleichgewichtsprobleme; Anderungen des
Verhaltens; Krampfanfalle und tonische Kdorperhaltung. Diese kdnnen, mussen jedoch nicht
immer, vorhanden sein.'®'"%83% Die von Patienten berichteten Symptome sind vielfaltig und
kénnen verschiedene Domanen umfassen. Reddy et al. teilen berichtete Symptome in vier
Kategorien ein: kognitive Symptome, somatische Symptome, Stérungen des Schlafes und
emotionale Veranderungen.®® Diese konnen direkt nach dem Trauma auftreten oder sich im
zeitlichen Verlauf entwickeln.®'#% Auftretende Schlafprobleme kdnnen erst im Verlauf beurteilt
werden.*® Die Symptome nach Gehirnerschiitterungen sind unspezifisch und werden auch
von unverletzten Personen erlebt.#%2 Die am haufigsten berichteten Symptome sind
Kopfschmerzen, Fatigue, Konzentrationsprobleme, kognitive Verlangsamung, Schlafrigkeit,
Stoérungen des Gleichgewichts und ein Gefiihl des ,benebelt seins“.#*4? Weibliche Betroffene
berichteten schon vor der Verletzung eine hohere Anzahl vermeintlicher
,Gehirnerschitterungssymptome®, nach der Verletzung glichen sich die berichteten

Beschwerden denen der mannlichen Teilnehmer an.*!
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Die meisten Patienten erholen sich innerhalb von wenigen Tagen bis einigen Wochen von ihrer
Verletzung.®® Neuere Studien deuten auf eine deutlich langere Persistenz der Symptome hin
und zeigen auch nach Monaten noch funktionelle Beeintrachtigungen.*>#® Als Confounder flr
die unterschiedlichen Erholungszeiten zwischen Gehirnerschiitterungen im Sport und
anderweitig erlittenen, leichten SHT werden Unterschiede der Verletzungsmechanismen und
-intensitaten, Begleitverletzungen und Patientenkollektive diskutiert. 4445

Eine héhere Symptomlast zu Anfang ist mit einer hdheren Wahrscheinlichkeit fur einen
verzogerten Heilungsverlauf und persistierende Beschwerden vergesellschaftet.**4® Auch sind
vorbestehende psychiatrische Erkrankungen und das weibliche Geschlecht mit einem
erhohten Risiko persistierender Symptome assoziiert.*® Zudem scheint eine stattgehabte
Gehirnerschutterung mit einem erhohten Risiko fur eine weitere Gehirnerschitterung

verbunden zu sein.*?

Symptomdomaénen
Kognitiv Emotional Somatisch Schlaf
Konzentrationsstérungen Reizbarkeit Kopfschmerzen Schwierigkeiten
einzuschlafen
Gedachtnisstorungen Traurigkeit Schwindel
Durchschlafstorungen
Fatigue Angstlichkeit Gleichgewichtsstorungen

UbermaBges oder

Gefuhl ,,im Nebel zu sein“ Depressive Verstimmungen Ubelkeit verringertes
Schlafbedurfnis

Gefuihl ,,verlangsamt zu sein“ Licht- und
Gerauschempfindlichkeit

Abbildung 3: Symptome nach Gehirnerschiitterung, aufgeteilt in vier Doméanen nach Reddy. Nach einer
Gehirnerschitterung, aber auch im Rahmen eines Post-Concussion-Syndroms, ist eine Vielzahl an Symptomen
moglich.®38:39

Beobachtbare Zeichen einer Gehirnerschutterung

Zeichen: Beispiel:
Bewusstlosigkeit » Person liegt regungslos; fallt auf den Boden, ohne

sich abzufangen

Verwirrtheit oder Desorientiertheit »> Die Person sieht verwirrt aus oder schaut verwirrt
umbher; versteht Anweisungen nicht, beantwortet
Fragen inadaquat

Krampfanfalle, tonische Kérperhaltung » Person zuckt, versteifte Korperhaltung
Koordinations- oder Gleichgewichtsstorungen » Person bewegt sich ungeschickt, fallt oder stolpert
Amnesie » Vergisst Events unmittelbar vor oder nach dem
Trauma
Zeigt Veranderungen des Verhaltens und/oder » Bewegt oder artikuliert sich verlangsamt;
der Personlichkeit gesteigerte Reizbarkeit

Abbildung 4: Beobachtbare Zeichen, die auf eine mogliche Gehirnerschiitterung hindeuten. 7:38.39.50,51
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2.6 Diagnostik

Die Ersteinschatzung im  akuten Setting erfolgt mittels Beurteilung des
Bewusstseinszustandes anhand der Glasgow-Coma-Scale und der Beurteilung und Sicherung
der Vitalfunktionen.®#” Geachtet wird besonders auf Warnzeichen, welche auf eine
hohergradige Schadelverletzung hindeuten und sofortiges Handeln erfordern (s. Abb. 5).%4
Zusatzlich ist auf Verletzungen der Halswirbelsdule zu untersuchen, da diese traumatisch
bedingt ebenfalls erfolgt sein kdnnen.*847:4¢ Bei Verdacht auf intrakranielle Pathologien ist eine
Computertomographie des Schadels erforderlich, um zerebrale Blutungen und Frakturen
auszuschlieBen.>*=*° Bei Gehirnerschiitterungen finden sich hier per Definitionem keine
Auffalligkeiten (vgl. Kapitel 2.2)."® Im sportlichen Kontext finden zur Beurteilung des Sportlers
bei Verdacht auf eine Gehirnerschitterung sogenannte ,Sideline-Evaluationen® Anwendung.
Entwickelt und empfohlen von der ,Conussion in Sports Group“ (CISG) wurden das
,concussion Recognition Tool* (CRT)® fiir die Beurteilung durch nicht-medizinische
Personen, sowie das ,Sport Concussion Assessment Tool“®" zur Anwendung durch
medizinisches Fachpersonal.'”” Der SCAT-6 ist aus unterschiedlichen Testbatterien
zusammengesetzt und beinhaltet die Erhebung des GCS, eine fokussierte neurologische
Untersuchung, eine Symptomcheckliste und eine kognitive Testung zu Orientierung,

Konzentration und Merkfahigkeit.®!

Bei persistierenden Symptomen der Gehirnerschitterung Uber den akuten Zeitraum der
Verletzung hinaus spricht man von einem sogenannten postkommotionellen oder engl. ,Post-
Concussion-Syndrom* (PCS) (vgl. Kap. 2.8.1). Hier ist die Untersuchung verschiedener
Systeme in Abhangigkeit der gebotenen Beschwerden sinnvoll. Nach Erhebung der
Anamnese, des Unfallherganges und der Beschwerden des Patienten sollte eine klinisch-
neurologisch Untersuchung und Beurteilung der Halswirbelsdule erfolgen.3®4* Ebenfalls
beurteilt werden die Koordination von Stand und Gang und eventuelle Stérungen des
Gleichgewichts mit differenzieller Erhebung peripherer und zentraler Ursachen.** Zur
Erhebung von Symptomen und deren Verlauf stehen Symptom-Checklisten zur Verfligung,
wie beispielsweise die  Post-Concussion-Symptom-Scale.*'#*  Insbesondere die
Provokationsfaktoren der Beschwerden, wie beispielsweise korperliche Belastung, sind gezielt
zu erfragen.*

Emotionale Beschwerden wie Angstlichkeit, Unruhe oder depressive Verstimmungen kénnen
mit Fragebdgen, wie beispielsweise dem GAD-7, evaluiert werden.** Haufig finden sich
Stérungen der Okkulomotorik im Rahmen eines Post-Concussion-Syndroms.** Zur
Feststellung dieser eignet sich der VOMS-Test, welcher die Blickfolge, Sakkaden, den

vestibulo-okularen-Reflex und die Nahpunktkonvergenz beurteilt.*44°
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Stand heute gibt es keine zuverldssigen radiologischen oder laborchemischen Marker zur
Diagnose einer Gehirnerschitterung oder eines Post-Concussion-Syndroms.'”* Die
Diagnostik der genannten Krankheitsbilder bleibt damit Domane der Anamnese und

ausfuhrlichen, klinischen Untersuchung nach Ausschluss anderer Pathologien.

Warnzeichen

mm)p Sofortiges Verbringen in eine Klinik, Ausschluss
hohergradiger Hirnverletzungen

* Bewusstlosigkeit

* Zunehmend vermindertes Bewusstsein oder
Schléafrigkeit, GCS <15

* Wiederholtes Erbrechen

* Zunehmende Kopfschmerzen
* Doppelbilder
* Krampfanfalle

* Asymmetrie der Pupillen

* Verwaschene Sprache

* Zunehmende Verwirrtheit oder Desorientierung

* Schwache, Taubheit oder Kribbeln in 21 Extremitat
* Aggression, Unruhe und Erregung

* Sichtbare Verformungen des Schadels

* Nackenschmerzen oder -steife

Abbildung 5: Warnzeichen bei Schadel-Hirn-Traumata (,,Red Flags®). Diese deuten auf eine héhergradige
Hirnverletzung oder das Vorliegen einer zervikalen Verletzung hin und erfordern eine schnellstmdgliche Abklarung
im Krankenhaus. Eigene Abbildung. %5051

2.7 Behandlung

Es existieren keine ursachlichen Therapien fur Gehirnerschitterungen. Empfohlen wird im
Sport eine sofortige Entfernung des Spielers aus dem Spielgeschehen zur weiteren Abklarung
und um eine erneute Schadigung zu vermeiden.'”:3 Initial wird nach dem Trauma eine Phase
kdrperlicher und geistiger Ruhe von 24 bis 48 Stunden empfohlen, ebenso eine Reduktion der
Bildschirmzeit.52°® Hiernach schlieBt sich ein gradueller Aufbau der Aktivitat bis zur
vollstandigen Wiederaufnahme beruflicher, akademischer und sportlicher Betatigung an.%*%°
Es wird eine Integration aerober, sportlicher Belastung in der frihen Erholungsphase
empfohlen. Die aerobe Belastung sollte adaptiert an die Herzfrequenz erfolgen und beendet
werden, sobald ein Anstieg der Symptomintensitat im Vergleich zum Ruhezustand des
Athleten verzeichnet wird."”®3% F{r den sportlichen Wiedereinstieg existieren spezielle
,Return-to-Sports“-Protokolle. (s. Abb. 6)'”
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Pharmakologische Interventionen kénnen beispielsweise zur Linderung von Kopfschmerzen,
depressiven Verstimmungen und Schlafstérungen erwogen werden.5+%

Die Therapie des Post-Concussion-Syndroms (s. Kapitel 2.8.1)erfolgt beschwerdeadaptiert in
einem multimodalen Ansatz. Nach ausfiihrlicher Evaluation der Symptomatik und deren
Verlauf kbnnen beschwerdeorientierte Therapiekonzepte implementiert werden. Patienten mit
vestibulo-okularen Beschwerden kénnen von spezialisierter Physiotherapie und
Neurooptometrie profitieren. Patienten, welche sich mit emotionalen Problemen prasentieren,

profitieren von einer Psychotherapie und pharmakologischen Intervention.#549:5

_ R _

Symptom-limitierte Aktivitaten des taglichen Graduelle Rickkehr in die
Aktivitat Lebens, welche nicht zur Arbeitoder Schule
Verschlimmerung der
Symptome flihren
2 Aerobe Belastung Gehen oder Radfahren bei Erhohte Herzfrequenz
2A - Leicht (bis zu 55% der geringer bis moderater
maximalen HF) danach Intensitat, dass die
2B - Moderat (bis zu 70% Symptome nur geringgradig
der maximalen HF) und kurzzeitig
verschlimmert
3 Sportart spezifische Sportart-spezifisches Mehr Bewegung und
Ubungen Training auBerhalb des Richtungswechsel
Teamverbandes und ohne
Risiko weiterer

Kopfverletzungen

Die Schritte 4-6 erfolgen erst bei vollstandiger Symptomfreiheit, Rickbildung aller kognitiven Beeintrachtigungen
und anderer klinischer Befunde im Rahmen der aktuellen Gehirnerschitterung, sowohl in Ruhe als auch wahrend
und nach kérperlicher Belastung.

4 Ubungen ohne Intensive korperliche Wiederaufnahme der
Korperkontakt Belastung mit vorigen Trainingsintensitat,
komplizierteren Ubungen erhdhte Anforderungen an

im Umfeld der Mannschaft Koordinationund Denken

5] Training mit Vollkontakt Normale Wiederherstellung des
Trainingsteilnahme Selbstbewusstseins,
Beurteilung durch

Trainerstab

6 Wiederkehrin den Sport Normales Training und
Wettkampfteilnahme

Abbildung 6: ,,Return-to-Sports“-Protokoll der CISG laut Stand 2022. Dargestellt sind die einzelnen Schritte
bis zur vollstandigen Wiedereingliederung in den Sport. Jede Stufe wird graduell durchlaufen, wobei eine
Mindestdauer von 24 Stunden pro Stufe vorgesehen ist. Die maximale Herzfrequenz (HF) bezieht sich auf die
altersadjustierte maximale Herzfrequenz nach folgender Formel: HFmax = 220 - (Alter in Jahren)).

Eigene Abbildung, modifiziert nach Patricios et al., 2022 ,Consensus statement on concussion in sport: the 6th
International Conference on Concussion in Sport-Amsterdam, October 2022.” 17
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2.8 Folgeerkrankungen nach Gehirnerschutterungen

In  den letzten Jahren ricken neurologische Folgeerkrankungen repetitiver
Gehirnerschutterung in den Vordergrund. Nicht alle Gehirnerschutterungen heilen innerhalb
weniger Wochen folgenlos aus. Eine gewisse Anzahl Betroffener erleidet ein Post-
Concussion-Syndrom und zeigt sich nach mehreren Monaten immer noch symptomatisch
eingeschrankt.?642 Zudem deutet eine wachsende Zahl an Studien auf eine Assoziation
zwischen wiederholten Gehirnerschiutterungen und zeitverzogert, teils Jahrzehnte spater
auftretenden, neurodegenerativen Erkrankungen hin. 5-°° Eine retrospektive Kohortenstudie
von MacKay et al. verglich die Mortalitdt an neurodegenerativen Erkrankungen ehemaliger
professioneller FulRballspieler mit denen der Allgemeinbevoélkerung und stellte ein erhdhtes
Vorkommen in der Kohorte der ehemaligen Profisportler fest.3 In einer Studie von Guskiewicz
et al. fand sich ein Trend zu einem friiheren Beginn der Alzheimer Demenz und eine erhdhte
Pravalenz milder, kognitiver Beeintrachtigungen bei ehemaligen American Footballspielern mit
wiederholten Gehirnerschiitterungen.%

Die Pathophysiologie, welche hinter der Entstehung des Post-Concussion-Syndroms und der
chronisch-traumatischen Enzephalopathie steht, ist noch unverstanden und deshalb

Gegenstand aktueller Forschungsbestreben.

2.8.1. Post-Concussion-Syndrom

Das Postkommotionelle- oder Post-Concussion-Syndrom (PCS) ist ein unscharf definierter
Komplex an Beschwerden und Beeintrachtigungen. Dieser beschreibt gemeinhin das
Persistieren von Symptomen einer Gehirnerschitterung Uber den akuten Zeitraum der
Verletzung hinaus. Vor allem der Begriff des zeitlichen Bestehens ist hierbei Gegenstand der
Diskussion: Einige Autoren sprechen bereits ab einer Dauer von zwei Wochen3®' von einem
PCS, andere erst ab einer Dauer von einem Monat'” manche sogar erst nach drei Monaten
persistierender Beschwerden.**® Ein Fortbestehen der Beschwerden iber sechs Monate
hinaus wird als persistierendes Post-Concussion-Syndrom bezeichnet.®" Die Ursache der
bestehenden Beschwerden ist nach heutigem Stand unklar. Je nach zugrundeliegender
Definition ergeben sich unterschiedliche Pravalenzen.*> Die Spezifitat der Kriterien ist dabei
gering angesiedelt, so dass auch College Athleten ohne vorangehende Gehirnerschitterung
zu einem gewissen Prozentsatz die Symptomatik fiir die Diagnose eines PCS aufweisen.®?

In der Behandlung des PCS hat sich aerobe, sportliche Belastung unterhalb der
Symptomverschlimmerung als vorteilhaft erwiesen.®®* In Abhangigkeit der gebotenen
Beschwerden stehen verschiedene therapeutische Optionen zur Verfliigung. Handelt es sich

um emotionale Beschwerden, kann eine psychotherapeutische Behandlung indiziert sein.®?
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Bei vorrangig vestibularen Beschwerden ist Physiotherapie und eine Evaluation der
Okulomotorik  sinnvoll.#44563  Bei somatischen Beschwerden, wie beispielsweise
Kopfschmerzen, kann eine medikamentése Behandlung in Kombination mit Ausdauersport
indiziert sein.®® Ebenfalls evaluiert werden sollte die Halswirbelsaule als moglicher ,Generator*

von Symptomen.** Diese ist einer physiotherapeutischen Behandlung zuganglich.®?

2.8.2. Chronisch-traumatische Enzephalopathie

Die chronisch-traumatische Enzephalopathie (CTE) ist eine neurodegenerative Erkrankung
mit fortschreitendem Verlauf. Sie betrifft Personen, die wiederholt SHT erlitten haben, wie
beispielsweise ehemalige Sportler in Kontaktsportarten 6 und militarisches Personal.®®

Die CTE ist eine Tauopathie und gekennzeichnet durch das perivaskulare Auftreten von
hyperphosphoryliertem Tau-Protein (p-Tau) in Neuronen, fakultativ auch in Astroglia in den
Tiefen kortikaler Sulci.®®¢” Tau-Protein ist ein Strukturprotein der axonalen Mikrotubuli und als
solches nicht schadlich. Es wird davon ausgegangen, dass SHT Uber verschiedene
Signalkaskaden zur Ablésung von Tau-Protein von den Mikrotubuli fiihrt.>® (2.9.2) Hierbei
entstehen hyperphosphorylierte, fehlgefaltete Abbauprodukte und Aggregate.59.686°
Insbesondere die Aminosaurereste an Position Ser202 und cis-Thr231 sind in der CTE
hyperphosphoryliert.”>’! Das gesunde Hirngewebe verfligt (ber Mechanismen zum
Abtransport solcher Produkte. Diese sind posttraumatisch jedoch beeintrachtigt.86°

Klinisch ist die CTE durch neuropsychiatrische Stérungen wie Depressionen, Aggressionen
und Stimmungslabilitdt, sowie Stérungen des Gedachtnisses und der Sprache
gekennzeichnet. Bei friih einsetzenden Verlaufen stehen vornehmlich Stimmungsprobleme im
Vordergrund, wahrend bei alteren Patienten mit spaterem Einsetzen der Symptomatik oftmals
kognitive Stérungen im Vordergrund stehen.”? Eine sichere Diagnose ist zu Lebzeiten nicht
moglich, die Diagnostik erfolgt post mortem durch die histologische Untersuchung des
Hirngewebes Betroffener.”

Die Pathophysiologie der CTE ist unvollstdndig aufgeklart. Ein Zusammenhang mit
traumatischen Hirnverletzungen gilt als gesichert, unklar ist jedoch wie viele traumatische
Verletzungen vorliegen missen, um die neurodegenerativen Veranderungen auszulésen.*®
Als Ausléser diskutiert werden langanhaltende Stérungen der Blut-Hirn-Schranke (Kap. 2.9.3)
und des glymphatischen Systems (Kap. 2.11), in deren Folge es zu einer chronischen,
perivaskularen Neuroinflammation und gestérten Clearance neurotoxischer Metabolite
kommt.68'69'74‘77

Eine Aufklarung der Pathogenese der CTE ist Ziel aktueller Forschungsvorhaben. Durch die

Identifizierung der zugrundeliegenden Pathomechanismen kénnen gezielte praventive und
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therapeutische MalRnahmen zur Verhinderung und Linderung der Krankheitsfolgen ergriffen

werden.”®
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2.9 Pathophysiologie

Die Pathophysiologie der Gehirnerschitterung wird immer besser verstanden, ist aber noch
nicht vollstandig entschlisselt. Unterschieden wird einerseits zwischen dem primaren
Hirnschaden, welcher durch das Trauma selbst hervorgerufen wird und nicht behandelbar ist.
Auf ihn folgen sequenziell auftretende Veranderungen als Reaktion auf diesen primaren
Schaden, welche sich zeitverzdgert manifestieren. Diese gelten als behandelbar und stellen

den sekundaren Hirnschaden dar.”®

2.9.1. Neurochemische Kaskade

Die biophysikalischen Krafte, welche unmittelbar mit dem Trauma einhergehen, wirken sich
auf zellularer Ebene aus. Es kommt zu einer diffusen Freisetzung des exzitatorischen
Neurotransmitters Glutamat. Beschadigungen der Lipidmembranen der Zellen bewirken eine
vermehrte Freisetzung von Kalium in den extrazellularen Raum, sowie einen vermehrten
Einstrom von Kalzium und Natrium in die Zellen. Nachfolgend versuchen zellulare ATP-
abhangige lonenpumpen den physiologischen lonengradienten wieder herzustellen, woraus
ein gesteigerter Energiebedarf resultiert. Dieser mindet in einem hypermetabolischen,
glykolytischen Zustand und der Aufzehrung zelluldrer Energiereserven. Der vermehrt
anfallende Metabolit Laktat beeintrachtigt zudem die neuronale Aktivitat.”® Einstromendes
Kalzium wird kompensatorisch in die Mitochondrien aufgenommen und stért deren Funktion,
was zu Beeintrachtigungen des oxidativen Stoffwechsels fiihrt.”*® Trotz des hohen
Energiebedarfs ist der zerebrale Blutfluss in dieser Phase vermindert. Es kommt zu einer
Diskrepanz zwischen Energiebedarf und Energieversorgung, welche in einer Energiekrise
mindet.”®# Nach der initialen, hypermetabolen Stoffwechsellage kommt es zum Umschwung
in einen Zustand beeintrachtigten Metabolismus.8' Fallt in die Zeit der Regeneration eine
weitere Gehirnverletzung, geht diese mit vermehrten Defiziten und axonalen Schadigungen

einher.82
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Neurometabolische Kaskade nach Gehirnerschiitterung
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Abbildung 7: Neurometabolische Kaskade nach Gehirnerschiitterung. Abbildung modifiziert nach Giza et al.,
2014 ,The new neurometabolic Cascade of Concussion” &

2.9.2. Traumatische axonale Schadigung

Im Rahmen einer Gehirnerschitterung kann es zu diffusen axonalen Verletzungen
kommen.®8 Traumatisch bedingt konnen mikrostrukturelle Verletzungen des Zytoskeletts
auftreten.®® Diese gehen sowohl aus den neurochemischen Veranderungen als auch durch die
biomechanischen Kréafte hervor.8° Durch einwirkende Scherkrafte sind unter anderem die
Mikrotubuli betroffen.882 Entlang der axonalen Mikrotubuli geschieht der Transport von
Nahrstoffen zur Unterhaltung der Synapsen, welcher durch traumatische Verletzungen
beeintrachtigt wird. Hierdurch ist der Stofftransport der Synapsen nicht mehr gewahrleistet und
die Signaltransmission beeintrachtigt.?’ In Folge des Kalziumeinstroms durch die beschadigte,
axonale Membran kommt es zu intrazellularen Signalkaskaden, die zu einer Beschadigung
des axonalen Zytoskeletts fiihren.8 Zusatzlich kommt es durch eine erhéhte mitochondriale
Aufnahme des Uberschiissigen Kalziums zu Dysfunktionen der Mitochondrien.®® Zudem
scheinen unmyelinisierte Axone fir traumatische Schadigungen vulnerabler zu sein als

myelinisierte Axone.?
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2.9.3. Beeintrachtigung der Blut-Hirn-Schranke und mikrovaskulare

Verletzung

Die Blut-Hirn-Schranke (BHS) kleidet die BlutgefaRe des Gehirns aus, reguliert den Ubertritt
von Nahrstoffen ins Hirngewebe und schitzt es vor Elektrolytschwankungen und Toxinen aus
der Kreislaufzirkulation.®>®” Nach einer Gehirnerschitterung ist die Barrierefunktion der Blut-
Hirn-Schranke eingeschrankt.88*° Diese kompromittierte Barrierefunktion steht im Verdacht,
sekundare Schadigungen des Gehirns nach Gehirnerschitterungen zu beglnstigen.”s789" So
ist ein Kennmerkmal der CTE das Auftreten von p-Tau um kleine Blutgefal3e herum, welches
eine Involvierung der Gefale in die Krankheitsentstehung nahelegt.®® Vorarbeiten konnten
bereits nachweisen, dass sich p-Tau vorrangig in Hirnregionen sammelt, an denen die
Barrierefunktion der BHS gestort ist.”” Ein Zusammenhang zwischen Stérung der BHS und
Neurodegeneration wird auch in anderen Erkrankungen, wie beispielsweise der Alzheimer
Demenz, beobachtet und als mitverursachend angenommen.®? Die Kausalkette aus gestorter
Funktion der BHS und einsetzender Neurodegeneration ist bislang unverstanden und
Gegenstand der Forschung.

Eine Beeintrachtigung der BHS nach Gehirnerschitterung konnte in Vorarbeiten dargestellt
werden.?® Hierzu wies man den Ubertritt von Tracern oder Blutbestandteilen, welche die BHS
unter physiologischen Voraussetzungen nicht passieren kdénnen, im Hirngewebe nach. Als
Indikatoren werden beispielsweise Immunglobulin G, Albumin und Fibrinogen, als Tracer
fluoreszierende Dextrane genutzt.®* Diese Stoffe sind aufgrund ihres Molekulargewichtes nicht

im Stande, die BHS zu Uberwinden und kommen ausschlieRlich intravasal vor.%

2.10 Aufbau der Blut-Hirn-Schranke

Die Blut-Hirn-Schranke ist eine hochselektive Barriere, die den Austausch von Stoffen
zwischen dem Blut und dem Hirngewebe reguliert und sich aus verschiedenen Komponenten
zusammensetzt. Spezialisierte Endothelzellen kleiden die zerebralen Gefalie aus und dichten
sie gegenuber dem Blutstrom effektiv ab. Diese werden abluminal von einer Basalmembran
umgeben, in welche Perizyten und gefalRassoziierte glatte Muskelzellen eingebettet sind. Von
aulen gliedern sich Fortsatze von Astrozyten, die sogenannten EndfuRe, an die
Basalmembran an und umschlieBen so die GefalRe beinahe vollstandig.®® Die Blut-Hirn-
Schranke ist im Gegensatz zum gefensterten Endothel in der Peripherie des Korpers fur viele
Stoffe nicht Uberwindbar und reguliert den Durchtritt von Nahrstoffen und Metaboliten
zwischen Gehirn und Kreislaufzirkulation. Darlber hinaus dient sie dem Schutz des Gehirns

vor Toxinen, Krankheitserregern und Schwankungen der Elektrolytkonzentrationen.85-87:9

26



Neuronales
Gewebe

BlutgefaB

- L’—‘/_;‘\‘_i_
Perizyt l

Endothelzelle Astrozytarer
EndfuB
L]
- i
Tight Junctions Basalmembran Aquaporin-4

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Aufbaus der Blut-Hirn-Schranke. Dem Lumen zugewandt
befinden sich die Endothelzellen, welche die Gefalie auskleiden und uber Tight Junctions (lila) abdichten. lhnen
lagern sich von aufien die Perizyten (hellgriin) an, welche in der Basalmembran (gelb) eingebettet sind. Von auen
lagern sich die EndfiiRe der Astrozyten (blau) an, welche lber spezielle Transportproteine wie Aquaporin-4 (griin)
verfiigen.®® Eigene Abbildung.

Die neurovaskulare Einheit (engl. ,neurovascular unit‘, NVU) bildet sowohl eine anatomische
als auch eine funktionelle Einheit. Sie setzt sich aus verschiedenen Zelltypen zusammen und
beinhaltet neben den Komponenten der Blut-Hirn-Schranke auch Mikroglia, Oligodendrozyten
und die Neurone.? Die Zellen der NVU sind fir die Funktion, Stabilitdt und den Erhalt der BHS
wichtig und sind an der Regulation des zerebralen Blutflusses (engl. ,cerebral blood flow",
CBF) beteiligt.%>*® Neuere Arbeiten stellen zunehmend einen Zusammenhang zwischen
gestorter Funktion der NVU und neurodegenerativen Erkrankungen her.®¢%” Komponenten der
NVU sind auch im Rahmen von SHT aller Schweregrade betroffen. Es wird angenommen,
dass bleibende Beeintrachtigungen der NVU und BHS nach SHT an der Entstehung spaterer

neurodegenerativer Erkrankungen beteiligt sind.%6-%

2.10.1. Endothelzellen

Endothelzellen kleiden die zerebralen Blutgefalle vollstandig aus und bilden die
hauptsachliche Barriere der BHS.? Seine Funktion Gbernimmt das Endothel durch enge Zell-
Zell-Kontakte, die sogenannten ,Tight Junctions® (TJ). Tight Junctions sind eine Familie
verschiedener Proteine, welche die Zellzwischenraume zwischen den Endothelzellen in
luminaler Richtung abdichten und die parazellulare Diffusion duRerst effektiv beschranken.®*
Sie bilden Komplexe aus intrazellularen und membranstandigen Einheiten. Zu ihren
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Komponenten zahlen Zonula Occludens-1, Occludin und Claudin-3 und -5.8"%* Tight Junctions
unterliegen einer aktiven Regulation und beeinflussen die Durchlassigkeit der BHS fir
verschiedenste Stoffe.87:91:94.99

Der Stofftransport durch die Endothelbarriere erfolgt auf verschiedenen Wegen.® Gase wie
Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid kénnen frei in beide Richtungen diffundieren, genauso wie
kleine, lipophile Molekiile.®® GroRere Molekile und Nahrstoffe werden lber Carrier- oder
Rezeptor-vermittelten Transport aufgenommen.2 Eine wichtige Funktion kommt dem Endothel
bei der Aufrechterhaltung des lonengleichgewichts des Gehirngewebes zu. Dieses beeinflusst
entscheidend die Funktion und Erregbarkeit von Zellen und ist im neuronalen Gewebe in
engen Grenzen reguliert. Um dieses Gleichgewicht aufrecht zu erhalten und eine optimale
synaptische und neuronale Funktion, unabhangig von Schwankungen der lonenkonzentration
des Blutes, zu gewahrleisten, exprimieren die Endothelzellen eine Vielzahl an lonenkanalen
und -transportern.887

Endothelzellen sind ebenfalls bedeutende Regulatoren der Durchlassigkeit der BHS. Diese ist
im Rahmen inflammatorischer Vorgange erhoht.®°" Pharmakologische Interventionen wie die
Gabe von Glukokortikoiden hingegen stabilisieren die endothelialen Tight Junctions und
verhindern eine vermehrte Permeabilitat der BHS.'%%-%2 |m Rahmen experimenteller Schadel-
Hirn-Traumata konnten Unterbrechungen der endothelialen Tight Junctions nachgewiesen
werden. Studien im Mausmodell konnten Uber mehrere Monate persistierende Liicken in der
Tight-Junction-Barriere nachweisen.'® Doherty et al. gelang in einem Patienten mit post
mortem bestatigter CTE der Nachweis, dass phosphoryliertes Tau-Protein sich vorrangig an

GefaRen mit Unterbrechung der Tight Junctions ansammelt.””

2.10.2. Perizyten

Perizyten liegen den Endothelzellen abluminal an und sind von der Basalmembran umgeben.
Sie sind an der Regulation des kapillaren, zerebralen Blutflusses beteiligt.>>'%* Sie besitzen
kontraktile Elemente und Eigenschaften als Antwort auf Stimulation durch Neurotransmitter
und bilden Rezeptoren fir vasogene Mediatoren, was ihre Rolle in der Regulation des
zerebralen, kapillaren Blutflusses nahelegt.'®*'% Dariiber hinaus sind sie am Aufbau und
Erhalt der Stabilitat der BHS und GefaRarchitektur beteiligt.'0%1%

Ihr Fehlen ist mit einem Auftreten neurodegenerativer Veranderungen vergesellschaftet,
welches sich unter anderem durch eine erhdhte Durchlassigkeit der BHS und verringerte,
kapillare Perfusion auszeichnet.'”” Auch im Nachgang nach einer Gehirnerschitterung ist eine

verminderte Abdeckung muriner Kapillaren durch Perizyten beschrieben.'%®
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2.10.3. Basalmembran

Die Basalmembran ist ein stabilisierendes Gerust aus extrazellularer Matrix, in welches die
Endothelzellen, Perizyten und astrozytaren EndfiiRe eingebettet sind.* Sie besteht aus einem
vaskuldren und einem parenchymatosen Anteil und setzt sich aus verschiedenen
Komponenten, darunter Kollagen, Lamininen, und Perlecan, zusammen.?:9%109 |hre
vaskularen Komponenten werden von Endothelzellen und ihre parenchymatésen Anteile von
Astrozyten gebildet.®> Die Basalmembran vermittelt die Stabilititt der BHS und der
neurovaskularen Einheit und stellt eine wichtige kommunikative Schnittstelle ihrer zellularen
Komponenten dar, welche zur dynamischen Regulation der Basalmembran und BHS
beitragen. 7%

Beeintrachtigungen und Unterbrechungen der Basalmembran sind nach SHT bereits
beobachtet worden."® Im Rahmen inflammatorischer Vorgénge wurde die vermehrte
Sekretion von Molekillen beschrieben, welche die Basalmembran abbauen.”® Da die
Basalmembran fir die Verbindung und Stabilisierung der Komponenten der BHS und
neurovaskularen Einheit bedeutsam ist, kommt eine Beeintrachtigung beider funktioneller

Systeme durch diese Art der mikrovaskuldren Schadigung in Betracht.

2.10.4. Astrozyten

Astrozyten gehoren zu den Gliazellen und finden sich im gesamten Hirngewebe verteilt.*® Sie
unterstitzen die synaptische Signallbertragung, indem sie Neurotransmitter aus dem
synaptischen Spalt aufnehmen, halten die extrazellulare lonenkonzentration konstant,
regulieren den pH-Wert und (ibernehmen eine Stiitzfunktion des Neuropils.®>'"" Astrozyten,
auch ,Sternzellen” genannt, sind Uber ihre Fortsatze weitverzweigt im Neuropil und umgeben
Synapsen und BlutgefaBe.""" Uber Kanalproteine, sogenannte ,Gap Junctions,
kommunizieren Astrozyten untereinander und bilden eine weitverzweigte, funktionelle Einheit,
ein sogenanntes ,funktionelles Syncitium“.®® Neuere Arbeiten zeigen, dass die einst als
homogene Klasse angesehenen Astrozyten sich je nach Hirnregion in verschiedene
Subklassen aufteilen.?

Astrozyten sind Teil mehrerer, funktioneller Systeme. An den Gefaf3en des Gehirns umgeben
die perivaskularen Fortsatze, die sogenannten EndfliRe, der Astrozyten zusammen mit dem
parenchymatosen Anteil der Basalmembran die Endothelzellen und angelagerte Perizyten und
sind Teil der Blut-Hirn-Schranke.®>'"3114 Als Teil der BHS sorgen sie fiir die Stabilisierung der
Basalmembran Uber die Sekretion ihrer Komponenten, regulieren die Durchlassigkeit der BHS
uber verschiedene Mediatoren und Signalwege und sind am Transport aufgenommener Stoffe

beteiligt.®19519%111 An ihren EndfiiRen finden sich spezielle Transportproteine, die die selektive
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Aufnahme von Stoffen und Metaboliten fein regulieren.®® Hervorzuheben ist an dieser Stelle
das Wasserkanalprotein Aquaporin-4. Die Expression von Aquaporin-4 ist ,polarisiert®, das
bedeutet, dass an den perivaskularen EndfliRen eine héhere Dichte an Aquaporin-4 exprimiert
wird als an den parenchymatosen Fortsatzen und Zellkérpern.''®116 Hierliber regulieren sie als
Teil der BHS deren Durchlassigkeit fir Wassermolekiile. Als Bestandteil des glymphatischen
Systems (vgl. Kap. 2.11) ermdglichen sie den Ein- und Austritt von Liquor und interstitieller
Flussigkeit (engl. ,interstitital fluid, ISF) aus dem perivaskularen Raum.®*'"51® Darliber
hinaus sind Astrozyten essenzieller Bestandteil der NVU. Sie sind die Schnittstelle zwischen
Neuronen und Gefallen und Ubernehmen die Kommunikation des neurovaskularen Couplings

zur Regulation des zerebralen Blutflusses im Kapillarbett. 9°7:111

Durch Schadigungen des Hirngewebes kommt es zu Veradnderungen der astrozytaren
Funktionen und Morphologie. Diese Veranderungen sind heterogen und von Lokalisation und
Schweregrad der Schadigungen abhangig.'"117:1® Astrozyten gehen in einen ,reaktiven®
Phanotyp Gber, welcher zumeist durch eine Hochregulierung des Struktur- und Markerproteins
GFAP gekennzeichnet ist.''”119120 Nach SHT grenzen reaktive Astrozyten verletztes
Hirngewebe von Gesundem ab und regulieren sowohl die neuroinflammatorische Antwort als
auch die Durchlassigkeit der BHS.""12" Strittig ist, ob reaktive Astrozyten die Regeneration
des Hirngewebes beférdern oder behindern. Neuere Arbeiten deuten eine positive Rolle
reaktiver Astrozyten bei der Regeneration neuronaler Gewebe und der Begrenzung
sekundarer Schadigungen an.'""'2' So sind sie an der Wiederherstellung der BHS-Funktion
beteiligt und verhindern eine UberschieRende, inflammatorische Reaktion.'?' Eine solche
reaktive Astrogliose kann auch nach leichten SHT und Gehirnerschitterungen beobachtet

werden, wobei sie bei wiederholten Traumata starker ausfallt.'22123
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211 Das glymphatische System

Das glymphatische System wurde 2012 erstmals von lliff et al. beschrieben. ,Glymphatisch®
ist ein Neologismus und setzt sich aus den Worten ,Glia“ und ,lymphatisch* zusammen.'?* Das
glymphatische System hat analog zum lymphatischen System die Funktion, das Hirngewebe
von extrazellular anfallenden Toxinen, Metaboliten und Abfallstoffen zu befreien.'?*12° Dies
geschient Uber den kontinuierlichen Austausch von ISF gegen den das Hirngewebe
umgebenden Liquor (cerebrospinal fluid, CSF).'%

Das Gehirn ist von Liquor umgeben, welcher einerseits Nahrstoffe enthalt und andererseits als
,StoRdampfer des Gehirns im kndchernen Schadel fungiert.'"® Dem kndchernen Schadel
innen anliegend befindet sich die harte Hirnhaut, ,Dura mater” (von lat. Durus = hart). lhr innen
anliegend findet sich die Arachnoidea, die ,Spinnengewebshaut‘. Das Gehirngewebe wird
direkt von der weichen Hirnhaut, der Pia Mater, bedeckt. Zwischen Pia und Arachnoidea
erstreckt sich der sogenannte Subarachnoidalraum. In diesem befindet sich der Liquor
cerebrospinalis. Auf der durch die Pia Mater bedeckten Hirnoberflache verlaufen die
Blutgefale, welche schlieRlich in die Tiefen des Hirngewebes eindringen.'?® Entlang dieser
BlutgefalRe erstreckt sich weiter der Liquor-geflillte, paravaskulare Raum und zieht gemeinsam
mit den Blutgefalien mit in das Hirngewebe. Der paravaskuldre Raum, auch Virchow-Robin-
Raum genannt, wird innerlich von der Pia Mater und aufR3erlich durch die astrozytaren Endfiilie
und die parenchymattse Basalmembran begrenzt.''® Der arteriellen Pulswelle folgend wird
der Liquor mit ins Gewebe gespult und tritt vom paravaskularen Raum tber den Wasserkanal
Aquaporin-4 in den EndfiiRen der Astrozyten in das Hirngewebe Uber. Innerhalb des
Hirngewebes verteilt sich der Liquor und vermischt sich mit der interstitiellen Flissigkeit. In
einem kontinuierlichen Fluss sickert der Liquor durch das Hirngewebe, nimmt Abfallstoffe,
Metabolite und Toxine aus dem extrazelluldren Raum mit und verldsst das Hirngewebe als ISF
wieder entlang des paravenésen Raumes Uber Aquaporin-4 in den astrozytaren EndfiilRen.
Entlang der vendsen Gefalie verlasst der ISF die Schadelgrube und wird schlieflich in die
lymphatische Zirkulation eingespeist.'16:124.127

Dem glymphatischen Fluss kommt so eine wichtige Funktion zu. Durch den standigen
Austausch von Liquor und ISF Gbernimmt er die Rolle einer ,Millabfuhr* des Hirngewebes.'?
Studien deuten darauf hin, dass das glymphatische System wahrend des Schlafes die hdchste
Aktivitat aufweist.'?®

Stérungen dieses Systems werden deshalb mit neurodegenerativen Veranderungen in
Verbindung gebracht. Insbesondere der polarisierten Expression des Wasserkanals
Aquaporin-4 kommt hier eine Bedeutung zu. Aquaporin-4 wird deutlich haufiger entlang der
paravaskularen EndfiiRe der Astrozyten exprimiert als entlang der astrozytaren Zellfortsatze

innerhalb des Hirngewebes. Diese Art der gerichteten Expression von Aquaporin-4 nennt man
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.Polarisation®. Stérungen der Aquaporin-4-Polarisation, also des Gleichgewichts zwischen
perivaskularem und nicht-perivaskularen Aquaporin-4, werden mit einem gestoérten und
eingeschranktem glymphatischen Fluss, und damit einem beeintrachtigten Abtransport von
Abfallstoffen aus dem Hirngewebe in Verbindung gebracht.''®125127 Dyrch Stérungen des
glymphatischen Flusses kommt es zur Akkumulation toxischer Abfallprodukte, welche
neurodegenerative Veranderungen beginstigen. So konnte beispielsweise gezeigt werden,
dass das Protein Al3-40, welches sich im Rahmen der Alzheimer Erkrankung im Hirngewebe
ansammelt, in Mausen mit gestdrter Funktion von Aquaporin-4 entlang des paravaskularen
Raumes akkumuliert.'?®

Auch im Rahmen von leichten SHT konnten experimentelle Studien chronische
Beeintrachtigungen des glymphatischen Systems in Menschen und Tieren nahelegen.”>'%
Das glymphatische System bietet so eine potenzielle Erkldrung, weshalb wiederholte

Gehirnerschitterungen zu neurodegenerativen Erkrankungen fiihren.

Astrozyt Metabolite und
Abfallstofe
i Fluss von
Aauaporin-4 Liquor/ISF

Abbildung 9: Schematischer Aufbau des glymphatischen Systems. Auf der arteriellen Seite des perivaskularen
Raumes wird der Ubertritt von Liquor iiber Aquaporin-4 in den astrozytdren EndfiiRen in das Hirnparenchym
ermdglicht. Getrieben durch den Massenfluss, sickert der Liquor durch das Gewebe (hellblaue Pfeile), vermischt
sich mit dem ISF und nimmt Abfallstoffe mit (schwarze Sterne). Auf der vendsen Seite verlasst der ISF das
Hirngewebe iber Aquaporin-4 in den vendsen, perivaskuldren Raum. Eigene Abbildung, modifiziert nach lliff et al.,
2012124
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212 Neuroinflammation

Nach Schadel-Hirn-Traumata aller Schweregrade wurde ein Anstieg inflammatorischer Marker
und Zytokine sowie ein vermehrtes Einwandern von Immunzellen beobachtet. Zudem kommt
es zu einer Aktivierung von Astrozyten (vgl. Kap. 2.10.4) und Mikroglia. Insbesondere
Mikroglia, die residenten Immunzellen des Gehirns, sind an der Vermittlung
neuroinflammatorischer Vorgange beteiligt.’*"'32 In Folge der Leckage der BHS kommt es zu
einem Extravasat von Serumproteinen, welche diese sogenannte Neuroinflammation
hervorrufen. In der Folge kommt es zu einer Freisetzung verschiedener inflammatorischer
Mediatoren, welche die Barrierefunktion der BHS beeintrachtigen. Mikroglia sezernieren II-113
und TNF, welche die Verteilung der TJ beeinflussen. Astrozyten setzen MMP-9 frei, eine
Matrixmetalloproteinase, welche die Basalmembran abbaut und so die Durchlassigkeit der
BHS erhoht.®"'3"132 Neuroinflammation kann im Rahmen von Reparaturvorgangen von Nutzen
sein, etwa zur Abgrenzung einer Lasion von gesundem Gewebe und Phagozytose im Bereich
der Nekrosezone, bei tUberschielRender oder dysregulierter Immunantwort treten jedoch auch
sekundar schadigende Effekte auf.'®2'3® Neuroinflammatorische Mediatoren und Zytokine
bewirken Uber verschiedene Signalkaskaden eine erhdhte Durchlassigkeit der BHS, wobei
eine Dysregulation der BHS dber den Eintritt verschiedener Stoffe wiederum die
neuroinflammatorische Antwort verstarkt.®!

Nach Gehirnerschitterungen und leichtgradigen SHT kénnen inflammatorische Antworten
beobachtet werden.8812%132 Diese beschranken sich im Rahmen einmaliger SHT zumeist auf
die subakute Phase und bilden sich innerhalb weniger Wochen zurlick.88'3 Nach
wiederholten, leichten SHT werden auch langerfristige inflammatorische Veranderungen
beobachtet.’??3*  Persistierende  Neuroinflammation wird mit neurodegenerativen
Erkrankungen in Verbindung gebracht und kénnte zu der Entstehung neurodegenerativer

Erkrankungen nach SHT beitragen.'?

213 Neurodegeneration

Verschiedene Studien diskutieren einen Zusammenhang zwischen wiederholten
Gehirnerschutterungen und  Jahrzehnte spater auftretenden, neurodegenerativen
Erkrankungen (vgl. Kap. 2.8.2). 29343513539 \Jerschiedene Hypothesen und Studien deuten auf
eine Beteiligung der BHS und des glymphatischen Systems bei der Entstehung dieser
neurodegenerativen Veranderungen und der CTE hin. Besonders nach wiederholten
Gehirnerschutterungen ist das Auftreten von Stérungen der BHS in der akuten und subakuten

Phase beschrieben worden.”®% In neurologischen Bildgebungsstudien konnte auch der
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Nachweis langfristiger Stérungen der BHS erbracht werden.’®8 Dysfunktionen und eine
erhohte Durchlassigkeit der BHS werden auch in verschiedenen neurodegenerativen
Erkrankungen beobachtet.’®® Die CTE ist unter anderem durch das vermehrte Auftreten
perivaskularen p-Taus gekennzeichnet, was eine vaskulare Beteiligung an der Entstehung
dieser Erkrankung vermuten lasst.®” Studien konnten zudem eine dauerhaft erhohte
Durchlassigkeit der BHS an Stellen, an denen sich p-Tau-Plaques sammelten, nachweisen.””
Diskutiert wird eine erhohte Durchlassigkeit der BHS als Folge wiederholter Traumata, welche
Uber den akuten Zeitraum hinaus persistiert.”®% Verursacht durch fokale Extravasate von
Serumproteinen kommt es zur Aktivierung von Astrozyten und Mikroglia, welche
inflammatorische Botenstoffe freisetzen.’? Diese Botenstoffe fiinren zu einer erhdéhten
Durchlassigkeit der BHS. Eine erhdhte Durchldssigkeit der BHS fiihrt jedoch wiederum zur
Aufrechterhaltung der neuroinflammatorischen Antwort.®" Eine dauerhaft vorliegende
Neuroinflammation ist wiederum Merkmal neurodegenerativer Erkrankungen. '3

Weiterhin werden Stérungen des glymphatischen Systems als mogliche Ursache
neurodegenerativer Erkrankungen diskutiert. Besonders der perivaskularen Expression von
Aquaporin-4 kommt eine entscheidende Bedeutung zu: wurde die Funktion von Aquaporin-4
pharmakologisch oder genetisch unterdrickt, konnte eine vermehrte Akkumulation der
neurodegenerativen Marker AR-40 und p-Tau beobachtet werden.”*'?® Auch nach leichten
SHT sind Beeintrachtigungen des glymphatischen Systems beschrieben worden.”>'% Diese
kénnten mitverursachend fur das erhdhte Auftreten neurodegenerativer Erkrankungen nach

wiederholten SHT sein.
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214 Fragestellungen und Ziel der vorliegenden Arbeit

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, die mikrovaskulare Architektur der Blut-Hirn-
Schranke nach einmaligen und wiederholten Traumata verschiedener Frequenz Uber drei
Hirnregionen hinweg im Mausmodell der Gehirnerschutterung darzustellen.

Hierzu wurden Parameter der ,mikrovaskularen Coverage“ erhoben, die die Abdeckung der
zerebralen Gefale durch astrozytare EndfiiRe und das Wasserkanalprotein Aquaporin-4
beschreibt. Zudem erfolgt die Evaluation des glymphatischen Systems anhand der Ermittlung
der Aquaporin-4-Polarisation als Verhaltnis der Verteilung von perivaskuldrem zu nicht-

perivaskuldarem Aquaporin-4.

Die Hypothesen hierzu lauten:

(i) Es sind Veranderungen der mikrovaskularen Komponenten der Blut-Hirn-Schranke und des
glymphatischen Systems in der akuten und chronischen Phase nach Gehirnerschitterung
nachweisbar. Diese dricken sich anhand von Veranderungen folgender Parameter aus:
Aquaporin-4-Coverage, GFAP-Coverage, Aquaporin-4-Polarisation.

(i) Das Ausmall dieser Veranderungen korreliert mit dem Ausmal} des Auftretens von
Immunglobulin G Extravasat in der akuten Phase und

(iii) mit dem Auftreten neurodegenerativer Marker in der chronischen Phase.

(iii) Dexamethason beeinflusst die mikrovaskulare Architektur bei hochfrequent traumatisierten
Tieren in der subakuten Phase im Vergleich zu dem einer ebenfalls hochfrequent

traumatisierten, unbehandelten Kontrollgruppe.

Die vorliegende Arbeit dient der Verbesserung des Verstandnisses der Pathophysiologie nach
wiederholten Gehirnerschitterungen, wie sie beispielsweise im professionellen Sportbereich
vorkommen. Besonderes Augenmerk liegt auf der Charakterisierung mikrovaskularer
Schadigungsmuster und Regenerationsverlaufe unterschiedlicher Hirnregionen im zeitlichen
Verlauf. Kenntnisse hierliber kdnnten verbesserte Therapieempfehlungen und hierauf

aufbauende, zukunftige Forschungsvorhaben ermdglichen.
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3. Material und Methoden

3.1. Tierexperimentelles Modell

Die in vivo Versuche wurden durch andere Mitglieder der Arbeitsgruppe durchgeflihrt. Fir den
Tierversuch (Lizenz LANUV AZ 2020.A058) wurden neun Wochen alte, mannliche Mause
genutzt (Wildtyp der Rasse C57BI/6Jrj, Charles River Laboratories Frankreich). Der

Versuchsaufbau gliederte sich in zwei Teilversuche:

Fir den ersten Versuchsteil wurden Tiere in der subakuten und chronischen Phase nach CBI

untersucht und waren einer von vier Behandlungskonditionen zugeteilt: (i) Tiere, die eine
einzelne CBI erhielten (CBI); (ii) Tiere, die eine CBI einmal pro Woche erhielten, insgesamt
funf Traumata (lowRepCBI) und (iii) Tiere, welche eine repetitive, hochfrequente CBI jeden
zweiten Tag Uber eine Woche hinweg erhielten (highRepCBIl) sowie (iv) eine Kontrollgruppe
ohne Traumata (Sham). Die Traumatisierung der Tiere erfolgte mittels des in unserer
Arbeitsgruppe etablierten ,Closed-Head-Impact“-Modells.®®> Die Applikation des Traumas
erfolgte Uber einen Bolzenschlag auf die geschlossene, knécherne Schadeldecke in nur
leichter Sedierung, um mogliche Auswirkungen einer Narkose auf die neuronale Aktivitat
gering zu halten. Das Trauma hinterlie3 keinerlei kndcherne oder parenchymatdse Defekte,
wie mittels Bildgebung und HE-Ubersichtsfarbung des Gehirns der Tiere dargestellt werden
konnte.®® Die Applikationsstelle des Traumas befand sich rechts paramedian entlang des
Scheitelbeines zwischen Bregma und Lambda (AP 0.5 ML -2.5 Li). Die Beobachtungsperiode
fur die Tiere der subakuten Phase nach CBI (N=18) betrug sieben Tage, gezahlt ab dem
letzten Trauma. Die Tiere der chronischen Phase (N = 34) untergingen einer
Beobachtungsperiode von 82 Tagen, ebenfalls gezahlt ab dem letzten Tag der

Traumatisierung.

Tabelle 1: Gruppenaufteilung in Versuchsteil 1

Behandlungsgruppe Subakut Chronisch
(7 Tage) (82 Tage)

Sham 4 11

CBI 4 9

lowRepCBI 5 5

highRepCBI 5 9

Summe 18 34
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Abbildung 10: Versuchsanordnung in Versuchsteil 1. Untersucht wurden Veranderungen der mikrovaskularen
Coverages nach einfacher (,CBI*) und wiederholter mTBI (,JowRepCBI“ und ,highRepCBI*) zu zwei Zeitpunkten:
fur die subakute Phase nach sieben Tagen an N = 18 Tieren, fir die chronische Phase nach 82 Tagen an N = 34
Tieren.

Die Tiere des zweiten Versuchsteils wurden zuvor in zwei Gruppen eingeteilt: (i) eine

Interventionsgruppe, welche Dexamethason erhielt, und (ii) eine Kontrollgruppe, welche
Kochsalzlésung erhielt. Alle Tiere erhielten eine hochfrequente Traumatisierung Uber eine
Woche, jeden zweiten Tag, insgesamt funfmal (highRepCBIl). Beginnend zehn Tage vor der
letzten Traumatisierung begann die tagliche Behandlung der Tiere, hierbei erhielt die
Kontrollgruppe eine subkutane Injektion von Kochsalzlésung (NaCl; Kontrollgruppe) und die
Interventionsgruppe eine subkutane Applikation von Dexamethason (Dexamethason
Injektionslésung 2 mg/ml, CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH, Burgdorf) in einer Dosis von
5mg/kg/Kérpergewicht. Am Tag der letzten Traumatisierung erfolgte die Perfusion der Tiere
und Hirnentnahme zur histologischen Untersuchung auf das Vorliegen von Veranderungen
des mikrovaskularen Interfaces zwischen Interventions- und Kontrollgruppe als Hinweis auf
einen madglichen prophylaktischen und therapeutischen Nutzen von Dexamethason in der

Behandlung einer CBI.
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Tabelle 2: Gruppenaufteilung Versuchsteil 2

Behandlungsgruppe

Dexamethason 4
Kochsalzlésung 4
Summe 8

& & 78888 TES T T

& ST N T TF
| >

Abbildung 11: Gruppenaufteilung und Versuchsanordnung zu Versuchsteil 2. Beide Gruppen erhalten tber
zehn Tage hinweg eine subkutane Gabe von Kochsalzlésung (Kontrollgruppe, blaue Maus und durchsichtige
Spritze) oder Dexamethason (Interventionsgruppe, schwarze Maus und orangene Spritze). Beide Gruppen erhalten
jeden zweiten Tag eine mTBI (blauer Hammer).

Im Anschluss an die Beobachtungsperiode erfolgte in allen Versuchsteilen die Perfusion der

Tiere, die Entnahme des Gehirns, sowie eine Cryofixation in Methylbuthan (- 80°C).
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3.2. Gewebeaufbereitung und Erstellen von Hirnschnitte am Kryostaten

Die weiteren ex vivo Experimente erfolgten durch die Doktorandin. Zunachst wurden
Semidinnschnitte der Gehirne (Schnittdicke 10um) am Kryostaten (Leica CM3050, Wetzlar,
Deutschland) erstellt. Nach Akklimatisierung der bei -80°C gelagerten Gehirne der jeweiligen
Tiere Uber 30 Minuten bei -23 °C in die Kammer des Kryostaten erfolgte die Fixierung der
Probe mittels Tissue Tek (4583, Tissue-Tek® O.C.T. Compound, Sakura) auf einem
Probenhalter.

Es erfolgte die durchgehende Erstellung koronarer Hirnschnitte vom Frontalhirn bis zum
Okzipitalpol. Makroskopisch sichtbare Verletzungen und Abweichungen des Gehirns wurden
notiert. Das Aufnehmen der Schnitte erfolgte mit Superfrost Slides (SuperFrost Plus™
Adhasionsobjekttrager, JIBO0AMNZ, Epredia). Die endgultige Lagerung der Proben erfolgte

bei -20°C bis zur weiteren Verwendung.

Abbildung 12: Gehirn eines Versuchstieres, welches in die Probenhalterung des Kryostaten eingespannt ist. Zu
erkennen ist die koronare Schnittflihnrung und die entstehende Schnittflache.
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3.3. Immunhistochemische Farbungen gegen GFAP, Aquaporin-4 und

Lectin

Die immunhistochemischen Farbungen fur GFAP und Aquaporin-4 erfolgten anhand eines an
die Arbeit von Zaltsman et al.’® angelehnten Protokolls.

Als Zielregion (region of interest, ROI) erfolgte primar die Analyse des Hippocampus. Nach
Akklimatisation bei Raumtemperatur Uber 30 Minuten folgte die Umrandung der Proben auf
dem Objekttrager mittels Fettstiftes (Super PAP Pen Liquid Blocker neu, Science Services,
Munchen, Deutschland). AnschlieRend wurden die Proben fir 30 Minuten mit 4%
Paraformaldehyd (ROTI®Histofix 4 % Formaldehyd, phosphatgepuffert, pH 7, Carl Roth
GmbH + Co. KG) in PBS post-fixiert. Hierauf folgte der erste Waschschritt fir dreimal zehn
Minuten in PBS. Es erfolgte das Auftragen einer Blocking Solution aus 5% Albumin aus
Rinderserum (Bovine Serum Albumin (BSA), heat shock fraction, pH 5.2, 296%, A3912,
Sigma-Aldrich) und 0,25% Triton™ X-100 (Triton™ X-100, T8787, Sigma-Aldrich, Merck
KGaA, Darmstadt) in PBS und Inkubation fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach Ablauf
der Inkubationszeit erfolgte das Auftragen des primaren Antikérpers in einer Losung aus 1%
BSA in einfach konzentrierter PBS in einer Konzentration. Als Primarantikbrper wurde Anti-
Aquaporin-4 (Aquaporin-4 monoclonal Antibody (rabbit), ab259318, abcam, Cambridge,
Grol3britannien; 1:400) zur Darstellung der membranstandigen Wassertransporter bzw. Anti-
GFAP (MAB360 (mouse), EMD Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, 1:500) zur Darstellung von
Astrozyten verwendet. Hiernach erfolgte die Inkubation tber Nacht bei 4°C im Kuahlschrank.
Am Folgetag erfolgte das Entfernen des primaren Antikdrpers mittels dreimaligen Waschens
fur jeweils 10 Minuten in PBS. AnschlieRend erfolgte das Auftragen des sekundaren
Antikdrpers (Donkey anti-Rabbit Alexa Fluor™ 568, #A10042, Invitrogen und Goat anti-Mouse
Alexa Fluor™ 568, #A-21124, Invitrogen; 1:500) und zusatzlicher Inkubation mit dem primar
fluoreszierenden Lectin-Antikérper (Lycopersion Tomato-Lectin 488, L32470, Invitrogen;
1:400) zur Darstellung zerebraler Kapillaren in einer Tragerlésung aus 1% BSA und PBS. Die
Proben wurden lichtgeschutzt fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end
folgten drei Waschungen in PBS fiur je zehn Minuten. Im nachsten Schritt erfolgte die
Gegenfarbung mittels Kernfarbstoffes Hoechst (Hoechst 3342, 62249, Thermo Fisher
Scientific; 1:2000) in PBS fur 30 Minuten und finale Waschung fur dreimal zehn Minuten in
PBS. Zur Aufbewahrung erfolgte das Covern mittels Fluoromount-G® (0100-01, Southern
Biotech, Birmingham, USA) und Coverslides (Rechteckige Deckglaser, 631-0146, VWR®).
Diese wurden zum Trocknen fir 24 Stunden unter dem Abzug belassen. Nach Abschluss des
Trocknungsvorgangs wurden die Objekttrager aus dem Papierordner entnommen und bei 4°C

gelagert.
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3.4. Etablierung und immunhistochemische Farbung von Zonula

Occludens — 1

Die Farbung von Zonula-Occludens-1, einem Transmembranprotein der Tight Junctions,
erfolgte an Tieren des Dexamethasonversuchs.

In einem ersten Durchgang wurde in Referenz an das in Liraz Zaltsman et al.’® verwendete
Protokoll eine Verdinnungsreihe des primaren Antikérpers (Zonula-Occludens-1 polyclonal
Antibody (rabbit), #61-7300, Invitrogen) zur Ermittlung einer optimalen Konzentration bei
geeignetem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis (engl. ,Signal-to-noise-ratio“, SNR) durchgefuhrt.
Die Verdinnungsreihe dieses Durchgangs wurde in Konzentrationen von 1:50, 1:100 und
1:200 angesetzt und im Anschluss mit den beschriebenen Standardeinstellungen
mikroskopiert (3.6).

In einem zweiten Durchgang wurden Hirnschnitte aus Versuchsteil 2 mit dem in (3.3)
beschriebenen Protokoll in Konzentrationen von 1:100 und 1:200 untersucht. Die Mikroskopie
der Samples erfolgte in Standardsettings (3.6) und alterierten Settings fir den RHOD-Kanal
(Exposure: 120 ms, Gain: 60). Die gefarbten Schnitte wurden auf ihre Auswertbarkeit gepruft.
Als nicht-auswertbar wurden Proben eingestuft, bei denen aufgrund eines unginstigen SNR
keine spezifische Darstellung der Zielstrukturen und automatisierte Auswertung (3.8) moglich

war.

3.5. Korrelation der Parameter mit individuellen Markern von BHS-Stérung und

Neurodegeneration

Das Ausmall der Stérung der BHS war bereits zuvor durch andere Mitglieder der
Arbeitsgruppe Uber den Surrogat-Parameter des extravasaren Immunglobulins G in der akuten
Phase nach CBI quantifiziert worden 7. Diese bereits publizierten Daten wurden hier zur
individuellen sowie gruppenubergreifenden Korrelation der durch die Doktorandin erhobenen
spezifischen Parameter genutzt.

Als Surrogatparameter von Neurodegeneration wurde die ebenfalls zuvor durch andere
Mitglieder der Arbeitsgruppe bestimmte Expression von nukledrem, phosphoryliertem Tau-
Protein verwendet. Auch diese bislang unpublizierten Daten wurden hier zur individuellen
sowie gruppenibergreifenden Korrelation der durch die Doktorandin erhobenen spezifischen

Parameter genutzt.
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3.6. Mikroskopie

Die erstellten Fluoreszenzfarbungen wurden innerhalb einer Woche nach Beendigung des
Farbevorgangs mittels eines Fluoreszenzmikroskops (Leica DMi8, CMS GmbH, Wetzlar,
Deutschland) mikroskopiert und fotografiert. Bis zur Verwendung fur die Mikroskopie wurden
die Proben lichtgeschitzt in einer Objekttragerkiste bei 4°C eingelagert. Die Mikroskopie
erfolgte stets mit denselben Settings fur Signalverstarkung (Gain) und Belichtungszeit
(Exposure) in 20-facher Vergrélierung. Hierbei wurde ein Bild des gesamten Hirnschnitts in
drei Kanalen angefertigt. Kennzeichnend fir jeden Kanal ist, dass das Uber die Lichtquelle
emittierte Licht durch einen Filter nur fir bestimmte Wellenlangen durchldssig ist. Dieses regt
spezifisch die Fluorophore der sekundaren Antikérper und Detektionssysteme an, welche
wiederum Licht im Bereich einer ebenfalls spezifischen Wellenlange emittieren, welches nun
detektiert wird. Die Einstellungen der Settings fiir die einzelnen Farbkanale wurden zu Beginn
empirisch, mittels visueller Kontrolle, vorgenommen und nachfolgend fiir jedes Bild
beibehalten (DAPI: Exposure: 10 ms, Gain: 1, RHOD: Exposure: 50.00 ms, Gain: 22.21, FITC:
Exposure: 43.71 ms, Gain: 24.55). Durch das symmetrische Setzen von ,Focus Points* zur
Einstellung der Scharfe Uber das gesamte Hirn verteilt, konnte eine gleichmaRig hohe
Auflésung erzielt werden. Es wurde jeweils nur ein Hirnschnitt des Objekttragers mikroskopiert
und bei der Auswahl des Schnittes darauf geachtet, dass moglichst wenig stérende Artefakte
(Luftblasen oder Gewebeschaden) vorlagen. Das gesamte Bild eines Hirnschnitts bestand aus
mehreren hundert Einzelaufnahmen des Gewebes. Die entstandenen Bilder wurden als
,Overlay“-Bild gespeichert, ein mittels Software (Leica Application Suite (LAS X), Leica
Microsystems, Wetzlar) erstelltes libereinandergelegtes und gerendertes Bild aus Aufnahmen
aller drei verwendeten Farbkanalen. Das fertige Overlay-Bild wurde als TIF-Datei auf einer

externen SSD gespeichert und zur weiteren Auswertung verwendet.

Abb. 13: Exemplarisches ,,Overlay“-Bild einer GFAP-Farbung. Zu sehen sind die hellblauen Focus Points Gber
beiden Hemispharen sowie die Umgrenzung der einzelnen Aufnahmen des Mikroskops in weif als Gittermuster.
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3.7. Bildbearbeitung

3.7.1. Erstellen einer Atlas-Maske

Die Bildbearbeitungs- und Analysesoftware Imaged 64 (Fiji Distribution, Version 1.54k 15
September 2024'%") wurde zur Vorbereitung des Bildmaterials genutzt. Zunachst erfolgt die
semimanuelle Registrierung der histologischen Aufnahmen auf den Allen Mouse Brain Atlas
(AMBA) 38139 mjttels Imaged. Hierzu wurde die koronare Version des Allen mouse Reference

Atlas in einer Schichtdicke von 50pm mit 264 Schichten (engl. ,Stack®) genutzt.

( wst) Image.
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Abb. 14: Slide 119/264 des ARAannotation Atlas. Zu erkennen sind die einzelnen ROIs, welche in
unterschiedlichen Graustufen abgebildet werden. Die gelbe Markierung kennzeichnet die Region des linken Cornu
Ammonis, Sektor I. Dieser hat den Grauwert ,382% zu sehen ganz rechts unter der Kommandozeile als ,value®.
Anhand dieses Wertes ist diese ROl in der zugehdrigen .txt-Datei eindeutig zu identifizieren.

Es erfolgte das Setzen von Landmarken (insgesamt 52 Punkte bihemispharisch) mithilfe der
Programm-eigenen ,Landmark correspondance®-Funktion auf der histologischen Abbildung
sowie korrespondierendem Referenzbild des ,ARA Annotation Atlas®.

Als interessierende Regionen flr die Erhebung der Daten und weitere Analyse wurden jeweils
die Region des Hippocampus, Teile des Kortex’ und des Thalamus aufgesucht und
ausgewertet.
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Abb. 15: Erstellen der Atlasmasken. A: Aufsuchen des korrespondieren Schnittes auf dem ARA Annotation Atlas
und Setzen von insgesamt 52 Landmarken (gelbe Markierungen). B: Aufsuchen und Setzen der korrespondierenden
Landmarken auf dem ,Overlay“-Bild des Hirnschnittes in derselben Reihenfolge. C: Generierte Maske des ,Overlay*“-
Bildes, auf welcher samtliche anatomischen ROIls des Hirnschnitts abgebildet sind.
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3.7.2. Thresholding

Nach Generierung der Atlasmaske erfolgte eine manuelle Bildbearbeitung des ,Overlay*-
Bildes, um storende Artefakte zu mindern. Kleinere Falten oder Risse wurden aus der weiteren
Analyse entfernt. Zur Erstellung einer vaskularen bzw. astrozytdren Maske erfolgte das
manuelle Setzen eines Schwellenwertes (engl. ,thresholding®) fur jedes einzelne Bild im
grinen (FITC, Lectin-Farbung) und roten Kanal (RHOD, Signal von Aquaporin-4 oder GFAP).

Abb. 16: Thresholding der Mikroskopie-Bilder. A: Graustufenbild des roten Kanals (hier Aquaporin-4-Signal), B:
Bild A) nach Thresholding als Schwarz-Weif3-Darstellung C: Graustufenbild des griinen Kanals (Lectin-Signal), D:
Bild C) nach Thresholding.
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3.8. Automatisierte Auswertung

Die weitere Auswertung der Bilddateien erfolgte automatisiert in MATLAB (MATLAB Version:
24.1.0.2653294 (R2024a) Update 5, Natick, Massachusetts: The MathWorks Inc.; 2024). Die
hierzu bendtigte Software wurde von Herr Dr. med. Stefan J. Blaschke erstellt und zur
Verfugung gestellt. Die Ausgabe der Parameter erfolgte als Excel-Datei, in welcher pro Zeile,
fur jede als Ziffer kodierte Region von Interesse (ROI), funf berechnete Parameter angegeben
wurden: der von BlutgefaRen bedeckte Anteil der Region in Prozent, die Aquaporin-4- bzw.
GFAP-Coverage in Prozent, die vaskulare und paravaskulare Signalintensitat und die hieraus
errechnete Polarisation des Signals. Als interessierende Regionen wurden fur alle
Versuchsgruppen Teile des Kortex, der Hippocampus und der Thalamus festgelegt. Diese

Read-Outs wurden fir jede ROI jedes Tieres in einer separaten Datei in Microsoft Excel zur

weiteren Verwendung zusammengetragen.

A

Abbildung 17: Grafische Darstellung der “Regions of interest“ (ROIls): Die Regionen des Kortex (A),
Hippocampus (B) und Thalamus (C) sind jeweils rot hervorgehoben.

3.8.1. Erhebung der Aquaporin-4- und GFAP-Coverage

Die BHS setzt sich aus den Tight Junctions der Endothelzellen, der Basallamina und den
EndfiRen der Astrozyten zusammen (siehe Kap. 2.10). Die astrozytaren Endfuf3e lagern sich

den zerebralen Blutgefalen an und bedecken diese von aufien. Um diese mikrovaskulare
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Bedeckung (engl. ,Coverage®) der Blutgefalle durch die EndfliRe der Astrozyten zu
quantifizieren und die Integritat der BHS detailliert zu untersuchen, wurden die Parameter der
GFAP- und Aquaporin-4-Coverages erhoben. GFAP ist ein Strukturprotein der Astrozyten und
diente zur Darstellung der Zellen und ihrer EndfiiRe. Aquaporin-4 findet sich in wesentlich
héher Zahl an den perivaskularen Endfiiien der Astrozyten als an den parenchymatdsen
Fortsatzen. Die Erhebung der Aquaporin-4-Coverages diente als erganzender, sensitiver
Parameter der Darstellung der astrozytaren EndfiRe.'®® Veranderungen dieser Bedeckung
kénnen auf Storungen der BHS-Funktion hinweisen. Vorarbeiten konnten bereits eine
Korrelation zwischen gestorter BHS-Funktion im Sinne einer erhohten Durchlassigkeit an
Stellen mit verminderter GFAP- und Aquaporin-4-Coverage nachweisen.'®

Die ,Coverage“ beschreibt die Abdeckung einer Zielregion A, in diesem Fall der Lectin-
positiven Gefalle durch Signal B (z.B. Aquaporin-4 pos. astrozytare EndfliRe, GFAP pos.
Astrozyten). Hierzu erfolgte zunachst die Erstellung einer bindren Gefalmaske auf Basis des
Lectin-Signals (vgl. 3.7.2, Abb. 16). In einem zweiten Schritt erfolgte der Overlay einer
gethresholdeten Signal-Maske mit der vorherigen Gefalmaske. Der Anteil der doppelt-
positiven (Lectin+, Signal+) Voxel an der Anzahl aller Gefaltvoxel innerhalb einer Region (in

%) ergab den jeweiligen Coverage-Wert.

3.8.2. Erhebung der Aquaporin-4-Polarisation

Die Aquaporin-4-Polarisation diente als Parameter flr Veranderungen des glymphatischen
Systems. Sie beschreibt das Verhaltnis von perivaskuldarem zu nicht-perivaskularem
Aquaporin-4-Signal. Aquaporin-4 wird entlang der perivaskuldren astrozytaren Fortsatze in
wesentlich hdherer Zahl exprimiert als an den parenchymatdsen Fortsatzen.
Nach Normalisierung auf die individuelle Hintergrundfluoreszenz erfolgte die Messung der
Signalintensitat (z.B. AQP-4 bzw. GFAP) innerhalb einer binarisierten Gefallmaske (siehe
oben), welche mittels morphologischer Dilation (“imdilate”, disk, r = 5 px) erweitert wurde, um
den perivaskuldren Raum abzubilden. Das Verhaltnis von peri- (Ip) zu extravaskularer (le)
Intensitat (Polarisation = (l,/l¢) beschreibt die Polarisation.
Stérungen der Aquaporin-4-Polarisation werden als Hinweise auf Dysfunktionen des
glymphatischen Systems gewertet. In Vorarbeiten beschrieben ist eine Abnahme der
Aquaporin-4-Polarisation nach Schadel-Hirn-Traumata, welche von einer verringerten
Penetration intrazisternal applizierter Tracer in das Hirngewebe begleitet wurde und als
putativer Marker einer Stérung des glymphatischen Pathways interpretiert wird."*° Ein erhéhter
Wert zeigt hierbei eine relativ gesehen vermehrte perivaskulare Signalintensitat, welches
entweder auf eine erhdhte vaskulare Abdichtung oder Signalanreicherung im perivaskularen
Gewebe hinweisen kann.
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3.9. Statistik

Samtliche Rohdaten wurden vor der weiteren statistischen Auswertung mittels Z-
Transformation innerhalb der Farbedurchgange in Microsoft Excel standardisiert. Die z-
Transformation erfolgte normiert auf den jeweiligen Farbedurchgang, wobei die
Farbedurchgadnge gleichmaRig so aufgeteilt wurden, dass jeder Durchgang jede
Behandlungskondition (Sham, CBI, lowRepCBI und highRepCBI) enthielt.

Fur die statistische Auswertung wurde das Programm ,Statistical Package for the Social
Sciences” (SPSS, Version 30.0, International Business Machines Corporation, Armonk, USA)
verwendet. Die statistische Auswertung der Versuchsteile erfolgte getrennt voneinander. Es
erfolgte die Prifung der Datensatze auf Normalverteilung mittels Prifung durch Shapiro-Wilks-
Test bei einem Signifikanzniveau von p < 0,05 und graphischer Inspektion der Verteilung
mittels Histogramms und Q-Q-Diagramm.

Nicht-normalverteilte Datensatze wurden mittels Kruskal-Wallis-Test flir den Vergleich der
Behandlungsgruppen der subakuten und chronischen Phase auf Signifikanz geprift (p < 0,05),
bei Normalverteilung erfolgte die Durchfihrung eines ANOVA. Fur den Vergleich der
Behandlungskonditionen in der Dexamethason-Studie erfolgte bei Normalverteilung die
Durchfiihrung eines T-Tests, bei nicht normalverteilten Daten die Durchflihrung eines Man-
Whitney-U-Tests unter Angabe der exakten Signifikanz (Signifikanzniveau jeweils <0.05).

Die Berechnung der Korrelationen der Parameter des mikrovaskularen Interfaces (Aquaporin-
4- und GFAP-Coverage, Aquaporin-4-Polarisation) mit Immunglobulin G-Extravasat und p-
Tau-Immunreaktivitat erfolgte far normalverteilte Daten mittels Pearson-
Korrelationskoeffizient, far nicht-normalverteilte Daten mittels Spearman-
Korrelationskoeffizient.

Zur Erstellung von Grafiken wurde die Software GraphPadPrism (Version 8.0.2, Dotmatics,
Boston, USA) genutzt.
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4. Ergebnisse

4.1 Blut-Hirn-Schranken-Charakteristika in der subakuten Phase nach CBI

Die Beobachtungsperiode flir die subakute Phase betrug fur alle Tiere und Konditionen sieben
Tage, beginnend ab der letztmaligen CBI, die GruppengroéfRe betrug n = 18 Tiere (vgl. Abb.
10). Untersucht wurden die Regionen Kortex, Hippocampus und Thalamus (vgl. Kap. 3.8) in
vier Behandlungskonditionen. Die erhobenen Parameter wurden rechtshemispharisch
(ipsilateral zur CBI) und linkshemispharisch (contralateral zur CBI) gemessen, dann wurde
zusatzlich ein Mittelwert der Hemispharen gebildet (,mean®), und jeweils zwischen den

Behandlungskonditionen verglichen.

41.1. Aquaporin-4-Coverage in der subakuten Phase nach CBI

Fur die kortikalen ROIs ergaben sich keine signifikanten Gruppenunterschiede, weder
gemittelt Gber beide Hemispharen (,mean® p = 0.575, H (3) = 1.989) noch in der isolierten
linkshemispharischen (p = 0.865 H (3) = 0.737) oder rechtshemispharischen Region (p =
0.190, H (3) = 4.768).

Auch fir den Hippocampus ergab sich weder im Mittel (p = 0.854, H (3) = 0.779), noch isoliert
links- (p = 0.575, H (3) = 1.989) oder rechtshemispharisch (p = 0.888, H (3) = 0.639) ein
signifikanter Gruppenunterschied.

In den thalamischen ROIs (Abb. 18 A und B, jeweils rechter Boxplot) zeigte sich — gemittelt
uber die Hemispharen — ein nicht-signifikanter Trend zu einem Gruppenunterschied (,mean® p
=0.095, H (3) =6.368) mit einer Erh6hung der Aquaporin-4-Coverage im paarweisen Vergleich
der CBI und highRepCBI-Gruppe (p = 0.091, z = -2.429, Post-Hoc Tests mit Bonferroni-
Korrektur fur Mehrfachvergleiche). Dieser Effekt wurde nicht durch nur eine Hemisphare
getrieben, sondern war sowohl linkshemispharisch (p = 0.278, H (3) = 3.849) als auch
rechtshemispharisch als Trend zu beobachten (p = 0.186, H (3) = 4.812).
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Abbildung 18: Boxplot der Z-Scores der Aquaporin-4-Coverage des Kortex, Hippocampus und Thalamus. A:
Boxplots der zwischen den Hemispharen gemittelten Z-Scores (,mean*), B: Z-Scores der jeweils linken und rechten
Hemisphare. Es zeigte sich ein nicht-signifikanter Trend einer Zunahme im Thalamus der highRepCBI-Tiere. Die
Whisker der Boxen umfassen alle Werte, vom Minimum zum Maximum. Es erfolgte die Beurteilung der Verteilung
der Daten mittels Shapiro-Wilk-Test, Histogramm und Q-Q-Diagramm. Die Daten der untersuchten Regionen lagen
fur alle erhobenen Parameter nicht normalverteilt vor. Es folgte die Anwendung eines Kruskal-Wallis-Tests zur
Erhebung von Gruppenunterschieden. Alle Tiere konnten in die Auswertung eingeschlossen werden (n = 18).

Abbildung 19: Darstellung der Aquaporin-4-Coverage im Thalamus der Versuchstiere im subakuten Zeitraum. Es
zeigt sich eine Zunahme der Aquaporin-4-Coverage im highRepCBI-Tier (B) im Vergleich mit Sham (A), Das
Aquaporin-4-Signal ist durch weilRe Pfeile gekennzeichnet. Gezeigt sind beispielhafte Regionen aus dem Thalamus

beider Behandlungskonditionen.
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41.2. GFAP-Coverage in der subakuten Phase nach CBI

Gemittelt Gber den Kortex beider Hemispharen liefien sich keine Unterschiede im Vergleich
der vier Behandlungsgruppen feststellen (,mean® p = 0.743, H (3) = 1.240). Auch in der
seitengetrennten Auswertung der Parameter fanden sich weder linkshemispharisch (p = 0.379,
H (3) = 3.086) noch rechtshemispharisch (p = 0.740, H (3) = 1.254) signifikante
Gruppenunterschiede. Auch im Hippocampus bestanden weder Uber die Hemispharen
gemittelt (,mean“ p = 0.988, H (3) = 0.132) noch in der seitengetrennten Betrachtung
signifikante Unterschiede (links: p = 0.987, H (3) = 0.139; rechts: p = 0.811, H (3) = 0.960). Im
Thalamus waren ebenfalls keine signifikanten Gruppenunterschiede zu beobachten (,mean“ p
=0.715, H (3) = 1.360, linkshemispharisch: p = 0.838, H (3) = 849; rechtshemispharisch: p =
0.520, H (3) = 2.263).
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Abbildung 20: Z-Scores der GFAP-Coverages des Kortex, Hippocampus und Thalamus. A: Bilaterale Z-Scores
(,mean®), B: Z-Scores der linken und rechten Hemisphare. Die Whisker der Boxen umfassen alle Werte, vom
Minimum zum Maximum. Die z-standardisierten Werte wurden mittels Shapiro-Wilk-Tests, Histogramm und Q-Q-
Plot auf Normalverteilung tUberprift. Die Daten der GFAP-Coverages lagen fir sdmtliche ROIls nicht normalverteilt
vor. Alle Tiere konnten in die Auswertung eingeschlossen werden (n = 18).
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4.1.3. Aquaporin-4-Polarisation in der subakuten Phase nach CBI

Im Kortex ergaben sich keine signifikanten Gruppenunterschiede, weder in der gemittelten (p
= 0.462, H (3) = 2.575), noch in der seitengetrennten Auswertung (linkshemispharisch: p =
0.438, H (3) = 2.714, rechtshemispharisch: p = 0.571, H (3) = 2.005).

Im Hippocampus bestand ein Trend zu einer Erhdhung der Aquaporin-4-Polarisation mit
steigender Frequenz der Traumata (higRepCBI zu Sham, Abb. 22 A und B, jeweils mittlerer
Boxplot), dieser war jedoch nicht statistisch signifikant (gemittelt: p = 0.636, H (3) = 1.705;
isoliert linkshemispharisch: p = 0.403, H (3) = 2.926; isoliert rechtshemispharisch: p = 0.969,
H (3) = 0.251).

Die Aquaporin-4-Polarisation im Thalamus war weder zwischen den Hemispharen gemittelt (p
= 0485, H (3) = 2.447) noch in der getrennten Betrachtung der Hemispharen
(linkshemispharisch: p = 0.727, H (3) = 1.311, rechtshemispharisch: p = 0.694, H (3) = 1.451)

verandert.
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Abbildung 21: Z-Scores der Aquaporin-4-Polarisation des Kortex, Hippocampus und Thalamus. A: Bilaterale
Z-Scores (,mean®), B: Z-Scores der linken und rechten Hemisphare Im Hippocampus der highRepCBI-Gruppe
findet sich ein Trend zu einer Erhéhung der Aquaporin-4-Polarisation. Die Whisker der Boxen umfassen alle Werte,
vom Minimum zum Maximum. Die z-standardisierten Werte fur die Aquaporin-4-Polarisation lagen fur sdmtliche
Regionen nicht normalverteilt vor. Es folgte die Durchfiihrung eines Kruskal-Wallis-Test. Sdmtliche Tiere konnten

in die Auswertung eingeschlossen werden (n = 18).
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4.2 Korrelation der BHS-Indices mit Inmunglobulin G-Extravasat

Die Extravasation von Immunglobulin G (IgG) diente als Surrogatparameter fiir das Ausmalf
der BHS-Stérung und war in einer vorangegangenen Arbeit bereits untersucht worden. Fir die
vorliegende Arbeit wurden diese Werte in Korrelation gesetzt zu den hier erhobenen
differenzierteren Parametern der BHS.

In allen drei untersuchten Hirnregionen war eine Erhéhung der IgG Extravasation als Zeichen
der BHS-Storung nach hochfrequenter CBIl im Vergleich zur untraumatisierten Sham-Kontrolle
zu beobachten, die allerdings statistisch nicht ganz das Signifikanzniveau erreichte (Kortex:
mean p = 0.378, H (3) = 3.091; rechtshemispharisch p = 0.706, H (3) = 1.397,
linkshemispharisch p =0.227, H (3) = 4.342; Hippocampus - mean: p = 0.547, H (3) = 2.123;
rechtshemispharisch: p = 0.595, H (3) =1.891, linkshemispharisch: p = 436, H (3) = 2.727;
Thalamus: mean p = 0.129, H (3) = 5.674; rechtshemispharisch: p = 0.241, H (3) = 4.197;
linkshemispharisch: p = 0.053, H (3) = 7,687).
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Abbildung 22: Darstellung der gemessenen IgG-Intensitat als Z-Scores, aufgetrennt nach ROl und
Hemisphare. Am deutlichsten zu sehen ist ein Trend zu einer Erhéhung des IgG-Signals mit zunehmender
Traumafrequenz im Thalamus der Tiere. Die Whisker des Boxplots umfassen alle Werte, vom Minimum bis zum
Maximum. Samtliche Datenséatze lagen nicht normalverteilt vor, es erfolgte die Prifung auf Korrelation mittels
Spearman-Rho-Korrelationskoeffizienten fiir alle untersuchten Regionen. Es konnten alle Tiere in die Auswertung
mit einbezogen werden (n = 18).
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4.21. Korrelation von Aquaporin-4-Coverage und IgG-Extravasat

In den kortikalen Regionen fand sich tber den gesamten Kortex hinweg keine signifikante
Korrelation zwischen Aquaporin-4-Coverage und IgG-Extravasat (r = -0.018, p = 0.945). Auch
in der seitengetrennten Betrachtung zwischen rechtem, ipsilasionalem (r = 0.056, p = 826) und
linkem, contraldsionalem Kortex fand sich keine Korrelation der beiden Parameter (r = 0.160,
p = 0.526).

Zwischen Aquaporin-4-Coverage und IgG-Extravasat errechnete sich auch im gesamten

Hippocampus kein gerichteter Zusammenhang (,mean® r = 0.022, p = 0.932).

Rechtshemispharisch offenbarte sich eine mittelgradig positive Korrelation (r = 0.361, p

0.141, linkshemispharisch eine schwach negativ ausgepragte Korrelation r = -0.236, p
0.345).

Uber den bilateralen Thalamus hinweg fand sich keine signifikante Korrelation zwischen
Aquaporin-4-Coverage und lgG-Extravasat (r = 0.294, p = 0.236), es lie} sich jedoch eine
gerichtete Zunahme von Aquaporin-4-Coverage und IgG-Intensitat in der highRepCBI-Gruppe
feststellen. In der seitengetrennten Betrachtung fand sich linkshemispharisch keine Korrelation
(r = 0.057, p = 0.823), rechtshemispharisch errechnete sich eine mittelgradig positive, nicht
signifikante Korrelation (r = 0.359, p = 0.144).
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Abbildung 23: Scatter Plots der ipsilasionalen, rechtshemispharischen Z-Scores der Aquaporin-4-
Coverage und IgG-Intensitit im Hippocampus und Thalamus. Samtliche Daten lagen nicht normalverteilt vor, es
erfolgte die Erhebung der Korrelation mittels Spearman-Rangkorrelation der z-standardisierten Wertepaare (n =
18).
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4.2.2. Korrelation von GFAP-Coverage und IgG-Extravasat

Uber den kortikalen ROIls der Behandlungsgruppen errechnete sich kein signifikanter
Zusammenhang zwischen GFAP-Coverage und IgG-Extravasat (,mean®: r = 0.082, p = 0.748;
linkshemispharisch: r = 0.032, p = 0.032; rechtshemispharisch: r = 0.138, p = 0.584).

Fir den Hippocampus errechnete sich dber beide Hemisphdren gemittelt ein
Korrelationskoeffizient von r = -0.195 (p = 0.438). Linkshemispharisch betrug dieser r = -0.072
(p = 0.776), rechtshemispharisch r = -0.372 (p = 0.129). Zusammenfassend fand sich damit
eine rechtshemispharisch betonte, mittelgradige, negativ gerichtete Korrelation von GFAP-
Coverage und Immunglobulin-G-Extravasat.

Im Thalamus der Versuchstiere fand sich eine schwach-negative Korrelation von 1gG-
Extravasat und GFAP-Coverage (,mean®“: r=-0.121, p = 0.633; linkshemispharisch: r =-0.057,
p = 0.823; rechtshemispharisch: r =-0.084, p = 0.741).
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Abbildung 24: Scatter Plots der Z-Scores von GFAP-Coverage und IgG-Intensitat im rechten, ipsilasionalen
Hippocampus. Die Regressionsgeraden deuten auf eine negative Korrelation von niedriger GFAP-Coverage und
erhohtem IgG-Extravasat hin. Samtliche Daten lagen nicht normalverteilt vor, es erfolgte die Erhebung der
Korrelation mittels Spearman-Rangkorrelation der z-standardisierten Wertepaare (n = 18).
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4.2.3. Korrelation von Aquaporin-4-Polarisation und IgG-Extravasat

In den kortikalen ROIs ergab sich weder flir die Betrachtung des gesamten Kortex noch in der
seitengetrennten Betrachtung eine signifikante Korrelation zwischen Aquaporin-4-Polarisation
und IgG-Extravasat (,mean®: r = 0.104, p = 0.681; linkshemispharisch*: r = 0.143, p = 0.570;
rechtshemispharisch: r = 0.108, p = 0.608).

Im Hippocampus zeigte sich eine positive, allerdings nicht statisch signifikante Korrelation
zwischen Aquaporin-4-Polarisation und gestoérter BHS — also vermehrtem Auftreten von
Immunglobulin-G-Extravasat (r = 0.381, p = 0.119). Diese Korrelation war flr den rechten
Hippocampus — ipsilasional — starker ausgepragt (r = 0.419, p = 0.083) als fir den linken,
contralasionalen Hippocampus (r = 243, p = 0.332).

Gemittelt Uber beide Thalami (rechts und links) fand sich eine negative, aber nicht signifikante
Korrelation zwischen dem Ausmal} des IgG-Extravasats und der Aquaporin-4-Polarisation (r
=-0.379, p = 0.121). Diese war fir die linken — contralasionalen — Thalamus tendenziell gréer
(r=-0.322, p = 0.192) als fur den rechten (r = -0.241, p = 0.336).
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Abbildung 25: Scatter Plots der AQP-Polarisation und IgG-Intensitat im bilateralen Thalamus und rechten,
ipsilasionalen Hippocampus. Im Hippocampus deutet sich ein positiver Zusammenhang von steigender Aquaporin-
4-Polarisation und IgG-Extravasat an. Im Thalamus stellt sich dieser Trend allenfalls leichtgradig als negativ
gerichteter Zusammenhang dar. Samtliche Parameter lagen nicht normalverteilt vor, es erfolgte die Berechnung
des Spearman-Rangkoeffizienten an n = 18 Wertepaaren.
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4.3 BHS-Indices in der chronischen Phase nach CBI

Die Beobachtungsperiode flr die chronische Phase betrug fir alle Tiere und Konditionen 82
Tage, beginnend ab der letztmaligen CBI, und die Gruppengrof3e belief sich hier auf n = 34
Tiere (vgl. Abb. 10). Untersucht wurden wie fur die subakute Phase wieder die Regionen
Kortex, Hippocampus und Thalamus (vgl. Kap. 3.8) in vier Behandlungskonditionen. Die
erhobenen Parameter wurden jeweils zwischen rechtshemispharisch (ipsilateral zur CBI) und

linkshemispharisch (contralateral zur CBI) gemittelt.

4.3.1. Aquaporin-4-Coverage der BlutgefaBe in der chronischen Phase

nach CBI

In der Aquaporin-4-Coverage der kortikalen Region ergaben sich keine signifikanten
Gruppenunterschiede (p = 0.406, H (3) = 2.906). Ebenfalls zeigten sich in den hippocampalen
ROls keine signifikanten Gruppenunterschiede (p = 0.656, H (3) = 1.616).

Im Thalamus der vier Behandlungsgruppen =zeigten sich dagegen signifikante
Gruppenunterschiede (p = 0.029, H (3) = 9.040). Post-Hoc Tests mit Bonferroni-Korrektur
offenbarten eine signifikante Erhéhung der thalamischen Aquaporin-4-Coverage zwischen den
Tieren, die eine hochfrequent wiederholte CBI erlitten hatten (highRepCBIl), mit denen, die nur
einmalig traumatisiert worden waren (CBI; p =0.048, z=-2.651, n = 18, r = 0.625 nach Cohen).

Dies entsprach einem starken Effekt.
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Abbildung 26: Aquaporin-4-Coverage in der chronischen Phase nach CBI. Darstellung aller Datenpunkte der
Z-Scores im Vergleich der Hirnregionen und Behandlungsgruppen. Die Whisker umfassen alle Werte, vom
Minimum bis zum Maximum. Im Thalamus der highRepCBI-Gruppe zeigten sich signifikant erhéhte Z-Scores des
Aquaporin-4-Coverages. Die vorhandenen Datensatze wurden Z-transformiert und grafisch sowie mittels Shapiro-
Wilk-Test auf Normalverteilung gepruft. Die Daten lagen nicht normalverteilt vor, es erfolgte die Auswertung mittels
des Kruskal-Wallis-Test. Alle Tiere gingen in die Analyse mit ein (N = 34).

*=p<0.05
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Abbildung 27: Aquaporin-4-Coverage im Thalamus in der chronischen Phase nach CBI. Es zeigt sich eine
sichtbare Zunahme des Aquaporin-4-Signals in der highRepCBI-Gruppe (weilRe Pfeile). A: Sham, B: CBI, C:
lowRepCBI, D: highRepCBI.

4.3.2. GFAP-Coverage der BlutgefaBe in der chronischen Phase nach
CBI

Im Kortex sowie in zeigten der Hippocampusregion fanden sich keine signifikanten
Gruppenunterschiede (Kortex: p = 0.103, H (3) = 6.194; Hippocampus: p = 0.849, H (3) =
0.800). Im Thalamus dagegen fielen — analog zur Aquaporin-4-Coverage — auch beztiglich der
GFAP-Coverage signifikante Gruppenunterschiede auf (p = 0.03, H (3) = 8.975). In den
durchgeflhrten Post-Hoc-Tests mit Bonferroni-Korrektur und paarweisen Vergleichen der
Behandlungsgruppen lag dieser Unterschied zwischen der Sham- und der hochfrequent
traumatisierten (highRepCBI-) Gruppe (p = 0.029, z = -2.819, n = 20). Dieser Unterschied

konnte mit r = 0.63 quantifiziert werden, was einem starken Effekt nach Cohen entsprach.
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Abbildung 28: GFAP-Coverage in der chronischen Phase nach CBI. Darstellung aller Datenpunkte der Z-
Scores im Vergleich der Hirnregionen und Behandlungsgruppen. Im Thalamus war die GFAP-Coverage in der
highRepCBI-Gruppe signifikant erhdht im Vergleich zu Sham. Aufgrund von kortikalen Artefakten erfolgte der
Ausschluss eines Tieres der lowRepCBI-Gruppe aus der Auswertung der kortikalen Region (n = 33). In den
hippocampalen und thalamischen ROIs konnten alle Tiere in die Analyse mit einbezogen werden (n = 34).
Samtliche Parameter lagen nicht normalverteilt vor, es erfolgte die Durchfiihrung eines Kruskal-Wallis-Tests.
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Abbildung 29: GFAP-Coverage im Thalamus nach chronischer CBI nach Sham-Trauma (A) und highRepCBI
(B). Es zeigte sich eine Zunahme des perivaskularen GFAP-Signals (weile Pfeile).
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4.3.3. Aquaporin-4-Polarisation in der chronischen Phase nach CBI

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen
bezlglich der Aquaporin-4-Polarisation im Kortex (p = 0.327, H (3) = 3.456), Hippocampus (p
=0.241, H (3) = 4.201) oder Thalamus (p = 0.761, H (3) = 1.166).
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Abbildung 30: Aquaporin-4-Polarisation in der chronischen Phase nach CBI uUber alle untersuchten
Hirnregionen. Es zeigen sich keine Unterschiede zwischen den Behandlungskonditionen. Alle Tiere konnten in die
Analyse einbezogen werden (n = 34), bei nicht erfiillter Normalverteilung erfolgte die Durchfiihrung eines Kruskal-

Wallis-Tests.

60



4.4 Korrelation erhobener BHS-Indices mit phosphoryliertem Tau-Protein

Die Signalintensitat des am Serin-Rest 202 phosphorylierten Tau-Proteins (p-Tau-Ser202)
innerhalb NeuN-positiver Neuronenkerne diente als Surrogatparameter fir das Ausmal} der
Neurodegeneration und war in einer vorangegangenen Arbeit bereits untersucht worden. Fir
die vorliegende Arbeit wurden diese Werte in Korrelation gesetzt zu den hier erhobenen
differenzierteren Parametern der BHS.

Da von einer diffusen Verteilung der Traumafolgen und nachfolgender Neurodegeneration
ausgegangen wurde, erfolgte die Mittelung der jeweiligen Werte tber beide Hirnhemispharen

und keine seitengetrennte Betrachtung.

441. P-Tau Z-Scores nach Region

In allen drei untersuchten Hirnregionen war eine verstarkte Immunoreaktivitat von p-Tau-
Ser202 als Zeichen der verstarkten Neurodegeneration in der chronischen Phase, 82 Tage
nach hochfrequenter CBI (highRepCBI), im Vergleich zur untraumatisierten Kontrolle (sham)
zu beobachten. In keiner Region erreichte diese Beobachtung allerdings statistische
Signifikanz (Kortex: p = 0.248, H (3) = 4.124; Hippocampus: p = 0.334, H (3) = 3.399;
Thalamus: p = 0.131, H (3) = 5.631).
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Abbildung 31: p-Tau-Signal als Surrogatparameter der Neurodegeneration in der chronischen Phase nach
CBI. Darstellung der Z-Scores Uber alle untersuchten Hirnregionen. Im Thalamus der highRepCBI-Tiere findet sich
der deutlichste Trend zu einer Erhéhung. Die Rohwerte der p-Tau-Farbungen wurden fur die Auswertung ebenfalls
z-tranformiert. Es erfolgte die Prifung auf Normalverteilung der erhobenen Parameter und Durchfihrung einer
Prufung auf statistische Korrelation mittels Spearman-rho-Korrelationskoeffizienten bei nicht vorliegender
Normalverteilung (n = 23).
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4.4.2. Korrelation von Aquaporin-4-Coverage und p-Tau

In den kortikalen Regionen errechnete sich ein Korrelationskoeffizient von r = 0.358 mit p =
0.094. Dies entsprach einer mittelgradigen, positiv gerichteten Korrelation: nahm die
Aquaporin-4-Coverage der Region zu, wurde auch ein vermehrtes Auftreten p-Tau-positiver
Neuronenkerne beobachtet.

In den Regionen des Hippocampus errechnete sich r = 0.271, p = 0.211. Dies entsprach einer
schwachen, positiv gerichteten Korrelation. Im Thalamus errechnete sich r = 0.223, p = 0.306,
ebenfalls einer schwach positiven Korrelation zwischen zunehmender Aquaporin-4-Coverage

und erhoéhter p-Tau-Expression entsprechend.
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Abbildung 32: Scatterplot der Z-Scores der Aquaporin-4-Coverage und der p-Tau-Intensitédt des Kortex‘ mit
eingezeichneten Regressionsgeraden. Ersichtlich wird ein geringgradiger Zusammenhang zwischen steigender
Aquaporin-4-Coverage und p-Tau-Intensitat. Es wurden n = 23 Tiere untersucht, fir welche Wertepaare aus den
Aquaporin-4- und p-Tau-Farbung vorlagen. Es erfolgte die Priifung auf statistische Korrelation mittels Spearman-
rho-Korrelationskoeffizienten bei nicht vorliegender Normalverteilung.

62



4.4.3. Korrelation von GFAP-Coverage und p-tau

Fur die kortikalen Regionen errechnete sich ein Korrelationskoeffizient von -0.023 (p = 0.919).
Dies entsprach keiner gerichteten Korrelation der beiden Parameter. Im Hippocampus der
Versuchstiere errechnete sich ein Korrelationskoeffizient von r = 0.335 (p = 0.118), also ein
mittelgradiger, positiver Zusammenhang zwischen erhohter GFAP-Coverage und vermehrtem
Auftreten p-Tau-positiver Neuronenkerne im Hippocampus. Im Thalamus errechnete sich ein

schwach positiver Korrelationskoeffizient von r = 0.209 (p = 0.337).

Hippocampus

© Sham
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GFAP-Coverage

Abbildung 33: Scatterplot der Z-Scores der GFAP-Coverages und der p-Tau-Intensitédt im Hippocampus mit
eingezeichneten Regressionsgeraden. Erkenntlich wird ein positiver Trend zwischen ansteigender GFAP-
Coverage und zunehmender p-Tau-Intensitat. Die Daten lagen nicht normalverteilt vor, es erfolgte die Priifung auf
statistische Korrelation zwischen n = 23 Wertepaaren aus GFAP- und p-Tau-Farbung mittels Spearman-Rho-
Koeffizient.

4.4.4. Korrelation von Aquaporin-4-Polarisation und p-Tau

Im Kortex errechnete sich eine Korrelation von r = 0.180 (p = 0.412), im Hippocampus von r =
0.145 (p = 0.508). Es bestand also zwar keine signifikante Korrelation zwischen Aquaporin-4-
Polarisation und p-Tau, aber in beiden Regionen ein schwacher positiver Zusammenhang
zwischen beiden Parametern.

Im Thalamus zeigte sich eine schwach positive Korrelation zwischen Zunahme der Aquaporin-
4-Polarisation und vermehrtem Auftreten von p-Tau (r = 0.248, p = 0.254).
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4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse aus Versuchsteil |

Hippocampus Thalamus

Parameter

Aguaporin-4- (0) (0) (*)
Coverage
GFAP-Coverage (0) (0) (0)
Aguaporin-4- (0) (1) (0)
Polarisation
Immunglobulin G - (") (r) (")
Extravasat
3{0]]
Hippocampus Thalamus
Parameter
Aquaporin-4- (0) (0) o
Coverage
GFAP-Coverage (0) (0) [
Aquaporin-4- (0) (0) (0)
Polarisation
P-Tau (1) (1) ()

Abbildung 34: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse aus Versuchsteil | in tabellarischer Form.
Die obere Tabelle (orange) gibt den subakuten Beobachtungszeitraum wieder, die untere Tabelle (blau) den
chronischen Beobachtungszeitraum. Wiedergegeben ist stets die Richtung der gesehenen Veranderung in den
traumatisierten Behandlungsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Sham).

Legende: 0 = nicht-signifikant; 1 = signifikant erhdht, | = signifikant erniedrigt, () = Trend
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4.6 Modulation des mikrovaskularen Coverages mittels Dexamethason

Im zweiten Versuchsteil dieser Arbeit (vgl. Kapitel 3.1 sowie Tabelle 2 und Abb. 11) ging es
um die Modulation der BHS durch Dexamethason, und den Effekten auf die mikrovaskularen
und glymphatischen Parameter. Beide Versuchsgruppen erhielten eine hochfrequente
Traumatisierung mit insgesamt funf CBI. Der Beobachtungszeitraum endete mit dem Tag der

letztmaligen CBI im akuten Zeitraum.

4.6.1. Aquaporin-4-Coverage in Dexamethason vs. Kontrolle

Die Ergebnisse offenbarten keine signifikanten Gruppenunterschiede im Vergleich der Z-
Scores der Aquaporin-4-Coverage zwischen der Dexamethason- und Kontrollgruppe (Kortex
p = 0.343, Hippocampus p = 0.343, Thalamus p = 0.821).

Betrachtete man die Verteilung der Daten als Boxplot, wurde aber sowohl im Kortex als auch
im Hippocampus ein gewisser Trend zu einer Erhéhung der Aquaporin-4-Coverage in der
Dexamethason-Gruppe deutlich (Dexamethason Mdn = 0.64, SD = 0.43, Kontrolle Mdn=-0.95,
SD= 1.3).

Kortex Hippocampus Thalamus
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Abbildung 35: Aquaporin-4-Coverage behandelter vs. unbehandelter Tiere. Boxplot mit Verteilung der
einzelnen Datenpunkte bei n =4 Tieren pro Kondition. Zu sehen ist ein nicht signifikanter Trend zu einer Erhéhung
der Aquaporin-4-Coverages in der Dexamethasongruppe im Vergleich zu Kontrolltieren in Kortex und
Hippocampus. Die Daten fir die Aquaporin-4-Coverage lagen nicht normalverteilt vor, es erfolgte die
Durchfiihrung eines Man-Whitney-U-Tests (n = 8).
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4.6.2.

GFAP-Coverage in Dexamethason vs. Kontrolle

Im Kortex zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungskonditionen
bezlglich der GFAP-Coverage (p = 0.119, t(6) = -1.56), es konnte jedoch ein Trend zu einer
Erhéhung der GFAP-Coverages in der Dexamethason-Kohorte (M = .52, SD = .43) gegenulber
der Kontrollgruppe (M = -.548, SD = 1.3) beobachtet werden. Im Hippocampus zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede (p = 0.320, t(6) = 1,085), ebenso wenig im Thalamus (p =

0.908, t(6) = -,121).
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Abbildung 36: GFAP-Coverage behandelter vs. Unbehandelter Tiere. Verteilung der Z-Scores des beider
Konditionen in den untersuchten Regionen. Im Kortex zeigt sich ein Trend zu einer erhéhten GFAP-Coverage, in
Hippocampus und Thalamus sind keine wesentlichen Unterschiede ersichtlich. Die Daten fiir die samtliche ROls

lagen normalverteilt vor, es erfolgte die Durchfihrung eines T-Tests (n = 8).

66



4.6.3. Aquaporin-4-Polarisation Dexamethason vs. Kontrolle

Im Kortex zeigten sich keine Unterschiede (Dexa Mdn = -0.75, Kontrolle Mdn = 0.23, p =
0.343), jedoch grafisch eine geringgradige Verringerung der Aquaporin-4-Polarisation der
Dexamethason-Tiere im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Im Hippocampus zeigten sich keine
Gruppenunterschiede (Dexa M = 0.14, Kontrolle M = 0.13, p = 0.886). Im Thalamus zeigten
sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede der Aquaporin-4-Polarisation (Dexa M = 0.02,

Kontrolle M = -0.7, zweiseitiges p = 0.312).
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Abbildung 37: Aquaporin-4-Polarisation. Zu sehen ist ein leichtgradiger Trend zu einer Erniedrigung der
Aquaporin-4-Polarisation im Kortex der Dexamethasongruppe. Die Daten lagen im Kortex nicht normalverteilt vor,
in Hippocampus und im Thalamus waren die Kriterien einer Normalverteilung hingegen erfiillt.

4.7 Zusammenfassung der Ergebnisse aus Versuchsteil Il

ROI
Hippocampus Thalamus
Parameter

Aquaporin-4- () (™) (0)
Coverage

GFAP-Coverage (1) (0) (0)

Aquaporin-4- (v) (0) (0)

Polarisation

Abbildung 38: Zusammenfassung der Ergebnisse der mikrovaskularen Parameter aus Versuchsteil Il
Angegeben ist immer der Trend der mit Dexamethason behandelten Tiere.

Legende: 0 = nicht-signifikant; 1 = signifikant erhéht, | = signifikant erniedrigt, () = Trend
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4.8 Etablierung immunhistochemischer Darstellung von Zonula-Occludens-
1

Die Etablierung der Farbung von Zonula-Occludens-1 (ZO-1) folgte zunachst dem in %3
angegebenen Protokoll in den Verdinnungsstufen 1:50, 1:100 und 1:200, sowie einer
Negativkontrolle, auf welche nur sekundar Antikdrper aufgetragen wurden. Die Proben wurden
mit den in (3.6) beschriebenen Settings mikroskopiert und auf die Spezifitat der Farbung hin
beurteilt. Hierbei zeigten sich in den Verdinnungen 1:50 und 1:100 eine gefalispezifische
Farbung, welche in der Verdinnung von 1:50 aufgrund einer hohen Intensitat des

unspezifischen Hintergrundes nicht fiir eine automatisierte Auswertung (3.8) geeignet war.

1:100

1:200 Negativkontrolle

Abbildung 39: Etablierung einer immunhistochemischen Farbung zur Untersuchung von ZO-1. Ergebnisse
der Verdiinnungsreihe 1:50, 1:100 und 1:200, mit Negativkontrolle im RHOD-Kanal und als binarisierte Bilddatei
(schwarzweiB). Dargestellt ist die Zielregion des Hippocampus‘. Protokoll adaptiert nach Liraz Zaltsman et al. 103

In einem zweiten Versuchsdurchlauf wurde das Protokoll nach (3.3) angepasst und in den
Verdinnungen 1:100 und 1:200 getestet, da die Verdinnungsreihe 1:50 aufgrund eines zu
hohen unspezifischen Hintergrundsignals verworfen wurde. Hier zeigten sich in allen
Verdinnungen spezifische, vaskulare Signale. In der Verdinnung 1:100 kamen unspezifische
Zellfarbungen, insbesondere in der Region des Cornu Ammonis, zur Darstellung. Aufgrund
einer héheren Spezifitadt gegenuber des perivaskularen ZO-1 war als Resultat die Verdinnung
1:200 zu bevorzugen. Es erfolgte eine Anpassung der Settings des Fluoreszenzmikroskops

im RHOD-Kanal: die Belichtungszeit wurde fir samtliche Proben auf 120 ms. eingestellt, die
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Signalverstarkung (Gain) entweder bei 30 belassen oder auf 60 erhdht. Es zeigte sich eine
Varianz in der Intensitat des spezifischen Signals, sodass fiir die Halfte (n = 2) der Proben auf
eine Hochregulierung der Signalverstarkung auf 60 nicht verzichtet werden konnte. In
Zusammenschau der Ergebnisse blieb hier also eine Verwendbarkeit der beschriebenen
Farbemethodik in der automatisierten Auswertung problematisch, eine qualitativ-

beschreibende Auswertung beispielhafter Regionen war zu bevorzugen.

Abbildung 40: Beispielhafte Bilder der Verdiinnungsreihen 1:100 (A) und 1:200 (B) des zweiten
Farbedurchgangs und eine Negativkontrolle. Aufnahme aller Bilder bei einer Belichtungszeit von 120 ms und einer
Signalverstarkung von 30. Zu sehen in (A) ist die unspezifische Anfarbung von Zellen (weil3e Pfeile) in der Verdiinnung
1:100. Auf der rechten Seite ist das Graustufen-Bild des RHOD-Kanals (rot, ZO-1-Farbung) beispielhaft dargestellt.
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5. Diskussion

Ziel der Studie war es, Stérungen der BHS und des glymphatischen Systems als mdgliche
Ursachen neurodegenerativer Erkrankungen nach wiederholten Gehirnerschitterungen, wie
sie beispielsweise im Kontaktsport auftreten, zu untersuchen.

Hierzu erfolgte die detaillierte histologische Charakterisierung verschiedener Marker der BHS
und des glymphatischen Systems in der subakuten und der chronischen posttraumatischen
Phase nach CBI. Die Parameter der Aquaporin-4- und GFAP-Coverages beschreiben die
Bedeckung der zerebralen BlutgefaRe durch die astrozytaren Endfiile, welche Teil der BHS
sind. Eine verminderte Bedeckung korrelierte in Vorarbeiten mit einer erhéhten Permeabilitat
der BHS.'® Die Charakterisierung des glymphatischen Systems erfolgte tiber die Erhebung
der Aquaporin-4-Polarisation, einem Quotienten aus perivaskularer zu nicht-perivaskularer
Aquaporin-4-Signalintensitat. Eine Verminderung der Aquaporin-4-Polarisation zeigte sich in
Vorarbeiten im Zusammenhang mit einer beeintrachtigten Funktion des glymphatischen
Systems."° Darlber hinaus erfolgte der Vergleich verschiedener Parameter mikrovaskularer
Veranderung mit einem Extravasat von endogenem Immunglobulin G (als Indikator einer
Stérung der BHS) in der subakuten Phase, sowie pathologischer Tau-Phosphorylierung (als
Frihzeichen neurodegenerativer Veranderungen) in der chronischen Phase. Zudem erfolgte
die Evaluation akuter Effekte einer Gabe von Dexamethason im Vergleich zu Placebo auf die
mikrovaskularen Parameter zweier hochfrequent traumatisierter Gruppen (Kap. 5.3). Im
vorliegenden Forschungsvorhaben wurden Traumafolgen in den Regionen des Kortex,
Hippocampus und Thalamus untersucht, da diese bedeutsame neurale Netzwerkpunkte
darstellen.'?

Durch Evaluation der mikrovaskularen Komponenten besteht die Mdglichkeit, Zielstrukturen
flr eine gezielte therapeutische Intervention aufzudecken und die vermutete Kette aus Blut-
Hirn-Schranken-Stérung, Neuroinflammation und -degeneration zu unterbrechen. Die
vorliegende Studie soll hierzu beitragen, indem die raumliche Verteilung von mikrovaskularen
Veranderungen in einem Mausmodell repetitiver Gehirnerschutterung in drei Gehirnregionen

zu zwei Zeitpunkten untersucht wurden.
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5.1 Charakterisierung mikrovaskularer Veranderungen in der subakuten und

chronischen Phase nach CBI

Die Untersuchung der mikrovaskularen Architektur in der chronischen Phase nach
Gehirnerschitterung konnte signifikante Verdnderungen im Thalamus der hochfrequent
traumatisierten Gruppe nachweisen. Hier fanden sich eine erhéhte Aquaporin-4-Coverage im
Vergleich mit der einfach traumatisierten CBI-Gruppe, und eine signifikant erhdhte GFAP-
Coverage im Vergleich mit der Sham-Gruppe. Eine Erhdhung der Coverages uber den Wert
der Kontrollgruppe hinaus ist nach unserem Kenntnisstand noch nicht beschrieben worden.
Diese konnte eine reaktive, (mal-)adaptive Kompensation zur vermehrten Abdichtung der BHS
darstellen. Die Ergebnisse deuten auf eine dauerhaft alterierte Architektur der BHS und
ausbleibende Erholung hin. Weiterhin konnte ein Trend zu einer erhohten Last
neurodegenerativer Marker in den hochfrequent traumatisierten Tieren beschrieben werden,
welcher im Thalamus der Tiere am deutlichsten ausfiel.

In der subakuten Phase deutete sich eine vermehrte Abdichtung der BHS im Thalamus nach
hochfrequentem, repetitivem Trauma auf Basis einer Erhéhung der Aquaporin-4-Coverage an.
Analog zu vorbeschriebenen Arbeiten® fand sich tendenziell eine generalisierte Erhéhung des
IgG-Extravasats Uber samtliche Regionen hinweg in der hochfrequent traumatisierten Gruppe,

welcher im Thalamus am ausgepragtesten war.

5.1.1. Mikrovaskulare Veranderungen in der chronischen Phase,

Korrelation mit neurodegenerativen Markern

Die zum chronischen Zeitpunkt nachweisbare erhohte Dichte von Aquaporin-4 und GFAP in
thalamischen astrozytaren EndfulRen kdnnte ein Hinweis auf eine bleibende Dysfunktion der
BHS sein. Eine ausbleibende Erholung der BHS ist sowohl in murinen als auch humanen
Studien mittels der fortgesetzten Persistenz fokaler Extravasate von injizierten Tracern oder
Blutbestandteilen nachgewiesen. Diese traten zeit- und ortsgleich mit der Persistenz von
Licken der endothelialen Tight Junctions auf.””193110 Ebenfalls nachgewiesen ist die
ausbleibende Regeneration von Komponenten der Basalmembran und Tight Junctions Uber
einen Zeitraum von zwei Monaten.'%'1° Diese ausbleibende Reparatur konnte vorwiegend in
der Nachbarschaft von atypischen Astrozyten beobachtet werden, deren Vorkommen sich
raumlich mit dem Vorhandensein fokaler Extravasate injizierter Tracer Gberlappten.'

Die These der bleibenden BHS-Dysfunktion und Kompensation durch Astrozyten wird durch
die Ergebnisse der Studie von Liraz Zaltsman et al. unterstutzt. Die Gruppe konnte initial
mittels MRT eine BHS-Stérung zeigen, welche sich Uber einen Zeitraum von 60 Tagen

signifikant erholte. Zeitgleich erholten sich die Parameter der Aquaporin-4- und GFAP-
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Coverages, nicht aber der prozentuale Anteil der Liicken der Tight-Junctions.'® Diese
Datenlage konnte die Kompensation einer endothelialen BHS-Stérung durch erhoéhte
Aquaporin-4- und GFAP-Coverage nahelegen. Ein gleichartiger Mechanismus kénnte der

vorliegenden Studie ebenfalls zu Grunde liegen.

Im Vergleich zu Gbrigen Behandlungskonditionen war die Last an p-Tau positiven Neuronen
in der hochfrequent traumatisierten Gruppe Uber alle Hirnregionen erhéht. Die deutlichsten
Veranderungen fanden sich hier im Thalamus der Tiere. Eine signifikante Korrelation des
vermehrten Auftretens von p-Tau mit den mikrovaskularen Veranderungen war aus den
erhobenen Daten nicht herzustellen. Festzuhalten war aber eine schwache, nicht signifikante
Korrelation vermehrter p-Tau-positiver Neurone mit erhdhter Aquaporin-4-Coverage Uber alle
untersuchten Hirnregionen hinweg, welche im Kortex der Tiere am starksten ausfiel. Zudem
zeigte sich eine nicht-signifikante, positive Korrelation zwischen GFAP-Coverage und dem p-
Tau-Signal im Hippocampus und Thalamus der Versuchstiere.

Wahrend ein Anstieg neurodegenerativer Marker in allen untersuchten Regionen beschrieben
werden konnte, fanden sich mikrovaskulare Veranderungen lediglich im Thalamus der
hochfrequent traumatisierten Tiere. Diese zeigten keine signifikante Korrelation zum Anstieg
p-Tau-positiver Neurone. Dies ware gut damit vereinbar, dass die neurodegenerativen

Veranderungen auch durch andere Pathologien mit verursacht werden.

Zu diskutieren ist eine chronisch-schwelende, neuroinflammatorische Komponente. Diese
kdnnte einerseits Folge als auch Ursache der dauerhaft veranderten Permeabilitédt der BHS
sein. Pro-inflammatorische Mediatoren sind dazu in der Lage, die Durchlassigkeit der BHS zu
erhéhen; gleichzeitig ist eine durchlassigere BHS selbst Ausgangspunkt fir eine
inflammatorische, gliale Antwort.®' Beschrieben ist das Einwandern von Immunzellen und eine
Vermehrung aktivierter Mikroglia im akuten und subakuten Zeitraum nach dem
Trauma.8890.123.140 |n jhrer Studie zu hochfrequenter, repetitiver mTBI konnten Petraglia et al.
den Gipfel der neuroinflammatorischen Antwort sieben Tage nach erfolgtem Trauma sowie
deren Abnahme einen Monat spéater darstellen. Im weiteren Verlauf zeigte sich eine erneute
Zunahme der Astrogliose, die persistierende Aktivierung von Mikroglia und das diffuse
Auftreten von p-Tau sechs Monate nach letztmaligem Trauma in der hochfrequent
traumatisierten Gruppe.'?? Die Autoren erklarten dies mit einer inflammatorisch gepréagten,
glialen Antwort auf das sich ausbreitende Auftreten neurodegenerativer Marker. Eine diffuse
Ausbreitung neurodegenerativer Veranderungen trotz lediglich lokalisierter Auffalligkeiten in
der akuten Phase ist ebenfalls in anderen Studien beschrieben worden.®

In der vorliegenden Studie konnte im subakuten Zeitraum kein Nachweis einer Astrogliose

oder Aktivierung von Mikroglia erbracht werden.?® Weitere Studien mit erganzender
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Untersuchung des Hirngewebes auf neuroinflammatorische Veranderungen in der
chronischen Phase nach dem Trauma koénnten das Bild des Verlaufes aus veranderter
Durchlassigkeit der BHS und Neurodegeneration im vorliegenden Versuchsvorhaben
erganzen. Erstrebenswert ware in diesem Rahmen ebenfalls eine ergdnzende Darstellung der
Basalmembran im chronischen Zeitraum und endothelialen Barriere mit der Fragestellung
nach strukturellen Alterationen, die Untersuchung auf persistierende Extravasate und eine

genauere Charakterisierung der astrozytaren Reaktion.

5.1.2. Mikrovaskulare Veranderungen in der subakuten Phase,

Korrelation mit Storungen der BHS

Es konnte ein Trend zur Erhéhung der Aquaporin-4-Coverages im Thalamus hochfrequent
traumatisierter Tiere beschrieben werden. Die sich akut andeutenden Veranderungen
persistierten bis in die chronische Phase nach Trauma und sprechen flr eine chronisch
veranderte mikrovaskulare Architektur und eine ausbleibende Regeneration. Dieser Verlauf
kann als Hinweis auf sekundar einsetzende Prozesse gedeutet werden. Auch im Thalamus
der Tiere konnte ein signifikantes Extravasat von Immunglobulin G nachgewiesen werden,
ebenso ein Anstieg p-Tau positiver Neuronenkerne in der chronischen Phase, welcher am
starksten in der hochfrequent traumatisierten Gruppe nachweisbar war.

Der Verlauf der Veranderungen kénnte ein Hinweis auf eine Hochregulation von Aquaporin-4
im Sinne einer astrozytaren Reaktion sein, welche sich als Antwort auf die gestdrte Funktion
der BHS bildet."*" Diese Reaktion persistiert und manifestiert sich Gber den zeitlichen Verlauf
hinweg noch deutlicher. Die Veranderungen treten gemeinsam mit einer BHS-Stérung und
einer erhdhten Last neurodegenerativer Marker auf, eine deutliche Korrelation zwischen
beiden Veranderungen konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Eine direkte, ursachliche
Beziehung zwischen mikrovaskularen Veranderungen und dem Auftreten einer BHS-Stdrung
kann aus den vorliegenden Ergebnissen zum jetzigen Zeitpunkt nicht sicher abgeleitet werden.
Hierzu erscheint eine Ausweitung der histologischen Untersuchung und Gruppengrofle

notwendig.

In der akuten Phase konnte es sich bei der Erhéhung der thalamischen Aquaporin-4-Coverage
um einen kompensatorischen Mechanismus handeln, der dazu dient, eine erhdhte
Durchlassigkeit der BHS auszugleichen.? Mittels Transmissionselektronenmikroskop
durchgefihrte Studien an anderen Mausmodellen traumatischer Hirnschadigung konnten in
der subakuten Phase hydropisch vergroRerte, astrozytdre Endfufle und eine verdickte

Basalmembran darstellen.8'%®  Diese kdnnten sich durch einen vermehrten
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Flissigkeitseinstrom formiert haben. Die Erhéhung der Aquaporin-4-Dichte in den EndfliRen
der Astrozyten kénnte zum Ausleiten des vermehrten Flussigkeitseinstroms dienen.

Vorarbeiten konnten mittels funktioneller MRT Veranderungen der Konnektivitat thalamischer
Kerngebiete nach leicht- und mittelgradigen Schéadel-Hirn-Traumata zeigen.'®'# Die
Messung mittels funktioneller MRT basiert auf Anderungen des zerebralen Blutflusses,
welcher unter anderem durch Astrozyten im Rahmen des neurovaskularen Couplings als
Antwort auf veranderte neuronale Aktivitat vermittelt wird.®'#° Die histologisch festgestellten
Veranderungen in der vorliegenden Studie kdnnten nicht nur Ausdruck einer maladaptiven
Anpassung der Astrozyten in ihrer Rolle als Teil der BHS als Antwort auf die hochfrequente
Traumatisierung sein. Denkbar ist auch, dass sich dieser Prozess Downstream auch in
Veranderungen des neurovaskularen Couplings niederschlagen konnte'#, welche sich
wiederum in einer veranderten Messung der Konnektivitat widerspiegeln. Ob eine derartige
Korrelation herleitbar ist, und ob eine veranderte, funktionelle Konnektivitat Ursache oder
Folge veranderter astrozytarer Funktion ist, sollte in zukunftigen Forschungsvorhaben

evaluiert werden.

5.1.3. Zusammenfassung mikrovaskularer Veranderungen in der
subakuten und chronischen Phase, Assoziation mit

neurodegenerativen Markern

In der Zusammenschau konnte das vorliegende Versuchsvorhaben im subakuten und
chronischen Zeitraum eine veranderte Architektur der Blut-Hirn-Schranke im Thalamus
darstellen. Verschiedene Hirnregionen zeigten hierbei verschiedene Antworten auf das
Trauma: Wahrend sich im Kortex und Hippocampus keine eindeutigen Veranderungen der
mikrovaskularen Coverage fanden, konnte im Thalamus der hochfrequent traumatisierten
Tiere subakut eine Erhdhung der Aquaporin-4-Coverage mit Persistenz bis in die chronische
Phase beschrieben werden. Zusatzlich zeigte sich zum chronischen Zeitpunkt eine signifikant
erhdhte GFAP-Coverage im Thalamus und der deutlichste Anstieg neurodegenerativer
Veranderungen der Versuchstiere, eine signifikante Korrelation zwischen den erhobenen
Parametern ergab sich jedoch nicht. In der vorliegenden Studie wurde die Phosphorylierung
des Tau-Proteins am Serin-Rest 202 (p-Tau-Ser202) als Surrogatparameter fur das Ausmaf
der Neurodegeneration untersucht. Eine sinnvolle Erganzung kénnte die Untersuchung der
Tau-Phosphorylierung am Threonin-Rest 231 (p-Tau-Thr231) darstellen, welcher im Rahmen

einer CTE ebenfalls erhoht ist und die Datenlage robust ergénzen konnte.”"146
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Erklarend fir die Unterschiede zwischen verschiedenen Hirnregionen konnte eine
unterschiedliche Vulnerabilitat je nach Lage zum Applikationsort des Traumas und
physikalischer Eigenschaften und Richtung des Impakts sein.'’ Patton et al. untersuchten in
ihrer Studie kinematische Eigenschaften von KopfstdfRen, welche in einer Gehirnerschitterung
mindeten und KopfstéRen, welche ohne klinische Beeintrachtigungen einhergingen. Hierzu
modellierten sie kinematische Simulationen an einem Modell des menschlichen Schadels und
Hirngewebes. Dieses zeigte unterschiedliche Profile erlittenen Scherstresses verschiedener
Hirnregionen.'® Eine unterschiedliche Affektion, Reaktion und Regeneration verschiedener
neuronaler Gewebe und -regionen kdnnte das divergierende Outcome mikrovaskularer
Veranderungen und deren Verlaufe nach Gehirnerschitterung erklaren. Ebenfalls in Betracht
kommt eine unterschiedliche, zellulare Antwort in Abhangigkeit der biomechanischen
Eigenschaften verschiedener Hirnregionen, wie an der Charakterisierung primarer Mikroglia
auf verschiedenen elastischen Substraten in vitro bereits gezeigt werden konnte.’*® Endo et
al. konnten in ihrer Studie das Vorkommen verschiedener Subklassen von Astrozyten je nach
Hirnregion zeigen.'? Dieses spezifische Vorkommen von Astrozyten konnte sich auch in einer

unterschiedlich gepragten Antwort auf das erlittene Trauma widerspiegeln.

Die erhobenen Ergebnisse deuten auf Unterschiede in den Regenerationsverlaufen und
Vulnerabilitaten verschiedener Hirnregionen hin. Die Kenntnis hiertber konnte in Zukunft bei
der Behandlung von Patienten mit wiederholten Gehirnerschitterungen und persistierenden
Beschwerden von Bedeutung sein. Neue Studien zeigten ebenfalls einen Zusammenhang
zwischen dem Auftreten des Post-Concussion-Syndroms und friher Hyperkonnektivitat
thalamischer Kerngebiete.'*® Denkbar ist eine unterschiedliche zellulare Antwort auf die
mikrovaskularen Schadigungen in verschiedenen Hirnregionen. Diese naher zu
charakterisieren, sollte Ziel zuklnftiger Forschungsvorhaben sein und kénnte Zielstrukturen

und -mechanismen neuer Therapien fur betroffene Patienten offenlegen.

5.2 Charakterisierung des glymphatischen Systems, Korrelation mit

Neurodegeneration

Die Aquaporin-4-Polarisation ist als Surrogat fur das glymphatische System zu verstehen. Sie
beschreibt die raumliche Verteilung von Aquaporin-4 im neuronalen Gewebe anhand eines
Quotienten von perivaskularem Aquaporin-4 zu nicht-perivaskularem Aquaorin-4."° Eine
gestdrte Aquaporin-4-Polarisation und Verminderung des perivaskularen Aquaporin-4 wird mit

einem behinderten glymphatischen Fluss und Abtransport von Metaboliten und toxischen
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Abbauprodukten in Verbindung gebracht.'?4129.130 Epenfalls diskutiert wird die Beteiligung des
glymphatischen Pathways bei der Vermittlung inflammatorischer Vorgange.'?”:1%!

In unserem Versuchsvorhaben konnten im chronischen Zeitraum keine signifikanten
Veranderungen der Aquaporin-4-Polarisation nachgewiesen werden. Subakut fand sich im
Hippocampus eine dezente Erhdéhung der Aquaporin-4-Polarisation in der hochfrequent
traumatisierten Gruppe bei unveranderter Aquaporin-4-Coverage, welche in der chronischen
Phase nicht mehr nachweisbar war, und eine Regeneration nahelegt. Dies kdnnte sowohl auf
eine Abnahme des nicht-perivaskularen Aquaporin-4-Signals hindeuten als auch auf eine
Zunahme der perivaskularen Aquaporin-4-Signals. Bei Letztgenanntem kdnnte es sich um
einen Mechanismus zur Auflosung eines vermehrten Flussigkeitseinstroms darstellen, welcher
sich durch Diskontinuitat der endothelialen Barriere formiert hat.’'42 Ob eine Erhéhung der
Aquaporin-4-Polarisation die Funktion des glymphatischen Systems beeintrachtigt, ist nach
jetzigem Kenntnisstand unklar und bedarf weiterer Untersuchungen.

Andere Studien mittels Explosions-induzierter mTBI'® und mTBI nach Bolzenschlag auf die
laterale, geschlossene Schadeldecke' konnten Veranderungen der Aquaporin-4-Polarisation
nachweisen. In ihrem Explosions-induzierten mTBI-Modell sahen Braun et al. eine
Verringerung der Aquaporin-4-Polarisation der Versuchstiere. Diese Verringerung trat
zeitverzogert nach 28 Tagen auf und wurde durch eine verminderte Penetration eines
inrazisternal applizierten Tracers ins Hirngewebe begleitet. Die verminderte Penetration des
Tracers wurde hierbei als Indikator fir eine Beeintrachtigung des glymphatischen Pathways
gewertet.’ Ren et al. beobachteten in ihrer Studie ebenfalls eine Umverteilung von
Aquaporin-4. Dieses fand sich nicht wie Ublich in den Endfliien, sondern polarisiert in den
Somata der Astrozyten.'® Diese Umverteilung, welche in unserem Modell durch eine
Verringerung der Aquaporin-4-Polarisation deutlich werden wirde, konnte durch uns leider
nicht nachgewiesen werden. Dies kdnnte dadurch begriindet sein, dass es sich in der
vorliegenden Studie um nur geringgradige Veranderungen der mikrovaskularen Strukturen
handelte. Ebenfalls in Betracht kommt eine Untererfassung mikrovaskularer Veranderungen
durch die grébere raumliche Aufldsung der gewahlten Methoden. Eine Erhdhung der
GruppengroRe kdnnte mdglicherweise derart geringgradige Veranderungen robust
nachweisen, ebenso wie die Nutzung héherer Vergréfierungen am Mikroskop, um zellzentriert

Veranderungen der Aquaporin-4-Lokalisation darzustellen.

Denkbar ist ebenfalls, dass die Form des Traumas mittels Bolzenschlag und resultierender
Rotationsbeschleunigung in der koronaren Ebene trotz hoher Trauma-Frequenz nicht
ausreichend war, um anhaltende Pathologien des glymphatischen Systems herbeizufuhren.

Trotz der diffusen Verteilung der Traumafolgen auch an entfernteren Hirnregionen, wie anhand

76



des IgG-Extravasats und p-Tau-Last gezeigt werden konnte, kdnnten inharente physikalische
Unterschiede der Traumamodelle zu Unterschieden der Ergebnisse fiihren.8®

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass in der vorliegenden Studie keine eindeutigen
Veranderungen des glymphatischen Systems gezeigt werden konnten. Folgend gelang auch
kein Nachweis einer Korrelation zur gezeigten Erhéhung der Last neurodegenerativer Marker.
Alterationen des glymphatischen Pathways als mdgliche Ursache neurodegenerativer
Veranderungen sind den vorliegenden Ergebnissen zufolge im vorliegenden Modell nicht zu

belegen.

5.3 Modulation mittels Dexamethason

Im zweiten Versuchsteil erfolgte die Gabe von Dexamethason mit der Frage von Effekten auf
mikrovaskulare Veranderungen (Aquaporin-4- und GFAP-Coverage) einer behandelten und
einer unbehandelten, hochfrequent traumatisierten Kohorte aus jeweils vier Tieren.

Es zeigten sich durch die Behandlung keine signifikanten Veranderungen der mikrovaskularen
Coverages, jedoch konnten Trends beschrieben werden. Die Aquaporin-4-Coverage im Kortex
und Hippocampus in der Dexamethason-Gruppe war erhoht gegenuber der
pharmakologischen Kontrollgruppe. Ebenfalls erhoht zeigte sich die kortikale GFAP-
Coverage. Zusatzlich zeigte sich eine relative Erniedrigung der kortikalen Aquaporin-4-
Polarisation der mit Dexamethason behandelten Tiere. In Zusammenschau mit der tendenziell
erhohten Aquaporin-4-Coverage konnte es sich um eine Erhéhung des perivaskularen und
nicht-perivaskularen Aquaporin-4 handeln, welche sich letztlich in einer Verringerung der
Aquaporin-4-Polarisation (Kap. 3.8.2) niederschlagt. Eine Verringerung der Aquaporin-4-
Polarisation war in Vorarbeiten mit einem beeintrachtigten glymphatischen Fluss

vergesellschaftet.'3°

Dexamethason hat sich in vitro als wirksamer Stabilisator der BHS erwiesen und wird im
Menschen zur Reduktion des Hirnédems durch einen Tumor oder eine bakterielle Meningitis
eingesetzt.'®1% An zerebralen, endothelialen Zellkulturen aus Rattenzellen konnten nach der
Gabe von  Glukokortikoiden  verbesserte  Barriereeigenschaften  nachgewiesen
werden.01:1951% Epenfalls in vitro konnte gezeigt werden, dass Astrozyten im Rahmen einer
reaktiven Umwandlung VEGF-A freisetzen, welches wiederum Downstream eine erhdhte
Durchlassigkeit der BHS Uber eine verminderte Expression von Occludin und Claudin-5
bewirkt.'®” Dexamethason vermag Uber den Glukokortikoid-Rezeptor die Freisetzung von
VEGF aus Astrozyten zu vermindern und so die BHS zu stabilisieren.®

Die Evaluation der Dexamethason-Gabe im Hinblick auf die Verminderung eines IgG-

Extravasats und der endothelialen Tight-Junctions ware ebenfalls fur zukunftige Studien
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interessant, ebenso ein Vergleich mit scheintraumatisierten Tieren und der Verlauf der
Veranderungen Uber einen langeren Beobachtungszeitraum. Anzustreben ware eine
Einordnung der gesehenen Veranderungen im Vergleich zu einer nicht-traumatisierten
Kontrollgruppe (Sham), da aus den vorliegenden Daten nicht beantwortet werden kann,
welche der gesehenen Veranderungen pathologisch ist, und welche dem physiologischen,
nicht-traumatisierten Zustand am nachsten kommt, da der Vergleich mittels Z-Scores immer
eine relative Anderung zum gesamten Mittelwert einer Kohorte angibt.

Die vorliegenden Ergebnisse deuten einen kortikal betonten Effekt der Gabe von
Dexamethason an. Diese Effekte sollten mit einer Erhdhung der GruppengréfRe und
EinfUhrung einer Sham-Gruppe weiter evaluiert werden. Im Hinblick auf eine translationale
Anwendbarkeit am Menschen ist zu bedenken, dass die Gabe von Dexamethason im
gewahlten Tiermodell — im Sinne eines proof-of-principles - Uber zehn Tage sowohl pra- als
auch posttraumatisch erfolgte, was einer hohen eingesetzten Dosis entspricht. Deren
protektive wie adverse Effekte sind sorgfaltig gegeneinander abzuwagen. Ein verlangerter
Beobachtungszeitraum mit Evaluation der Dexamethason-Gabe im Hinblick auf chronische
mikrovaskulare und neurodegenerative Veranderungen und deren Pravention sollte ebenfalls
das Ziel zukinftiger Projekte darstellen. Zukiinftig angestrebte Versuchsreihen enthalten
zudem die zu prufende Hypothese, dass die Gabe von Dexamethason Uber eine Stabilisierung
der Tight-Junctions zu einer Stabilisierung der BHS fihrt. Diese wird mittels IgG-Farbung und
Darstellung des Tight-dunction-Proteins Zonula Occludens-1 erfolgen.

Da Patienten mit Schadel-Hirn-Trauma nicht per se von einer Steroidgabe profitieren, ist diese

in den aktuellen Leitlinien auch nicht grundsatzlich empfohlen.51%8

5.4 Etablierung der TJ-Farbung

Die Etablierung der Farbung von Zonula-Occludens-1 erfolgte mit dem Ziel, die endotheliale
Komponente der BHS und deren Affektion nach wiederholten Traumata darzustellen und zu
quantifizieren. Die Farbungen waren in einem Verhaltnis von 1:200 spezifisch fur
gefalRassoziiertes ZO-1, in einer Konzentration von 1:100 wurden auch Zellen mit angefarbt
und die Spezifitdt nahm ab. Wahrend in der hdheren Konzentration ein sehr gutes Signal-zu-
Rausch-Verhaltnis (SNR) erreicht werden konnte, war das SNR in der niedrigeren
Konzentration durch die schwache Kontrastierung der interessierenden Strukturen zum
Hintergrund unvorteilhaft. Die Negativkontrollen zeigten jeweils negative Ergebnisse.

Die vorliegende Farbung kann fur qualitativ-beschreibende Nachweise einzelner Gefalte und
Regionen herangezogen werden. Fur eine verbesserte Vergleichbarkeit ist die vorherige
Festlegung von Region und GroRe anzustreben. Von einer automatisierten Auswertung

ganzer Hirnschnitte ist aufgrund des unglnstigen SNR abzusehen, da es hier zu einer
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erhdhten Rate falsch-positiver Ergebnisse kommen koénnte. Zu bevorzugen ist die
Konzentration von 1:200 aufgrund der besseren Spezifitat fur vaskular lokalisiertes ZO-1.

Die Basis fir immunhistochemische Farbungen bildet die Erkennung eines Zielantigens im
Gewebe durch den primaren Antikérper. Diese Antikorperbindung an das Zielantigen wird
sichtbar gemacht, indem ein sekundarer, mit einem Fluorophor markierter Antikdrper
hinzugegeben wird, welcher an das Fc-Fragment des primaren Antikérpers bindet.
Immunhistochemische Farbeprotokolle sehen zur Verbesserung der Antigenerkennung durch
den primaren Antikdrper ein sogenanntes Blocking vor. Beim Blocking wird das Serum der
Spezies, aus welcher der primare Antikdrper gewonnen wurde, zum unspezifischen Blockieren
aller enthaltenen Antigene des zu untersuchenden Gewebes gegeben. Dieser Vorgang
verbessert durch Maskierung unspezifischer Antigene die Spezifitat der Farbung. Eine
verlangerte Einwirkzeit der Blocking Solution kénnte das SNR der Farbung optimieren und in
zukinftigen Versuchsreihen erprobt werden.'*®

Eine weitere Verbesserung koénnte durch die Durchfihrung eines Antigenretrievals entstehen.
Bei einem Antigenretrieval wird die Immunreaktivitdt der Antigene des Gewebes verbessert.
Dies geschieht, indem die durch die Fixierung entstandene Quervernetzungen rickgangig
gemacht und die Antigenstrukturen wieder zuganglich gemacht werden. Ein Antigenretrieval
kann auf verschiedenen Wegen durchgefihrt werden, beispielsweise mittels verschiedener
Puffer wie Citrat und EDTA, oder auch physikalisch mittels Hitze.'®°

Die Etablierung der Zonula Occludens-1 Farbung kann zusammenfassend als teilweise
erfolgreich gewertet werden. Die beschriebenen Anpassungen konnten eine weitere
Verbesserung der Qualitat der Farbung mit sich bringen. In Frage kommen auch die Erprobung
von primaren Antikbrpern mit einer Spezifitat fir andere Komponenten der Tight Junctions, wie

beispielsweise Claudin-5.%

5.5 Limitationen und andere Einfliisse

Limitationen der vorliegenden Studie ergeben sich aus mehreren Faktoren. In der
vorliegenden Studie sind ausschliel3lich mannliche Mause verwendet worden, was eine
Ubertragbarkeit auf weibliche Tiere und translational auch Menschen einschrankt, da mégliche
hormonelle und genetische Einflussfaktoren nicht abbildbar sind. Ebenfalls nicht
auszuschlieBen ist eine schwankende Beibringung des Impakts. Trotz eines etablierten
Protokolls kann eine leicht alterierte Beibringung des Traumas nicht ausgeschlossen werden,
insbesondere da der Kopf des Versuchstieres nicht fixiert wurde, sondern auf einem
Schaumstoffkissen ruhte. Obwohl die etablierte Traumatisierung der Versuchstiere eine
reproduzierbare neuropsychiatrische Beeintrachtigung und BHS-Stérung verursachte®,

konnten signifikante Veranderungen nur in den hochfrequent traumatisierten Tieren
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beschrieben werden. Gegebenenfalls ist das von uns gewahlte Traumamodell zu geringgradig,
um gewichtigere, mikrovaskulare Veranderungen zu produzieren.

Zusatzlich handelt es sich bei der gewahlten Anzahl von Tieren um kleine Gruppen. Eine
geringe Zahl an Versuchstieren erlaubt statistisch nur die Detektion starker Effekte. Dezentere
Veranderungen, bleiben somit bei der vorliegenden Gruppenstarke unterdetektiert. Dies stellt
eine gewisse Herausforderung dar, da es sich im verwendeten Traumamodell explizit um eine
diffuse Verletzung ohne makroskopisch oder radiologisch diagnostizierbare Schadigungen
handelt und starke Verletzungseffekte somit unwahrscheinlicher sind. Eine weitere Erhéhung
der GruppengrolRe kdnnte dazu beitragen, die beschriebenen Trends zu bestatigen oder zu
verwerfen und robustere Einschatzungen der gesehenen Veranderungen zu erlauben.
Methodisch kommt zudem eine ungleiche Gewebefixierung wahrend der Perfusion der Tiere
und Gewebeaufbereitung am Kryostaten als Quelle von Verzerrungen in Betracht. Ebenso
kénnen Konzentrationsunterschiede der Antikdrperldsungen auf den Objekttragern wahrend
des Farbevorgangs zu Verzerrungen fiuhren. Diesen Fehlerquellen wurde mittels z-
Transformation der Rohdaten begegnet, die Farbedurchgange wurden der verblindeten
Untersucherin so zugeteilt, dass jeder Durchgang jede Behandlungskondition enthielt und
Unterschiede in den Resultaten der Farbungen randomisiert alle Behandlungskonditionen
betrafen und statistisch nicht ins Gewicht fielen.

Zu diskutieren ist auch die hier gewahlte Methode der Auswertung der immunhistochemischen
Farbungen. Die gefarbten Slides wurden in einer 20-fachen VergréRerung mikroskopiert und
die binaren Bilder automatisiert ausgewertet. Dieses Vorgehen erlaubt die Auswertung
mehrerer, grof¥flachiger Hirnregionen, welche Untersucher-unabhangig zum selben Ergebnis
fuhrt und somit einen Vorteil darstellt. Nachteilig hieran ist jedoch die entfallende Beurteilung
zellularer Morphologie und der Lokalisation der spezifischen Signale durch einen geschulten
Untersucher in gréRerer Aufldsung, wie sie beispielsweise von Ren et al. mittels eines
Konfokal-Mikroskops in 40-facher Vergré3erung vorgenommen und so die Umverteilung von
Aquaporin-4 an die Somata von Astrozyten detailliert beschrieben werden konnte.'®?

Die gewahlte zeitliche Auflésung der Kohorten, sieben Tage und drei Monate nach
letztmaligem Trauma, diente dazu mikrovaskulare Veranderungen in der subakuten und
chronischen Phase nach wiederholter Gehirnerschitterung zu charakterisieren. In bereits
veroffentlichten Ergebnissen der Studie war die prominenteste Unterbrechung der BHS im
Hippocampus am 1. posttraumatischen Tag anhand eines Extravasats fluoreszierender
Dextrane nachweisbar und zeigte bereits Zeichen einer Regeneration bis zum 7. Tag.®® Der
hier gewahlte Untersuchungszeitpunkt in der subakuten Phase konnte moglicherweise akute,
transiente Veranderungen der mikrovaskularen Coverages nicht erfasst haben. Die zeitliche
Auflésung mit groReren Abstanden erlaubt nur begrenzte Einblicke in den zeitlichen Verlauf

der mikrovaskularen Veranderungen. Zusatzliche Untersuchungszeitpunkte, beispielsweise
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nach drei Tagen, einem Monat und sechs Monaten kdnnten ergdnzenden Aufschluss tber den
Verlauf der gesehenen Veranderungen bieten.

Zukunftig anzustreben ist die Darstellung moéglicher Begleitpathologien, wie das vermehrte
Auftreten neuroinflammatorischer Marker anhand aktivierter Mikroglia und Astrozyten auch in
der chronischen Phase nach Trauma, die Persistenz fokaler Tracer-Extravasate Uber alle drei
untersuchten Hirnregionen hinweg und eine hochauflosende Darstellung aller strukturellen

Komponenten der Blut-Hirn-Schranke.

5.6 Fazit

Zusammenfassend gelang im vorliegenden Versuchsvorhaben der Nachweis chronischer,
mikrovaskularer Veranderungen im Thalamus und die Darstellung unterschiedlicher
Affektionen und Verlaufe verschiedener Hirnregionen zu subakuten und chronischen
Zeitraumen. Die Bedeckung zerebraler Blutgefalie durch astrozytare EndfllRe ist im Thalamus
sowohl subakut als auch chronisch erhoht. Hierbei kdnnte es sich um eine reaktive
Veranderung perivaskularer Astrozyten im Sinne einer vermehrten ,Abdichtung“ als Antwort
auf persistierende Beeintrachtigungen der BHS handeln. Hinweise flr anhaltende
Veranderungen des glymphatischen Systems fanden sich nicht, ebenso keine Korrelation mit
dem vermehrten Auftreten neurodegenerativer Veranderungen. Die subakut erhdhte
Aquaporin-4-Polarisation im Hippocampus kdnnte Ausdruck einer transienten, astrozytaren
Reaktion sein; ob die Funktion des glymphatischen Systems hierdurch beeintrachtigt ist, kann
aus den vorliegenden Daten nicht beantwortet werden. Eine klare Korrelation mit den
Parametern der BHS-Stérung und Neurodegeneration zeigte sich nicht, jedoch traten auch
hier die prominentesten Veranderungen im Thalamus der hochfrequent traumatisierten Tiere
auf, was die Bedeutung dieser Hirnregion flr zukiinftige Untersuchungen unterstreicht.

Diese Erkenntnisse kénnen flir Bedeutung in der Behandlung von Patienten sein, welche von
wiederholten Gehirnerschitterungen oder bleibender Beschwerden betroffen sind. Die
Feststellung, dass verschiedene Hirnregionen unterschiedlich auf das Trauma reagieren, kann
ein Hinweis darauf sein, dass diese Regionen unterschiedliche Verletzungsmuster aufweisen.
Dies koénnte in der Zusammensetzung des Nervengewebes und deren elastischen
Eigenschaften, sowie durch die Nachbarschaft zu etwaigen knéchernen Strukturen bedingt
sein. Zusatzlich in Frage kommen grundlegende Unterschiede in den Antworten der Gliazellen
verschiedener Hirnregionen. Zusatzlich ist festzuhalten, dass sich die prominentesten
Veranderungen in der Gruppe der hochfrequent traumatisierten Tiere fanden. Dieser Umstand
sollte dazu veranlassen, Patienten und Athleten zu einer ausreichenden Pause mit
vollstandiger Regeneration vor Wiederaufnahme risikobehafteter Tatigkeiten zu beraten.

Durch Kenntnis dieser Umstande ist eine prazisere Ausrichtung zukunftiger
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Forschungsvorhaben mdglich. Somit gelingt ein umfassenderes Verstandnis der

Pathophysiologie wiederholter Gehirnerschiitterungen und deren Folgen.
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7. Anhang

7.1 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Detaillierte Stratifikation der Schweregrade eines Schadel-Hirn-Traumas
anhand mehrerer Parameter. Wenn der Patient eines oder mehrere Kriterien einer héheren
Klassifikation aufweist, wird die héhere Klassifikation vergeben. Der GCS bezieht sich auf den
bestverfiigbaren Punktwert innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem Trauma. Eigene
Abbildung, angelehnt an ,Clinical practice guideline for the management and rehabilitation of

post-acute mild traumatic brain injury” (2021) des Department of Veteran Affairs/Defense der

US A S ettt e e e et e e e e e e et eeateeateeaaaeenraeaneeeans 11
Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung der Klassifikation der mTBI nach den Kriterien
des ACRM. "® Eigene ADDIIAUNG. .......ccviiiuiiiiiecie ettt eaee s 13

Abbildung 3: Symptome nach Gehirnerschiitterung, aufgeteilt in vier Domanen nach
Reddy. Nach einer Gehirnerschitterung, aber auch im Rahmen eines Post-Concussion-
Syndroms, ist eine Vielzahl an Symptomen moglich.®3839 ... 17
Abbildung 4: Beobachtbare Zeichen, die auf eine mdgliche Gehirnerschitterung
INdEUtEN. 17383000 0T et e e aea e 17
Abbildung 5: Warnzeichen bei Schadel-Hirn-Traumata (,,Red Flags“). Diese deuten auf
eine hohergradige Hirnverletzung oder das Vorliegen einer zervikalen Verletzung hin und
erfordern eine schnellstmdgliche Abklarung im Krankenhaus. Eigene Abbildung. %50 .. ... 19
Abbildung 6: ,,Return-to-Sports“-Protokoll der CISG laut Stand 2022. Dargestellt sind die
einzelnen Schritte bis zur vollstandigen Wiedereingliederung in den Sport. Jede Stufe wird
graduell durchlaufen, wobei eine Mindestdauer von 24 Stunden pro Stufe vorgesehen ist. Die
maximale Herzfrequenz (HF) bezieht sich auf die altersadjustierte maximale Herzfrequenz
nach folgender Formel: HF max = 220 - (Alter in Jahren)). ..........cocoviiiiiiiiiiiiiiees 20
Abbildung 7: Neurometabolische Kaskade nach Gehirnerschiitterung. Abbildung
modifiziert nach Giza et al., 2014 , The new neurometabolic Cascade of Concussion” 8°...... 25
Abbildung 8: Schematische Darstellung des Aufbaus der Blut-Hirn-Schranke. Dem
Lumen zugewandt befinden sich die Endothelzellen, welche die Gefalke auskleiden und tber
Tight Junctions (lila) abdichten. lhnen lagern sich von auflen die Perizyten (hellgrin) an,
welche in der Basalmembran (gelb) eingebettet sind. Von aul3en lagern sich die Endfiflze der
Astrozyten (blau) an, welche Uber spezielle Transportproteine wie Aquaporin-4 (grun)
verfliigen.® Eigene ADDIlAUNG. .........c.oiiiiiiii et 27
Abbildung 9: Schematischer Aufbau des glymphatischen Systems. Auf der arteriellen
Seite des perivaskuldren Raumes wird der Ubertritt von Liquor Uber Aquaporin-4 in den

astrozytaren EndfliRen in das Hirnparenchym ermdoglicht. Getrieben durch den Massenfluss,
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sickert der Liquor durch das Gewebe (hellblaue Pfeile), vermischt sich mit dem ISF und nimmt
Abfallstoffe mit (schwarze Sterne). Auf der vendsen Seite verlasst der ISF das Hirngewebe
Uber Aquaporin-4 in den vendsen, perivaskularen Raum. Eigene Abbildung, modifiziert nach
HIFf @t @l., 20127124 oottt ettt et e e te e etaeanns 32
Abbildung 10: Versuchsanordnung in Versuchsteil 1. Untersucht wurden Veranderungen
der mikrovaskularen Coverages nach einfacher (,CBI“) und wiederholter mTBI (,lowRepCBI*
und ,highRepCBI*) zu zwei Zeitpunkten: fur die subakute Phase nach sieben Tagenan N = 18
Tieren, fir die chronische Phase nach 82 Tagen an N =34 Tieren. .......ccccooevvvviviiiiiienneeennn. 37
Abbildung 11: Gruppenaufteilung und Versuchsanordnung zu Versuchsteil 2. Beide
Gruppen erhalten Uber zehn Tage hinweg eine subkutane Gabe von Kochsalzlésung
(Kontrollgruppe, blaue Maus und durchsichtige Spritze) oder Dexamethason
(Interventionsgruppe, schwarze Maus und orangene Spritze). Beide Gruppen erhalten jeden
zweiten Tag eine mTBI (blauer Hammer). ... 38
Abbildung 12: Gehirn eines Versuchstieres, welches in die Probenhalterung des Kryostaten
eingespannt ist. Zu erkennen ist die koronare SchnittfUhrung und die entstehende
ST ] 11111 E= T T 39
Abb. 13: Exemplarisches ,Overlay“-Bild einer GFAP-Farbung. Zu sehen sind die
hellblauen Focus Points Uber beiden Hemispharen sowie die Umgrenzung der einzelnen
Aufnahmen des Mikroskops in weild als Gittermuster. ..............coooiiiiiiii e, 42
Abb. 14: Slide 119/264 des ARAannotation Atlas. Zu erkennen sind die einzelnen ROls,
welche in unterschiedlichen Graustufen abgebildet werden. Die gelbe Markierung
kennzeichnet die Region des linken Cornu Ammonis, Sektor I. Dieser hat den Grauwert ,382°
zu sehen ganz rechts unter der Kommandozeile als ,value®. Anhand dieses Wertes ist diese
ROI in der zugehdrigen .txt-Datei eindeutig zu identifizieren. ..............cccccooiiiinnnns 43
Abb. 15: Erstellen der Atlasmasken. A: Aufsuchen des korrespondieren Schnittes auf dem
ARA Annotation Atlas und Setzen von insgesamt 52 Landmarken (gelbe Markierungen). B:
Aufsuchen und Setzen der korrespondierenden Landmarken auf dem ,Overlay“-Bild des
Hirnschnittes in derselben Reihenfolge. C: Generierte Maske des ,,Overlay“-Bildes, auf welcher
samtliche anatomischen ROIs des Hirnschnitts abgebildet sind. ..............cccco 44
Abb. 16: Thresholding der Mikroskopie-Bilder. A: Graustufenbild des roten Kanals (hier
Aquaporin-4-Signal), B: Bild A) nach Thresholding als Schwarz-Weil3-Darstellung C:
Graustufenbild des grinen Kanals (Lectin-Signal), D: Bild C) nach Thresholding................. 45
Abbildung 17: Grafische Darstellung der “Regions of interest“ (ROIs): Die Regionen des
Kortex (A), Hippocampus (B) und Thalamus (C) sind jeweils rot hervorgehoben.................. 46
Abbildung 18: Boxplot der Z-Scores der Aquaporin-4-Coverage des Kortex, Hippocampus
und Thalamus. A: Boxplots der zwischen den Hemispharen gemittelten Z-Scores (,mean®), B:

Z-Scores der jeweils linken und rechten Hemisphare. Es zeigte sich ein nicht-signifikanter
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Trend einer Zunahme im Thalamus der highRepCBI-Tiere. Die Whisker der Boxen umfassen
alle Werte, vom Minimum zum Maximum. Es erfolgte die Beurteilung der Verteilung der Daten
mittels Shapiro-Wilk-Test, Histogramm und Q-Q-Diagramm. Die Daten der untersuchten
Regionen lagen flr alle erhobenen Parameter nicht normalverteilt vor. Es folgte die
Anwendung eines Kruskal-Wallis-Tests zur Erhebung von Gruppenunterschieden. Alle Tiere
konnten in die Auswertung eingeschlossen werden (N =18). ......ccceeiiiiiiiiiiiiiciie e, 50
Abbildung 20: Darstellung der Aquaporin-4-Coverage im Thalamus der Versuchstiere im
subakuten Zeitraum. Es zeigt sich eine Zunahme der Aquaporin-4-Coverage im highRepCBI-
Tier (B) im Vergleich mit Sham (A), Das Aquaporin-4-Signal ist durch weil3e Pfeile
gekennzeichnet. Gezeigt sind beispielhafte Regionen aus dem Thalamus beider
(ST aF= o[ [8] g e sy (o] aTe 11 o] o =Y o AU 50
Abbildung 21: Z-Scores der GFAP-Coverages des Kortex, Hippocampus und Thalamus. A:
Bilaterale Z-Scores (,mean®), B: Z-Scores der linken und rechten Hemisphare. Die Whisker
der Boxen umfassen alle Werte, vom Minimum zum Maximum. Die z-standardisierten Werte
wurden mittels Shapiro-Wilk-Tests, Histogramm und Q-Q-Plot auf Normalverteilung Uberpruft.
Die Daten der GFAP-Coverages lagen fur samtliche ROIs nicht normalverteilt vor. Alle Tiere
konnten in die Auswertung eingeschlossen werden (N = 18). .....cceeeiiiiiiiiiiiicie e, 51
Abbildung 22: Z-Scores der Aquaporin-4-Polarisation des Kortex, Hippocampus und
Thalamus. A: Bilaterale Z-Scores (,mean®), B: Z-Scores der linken und rechten Hemisphare
Im Hippocampus der highRepCBI-Gruppe findet sich ein Trend zu einer Erhéhung der
Aquaporin-4-Polarisation. Die Whisker der Boxen umfassen alle Werte, vom Minimum zum
Maximum. Die z-standardisierten Werte fur die Aquaporin-4-Polarisation lagen fur samtliche
Regionen nicht normalverteilt vor. Es folgte die Durchfihrung eines Kruskal-Wallis-Test.
Samtliche Tiere konnten in die Auswertung eingeschlossen werden (N = 18)..........ccccccuueeee 52
Abbildung 23: Darstellung der gemessenen IgG-Intensitat als Z-Scores, aufgetrennt nach
ROI und Hemisphare. Am deutlichsten zu sehen ist ein Trend zu einer Erhéhung des IgG-
Signals mit zunehmender Traumafrequenz im Thalamus der Tiere. Die Whisker des Boxplots
umfassen alle Werte, vom Minimum bis zum Maximum. Samtliche Datensatze lagen nicht
normalverteilt vor, es erfolgte die Prufung auf Korrelation mittels Spearman-Rho-
Korrelationskoeffizienten fur alle untersuchten Regionen. Es konnten alle Tiere in die
Auswertung mit einbezogen werden (N = 18).......couiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 53
Abbildung 24: Scatter Plots der ipsilasionalen, rechtshemispharischen Z-Scores der
Aquaporin-4-Coverage und IgG-Intensitat im Hippocampus und Thalamus. Samtliche
Daten lagen nicht normalverteilt vor, es erfolgte die Erhebung der Korrelation mittels
Spearman-Rangkorrelation der z-standardisierten Wertepaare (n = 18)..........cccccvieeeeernnnns 54
Abbildung 25: Scatter Plots der Z-Scores von GFAP-Coverage und IgG-Intensitat im

rechten, ipsilasionalen Hippocampus. Die Regressionsgeraden deuten auf eine negative
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Korrelation von niedriger GFAP-Coverage und erhéhtem IgG-Extravasat hin. Samtliche Daten
lagen nicht normalverteilt vor, es erfolgte die Erhebung der Korrelation mittels Spearman-
Rangkorrelation der z-standardisierten Wertepaare (n = 18). .....ccceeviiiiiiiiiiceie e, 55
Abbildung 26: Scatter Plots der AQP-Polarisation und IgG-Intensitat im bilateralen
Thalamus und rechten, ipsilasionalen Hippocampus. Im Hippocampus deutet sich ein positiver
Zusammenhang von steigender Aquaporin-4-Polarisation und IgG-Extravasat an. Im
Thalamus stellt sich dieser Trend allenfalls leichtgradig als negativ gerichteter Zusammenhang
dar. Samtliche Parameter lagen nicht normalverteilt vor, es erfolgte die Berechnung des
Spearman-Rangkoeffizienten an n = 18 Wertepaaren. ..............ccceeiiiiiiiiiiiiiiie e, 56
Abbildung 27: Aquaporin-4-Coverage in der chronischen Phase nach CBI. Darstellung
aller Datenpunkte der Z-Scores im Vergleich der Hirnregionen und Behandlungsgruppen. Die
Whisker umfassen alle Werte, vom Minimum bis zum Maximum. Im Thalamus der
highRepCBI-Gruppe zeigten sich signifikant erhdhte Z-Scores des Aquaporin-4-Coverages.
Die vorhandenen Datensatze wurden Z-transformiert und grafisch sowie mittels Shapiro-Wilk-
Test auf Normalverteilung gepruft. Die Daten lagen nicht normalverteilt vor, es erfolgte die

Auswertung mittels des Kruskal-Wallis-Test. Alle Tiere gingen in die Analyse mit ein (N = 34).

Abbildung 28: Aquaporin-4-Coverage im Thalamus in der chronischen Phase nach CBI.
Es zeigt sich eine sichtbare Zunahme des Aquaporin-4-Signals in der highRepCBI-Gruppe
(weilRe Pfeile). A: Sham, B: CBI, C: lowRepCBI, D: highRepCBI. ..........ccccoeimmmmiiiiiiiiiiinnnnns 58
Abbildung 29: GFAP-Coverage in der chronischen Phase nach CBI. Darstellung aller
Datenpunkte der Z-Scores im Vergleich der Hirnregionen und Behandlungsgruppen. Im
Thalamus war die GFAP-Coverage in der highRepCBI-Gruppe signifikant erhéht im Vergleich
zu Sham. Aufgrund von Kkortikalen Artefakten erfolgte der Ausschluss eines Tieres der
lowRepCBI-Gruppe aus der Auswertung der kortikalen Region (n = 33). In den hippocampalen
und thalamischen ROIs konnten alle Tiere in die Analyse mit einbezogen werden (n = 34).
Samtliche Parameter lagen nicht normalverteilt vor, es erfolgte die Durchfuhrung eines
KrUSKAI-W Al S-TOSES. ...t e e e e et a e e e e e e e eaeaen s 59
Abbildung 30: GFAP-Coverage im Thalamus nach chronischer CBI nach Sham-Trauma
(A) und highRepCBI (B). Es zeigte sich eine Zunahme des perivaskularen GFAP-Signals
(WEIIBE PFEIIE). ... 59
Abbildung 31: Aquaporin-4-Polarisation in der chronischen Phase nach CBI Uber alle
untersuchten Hirnregionen. Es zeigen sich keine Unterschiede zwischen den
Behandlungskonditionen. Alle Tiere konnten in die Analyse einbezogen werden (n = 34), bei
nicht erfullter Normalverteilung erfolgte die Durchflhrung eines Kruskal-Wallis-Tests.......... 60
Abbildung 32: p-Tau-Signal als Surrogatparameter der Neurodegeneration in der

chronischen Phase nach CBI. Darstellung der Z-Scores uber alle untersuchten Hirnregionen.
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Im Thalamus der highRepCBI-Tiere findet sich der deutlichste Trend zu einer Erhéhung. Die
Rohwerte der p-Tau-Farbungen wurden fir die Auswertung ebenfalls z-tranformiert. Es
erfolgte die Prifung auf Normalverteilung der erhobenen Parameter und Durchfiihrung einer
Prifung auf statistische Korrelation mittels Spearman-rho-Korrelationskoeffizienten bei nicht
vorliegender Normalverteilung (N= 23). ... 61
Abbildung 33: Scatterplot der Z-Scores der Aquaporin-4-Coverage und der p-Tau-
Intensitdt des Kortex’ mit eingezeichneten Regressionsgeraden. Ersichtlich wird ein
geringgradiger Zusammenhang zwischen steigender Aquaporin-4-Coverage und p-Tau-
Intensitat. Es wurden n = 23 Tiere untersucht, flr welche Wertepaare aus den Aquaporin-4-
und p-Tau-Farbung vorlagen. Es erfolgte die Prifung auf statistische Korrelation mittels
Spearman-rho-Korrelationskoeffizienten bei nicht vorliegender Normalverteilung. ............... 62
Abbildung 34: Scatterplot der Z-Scores der GFAP-Coverages und der p-Tau-Intensitat
im Hippocampus mit eingezeichneten Regressionsgeraden. Erkenntlich wird ein positiver
Trend zwischen ansteigender GFAP-Coverage und zunehmender p-Tau-Intensitat. Die Daten
lagen nicht normalverteilt vor, es erfolgte die Prifung auf statistische Korrelation zwischen n =
23 Wertepaaren aus GFAP- und p-Tau-Farbung mittels Spearman-Rho-Koeffizient. ........... 63
Abbildung 35: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse aus Versuchsteil | in
tabellarischer Form. Die obere Tabelle (orange) gibt den subakuten Beobachtungszeitraum
wieder, die untere Tabelle (blau) den chronischen Beobachtungszeitraum. Wiedergegeben ist
stets die Richtung der gesehenen Veranderung in den traumatisierten Behandlungsgruppen
im Vergleich zur Kontrollgruppe (Sham). ...........eeeieieiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiieeeeeeeeeenenneennnnnnnnes 64
Abbildung 36: Aquaporin-4-Coverage behandelter vs. unbehandelter Tiere. Boxplot mit
Verteilung der einzelnen Datenpunkte bei n = 4 Tieren pro Kondition. Zu sehen ist ein nicht
signifikanter Trend zu einer Erhéhung der Aquaporin-4-Coverages in der
Dexamethasongruppe im Vergleich zu Kontrolltieren in Kortex und Hippocampus. Die Daten
fur die Aquaporin-4-Coverage lagen nicht normalverteilt vor, es erfolgte die Durchfihrung
eines Man-Whitney-U-Tests (N = 8)....coooiiiiiii e, 65
Abbildung 37: GFAP-Coverage behandelter vs. Unbehandelter Tiere. Verteilung der Z-
Scores des beider Konditionen in den untersuchten Regionen. Im Kortex zeigt sich ein Trend
zu einer erhdhten GFAP-Coverage, in Hippocampus und Thalamus sind keine wesentlichen
Unterschiede ersichtlich. Die Daten fiir die samtliche ROls lagen normalverteilt vor, es erfolgte
die Durchfuhrung eines T-Tests (N = 8). ..ccooeeiiiiii i, 66
Abbildung 38: Aquaporin-4-Polarisation. Zu sehen ist ein leichtgradiger Trend zu einer
Erniedrigung der Aquaporin-4-Polarisation im Kortex der Dexamethasongruppe. Die Daten
lagen im Kortex nicht normalverteilt vor, in Hippocampus und im Thalamus waren die Kriterien

einer Normalverteilung hingegen erfUllt. ..., 67
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Abbildung 39: Zusammenfassung der Ergebnisse der mikrovaskularen Parameter aus

Versuchsteil Il. Angegeben ist immer der Trend der mit Dexamethason behandelten Tiere.

Abbildung 40: Etablierung einer immunhistochemischen Farbung zur Untersuchung
von ZO-1. Ergebnisse der Verdiinnungsreihe 1:50, 1:100 und 1:200, mit Negativkontrolle im
RHOD-Kanal und als binarisierte Bilddatei (schwarzweil3). Dargestellt ist die Zielregion des
Hippocampus'. Protokoll adaptiert nach Liraz Zaltsman et al. "3 ................cccocov i, 68
Abbildung 41: Beispielhafte Bilder der Verdiinnungsreihen 1:100 (A) und 1:200 (B) des
zweiten Farbedurchgangs und eine Negativkontrolle. Aufnahme aller Bilder bei einer
Belichtungszeit von 120 ms und einer Signalverstarkung von 30. Zu sehen in (A) ist die
unspezifische Anfarbung von Zellen (weil3e Pfeile) in der Verdinnung 1:100. Auf der rechten
Seite ist das Graustufen-Bild des RHOD-Kanals (rot, ZO-1-Farbung) beispielhaft dargestellt.
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