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1. Einfithrung

Das Schidel-Hirn-Trauma (SHT) ist in Industrielindern die héufigste Todesursache bei
jungen Erwachsenen (<45 Jahren) (1, 2). Dies geht zudem mit einer enormen
sozioOkonomischen Belastung einher (3). Auch fiir die Veterindrmedizin ist das SHT als
Forschungsthema sowohl aus kurativer Sicht als auch aufgrund der Stellung verschiedener

Spezies als Modellorganismen im Tierversuch hochst relevant (4, 5).

Neurotrophine und ihre Rezeptoren spielen eine Schliisselrolle in Bezug auf die neuronale
Homoostase. Neurotrophine werden in Form eines Vorlduferproteins (Pro-Neurotrophine)
sezerniert und anschlieBend durch enzymatische Spaltung in ihre mature Form {iberfiihrt. Die
mature  Form  vermittelt synaptische Plastizitdt, neuronales = Wachstum und
Zelldifferenzierung. Die unprozessierten Pro-Neurotrophine 16sen vornehmlich apoptotische
Signalwege aus (6, 7). Letztere werden durch Bindung an den p75 Neurotrophinrezeptor
(p75NTR) vermittelt (8). Dieser Rezeptor ist wihrend der Synaptogenese verstiarkt exprimiert
und trigt zur Ausbildung eines geordneten und somit funktionellen neuronalen Netzwerks bei
(9, 10). Im adulten Gehirn ist p7SNTR nur schwach exprimiert, wird jedoch nach zerebralen

Insulten wie Ischdmie oder Epilepsie erneut hochreguliert (11-13).

Die Entwicklung eines SHT erfolgt biphasisch. Wiahrend der Primirinsult durch direkte
Krafteinwirkung auf das Gehirn entsteht und nicht beeinflussbar ist, entwickelt sich

darauffolgend iiber verschiedene pathophysiologische Mechanismen der Sekundérschaden

(14, 15).

Der Zelltod (Nekrose und Apoptose) gilt als zentraler Prozess, der das sekundire
Schadenswachstum direkt bedingt. P75SNTR im Zusammenspiel mit Pro-Neurotrophinen
kommt hierbei eine wichtige Stellung als Effektor fiir den posttraumatischen apoptotischen

Zelltod zu (16, 17).

Ziel dieser Arbeit ist es, die Rolle von p75NTR bei der sekunddren Schadensausweitung nach
SHT zu untersuchen. Hierzu werden die Auswirkungen des SHT in funktionell defizienten
p75NTR Mausmutanten sowie nach pharmakologischer Inhibition von p75NTR
charakterisiert. Die Arbeitshypothese ist, dass der Verlust bzw. die Inhibition der pro-
apoptotischen Funktion von p75NTR zu einer verminderten Ausweitung des sekundiren

Hirnschadens und zu abgemilderten neurologischen Konsequenzen fiihrt.



1. Finfiihrung 2

Des Weiteren wird die Rolle von Sortilin, das als Co-Rezeptor fiir p7SNTR fungiert und
mafgeblich an der Bindung des Propeptidteils der Neurotrophine beteiligt sein soll am knock-
out Modell tiberpriift (18, 19).

Im letzten Abschnitt dieser Arbeit soll die Rolle des p75NTR bei der Entstehung des
neurotoxischen Effekts von Propofol untersucht werden. Propofol ist sowohl in der
Humanmedizin als auch in der Veterinirmedizin ein hiufig eingesetztes Sedativum und
Narkosemittel, das aufgrund seiner giinstigen pharmakokinetischen Eigenschaften besonders
in der Pédiatrie aber auch in der Traumatologie verwendet wird (20, 21). Besonders im
juvenilen Hirn, in dem der p75NTR noch vermehrt exprimiert wird, induzieren Anisthetika
allerdings neuronalen Zelluntergang. Dieser konnte im Jungtier durch die Gabe des
pharmakologischen Inhibitors trans-activator of transcription peptide 5 (TAT-Pep5) reduziert
werden (22, 23). Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass Propofol infolge eines SHT unter
Beachtung der Wahl des Zeitpunkts sowie der Dauer der Gabe auch im ausgereiften Gehirn
neurotoxische Effekte hervorruft und die posttraumatische Expression des p75NTR verstarkt
(24, 25). Im Rahmen meiner Doktorarbeit erortere ich zuletzt die Frage, ob nach
pharmakologischer Hemmung des p75NTR der neurotoxische Effekt von Propofol im adulten

Gehirn gemindert ist.

Angesichts der Tatsache, dass bisher noch keine zufriedenstellende Therapiemdglichkeit, die
neben der Erstversorgung auf eine Reduktion des Sekundirschadens abzielt, entwickelt
werden konnte, ist die Rolle des p75NTR und dessen mogliche pharmakologische
Beeinflussung von hoher Relevanz, um die individuellen und kollektiven Schéden, die

jéhrlich durch SHT verursacht werden, zu verringern.
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2. Literaturdiskussion

2.1. Das Gehirn

Das Gehirn bildet zusammen mit dem Riickenmark das zentrale Nervensystem (ZNS). Aus
dem ZNS entspringen Nerven, die Muskeln, Organe, Blutgefd3e und Driisen innervieren und
in ihrer Gesamtheit als peripheres Nervensystem bezeichnet werden (26). Das ZNS erhélt
Informationen aus den peripheren Gebieten, verarbeitet diese und schickt Befehle zu den

Eftektoren zuriick (27).

2.1.1. Anatomie des Gehirns

Das Hirn kann onto- und phylogenetisch in fiinf Hauptabschnitte untergliedert werden: das
Rautenhirn (Rhombencephalon) bestehend aus Nachhirn (Myelencephalon) und Hinterhirn
(Metencephalon), das Mittelhirn (Mesencephalon) sowie das Vorderhirn (Prosencephalon)
mit dem Zwischenhirn (Diencephalon) und dem Endhirn (Telencephalon). Vereinfacht kann
man das Gehirn allerdings auch in GroBhirn (Cerebrum), Kleinhirn (Cerebellum) und

Hirnstamm (Truncus encephali) einteilen.

In der hier vorliegenden Arbeit ist besonders das GroBhirn von Bedeutung. Es unterteilt sich

in zwei Hemisphéren, die liber Kommissuralfasern miteinander verbunden sind.

Die hauptsdchlich aus Neuronen bestehende graue Substanz bildet sowohl die GroBhirnrinde
als auch tiefer gelegene Kerngebiete (Basalganglien). Die afferenten und efferenten Fasern

der weillen Substanz formen das GroBhirnmark (26, 28).

Von auBlen ist das Gehirn von der knochernen Schédelkalotte umgeben. Diese ist durch das
Tentorium cerebelli beim Tier in eine rostral gelegene grofe und eine caudal gelegene kleine

Schidelhohle getrennt und fungiert als guter Schutz gegeniiber dueren Einfliissen.

Zwischen Hirngewebe und Knochen befinden sich die Hirnhdute, Meningen genannt. Direkt
der Oberfldche des Gehirns liegt die Pia mater an, zusammen mit der nach au3en folgenden
Arachnoidea wird sie als weiche Hirnhaut bezeichnet. Der Schidelkalotte zugewandt befindet
sich die Dura mater, auch als harte Hirnhaut bezeichnet. Diese Strukturen erfiillen eine Stiitz-
und Versorgungsfunktion. In den Granulationes arachnoidales wird der Ubertritt von Liquor

ins Blut ermdglicht. Im Gegensatz zum weitestgehend schmerzunempfindlichen
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Nervengewebe, sind die Meningen gut innerviert und demnach empfinglich fiir

Schmerzreize.

Der Liquor cerebrospinalis (Hirnwasser) wird in den Plexus choroidei der vier Ventrikel
gebildet und umflie8t sowohl das Hirn als auch das Riickenmark, bietet einen mechanischen

Schutz und dient als Ersatz fiir die fehlende Lymphfliissigkeit im ZNS (26).

2.1.2. Histologie des Gehirns

Histologisch konnen im ZNS zwei Strukturelemente unterschieden werden: Neurone und

Gliazellen. Beide sind neuroektodermalen Ursprungs.

Das Neuron ist die am weitesten differenzierte Zelle. Es vermag Reizsignale zu empfangen,
weiterzuleiten, zu verarbeiten und teilweise zu beantworten (Sinneszellen). Aufgrund dieser
komplexen Spezialisierung sind die Nervenzellen jedoch nicht mehr in der Lage eigenen
Stoffwechsel zur Aufrechterhaltung der Energiebilanz zu betreiben. Diese Funktion wird von
den Gliazellen iibernommen (29). Das Grundelement des Nervensystems, das Neuron, wird in
einen Zellkorper (Perikaryon) und dessen Fortsdtze (Axon und Dendriten) unterteilt. Das
Perikaryon beherbergt die wesentlichen Zellorganellen und dient der Synthese vieler
Stoffwechselprodukte, die iiber die Nervenfortsétze anschlieBend an ihren Zielort transportiert
werden (28). Die Dendriten dienen dem Empfang von Erregungen (afferent) und leiten sie
zum Perikaryon hin. Je nach Typ der Nervenzelle besitzt sie einen (unipolar) bis viele
(multipolar) Dendriten. Als efferenten Reizleitungsteil entwickelt jedes Neuron nur ein Axon,
das die Erregung in Form eines Aktionspotentials vom Zellkdrper in die Peripherie leitet. Am
Ende eines jeden Axons befindet sich eine Synapse, die aus einer prd- und einer
postsynaptischen Membran besteht zwischen denen sich der priasynaptische Spalt befindet.
Hier kommt es zur Ubertragung von elektrischen oder chemischen Impulsen. Bei den
chemischen Synapsen spielen insbesondere Neurotransmitter und deren Rezeptoren eine

wichtige Rolle (29).

Die im ZNS vorkommenden Gliazellen konnen in vier verschiedene Arten unterteilt werden.
Die Oligodendrozyten, die die Markscheiden um die Axone bilden; die Mikroglia, deren
Hauptaufgabe die immunologische Abwehr und Aufridumfunktion ist; die Ependymzellen,
denen die innere Auskleidung der Liquorrdume obliegt und zuletzt die Astrozyten. lhre
Aufgabe ist neben der Stiitzfunktion die Erndhrung und Regeneration der Neuronen. Nach

Gewebeschiddigung im Gehirn bilden sie die sogenannte Glianarbe (28).
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2.1.3. Durch das experimentelle SHT beeintrichtigte Hirnanteile

2.1.3.1. Der Cortex

Der Cortex cerebri ist die nervenzellreiche &duflere Schicht des Telencephalons.
Makroskopisch féllt eine Furchung der GroBhirnrinde auf, durch die sie sich in Gyri und Sulci
unterteilen ldsst. Histologisch werden grundsitzlich von auflen nach innen folgende Schichten
unterschieden: Molekularschicht - duBlere Kornerschicht — duflere Pyramidenschicht — innere
Kornerschicht — innere Pyramidenschicht — multiforme Schicht. Regional und tierart-

spezifisch kann diese Anordnung erhebliche Unterschiede aufweisen.

Die GroBhirnrinde wird zudem beim Saugetier in vier Lappen unterteilt: der Lobus frontalis,
der durch das Vorherrschen motorischer Areale gekennzeichnet ist, der Lobus parietalis mit
hauptséchlich somatosensorischen Gebieten sowie der Lobus temporalis, der die Horrinde und
der Lobus occipitalis, der die Sehrinde beherbergt (26). Der Frontallappen kann in weitere
Bereiche untereilt werden. Von Bedeutung sind hier insbesondere der primére motorische als
auch der primire somatosensorische Cortex. Aus ersterem entspringt die fiir die Lokomotion
wichtige Pyramidenbahn (27). Jedes Korperorgan sowie auch die Muskulatur haben
Projektionsfelder auf der GroBhirnrinde, die fiir viele Tiere (unter anderem die Maus) als auch

fiir den Menschen genau charakterisiert sind (30).

2.1.3.2. Der Hippocampus

Der Hippocampus ist paarig angelegt, befindet sich an der ventro-medialen Seite der lateralen
Ventrikel und gehort dem dreischichtigen Archicortex an. Er kann untergliedert werden in
Gyrus dentatus, Ammonshorn (Cornu ammonis) und Subiculum. In dieser Reihenfolge erfolgt
auch die Erregungsweiterleitung. Das Ammonshorn kann zusétzlich in vier Bereiche unterteilt

werden: CA1-CA4.

Die Hauptfunktion des Hippocampus besteht in der Gedédchtnisbildung. Zusatzlich tragt er als
Teil des limbischen Systems zur emotionalen, viszeralen und endokrinen Verarbeitung bei

(28).

Eine Besonderheit des Hippocampus ist, dass er zur Neurogenese fahig ist (31).
Beeintriachtigungen des Hippocampus werden mit Krankheitsbildern wie Epilepsie,

Schizophrenie oder Alzheimer in Verbindung gebracht (32-34).
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2.1.4 Tierartliche Unterschiede

Hauptunterschied des Gehirns zwischen verschiedenen Tierarten und auch in Vergleich zu

dem des Menschen liegt neben der GroBe in dessen Aufbau und Zelldichte.

Wihrend héaufig in Tierversuchen eingesetzte Nagetiere wie Maus und Ratte ein
lissencephales Hirn aufweisen, besitzen hoher entwickelte Sdugetiere wie Schwein, Hund und
Katze sowie Primaten und der Mensch ein gyrencephales Gehirn. Die GroBhirnrinde von
Nagern weist eine glatte, ungefurchte Oberfliche auf wohingegen die der letztgenannten
Gruppe eine starke Furchung zeigt. Die Anzahl der Gyri und Sulci steigt hier mit der

Entwicklungsstufe.

Ein weiterer Unterscheidungspunkt zwischen den meisten Saugetieren und aufrechtgehenden
Arten, wie Primaten und dem Mensch, ist die Ausrichtung der Neuraxis. Wéhrend sie in der
erstgenannten Gruppe linear angeordnet ist, erfolgte in der Entwicklung iiber den Affen zum
Menschen ein Abknicken dieser Achse auf Hohe des Diencephalons, sodass das Kleinhirn,

der Hirnstamm und das Riickenmark nun im 90°-Winkel nach ventral verlagert sind (35).

Auch die Anzahl der Neurone variiert stark zwischen den Spezies. Wihrend ein Maushirn im
Mittel 0,416 Gramm (g) wiegt und dabei 71 Millionen Neurone besitzt, wiegt ein
menschliches Hirn im Mittel 1508 g bei einer Anzahl von 86.000 Millionen. Der Cortex-
Anteil an der Gesamtmasse des Hirns variiert zudem von 42 % bei der Maus bis zu 82 %

beim Menschen (36, 37).
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2.2. Das Schadel-Hirn-Trauma

2.2.1. Pathophysiologie des SHT

Die Pathophysiologie des SHT kann in zwei Phasen unterteilt werden. Den akuten priméren

Insult und die darauthin einsetzende sekundédre Schadensentwicklung.

Die primire Verletzung ist bedingt durch direkte oder indirekte Gewalteinwirkung. Dies kann
die Folge eines Sturzes oder eines Zusammenpralls mit starren oder beweglichen
Gegenstinden sein oder durch das Einwirken Dritter geschehen, die mit spitzen oder stumpfen
Materialen beziehungsweise (bzw.) mit Hilfe von Schusswaffen direkte Gewalt auf den Kopf

austliben (38, 39).

Grundsétzlich kann zwischen einem geschlossenen und einem offenen SHT unterschieden
werden. Bei Ersterem ist die Dura mater noch intakt wohingegen sie beim Letztgenannten
infolge eines spitzen oder stumpfen Traumas beschiddigt ist und somit eine direkte

Verbindung zwischen Hirngewebe und Umwelt besteht (15).

Der Primérschaden ist gekennzeichnet durch einen Gewebsuntergang, der durch Scher-,
Torsions- oder  Kontusionskrifte hervorgerufen wird (40). Wéhrend der frakturierte
Schédelknochen chirurgisch versorgt werden kann, ist der neuronale Verlust irreversibel. In
Zusammenhang mit dem primédren Insult steht auch die Ausbildung von epiduralen,

subduralen oder subarachnoidalen Blutungen (41).

In den folgenden Minuten, Stunden (h), Tagen (d), Wochen bis hin zu Monaten erfolgt die
Ausbildung des Sekundérschadens (42). Gekennzeichnet ist das durch einen verstirkten
intrazerebralen Druck mit darauffolgender Minderperfusion des Hirnparenchyms und
Odembildung (43, 44). Der Grund fiir die erhohte Durchlissigkeit der Blut-Hirn-Schranke
liegt zum einen in einer Beeintrdchtigung der zerebro-vaskuldren Autoregulation, zum
anderen in der Schidigung der zerebralen Gefdfle aufgrund der Auswirkungen des priméren
als auch des sekunddren Schadens (45, 46). Zuletzt tridgt auch die posttraumatische
Exzitotoxizitit zur Destabilisierung der Blut-Hirn-Schranke bei. UbermiBige Glutamat-
Ausschiittung und die Aktivierung der korrespondierenden Rezeptoren fiihren hierbei zu
vermehrtem Kalzium-Einstrom in die Zelle. Dies 16st wiederum Signalkaskaden aus, die zum
Abbau von Zell-Zell-Verbindungen und zum Zelltod fiihren (47, 48). Der intrakranielle Druck
wird vom Gleichgewicht folgender drei Komponenten bedingt: Hirnparenchym, Blut und
Liquor. Da bei einem geschlossenen SHT die rigide Schidelkalotte ein weiteres Ausdehnen

verhindert, sterben als Resultat dieser Druckerhdhung weitere Areale aufgrund von
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Minderperfusion und Kolliquationsnekrose ab (49). Die Initialtherapie zielt daher auf die
Verminderung des zerebralen Drucks und die Steigerung der Reperfusion ab (14). Als weitere
Ursachen, die der sekundédren SchadensvergroBerung zutrdglich sind, gelten oxidativer Stress
(50) sowie metabolische Dysfunktion (51). Eine starke Immunreaktion (52) sowie eine
neurofunktionelle Imbalanz zugunsten von exzitatorischen Signalwegen (53) fithren zu

gesteigertem Zelltod durch nekrotische und apoptotische Signalkaskaden.

Abb. 1 zeigt die Entwicklung des Sekundérschadens innerhalb der ersten drei Tage nach dem
Schaden anhand von Tetrazoliumchlorid-gefdrbten Schnitten. Die roten Areale kennzeichnen

vitales Gewebe, der graue Bereich zeigt geschddigtes Parenchym an (54).

30 min 2h 6 h 24 h 72 h

Abbildung 1: Entwicklung des Sekundéirschadens (modifiziert nach Yang (54))

Wihrend der primére Schaden nur indirekt durch Praventivmafinahmen wie dem Tragen eines
Helms und besondere Vorsichtsvorkehrungen zu beeinflussen ist, steht die Vermeidung bzw.

Verminderung des Sekundirschadens im Fokus jedes Therapieversuchs (55, 56).

2.2.2. SHT beim Menschen

Zur Epidemiologie des SHT gibt es weltweit verschiedene Studien: Fiir ein Review wurden
Studien aus 23 europdischen Lindern (darunter auch Deutschland) aus den Jahren 1980-2003
analysiert und eine Inzidenz von 235 pro 100.000 Einwohner und eine Mortalitit von
15 /100.000 kalkuliert (57). Eine Ubersichtsstudie aus Deutschland gibt 332 Fille / 100.000
Einwohner bei einer Mortalitdt von 1% an. Stiirze (52 %) und Verkehrsunfille (26,3 %)
filhren demnach am héufigsten zu SHT und sind oftmals vergesellschaftet mit Verletzungen
des Gesichtsschadels (58,7 %), der Extremitdten (19,3 %) oder der Wirbelsdule (8,8 %).
Minner (60 %) sind grundsitzlich 6fter betroffen als Frauen (40 %) (58). In Amerika liegt die
jéhrliche Inzidenz bei 579 Fillen / 100.000 Einwohner (59). In den Jahren 1997-2007 starben
in Amerika jdhrlich ca. 53.000 Menschen an den Folgen eines SHT. Minner sind hiervon 3-
mal hdufiger betroffen als Frauen. Als Hauptursache gelten Schusswaffenverletzungen

(34,8 %) und Verkehrsunfille (31,4 %) gefolgt von Stiirzen (16,7 %) (38). Die hiufigste Form
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des SHT in Australien stellen subdurale H@morrhagien dar (42,9 %), gefolgt von
Gehirnerschiitterungen (24,1 %) und subarachnoidalen Blutungen (17,7 %) (60).

Die Einschitzung des Schweregrades erfolgt mit Hilfe des Glasgow Coma Scale (GCS). Die
Patienten werden in drei Kategorien (Augendffnung, verbale Kommunikation, motorische
Reaktion) getestet und jeweils mit maximal (max.) sechs Punkten bewertet, sodass eine
Endpunktzahl von hochstens 15 erreicht werden kann, die auf volles Bewusstsein und
uneingeschriankte neurologische Funktion schlieen ldsst (61). Ab einem Score unter neun ist
es empfohlen zu intubieren, um die Ventilation aufrecht zu erhalten. Fiir Kleinkinder, die sich
noch nicht artikulieren konnen, gibt es eine angepasste padiatrische Variante des GCS (62). In
Zusammenhang mit dem GCS kann bei SHT bedingten dekomprimierenden Kraniektomien
der Rotterdam Computer Tomography (CT) Score zur Prognostik angewandt werden (63).
Die Marshall CT Klassifikation ist ein weiteres prognostisches Verfahren, das jedoch zur
besseren Anwendbarkeit durch individuelle CT-Charakteristika ergdnzt werden sollte (64).

Beziiglich des Schweregrades werden iiber 90 % aller Félle als mild eingestuft (57, 58, 65).

Auch der soziookonomische Faktor des Krankheitsbildes sollte nicht vergessen werden, da
neben den direkten Kosten fiir Behandlung und Rehabilitation auch indirekte Kosten aufgrund
zeitlich begrenzter oder totaler Arbeitsunfahigkeit entstehen (66). Beeinflusst wird die Hohe
der Kosten sowohl durch Verletzungs-abhédngige als auch durch demographische Parameter.
Verldngerte posttraumatische Amnesie, abnormale CT-Befunde oder Epilepsie erhéhen die
Kosten genauso wie ein Wohnsitz aulerhalb von Stddten, Arbeitslosigkeit vor dem Trauma
und geringere Bildung. Die Behandlung von alten Menschen, die zusdtzlich meist schon
Vorerkrankungen haben und Menschen, die vor dem SHT bereits in psychiatrischer
Behandlung waren ist auch teurer (3). Fiir Europa belaufen sich die jdhrlichen Ausgaben auf
33 Milliarden Euro (67). In Neuseeland werden 47,9 Millionen amerikanische Dollar fiir die
Behandlung im ersten Jahr nach SHT ausgegeben (65). Eine Studie aus Holland gibt eine
Belastung von 314,6 Millionen Euro / Jahr an. Insbesondere bei Ménnern sind die indirekten
Kosten hier hoher als bei Frauen, sodass die totalen Kosten bei ménnlichen Patienten
19.540 Euro pro Fall und bei weiblichen Patienten 14.940 Euro pro Fall betragen. Zusétzlich
werden durchschnittliche 7,1 Jahre pro SHT-Fall angegeben, in denen die Person durch
Behinderungen infolge der Krankheit beeintrichtigt ist (68). In der Regel kehren die meisten
Patienten 3-6 Monate nach der Behandlung in die Erwerbstétigkeit zuriick (69).
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Das SHT kann eine Reihe von Folgeerkrankungen bedingen, die sich iiber ein langes
Zeitintervall ausstrecken konnen. 10 Jahre nach dem eigentlichen Vorfall klagen noch 37,2 %
iiber generelle Gesundheitsprobleme wie Erschopfung und Schlaflosigkeit und stufen ihre
Lebensqualitét als schlechter ein (70). Des Weiteren weisen nach dieser Zeit noch 44 % eine
moderate Behinderung auf und 31 % leiden an Depression (71). Als Langzeitauswirkung des
SHT werden neben einer Beeintrdchtigung des Lernverhaltens (72) Epilepsie (71, 73),
Parkinson (74) und Demenz (75) beschrieben.

2.2.3. SHT beim Tier

2.2.3.1. Das Tier als Patient

Das SHT ist auch ein weit verbreitetes Krankheitsbild im veterindrmedizinischen
Patientengut, auch wenn genaue Inzidenzzahlen hier rar sind. In einer gro8en multizentrischen
Studie mit 1099 Hunden und 191 Katzen, die infolge einer traumatischen Verletzung
vorgestellt wurden, zeigten 42 % der Hunde und 26 % der Katzen klinische Anzeichen einer
traumatischen Hirnverletzung auf (76). Diese Zahlen werden unterstiitzt durch einen
beschriebenen Anteil von 25 % an caninen Patienten, deren Vorstellungsgrund mit stumpfem
Trauma angegeben ist (77). In einer anderen Studie, bei der die Félle alle aus einer grofen
Klinik rekrutiert wurden, konnte bei 290 Hunden in den Jahren 1997-1999 eine traumatische
Hirnverletzung konstatiert werden (4). Als haufigste Ursache werden bei Hunden Autounfille
und bei Katzen ein Fall aus grofer Hohe angegeben. Daneben fiihren Zusammenstofe,
Bisswunden, Schussverletzungen sowie ungewollte oder beabsichtigte Verletzung direkt
durch den Menschen zu neurologischen Traumata, die auch Verletzungen der Wirbelsdule

beinhalten (39, 56).

Bei Pferden ist der Grund meist ein frontaler Zusammenstof3 mit starren oder beweglichen
Objekten aufgrund von Fluchtverhalten oder Stiirzen. Auch Trittverletzungen im Rahmen von

Rangkidmpfen konnen zur Ausbildung eines SHT fiihren (78, 79).

Die Angaben zur Mortalitit schwanken stark. Dies ist wie in der Humanmedizin auch in der
Veterindrmedizin stark mit der Tatsache verkniipft, dass die Patienten besonders infolge von
Unfillen oft weitere Verletzungen haben, die die Sterblichkeit beeinflussen (80). Feary et al.
postulieren zum Beispiel (z.B.) fiir das Auftreten von zusitzlichen Schédelbasisfrakturen

beim Pferd einen schlechteren Ausgang (81).
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Therapeutisch steht neben der Behandlung eines etwaigen Schocks an erster Stelle die
Korrektur von Hypovoldmie und Hypoxie durch Volumen- und Sauerstoffzufuhr, da beides
den Anstieg des intrakraniellen Druckes (ICP) begiinstigt (82). Das Hauptaugenmerk liegt auf
der Verringerung des ICP. Dies wird vornehmlich durch die Gabe von hyperosmotischen
Fliissigkeiten erreicht. Dazu werden 0,25-0,5 g/ Kilogramm (kg) 10 %-iges Mannitol {iber
30 Minuten (min) infundiert (83). Da Hyperglykdmie in Hunden und Katzen hiufig in
Verbindung mit SHT auftritt und dabei mit der Stirke des Traumas korreliert (4), sollte der
Blutzucker kontrolliert werden. Uberdies wird in der Literatur ein Zusammenhang zwischen
dem Auftreten von Krampfanfdllen und SHT fiir Hunde (84, 85) und Katzen (86) beschrieben,
was mit Hilfe von Phenobarbital oder Hypothermie (87) behandelt werden kann. Das
Therapiekonzept sollte durch Anti-Inflammation, Analgesie, gastrointestinale Prophylaxe,

unterstiitzender Erndhrung und Physiotherapie abgerundet werden (56).

Als prognostisches Mittel findet das Modell des modifizierten GCS (MGCS) auch in der
Veterindrmedizin Anwendung (Tab. 1). Die Tiere werden neurologisch in drei Kategorien
(Bewusstseinslevel, motorische Aktivitdt und Hirnstamm-Reflexe) untersucht wobei pro
Kategorie jeweils 1-6 Punkte verteilt werden. Insgesamt konnen die Patienten eine

Maximalpunktzahl von 3-18 Punkten erreichen. Je hoher der Score desto besser die Prognose.

Tabelle 1: MGCS (modifiziert nach Platt(88))

MGCS MGCS
Prognose
Kategorie Punkte
I 1-6 schlecht
II 7-12 vorsichtig
11 13-18 gut

Insbesondere in den ersten 48 h nach Trauma konnte eine lineare Korrelation zwischen diesen
beiden Parametern festgestellt werden (88). Sande und West sprechen sich dafiir aus, den
MGCS eher zur objektiven Betrachtung des neurologischen Verlaufs heranzuziehen als ihn

als ultimatives prognostisches Mittel einzusetzen (39).
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2.2.3.2. Das Tier als Versuchstier

Versuche an Menschen konnen aus ethisch-moralischen Griinden nicht durchgefiihrt werden.
In der klinischen Forschung beruht der Erkenntnisgewinn in den Feldern traumatische
Hirnverletzung und Neurotoxizitdit von Aniésthetika demnach meist auf retrospektiven
Analysen. Insbesondere das Fehlen von Kontrollgruppen reduziert die Aussagekraft der
meisten Studien. Aus ethischen Griinden ist es jedoch schwer vertretbar einem Teil des
Patientenguts mit SHT keine Therapie zukommen zu lassen oder gesunden Menschen

Anisthetika zu Vergleichszwecken zu applizieren.

Eine zentrale Rolle spielen Tiere daher als Modellorganismen fiir SHT-Experimente. Den
Regeln des Speziesismus folgend, ist dies fiir die meisten Menschen ethisch vertretbar. Tiere
kommen einerseits in in vivo Experimenten direkt zum Einsatz, andererseits sind zudem die
meisten Zellen und organspezifisches Gewebe flir in vitro Studien tierischen Ursprungs. Die
Vorteile von Tierversuchen sind neben der erwédhnten verbesserten Moglichkeit
Kontrollgruppen einzusetzen, die hohe Reproduzierbarkeit und die damit einhergehende
Vergleichbarkeit. Wahrend in vitro Studien haufig die zugrundeliegenden Mechanismen von
Trauma und Anisthetika-Wirkung untersuchen, konnen in in vivo Versuchen viele
verschiedene Parameter untersucht und somit besonders die Auswirkungen auf den gesamten

Organismus erforscht werden.

Mit Abstand am hiufigsten werden Méuse und Ratten zu Versuchszwecken herangezogen.
2013 gehorten 87 % aller in Deutschland eingesetzten Versuchstiere zu einer der beiden
Arten. Insgesamt kamen dabei 2.199.671 Méuse und 375.656 Ratten zum Einsatz (89). Neben
ihrer hohe Reproduktionsrate und dem geringen Platz- und Kostenverbrauch fiir die Haltung
und Unterbringung der Tiere, spricht fiir diese Nagetiere die Tatsache, dass viele der
heutzutage gingigen SHT-Modelle fiir die genannten Organismen etabliert sind (5, 15). Ein
weiterer sehr wichtiger Punkt ist, dass man mit Hilfe von genetischen Manipulationen das
Erbgut von Miusen (und in geringem Mafle von Ratten) so verdndern kann, dass bestimmte
Proteine in den Tieren nicht ausgebildet werden (knock-out), iiberexprimiert werden (over-

expresser) oder humane Proteine von den Tieren ausgebildet werden (transgen).

Die Tauglichkeit in Hinblick auf die Translationalitit variieren zwischen den
unterschiedlichen Spezies. Die lissenzephale Struktur des Nagerhirns fiihrt im Vergleich zum
gyrencephalen Hirn hoéher entwickelter Sduger und des Menschen zu verminderter
Deformation nach SHT. In GroBBe und Funktion weist jedoch das Schwein insbesondere fiir

padiatrische SHT-Modelle das geeignetste Gehirn auf. Neben einem vergleichbaren
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perinatalen ,,brain growth spurt sind die entwicklungsbedingten Verdnderungen beziiglich
der Myelinisierung und des Hirn-Wasser-Gehalts dem menschlichen Hirn wihrend der

Entwicklung am Ahnlichsten (90).

2.2.4. SHT-Modelle

2.2.3.1. Controlled Cortical Impact

Das Modell des controlled cortical impact (CCI) ist eins der am weitesten verbreiteten SHT-
Modelle und wurde auch in den hier vorliegenden Studien angewendet. Die genaue
Durchfiihrung ist unter 4.5. detailliert beschrieben und verursacht eine fokale Kontusion, die

mit einem diffusen axonalen Schaden einhergeht.

Erstmalig wurde das Modell, bei dem es durch einen pneumatischen Impakt auf die intakte
Dura mater zum Trauma kommt, 1988 fiir das Frettchen etabliert (91). Im Jahr 1991
modifizierte man es fiir die Ratte (92). In beiden Studien untersuchte man zudem den Einfluss
von Aufprallgeschwindigkeit und Durchmesser des Impaktors auf den entstehenden Schaden,
der einem klinischen ‘“closed-head” Trauma entspricht und fand einen linearen
Zusammenhang heraus. Die Spannweite der Auswirkungen reichte histologisch von keinem
Schaden bis hin zu starker kortikaler Kontusion einhergehend mit umfangreichem
Zelluntergang und intraparenchymalen Hdmorrhagien. Systemisch kommt es nach moderatem
Schaden zu hypotensiven Zustdnden, wohingegen hohe Geschwindigkeit und groBer Impakt
zu hypertensiven Peaks gefolgt von starker Hypotension fithrten und oft fatal enden. Im Jahr
1995 wurde das Verfahren an die Maus adaptiert (93) und mit Hilfe verschiedener
histologischer Farbungen ein Ausmal3 des Schadens postuliert, das in bestimmten Bereichen
auch die kontralaterale Seite betrifft. Zudem konnte eine Beeintrichtigung der operierten

Tiere in Verhaltenstests wie dem Morris-Water-Maze-Test gezeigt werden.

Der Vorteil des Modells ist die gute Steuerbarkeit der variablen Aufprallgeschwindigkeit und
—dauer, der Eindringtiefe sowie des Durchmessers des Impaktors. Wahrend Smith et al. noch
eine Aufprallgeschwindigkeit von 5,7-6,2 Meter/Sekunde (m/s) einsetzte, werden heute

bereits Geschwindigkeiten von bis zu 8 m/s erzeugt (94, 95).

Eine neuartige Methode benutzt anstatt des pneumatischen Antriebs einen
elektromagnetischen. Hierbei bedarf es allerdings einer groeren Eindringtiefe, um einen dem

herkémmlichen CCI vergleichbaren Schaden zu induzieren (96).
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2.2.3.2. Fluid Percussion Injury Modell

Neben dem CCI ist das fluid percussion injury Modell (FPI) das am héaufigsten eingesetzte
Verfahren zur Erzeugung eines experimentellen SHT (97, 98). Hierbei wird nach einer
Kraniotomie, die der GroB3e des Kolbens entspricht, der auf die intakte Dura mater aufgesetzt
wird, die Kraft eines schwingenden Pendels iiber eine Fliissigkeitssdule (isotonische
Kochsalzlésung) auf das Gehirn iibertragen, wobei die Fliissigkeit ins Hirn injiziert wird
(Abb. 2). Hieraus resultiert ein diffuser Schaden der vornehmlich in einer Erhéhung des ICP
und Héamorrhagien resultiert. Urspriinglich wurde das Modell 1987 fiir die Katze (99)
entwickelt, kurz darauf (1987) auf die Ratte (100) und zuletzt 1998 auf die Maus iibertragen
(101). Neben der Kraft des Pendels kann auch der Aufsatzpunkt des Kolbens variiert werden.
So kann zwischen dem sagitalen (100), parasagitalen (102) und lateralen FPI (100)
unterschieden werden. Die Varianten unterscheiden sich unter anderem in der

unterschiedlichen Beeintrachtigung des Hirnstamms und der kontralateralen Hemisphére.

==~ BB
_| Flissigkeits-
sdule

/

Abbildung 2: Fluid-Percussion-Modell (modifiziert nach Xiong (5))

2.2.3.3. Weitere SHT-Modelle

Weniger verbreitete Modelle zur Induktion eines SHT stellen das Weight-Drop- und das
Kalteldsions-Modell dar.

Beim Weight-Drop-Modell wird ein Gewicht auf den Schidel des Versuchstiers herabfallen
gelassen und somit ein diffuses Trauma erzeugt. Die 1981 von Feeney et al. entwickelte
Variante kennzeichnet sich durch eine vorangegangene Kraniotomie (103), wohingegen die

von Shapira et al. 1988 beschriebene Variante bei geschlossener Schéddelkalotte durchgefiihrt
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wird (104). Im Jahr 2009 wurde das Modell auf die Maus tibertragen (105). Vorteilhaft sind
die kurze Zeit, die die Prozedur in Anspruch nimmt (ohne Kraniotomie) und die Mdglichkeit
durch Variation der Fallhohe sowie des Gewichts Traumata von unterschiedlicher Stirke zu
erzeugen. Kontrovers wird allerdings die Vergleichbarkeit aufgrund mangelnder

Reproduzierbarkeit diskutiert (5).

Das Kailteldsions-Modell ist ein Beispiel fiir ein experimentelles SHT, das einen stark fokal
begrenzten Schaden produziert und die von den hier beschriebenen Modellen geringste
Beeintriachtigung des librigen Hirngewebes sowie kaum systemische Auswirkungen hat (106).
Aus diesen Griinden ist es dem klinischen SHT nicht sehr nahe. Zur Induktion wird nach
Trepanation des knochernen Schidels ein stark gekiihlter Kupferzylinder in das Hirngewebe
eingefiihrt. Verweildauer, Grofe und Platzierung des Zylinders fiihren zu Variationen der

Schadensentwicklung (107).

2.2.3.4. SHT-Modelle am Grofitier

Besonders das Schwein findet aus unter 2.2.3. erldutertem Grund des Ofteren Anwendung als
Modelltier fiir experimentelles SHT z.B. beim FPI (108). Neonatale Ferkel werden als Modell
fiir padiatrisches SHT eingesetzt (109). Ein weiteres Feld in dem SHT-Modelle am GroBtier
zum Einsatz kommen, ist die Erforschung von Schussverletzungen. Zum einen ist dies,
besonders in Amerika (38), eine der hdufigsten Ursachen fiir SHT beim Menschen zum
anderen ist es das Mittel der Wahl zur Betdubung von Schlachttieren und ist somit auch aus
Tierschutzgriinden relevant (110, 111). Hierbei unterscheidet man hauptsidchlich zwischen
einer penetrierenden und einer nicht-penetrierenden Variante. Als Tiere eignen sich hierfiir
Rinder, Schafe und Schweine (111-114). Die Ubertragbarkeit auf den Menschen ist allerdings

auch hier mit Schwierigkeiten verbunden (115).
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2.3. Neurotrophine und Neurotrophinrezeptoren

2.3.1. Neurotrophine

Zur Familie der Neurotrophine gehdren der zuerst und am besten charakterisierte nerve
growth factor (NGF), der brain derived neurotrophic factor (BDNF), sowie die
Neurotrophine (NT) 3 und 4/5 (116). Innerhalb der Klasse der Wirbeltiere sind alle vier
Vertreter in ihrem Aufbau hoch konserviert. NT-4/5 findet man allerdings nicht in Végeln
(117) wohingegen Fische als einzige Spezies NT-6 und NT-7 exprimieren (118, 119).

Neurotrophine werden als Pré-Pro-Neurotrophine im neuronalen Endoplasmatischen
Retikulum synthetisiert. Nach der Abspaltung des Signalpeptids entstehen Pro-Neurotrophine,
die im trans-Golgi Apparat akkumulieren (120). Die Umwandlungen zu maturen
Neurotrophinen erfolgt dort nach katalytischer Spaltung durch Furin und die Proprotein
Konvertasen 1 und 2 (PCSK 1 und 2). Eine andere Variante beinhaltet die Sekretion der Pro-
Neurotrophine in den synaptischen Spalt, wo der Propeptidteil enzymatisch von Matrix-
Metalloproteinasen (MMP) (121) oder Plasmin abgespalten wird. Zuvor katalysiert
sezernierter tissue plasminogen activator (tPA) die Spaltung von Plasminogen zu Plasmin

(122).

Sowohl die Pro- als auch die mature Form der Neurotrophine liegen als Homodimere vor und
werden in sekretorischen Vesikeln gespeichert, in denen sie auch zu prd- und

postsynaptischen Membranen transportiert werden (123).

2.3.1.1. Funktionsweise

Durch die Bindung von Neurotrophinen an ihre korrespondierenden Rezeptoren werden
unterschiedliche Signalkaskaden ausgeldst, die das neuronale Uberleben, die Synaptogenese,
das Auswachsen von Axonen und Dendriten, die synaptische Plastizitéit sowie Proliferation

und Apoptose von Neuronen beeinflussen und steuern (124, 125).

Neurotrophine vermitteln ihre vielfiltigen Wirkungen iiber zwei verschiedene Arten von
Rezeptoren: Tyrosin Kinase Rezeptoren (Trk) und p75NTR. Beide befinden sich auf der
Zelloberflaiche und weisen keine strukturellen Gemeinsamkeiten auf (116). Wahrend NGF,
BDNF, NT-3 und NT-4/5 mit der gleichen niedrigen Affinitdt an den p7SNTR binden, weisen
sie ein spezifisches Bindungsverhalten zu den Trk-Rezeptoren auf (s. 2.3.2.2), an die sie mit

gesteigerter Affinitét binden.
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Das stochiometrische Verhéltnis ist bisher nicht abschlieBend gekliart. Wihrend einige
Autoren ein 2:2 Verhiltnis zwischen NGF oder NT-3 mit p75SNTR annehmen (126), gehen
andere davon aus, dass ein homodimerisiertes NGF-Molekiil an nur ein p75NTR-Molekiil
bindet (2:1) (127). Bei der Verbindung von Neurotrophinen mit Trk-Rezeptoren wird
mehrheitlich von einen 2:2 Verhiltnis ausgegangen, das durch eine Liganden-abhéingige
Dimerisierung der Rezeptoren bedingt ist (123). Eine Besonderheit besteht in der Tatsache,
dass sich beide Rezeptoren nach Liganden-Bindung zu einem hoch-affinen Komplex

zusammenschlieBen, durch den ausschlieBlich die neurotrophe Funktion begiinstigt wird
(128).

In Abb. 3 ist vereinfacht die ambivalente Wirkungsweise von Neurotrophinen und ihren Pro-
Formen dargestellt. Die maturen Neurotrophine binden vornehmlich an Trk-Rezeptoren oder
an Komplexe aus Trk-Rezeptoren und p75NTR und fordern das Zellwachstum und die
Differenzierung besonders in neuronalem Gewebe. Im Gegensatz dazu flihrt die Bindung
threr unprozessierten Pro-Form an p75NTR oder an einen Komplex von p75NTR und dessen
Co-Rezeptor Sortilin zum apoptotischen Zelltod. Auf die ausgeldsten Signalkaskaden wird in

den folgenden Kapiteln detailliert eingegangen.

===

Pro-Neurotrophin  Neurotrophin

Trk-Rezeptor

Sortilin

!

Apoptose

!

Zellwachstum und
-differenzierung

Abbildung 3: Wirkungsweise von Neurotrophinen (modifiziert nach Nykjaer (19))
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2.3.1.2. Regulation nach SHT

Nach experimentellem SHT kommt es zu einer Dysregulation der Neurotrophin-Expression.
Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Expressionsregulation von NGF und BDNF im

geschiadigten Cortexareal iiber einen Zeitraum von einer Woche nach Trauma starken

Schwankungen unterliegt (s. Abb. 4).
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Abbildung 4: Neurotrophin mRNA-Expression (94)

Andere Arbeitsgruppen zeigen, dass die Verdnderung in der Ausbildung von Neurotrophinen
und ihren Rezeptoren sogar iiber mehrere Wochen persistiert und auch die kontralaterale Seite
betrifft (129). Besonders die Pro-Form von NGF wird vermehrt nach zerebralen Insulten wie
Axotomie, Ischdmie und auch Epilepsie sezerniert und induziert Apoptose iiber die Bindung
an p75NTR in vitro und in vivo (8, 130, 131). Auch in neurodegenerativen Krankheitsbildern

wie z.B. Alzheimer dominiert die Pro-Form von NGF (132, 133).
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2.3.2 Neurotrophinrezeptoren

2.3.2.1 p75 Neurotrophinrezeptor

Im Mittelpunkt der hier vorliegenden Arbeit steht der p7SNTR in seiner Funktion als Zelltod
vermittelnder Rezeptor, der insbesondere nach traumatisch bedingten Hirnverletzungen
hochreguliert ist und eine zentrale Rolle bei der Auslosung apoptotischer Signalkaskaden

einnimmt, die zur VergroBerung des Sekundérschadens fiihren (94).

2.3.2.1.1. Charakteristika

Der p75NTR wurde als erster Rezeptor fiir NGF (NGFR) beschrieben und charakterisiert. Da
er die Bindung zu dem Neurotrophin mit geringerer Affinitdt als Trk-Rezeptoren eingeht,
wird er auch als low affinity NGFR beschrieben (134). Grundsétzlich bindet p75SNTR alle vier
Neurotrophine mit vergleichbarer Affinitét (116).

Innerhalb der Tumornekrosefaktor (TNF)-Rezeptor-Superfamilie nimmt er als
transmembrandses Protein vom Typ 1 mit einem Molekulargewicht von 75 Kilodalton (kDa)
eine Sonderrolle ein. Gemeinsam mit den anderen Vertretern dieser Familie sind thm die vier
Cystein-reichen Doménen des extrazelluldren Anteils, bei denen besonders die 3. Doméne als
Bindungsstelle flir die Liganden fungiert (135, 136). Eine kurze stalk-Region schlieB3t sich
basal an. Die einzelne kurze transmembrandse Doméne, die innerhalb der verschiedenen
Spezies hochkonserviert ist, verbindet den extrazelluldren mit dem intrazelluldren Part des
Rezeptors (16). Eine Besonderheit der intrazelluliren Domine (p75ICD) ist die 80
Aminosduren grole Typ 2 death domain (DD), die zwar keine intrinsische katalytische

Féhigkeit besitzt, aber fiir die Bindung von Effektormolekiilen zustandig ist (137).

Aus der Spaltung von p75ICD durch o-Sekretase resultiert ein Carboxylterminalfragment
(p75CTF), das wiederum durch y-Sekretase in ein 29 Aminosduren grofles 16sliches ICD-
Fragment gespalten wird, das anschlieBend frei im Zytoplasma vorliegt und als ,,Chopper

Domain‘ bezeichnet wird (138, 139).
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2.3.2.1.2. Funktion
P75NTR fungiert als ambivalenter Rezeptor. Im Fokus dieser Arbeit steht seine Funktion als
Ausloser des programmierten Zelltods, allerdings kann er vor allem im Zusammenspiel mit

den Trk-Rezeptoren auch das Wachstum und die Differenzierung von Zellen beglinstigen

(140, 141).

Wihrend der Embryogenese ist der p75NTR besonders auf Neuronen vermehrt exprimiert
und hauptverantwortlich fiir den strukturierten Aufbau des Nervengeflechts des ZNS sowie
fiir die zielgerichtete Innervierung von Zielorganen. Beweisend fiir Ersteres ist, dass Miuse,
denen ein funktionierender p75NTR fehlt, eine erhohte Zahl von cholinergen Neuronen
aufweisen (142). Zudem triagt p7SNTR zum axonalen Wachstum und zur Ramifizierung von
Dendriten bei (143) und fordert iiberdies die Migration von Schwannzellen (9). Fiir die
zielgerichtete Innervierung von Zielorganen wurde ein Modell entwickelt, das auf
,Bestrafung® und ,,Belohnung* durch Neurotrophine und deren Pro-Formen basiert. So
sezernieren beispielsweise Muskelfasern proBDNF, welches an den p75NTR eines
innervierenden Motorneurons bindet und zu dessen Retraktion fiihrt. Uber elektrische Impulse
stimulierte Nervenfasern setzen jedoch MMP frei und fordern somit die Umwandlung des
proBDNF zu maturem BDNF, was letztendlich iiber die Bindung an Trk B zur Extension
dieser einzelnen Nervenfaser fiihrt (144, 145).

Im adulten Hirn ist der Rezeptor nur noch in geringer Zahl ausgebildet. Nach zerebralen
Insulten wie Ischdmie (131), Epilepsie (11, 146), Axotomie (147), Riickenmarksverletzungen

(148) sowie SHT (94, 129) steigt die Expression jedoch erneut stark an.

Im Laufe der Zeit wurden verschiedene Interaktionspartner von p75NTR identifiziert, die zur
Auslosung apoptotischer Signalwege fithren. Neurotrophin receptor interacting factor (NRIF)
fiihrt iber Bindung an p75ICD unter anderem zur Arretierung des Zellzyklus (149, 150)
dhnlich wie auch neurotrophin receptor interacting melanoma associated antigen homolog
(MRAGE) nach Bindung an den juxtamembrandsen Part von p75NTR (151). P75-associated
cell death executor (NADE) in Zusammenspiel mit der death domain fiihrt besonders in
Gegenwart von erhohter Ligandenkonzentration nach Ischdmie zu vermehrter Apoptose und

zur Aktivierung von Caspase-3 {iber das Protein 14-3-3 (152-154).

Die neurotrophe Funktionsweise von p75NTR wird vornehmlich iiber die Bildung eines
Komplexes mit Trk-Rezeptoren erreicht, der eine hohe Affinitit fir die Bindung von
Neurotrophinen aufweist (155). Unter physiologischen Bedingungen binden die maturen

Neurotrophine nach enzymatischer Abspaltung des Pro-Peptidteils an den Komplex und 16sen
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Signalkaskaden aus (s. 2.3.2.2.), die das Uberleben der Zelle begiinstigen sowie zur
Stabilisierung und Differenzierung der Neurone beitragen (Abb. 5). Das Receptor Interacting
Protein 2 (RIP2) kann zudem mit der death domain von p75NTR interagieren und {iber die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nuklear Faktor kappa B (NF kB) das Uberleben der
Zelle sichern (156).

p75NTR

Trk-Rezeptor

Pro-Neurotrophin

matures Neurotrophin

vmwlﬂm

Enzym (z.B. Plasmin)

Zellwachstum und -differenzierung ‘

Abbildung 5: Neurotrophe Funktionsweise des p7SNTR

2.3.2.2. Tyrosin Rezeptor Kinase Rezeptoren

Die Struktur der membranstindigen Trk-Rezeptoren ist gekennzeichnet durch eine
intrazelluldre Tyrosin Kinase, ein intramembrandses Verbindungsstiick und einen
extrazelluldren Anteil. Letzterer ist gegliedert in drei Leucin-reiche Wiederholungen, die von
jeweils einem Cystein Cluster flankiert werden. Membranstindig schlieBen sich zwei
Immunoglobulin-dhnliche Doménen an, von denen die zweite als Bindungsstelle fiir die

Liganden fungiert (157).

Es gibt drei verschiedene Subtypen. Trk A wurde erstmals 1991 als hochaffiner Rezeptor fiir
NGF beschrieben (158). Es folgten Trk B, der BDNF und NT-4/5 (124, 159) bindet sowie Trk
C, der vornehmlich NT-3 bindet (160). In Abwesenheit von p75NTR konnen hohe
Konzentrationen von NT-3 auch Trk B und NT-4/5 auch Trk A aktivieren (161).

Besonders wihrend der neuronalen Entwicklungsphase ist die durch Trk-Rezeptoren

vermittelte Wirkung von Neurotrophinen essentiell (117, 162). Die neurotrophe Wirkung wird
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groftenteils liber die Aktivierung von Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und Phospholipase C
v vermittelt als auch {liber die Ras-Raf-MEK-Erk-Signalkaskade (124, 163).

2.3.2.3 Sortilin

Sortilin ist ein 95kDa grofler transmembrandser Rezeptor vom Typ 1. Morphologisch ist er
gekennzeichnet durch den speziellen Aufbau seiner extrazelluliren Doméne, den alle Proteine
der vacuolar protein sorting 10 protein (VPS10P)-Familie aufweisen (164). Die Doméne
besteht aus zwei kleinen 10 Cystein-reichen Doménen (10CC-a und —b) und einem 10-
bléttrigen Propeller, in dessen Innerem die Liganden binden (165). 1997 isolierte Petersen et
al. den Sortilin-Rezeptor aus menschlichem Hirn. Die Struktur der extrazelluliren Domine
war aullergewodhnlich fiir Séugetiere und bis zu diesem Zeitpunkt nur von einem Sorting-
Rezeptor der Hefe Saccharomyces cerevisae bekannt (166). Seitdem dient Sortilin als
Prototyp der VPS10P-Familie, da die VPS10P-Domine, im Gegensatz zu den anderen
Vertretern, nur liber einen kurzen transmembranen Teil mit der zytoplasmatischen Domine
verbunden ist, ohne weitere zwischengeschaltete Funktionselemente (167). Der Propeptidteil
von Sortilin wird post-translational im trans-Golgi Netzwerk enzymatisch abgespalten (z.B.

durch Furin) und der Rezeptor somit in seine aktive Form {iberfiihrt (164, 168).

Die Hauptaufgabe des Rezeptors ist der Transport von Proteinen zwischen
Zellkompartimenten und der Zelloberfliche, damit sie dort ihre Aufgaben als Effektoren in
der Signaltransduktion wahrnehmen konnen, einer regulierten Sekretion oder Endocytose

unterliegen oder dem Einschluss in Lysosomen zugefiihrt werden (167).

Der vorwiegende Teil von Sortilin wird in Neuronen exprimiert, wobei 90 % intrazelluldr zu
finden sind (169, 170). AuBerhalb des Nervensystems reguliert es z.B. in der Leber die
Ausscheidung von Lipoproteinen (171).

Ein besonderes Augenmerk flir diese Arbeit liegt auf der Funktion von Sortilin als Co-
Rezeptor von p75NTR. Ahnlich wie p75NTR ist auch Sortilin sowohl wihrend der
Entwicklung des Nervensystems (172) als auch unter pathologischen Bedingungen wie
Parkinson (173), Krampfanfallsleiden (8) oder spongioformen Encephalopathien (174)
vermehrt exprimiert. Insbesondere in diesen Situationen, in denen es zudem zu einer erhohten
Konzentration an Pro-Neurotrophinen kommt, bildet Sortilin einen Komplex mit p75SNTR,
der nach Bindung von Pro-NGF, Pro-BDNF oder Pro-NT-3 zur Auslésung apoptotischer
Signalwege fiihrt (145, 175). Sortilin kann nur als Teil dieses Komplexes fungieren und ist
hierbei fiir die Bindung des Propeptidteils der Neurotrophine entscheidend (18), kann jedoch
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allein keine Apoptose auslosen. Der programmierte Zelltod wird iiber NRAGE, c-Jun N-
terminale Kinase 3 (JNK-3) und Caspase-3,-6 und -9 vermittelt (167). Auch wihrend des
Alterungsprozesses iiberwiegt der Zelluntergang, was mit einer gesteigerten Sortilin-

Expression, Apoptose-Rate und restriktiven kognitiven Funktionen korreliert (176, 177).

Einschrinkungen in seiner Funktion als Sorting-Rezeptor beeinflussen die neuronale Integritét
nach Schlaganfall, Riickenmarksverletzungen, Alzheimer und bedingen die Ausbildung von

Hypercholesterindmie oder Retina-Degeneration (178).

2.3.2.4. Regulation nach SHT

Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass es innerhalb einer Woche nach SHT
zu einer massiven Dysregulation der Neurotrophinrezeptoren kommt (94). Wihrend die
Rezeptoren, die das Zellwachstum begilinstigen zundchst stark herunterreguliert sind (Abb. 6),

wird der Apoptose vermittelnde p7SNTR vermehrt exprimiert (Abb. 7).
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Abbildung 6: Trk-Rezeptor mRNA-Expression (94)
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Diese erhohte Expression ist bis zu 7 d nach Trauma nachweisbar. Ein dhnliches Bild zeigen
Studien, die die zentrale Rolle von p75NTR nach anderen zerebralen Insulten wie

Krampfanfallsleiden (11), Riickenmarksverletzungen (179) und Ischdamie (180) belegen.

1600 1 *%

P75NTR / PPIA Expression
[% mﬁv]

Abbildung 7: p7SNTR mRNA-Expression (94)

Bisher unverdffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe zeigen fiir Sortilin eine weniger
ausgepragte Veranderung der Expression innerhalb der ersten Woche nach SHT. 72 h nach
CCI kommt es zu einer Reduktion der Sortilin-Expression im kortikalen perikontusionalen

Gewebe (Abb. 8).
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Abbildung 8: Sortilin mRNA-Expression
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2.4. Propofol

Propofol (2,6-Diisopropylphenol) ist ein Hypnotikum ohne analgetisches Potential, gehdrt zur
Gruppe der Injektionsnarkotika und ist gekennzeichnet durch seine schnell einsetzende und
kurz anhaltende Wirksamkeit. Es ist stark lipophil und wird daher geldst in einer Wasser-/Ol-
Emulsion ausschlielich intravends appliziert. Nach Applikation bindet es an Plasmaproteine

und erreicht dadurch schnell alle Gewebe (181).

CH, OH CH,

H,C | X CH,
\/

Abbildung 9: Strukturformel Propofol (182)

Seine zentral hypnotische Wirkungsweise wird hauptsdchlich iiber den gamma-
Aminobuttersdure (GABA) Rezeptor A vermittelt. Propofol bindet bevorzugt an dessen B3-
Untereinheit und verstirkt so den inhibitorischen Effekt des Neurotransmitters GABA (183-
185). Zusitzlich wirkt es hemmend auf exzitatorische glutamaterge N-Methyl-D-Aspartat-
Rezeptoren (NMDAR). Der pharmakokinetische Vorteil von Propofol besteht darin, dass es
sich im Gegensatz zu z.B. Thiobarbituraten nicht im Fettgewebe ansammelt und somit
problemfrei nachinjiziert werden kann oder auch im Rahmen einer totalen intravendsen
Anisthesie (TIVA) zur Anwendung kommen kann (186). Propofol wird hauptsédchlich iiber
intra- und extrahepatische Glucoronidierung sowie Sulfatierung abgebaut und die
entstehenden inaktiven Metabolite {iber die Niere ausgeschieden. Aufgrund der fehlenden
analgetischen Wirkung wird es fiir ldngere Narkosen hédufig mit anderen Anisthetika wie
Ketamin oder Opioiden (z.B. Fentanyl) kombiniert. Oftmals wird es auch zur
Narkoseeinleitung vor einer Inhalationsnarkose eingesetzt. Als Nebenwirkungen werden nach
einer Bolusinjektion ein Abfall des Blutdrucks sowie ein darauffolgender reflektorischer
leichter Anstieg der Herzfrequenz angegeben. Bei zu schneller Injektion kann es zu
Atemdepression und Apnoe kommen (187). Die intravendse Applikation geht beim Menschen
(hier besonders bei Kindern) oft mit einer schmerzhaften Reizung der GefiBBwand einher

(188). Bei Tieren ist dieses Phinomen selten zu beobachten (189).
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2.4.1. Einsatz beim Menschen

Die Einsatzgebiete von Propofol in der Humanmedizin dhneln denen in der Veterindrmedizin
stark. Neben der FEinleitung der Allgemeinanésthesie und der TIVA findet Propofol
Anwendung bei kleineren laparoskopischen Operationen und zur Langzeitsedierung von
beatmeten Patienten. Vor allem bei Kindern wird diese Narkoseart aufgrund ihrer eingangs
erwéihnten Vorziige eingesetzt und sowohl allein (190) als auch in Kombination mit Ketamin
(191) von einigen Autoren als sicher bewertet. Bei Intensivpatienten (192) als auch bei
Patienten mit traumatischen Hirnverletzungen (193) sind sowohl die gute Sedierungsqualitét

als auch die durch Propofol geforderte verkiirzte Aufwachphase von groBem Vorteil.

Ein beim Menschen nach (Langzeit-) Sedierung beobachtetes Phanomen wird als Propofol-
Infusions-Syndrom (PRIS) bezeichnet. Es ist vornehmlich gekennzeichnet durch Herz-
Kreislauf-Stérungen, Lactatazidose und Rhabdomyolyse und endet in 85 % der Fille todlich
(194). Uber die genaue Pathogenese und weitere Faktoren, die bei der Entstehung und dem
Verlauf des Syndroms eine Rolle spielen konnten, wird derzeit viel kontrovers diskutiert und

geforscht (195, 196).

2.4.2. Einsatz beim Tier

In der Tiermedizin ist Propofol in Deutschland fiir Hund und Katze zugelassen. Bei
lebensmittelliefernden Tieren ist der Einsatz nicht erlaubt (197). Bei Pferden steht Propofol
auf der Positivliste (198) und kann somit bei Schlachtpferden mit entsprechendem Vermerk

im Equidenpass und einer Wartezeit von sechs Monaten eingesetzt werden.

Die Angaben zur Halbwertszeit variieren je nach Quelle und Tierart, z.B. gibt das Lehrbuch

fiir die Katze 55 min , fiir den Hund 15-23 (-100) min an (186).

Haupteinsatzgebiete der Propofolanidsthesie beim Tier sind die Narkoseinduktion zur
Erleichterung der, fiir die Inhalationsnarkose notwendigen, Intubation (199) sowie die TIVA
im Rahmen von diagnostischen Untersuchungen (Magnet-Resonanz-Tomographie, Computer-
Tomographie) oder therapeutischen Anwendungen (Dentaleingriffe, Scheren). Oftmals wird
Propofol mit Ketamin zur TIVA eingesetzt. Dies fiihrt zu einer geringeren Menge an
bendtigtem Propofol und zu einem positiven Effekt auf Herzfrequenz und mittleren arteriellen
Blutdruck (200, 201). Besonders der analgetische Effekt von Ketamin auch in Kombination
mit a2-Agonisten favorisiert den Einsatz bei kiirzeren operativen Eingriffen, wie z.B. bei der

Ovariektomie bei der Katze (202). Zusdtzlich verringert eine Priamedikation mit unter
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anderem Acepromazin oder Atropin das Auftreten von Nebenwirkungen (189), so minimiert
es das Risiko von Atemdepression (203). Insbesondere bei Hunden mit intrakraniellen
Befunden ist die Propofolnarkose gegeniiber der mit Isofluran zu préferieren, da die
Auswirkungen auf das Herz-Kreislaufsystem giinstiger sind und die Aufwachphase schneller
verlduft (204). Beim Pferd eignet Propofol sich gut zur Einleitung, wohingegen andere
Anisthetika und vor allem deren Kombinationen zur Aufrechterhaltung der Narkose

vorgezogen werden sollten (205, 206).

Da Propofol hauptsédchlich via Glucoronidierung intra- und extrahepatisch eliminiert wird,
konnen bei der Katze, der diese Fahigkeit fehlt, speziesspezifische Nebenwirkungen auftreten.
Besonders bei wiederholter oder langanhaltender Gabe kann es zu einer verlédngerten
Nachschlafphase sowie zur Bildung von Heinz‘ Kdorperchen und sogar Methdmoglobinédmie

kommen (207, 208).

2.4.3. Neuroprotektiver Effekt

Aufgrund seiner gilinstigen pharmakokinetischen Eigenschaften wird Propofol bisher als
sicheres Narkosemittel in SHT-Patienten angesehen (192, 193). Studien schreiben ihm einen
giinstigen Effekt in Bezug auf posttraumatische Exzitation, Odembildung und neurologische
Funktion zu. Nach traumatischen Hirnverletzungen kommt es vermehrt zu oxidativem Stress.
Propofol wirkt dem positiv als Sauerstoffradikalfinger entgegen und verhindert
Lipidperoxidation. Zusétzlich vermindert es die Glutamatfreisetzung und die Aktivierung
exzitatorischer Rezeptoren (209). Uberdies schrinkt die posttraumatische Gabe des
Hypnotikums die Ausbildung eines zerebralen Odems iiber die modulierte Expression von
Aquaporin-4 ein (210). Im Ischdmie-Modell konnte in der Ratte gezeigt werden, dass
Propofolgabe zu verbesserten neurologischen Werten und verringertem Schaden fiihrt (211).
Als mogliche Faktoren fiir Letzteres werden ein geringeres Mall an Apoptose und
eosinophilen Neuronen angegeben (212). Propofol verstirkt in vitro zudem die durch

Hypothermie hervorgerufene neuroprotektive Wirkung (213).

Beim Tier (unter anderem Hund und Katze) wird Propofol ein anti-konvulsativer Effekt (214)
sowie ein positiver Einfluss auf den intrakraniellen als auch auf den intraokuldren Druck
zugesprochen (20, 215). Einige Studien zeigen einen therapeutischen Effekt von Propofol bei
der Behandlung von Krampfanfallen beim Hund (216, 217).
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2.4.4. Neurotoxischer Effekt

Mehrere Studien belegen, dass der GABAa-Rezeptor Agonist Propofol im juvenilen Hirn
wihrend der Synaptogenese zu vermehrter neuronaler Degeneration und Apoptose fiihrt (218,
219), besonders ist dies in GABAergen Neuronen zu beobachten (220). Appliziert man
schwangeren Mausen Propofol fiihrt dies in den fetalen Gehirnen zu gesteigerter
apoptotischer Aktivitdt und persistierenden Lern-Defiziten (221). In Hithnerembryonen fiihren
hohe Konzentrationen des Anésthetikums zum Absterben von Neuronen sowie zum
Untergang von Neuriten durch Wachstumskegel-Kollaps (222). Auch in adulten Ratten fiihrt
Propofol zu erhohter Mortalitit und zur Beeintrichtigung von Neurogenese sowie

neurologischer Funktion (24).

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die posttraumatische Propofolgabe (24h post CCI)
den Sekundérschaden in der adulten Maus vergroBert. Dabei wird davon ausgegangen, dass
Propofol die enzymatische Wirkung des tPA unterbindet (223). Somit kommt es zu erhohten
Konzentrationen von Pro-Neurotrophinen im synaptischen Spalt, die an den nach SHT
vermehrt exprimierten p7SNTR binden und somit pro-apoptotische Signalkaskaden auslosen

(25). Dies ist in Abb. 10 schematisch dargestellt.

p75NTR

Trk-Rezeptor
Pro-Neurotrophin
matures Neurotrophin
Enzym (z.B. Plasmin)

Propofol

Abbildung 10: Auswirkung einer posttraumatischen Propofolgabe
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Im Gegensatz zu dem unter 2.4.2. angegebenen anti-konvulsativen Effekt, konnte in anderen
Studien bei Hunden eine vermehrte Exzitation (Myoklonus; bei Hunden mit
vorrangegangenem Krampfanfallsleiden bis Grand Mal Attacken) innerhalb weniger Stunden
nach Propofolgabe bemerkt werden (224, 225), wobei die Genese dieser Krampfanfilligkeit
kontrovers diskutiert wird (20).
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3. Material

3.1. Gerate

Tabelle 2: Materialauflistung — Ger:iite

Ger:iit Typ Firma
Blotkammer Mini Trans Blot System BioRad, Hercules, USA
) GloMax®-Multi+ Detection | Promega, Mannheim, DE
Detektionssystem
System
Mini Protean Elektrophoresis BioRad, Hercules, USA
Elektrophoresekammer [ Cel] SureLock® Mini-Cell Life Technologies; Darmstadt,
DE
-20 °C Liebherr GG 5210 Liebherr; Ochsenhausen, DE
-30 °C, UPUL 540 Liebherr; Ochsenhausen, DE
Gefrierschrianke
Heraeus Sepatech; Osterode,
-80 °C DE
' _ Adult mouse brain slicer matrix | Zivic Instruments; Pittsburgh,
Gehirnmatrix

USA

Gel-Analysator

QIAxcel Advanced System

Qiagen N.V.; Venlo, NL

. Mastermill MM 300 Retsch Technology GmbH,
Homogenisator
Haan, DE

Infra-rot Fluoreszenz Odyssey Li-Cor Biosciences; Bad
System Homburg, DE
Inkubator IC 8000 Driager; Liibeck, DE

Microm HM 560 Cryo-Star Thermo Fisher Scientific;
Kryostat Walldorf, DE

Microm NX 70 Cryo-Star Thermo Fisher Scientific;

Walldorf, DE
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. LightCycler® 480 Roche Diagnostics;
LightCycler .
Mannheim, DE
Lochzange Ohrlochzange Zoonlab; Castrop-Rauxel, DE
Luftstromschrank UniProtect THF 3378-VO2 Bioscape;  Castrop-Rauxel,
(Tierschrank) DE
Magnetriihrer Fisher Bioblock Scientific, | Fisher Bioblock Scientific;
10515 Illkirch Graffenstaden, FR
Mikrobohrer Uni-Drive N Komplettgerét Paggen; Starnberg, DE
Mikroskop Leica SSAPO Leica; Wetzlar, DE
Mikroskopie-Kamera Leica Infinity X Leica; Wetzlar, DE
‘ _ Technoskop ~ OPMI 1-FC | Zeiss Meditec; Jena, DE
Operations-Mikroskop
459909
NanoVue™ GE Healthcare, Chalfont St
Photometer
Giles, UK
) 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl, | Eppendorf, Hamburg, DE
Pipetten
1000 pl
RS232/LE8200 Hugo Sachs; March-
Rota-Rod
Hugstetten, DE
. Kopf Instruments; Tujunga,
Stereotaxierahmen
USA
Schiittler Rotamax 120 Heidolph; Schwabach, DE
Temperatursonde TCAT-2DF Controller Physitemp; New Jersey, USA
Traumamaschine Typ SHTM3 Kopacz; Mainz, DE
Vapor Vapor 19.3. Isofluran Dréager; Liibeck, DE
VF2, IKA-Labortechnik Janke und Kunkel; Staufen,
Vortex
DE
Sartorius research Sartorius; Gottingen, DE
Waagen

CS-series 200 g

Ohaus; Kirchheim, DE
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Wairmematte MINCO HR 5491 Physitemp; New Jersey, USA
Centrifuge 5804 R Eppendorf; Hamburg, DE
' Micro Star 17 R VWR; Darmstadt, DE
Zentrifugen

Sprout HSA 09711

Biozym; Hessisch Oldendorf,
DE

3.2. Medikamente, Chemische Substanzen, Puffer, Reagenzien, Losungen

und Kits

Tabelle 3: Materialauflistung — Medikamente

Medikament Genaue Bezeichnung Hersteller
Anésthetika Forene®, Wirkstoff: Isofluran | Baxter; UnterschleiBheim, DE
Augensalbe Bepanthen® Augensalbe Bayer Vital; Leverkusen, DE
Gewebekleber Histoacryl® B. Braun Melsungen AG;

Melsungen, DE
Lipofundin® Lipofundin® MCT 20 % B. Braun Melsungen AG;
Melsungen, DE
Pharmakologischer TAT-Pep5 PANATecs; Heilbronn, DE
Inhibitor von p75SNTR
Propofol Propofol-®Lipuro 10 mg/ml; B. Braun Melsungen AG;
1 % Melsungen, DE

Tabelle 4: Materialauflistung — Chemische Substanzen

Chemische Substanz

Hersteller

Acrylamide/Bis (30 %)

Carl Roth GmbH; Karlsruhe, DE

Albumine Fraktion V (BSA)

Carl Roth GmbH; Karlsruhe, DE

Ammoniumpersulfat (APS)

Carl Roth GmbH; Karlsruhe, DE
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Aqua dest. B. Braun Melsungen AG; Melsungen, DE
Bromphenolblau Carl Roth GmbH; Karlsruhe, DE
Chloroform Sigma-Aldrich; St. Louis, USA

Ethylendiaminotetraacetat (EDTA)

Carl Roth GmbH; Karlsruhe, DE

Ethanol Applichem; Darmstadt, DE
Fliissiger Stickstoff Air Liquide S.A.; Diisseldorf, DE
Glycin Applichem; Darmstadt, DE
Isopropanol Sigma-Aldrich; St. Louis, USA

Isotonische Kochsalzlosung

B. Braun Melsungen AG; Melsungen, DE

Kaliumchlorid (KCI)

Merck; Darmstadt, DE

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Merck; Darmstadt, DE

Kresylviolett (Acetat)

Merck; Darmstadt, DE

Magermilchpulver

Carl Roth GmbH; Karlsruhe, DE

Magic Marker XP Western Standard

Invitrogen; Carlsbad, USA

Mercaptoethanol Sigma-Aldrich; St. Louis, USA
Methanol Applichem; Darmstadt, DE
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH; Karlsruhe, DE

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4)

Carl Roth GmbH; Karlsruhe, DE

Natriumdodecylsulfat (SDS)

BioRad; Hercules, USA

Nonidet P-40 (NP-40)

Applichem; Darmstadt, DE

PonceauS

Carl Roth GmbH; Karlsruhe, DE

Prestained Full-Range Rainbow Marker

GE Healthcare; Buckinghamshire, GB

Protease inhibitors

Roche Molecular Biochemicals; Mannheim,

DE

RNAse freies Wasser

Fermentas; St. Leon Rot, DE

Roti®Histokitt

Carl Roth GmbH; Karlsruhe, DE
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Roti®-Histol

Carl Roth GmbH; Karlsruhe, DE

Salzsdure (HCI)

Merck; Darmstadt, DE

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Carl Roth GmbH; Karlsruhe, DE

Tris-Hydroximethyl-Aminomethan (Tris)

Carl Roth GmbH; Karlsruhe, DE

Tween-20

GE Healthcare; Buckinghamshire, GB

Tabelle 5: Materialauflistung — Puffer, Reagenzien und Losungen

Puffer Hersteller
Antikorper Losung | 2,5 % (w/v) Magermilch in TBST
Blotpufter 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % (v/v) MeOH
gDNA Eliminator | Qiagen N.V.; Venlo, NL
pc™ Protein | BioRad, Hercules, USA
Assay Reagent
A,Bund S
Kresylviolett 0,031 mM Kresylviolett , 20 % (v/v) Ethanol 30 min bei 50 °C;
Losung

NuPAGE MOPS
SDS running
buffer (20x)

Life Technologies; Darmstadt, DE

RIPA-Puffer

1 M Tris pH 7,4, 1 M NaCl, 0,5 M EDTA, 10 % (v/v) NP40,

15 % (v/v) Protease-Inhibitor

RPE Puffer Qiagen N.V.; Venlo, NL
RWT Puffer Qiagen N.V.; Venlo, NL
Sammelgelpuffer 50 mM Tris 4 % (v/v) SDS, pH 6,8

SDS-Ladepuffer

0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 10 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) Glycerin,
5% (v/v) B-Mercaptoethanol, 0.1 % (w/v) Bromphenolblau

SDS-Laufpuffer

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0.1 % (w/v) SDS
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TBS / TBST 15 mM NaCl, 5 mM Tris, 0,2 mM HCI, pH 7,4/ + 0,05 % (v/v)
Tween-20

Trenngelpuffer 150 mM Tris, 4 % (v/v) SDS, pH 8,8

Tabelle 6: Materialauflistung — Polymerase Kettenreaktion (PCR) Kits

Kit

Hersteller

Absolute Blue gPCR SybrgreenMix

Thermo Fisher Scientific Inc.; Waltham,

USA

DyNAmo™ ColorFlash Probe qPCR Kit

Thermo Fisher Scientific; Schwerte, DE

Fast Tissue-to-PCR Kit

Fermentas; St. Leon Rot, DE

KapaProbeFast gPCR

PEQLAB Biotechnologie GmbH; Erlangen,
DE

LightCycler® 480 Probes Master

F. Hoffmann-La Roche AG; Basel, CH

Maxima Probe qPCR Master Mix

Thermo Fisher Scientific; Schwerte, DE

QuantiTect Reverse Transcription Kit

Qiagen N.V.; Venlo, NL

RNeasy Mini Kit

Qiagen N.V.; Venlo, NL
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3.3. Primer, Sonden, Assays und Antikorper

Tabelle 7: Materialauflistung — Primer und Sonden

Target Primer Basenabfolge 5‘>3¢
BDNF F ACTTGGCCTACCCAGGTG
BDNF
BDNF R GTTGGGCCGAACCTTCT
mulL 1b S GTGCTGTCGGACCCATATGAG
IL-1pB
mulL 1b A CAGGAAGACAGGCTTGTGCTC
mIL6 F(ex2,3) | TCGTGGAAATGAGAAAAGAGTTG
IL-6
mIL6 R(ex5,6) | TATGCTTAGGCATAACGCACTAG
mNOS2 F TGTGTCAGCCCTCAGAGTAC
iNOS
mNOS2 R CACTGACACTYCGCACAA
NGF A F CGGGCAGCTTTTTGGAA
NGF A
NGF A R ACCTCACTGCGGCCAGTA
p75NTR NGFR F GGGGTGGGCTCAGGACT
(mRNA) NGFR A TATGAGGTCTCGCTCTGGAGGT
WT-F1 CCGCAGGTGTTACGTTCTCTGACGT
WT-R1 CATTCGGCGTCAGCCCAGGG
p75NTR
NeoMy-F2 CAGACAATCGGCTGCTCTGA
(DNA)
NeoMy-R2 GATGTTTCGCTTGGTGGTCG
NTRK1 F GCCTAACCATCGTGAAGAGTG
NTRK 1
NTRKI R CCAACGCATTGGAGGACAGAT
NTRK2 F CTGGGGCTTATGCCTGCTG
NTRK2
NTRK2 R AGGCTCAGTACACCAAATCCTA
PPIA F GCGTCTSCTTCGAGCTGTT
PPIA
PPIA R RAAGTCACCACCCTGGCA
Sortilin Sortl F GCTCTCAGAAGCATTCACAC
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(mRNA) Sort] R TTCCATTCAATTCACGGCAC
Sort GF GGGACCAAAGGGCTAGATTGC
Sortilin (DNA) | Sort GR TCCGAAGGAGACACTCACAATTC
Sort GX ATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTG
TNFo F TCTCATCAGTTCTATGGCCC
TNFa
TNFo R GGGAGTAGACAAGGTACAAC
Target Sonden Basenabfolge 5‘>3¢
BDNF FL AGAGGTCTGACGACGACATCACTGGC--FL
BDNF BDNF Cy5 Cy5-GACACTTTTGAGCACGTCATCGAAGAGCTG--
PH
mulL IbFL | TAATGAAAGACGGCACACCCACCC--FL
1-16
mulL 1b Cy5 | Cy5-CAGCTGGAGAGTGTGGATCCCAAG C--PH
mIL6 FL CATAAAATAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC--FL
IL-6 mIL6 Cy5 Cy5--TGCTCTCCTAACAGATAAGCTGGAGTCAC--
PH
NOS2 FL GAAGCCCCGCTACTACTCCATC--FL
iNOS
NOS2 Cy5 CY5-GCTCCTCCCAGGACCACACCC--PH
NGF A FL ACCCAAGCTCACCTCAGTGTCTGG--FL
NGF A
NGF A CY5 | Cy5-CCCAATAAAGGTTTTGCCAAGGACGC--PH
NGFR FL GTGCACGCCCTGGGCTGAC--FL
p75NTR
NGFR Cy5 Cy5-CCGAATGCGAGGAGATCCCTGGCC--PH
PPIA FL GCTCTGAGCACTGGRGAGAAAGGA--FL
PPIA
PPIA Cy5 Cy5-TTGGCTATAAGGGTTCCTCCTTTCACAG--PH
Sortl-FL GCAGCCTTGGAGCATCATAAGC--FL
Sortilin

Sort1-Cy5

Cy5-TGGCTGGTGGGCATAGTTATTCTC--PH
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Tabelle 8: Materialauslistung — Priméire Antikorper

Antikorper Spezies Verdiinnung | Molekulare Masse | Hersteller
des Antigens
Anti-all-Spectrin all-Spectrin: Enzo Life Science;
(BML-FG6090) 240 kDa Farmingdale, USA
Maus 1:1000
Spaltfragment:
145kDa/150kDa
Anti-GAPDH Acris Antibodies Inc.;
Maus 1:2000 37 kDa
(ACROO1PS) San Diego; USA
Anti-p75NGF Abcam; Cambridge,
Kaninchen 1:500 75 kDa
Receptor(ab38335) UK
Anti-Sortilin Alomone Labs;
Kaninchen 1:500 100 kDa I lem. IL
(ANT-009) erusalem,
Tabelle 9: Materialauflistung - Sekundére Antikorper
Antikorper Spezies Verdiinnung | Hersteller
Anti-Maus Ziege 1:15000 Li-Cor Bioscience GmbH; Bad Homburg, DE
(IRDye 680RD)
Anti-Kaninchen | Ziege 1:15000 Li-Cor Bioscience GmbH; Bad Homburg, DE
(IRDye 800CW)
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3.4. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 10: Materialauflistung - Verbrauchsmaterialien

Material

Néhere Bezeichnung

Hersteller

96-well Platte

Zellkultur Microplatte
96 Well

Greiner Bio One; Kremsmiinster; A

Deckgliser 24 x 60 mm Diagonal GmbH & Co KG; Miinster,
DE

Einbettmedium NEG-50™ Thermo Fisher Scientific; Schwerte, DE

Einstreu Lignocel® FS14 J.Rettenmaier & S6hne GmbH&Co
KG; Rosenberg, DE

Einwegpipetten Sml, 10 ml VWR international, Radnor, USA

Einwegspritzen Injekt-F® 1 ml B. Braun Melsungen AG; Melsungen,
DE

Filterpapier Whatmann; Maidstone, UK

Futterpellets Maus Zucht Extrudat ssniff Spezialdidt GmbH; Soest, DE

Gele NuPAGE 4-12 % Bis-Tris | Life Technologies; Darmstadt, DE

Gel, 1,5 mm, 12 Well

Kifige Filtertopkéafig Typ-II lang Bioscape GmbH; Castrop-Rauxel, DE

Kaniilen Microlance™ (26G x 1/2°) | BD; Heidelberg, DE

Kryotomklingen Feather® A35 B. Braun Melsungen AG; Melsungen,
DE

LightCycler® F. Hoffmann-La Roche AG; Basel, CH

Kapillaren

Membranen PVDF Membran (0,45 um) | Millipore; Billerica, USA

Nahtmaterial Prolene® 6-0 Ethicon Inc.; Somerville, USA

Objekttrager SuperFrost® Plus Menzel-Gléser; Menzel GmbH,

Braunschweig, DE
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Pipettenspitzen 10 pl, 200 pl, 1000 pl Starlab GmbH; Ahrensburg, DE
Papierfilter MN 615 1/4 Marchery-Nagel; Diiren, DE
Papierhandtiicher 25 x 21 cm, griin, ZZ Falz, Schuch Laborhandel und Klinikbedarf;
1-lagig Langgons, DE
Reaktionsgefille Multiply®-Pro 0,5 ml Sarstedt; Niirnbrecht, DE
Reaktionsgefilie 1,5ml, 2 ml Eppendorf; Hamburg, DE
Saugtupfer Sugi® Kettenbach GmbH&Co KG;
Eschenburg, DE
Skalpell Feather® No.23 B. Braun Melsungen AG; Melsungen,
DE
Transferpipette Iml Sarstedt; Niirnbrecht, DE
Wattestdbe Holzwattestibe; kleiner Centramed Medizintechnik; Koblenz,
Kopf; 15 cm DE
Zentrifugenréhrchen | Falcon® 15 ml, 50 ml VWR international; Radnor, USA

3.5. Software

Tabelle 11: Materialauflistung — Software

Software

Hersteller

DeltaPix InSight, Version 4.0

DeltaPix; Maalov, DK

Endnote X7

Thomson Reuters Corporation; New York, USA

Image Studio Version 3.1

Li-Cor Biosciences; Bad Homburg, DE

Microsoft Word 2010

Microsoft Corporation; Redmond, USA

Microsoft Excel 2010

Microsoft Corporation; Redmond, USA

LightCycler Software, Version 4.5

F. Hoffmann-La Roche AG; Basel, CH

Sigma Plot, Version 12.5

Systat Software; San José, USA
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4. Methoden

4.1. Genehmigung der Tierversuche

Alle Tierversuche, die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrt wurden, sind nach

TSchG §8 in der Fassung vom 18. Mai 2006 genehmigt (226).

Der zugehorige Tierversuchsantrag mit dem Aktenzeichen 23 177-07/G 12-1-010 wurde vom

Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz bewilligt.

4.2. Mause

4.2.1. C57Bl6-N

Fiir die Zeitreihenversuche sowie fiir die Versuche zur Untersuchung des Effektes des
pharmakologischen Inhibitors von p75NTR (TAT-Pep5) wurden ausschlieBlich ménnliche
C57BI6-N Miuse (>21 g) eingesetzt. Diese wurden von Charles River Deutschland GmbH
(Sulzfeld, DE) bezogen.

4.2.2. p75NTR knock-out Maus

Zur Untersuchung der Rolle von p75NTR nach SHT wurden zwei ménnliche und vier
weibliche heterozygote (HE) p75SNTR Maéuse von The Jackson Laboratories (Maine, USA)
geordert. Diese Tiere bildeten den Grundstock fiir die Zucht im Tierstall der Zentralen
Versuchstiereinrichtung der Universititsmedizin in Mainz. Alle in dieser Doktorarbeit

eingesetzten p75NTR - Tiere sind selbstgezogene Nachkommen dieser Zuchtpaare.
Die exakte Bezeichnung des Stammes lautet: B6.129S4-Ngfr™!!*¢

NGFR steht hier noch fiir die veraltete Bezeichnung des p75NTR (s. 2.3.2.1.1.). Entwickelt
wurden die Tiere im Labor von Herrn Dr. Rudolf Jaenisch am Whitehead Institute for
Biomedical Research am Massachusetts Institute of Technology. Hierzu verwendete man die
129/Sv-derived J1 ES (Embryonische Stammzellen) Zelllinie und als genetischen Hintergrund
die C57Bl6-] Linie. Zu Selektionszwecken wurde zuerst eine Neomycinkassette im 3. Exon
des p75NTR-Gens eingefiigt. Das flihrt zur Unterbrechung der Gensequenz, die fiir die
Cysteinwiederholungen 2, 3 und 4 codiert. Northern Blot Analysen zeigten, dass das mutierte

Gen keine vollstindige mRNA erzeugt. Trotzdem konnte in nachfolgenden RT-PCR
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Analysen ein endogenes alternatives Transkript nachgewiesen werden, dem das Exon 3 fehlt.
Western Blot Analysen belegen, dass in Méusen, die homozygot fiir die Mutation sind, kein
vollstindiges Protein  gebildet wird. Dafiir konnte eine Isoform, der die
Cysteinwiederholungen 2, 3 und 4 fehlen, sowohl in Wildtyp (WT) als auch in knock-out
(KO) Méusen detektiert werden (227). In vitro Versuche konnten zeigen, dass diese Isoform
ein transmembranes Protein ist, das mit anderen Trk-Rezeptoren interagieren, jedoch keine

Neurotrophine binden kann (227, 228). Die Miuse sind lebensfahig und fertil.

4.2.2.1. Genotypisierung

Zu Kennzeichnungszwecken und zur Uberpriifung des Genotyps werden die Jungtiere zum
Zeitpunkt des Absetzens (+ drei Wochen) mittels einer Ohrlochzange markiert. Die dabei
gewonnenen Ohrstanzen werden zur Genotypisierung verwendet. Mit Hilfe des Fast Tissue-
to-PCR Kits wird nach Herstellerangaben die genomische DNA (gDNA) isoliert, die
darauthin im Thermocycler fiir die PCR eingesetzt wird (s. 4.13.). Die Annealingtemperatur
betrdgt 60 °C. Die Genotypisierung erfolgt hier in zwei voneinander getrennten
Nachweisldufen. In einem Lauf werden die WT-Primer dazugegeben, die an Mus musculus
strain Chromosom 11, GRCm38.p1 C57BL/6J binden. Im anderen Lauf gibt man die Primer
zum Nachweis der Neomycinkassette hinzu. AnschlieBend werden die entstandenen Produkte
im Gel-Analysator untersucht. Je nachdem welche p75NTR-Primer binden und welche
Produkte und somit Banden infolgedessen entstehen, kann man nachstehende Genotypen

unterscheiden:

« KO 2 p75NTR™™": Bei diesen Tieren ist auf beiden Allelen die Neomycinkassette
eingebaut, sodass nur die oben genannte Isoform, nicht jedoch das vollstindige

p75NTR-Protein, ausgebildet wird.

« HE 2 p75NTR™™": Bei diesen Tieren trigt nur ein Allel die Neomycinkassette,

sodass es zu einer verminderten Expression des Rezeptors kommt.

e WT 2 p75NTR¥™*/*: Bej diesen Tieren ist keine Neomycinkassette inseriert, sodass

der funktionsfahige Rezeptor in vollem Umfang exprimiert wird.
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Tabelle 12: Genotypisierung p7SNTR - PCR Banden

Genotyp Bindende Primer Amplikon Offizielle
Bezeichnung
KO NeoMy-F2/ NeoMy-R2 | 340 Basenpaare (bp) p75NTREX°nHI' -
NeoMy-F2/ NeoMy-R2 340bp
HE + + p7 5NTREX0nIH+/ -
WT-F1/WT-R1 361bp
WT WT-FI/WT-R1 361bp D 7SNTREIT
Die korrekte Bezeichnung der Genotypen lautet p75NTR™ ™ gefolgt von zwei

hochgestellten Plus- bzw. Minuszeichen, getrennt durch ein Slashzeichen (/). Dies
symbolisiert das Vorhandensein (+) oder Nichtvorhandensein (-) des funktionsfihigen Gens
(Tab. 12). Im weiteren Verlauf dieser Arbeit werden jedoch die Bezeichnungen KO und WT
verwendet, da sie eingdngiger sind. Fiir die Versuche wurden nur die KO- und WT-Tiere

eingesetzt. Die HE-Tiere dienen zur Zuchterhaltung.

Um etwaige Verwechslungen im Laufe der Versuchsvorbereitung und —durchfiihrung
auszuschliefen, wird allen Tieren nach der Euthanasie die Schwanzspitze entfernt und das

Material erneut mittels PCR analysiert (Nachgenotypisierung).

4.2.2.2. Verifizierung des KO

Zur Uberpriifung des KO wurden von jedem Genotyp Hirnproben von Nativtieren mittels
qualitativer Real-Time PCR (qQRT-PCR) untersucht (n =2). Die Ergebnisse sind unter 5.1.1.
dargestellt.

4.2.3. Sortilin knock-out Mause

Um die Rolle des Sortilin-Rezeptors ndher zu beleuchten, wurden Miuse eingesetzt, die
urspriinglich von Herrn Prof. Thomas E. Willnow von der Charité in Berlin nach Mainz
importiert wurden. Auch hier sind alle in den Versuchen beschriebenen Tiere Nachkommen

aus heterozygoten Verpaarungen dieser importierten Tiere.

Die exakte Bezeichnung des Stammes lautet: B6.1Cp4.Sort1"™ ™",
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Das Sortl-Gen liegt auf Chromosom 3, GRCm38.p1 C57BL/6J. Als ES-Zelllinie wurde 1Cp4,
als genetischer Hintergrund C57BL/6J eingesetzt. Zur Generierung der KO-Méuse wurden
mittels homologer Rekombination 126 bp des Exons 14 und 303 bp des darauffolgenden
Introns durch eine Neomycinkassette ersetzt. Daraus resultieren ein WT-Allel mit einer Grof3e

von 6,4 Kilobasen und ein KO-Allel mit 3 Kilobasen (18).

4.2.3.1. Genotypisierung

Analog zu 4.2.2.1. wurden Proben entnommen und genotypisiert. Die Annealingtemperatur

betragt 60 °C.

Die Zuordnung zu KO, HE und WT und deren korrekte Bezeichnung korrelieren auch mit den
Beschreibungen unter 4.2.2.1. (Tab. 13). Somit werden KO-Tiere offiziell mit Sort” und WT-
Tiere mit Sort”" beschrieben, im Verlauf der Dissertation werden jedoch die Bezeichnungen

KO und WT verwendet.

Tabelle 13: Genotypsierung Sortilin - PCR Banden

Offizielle
Genotyp Bindende Primer Amplikon
Bezeichnung

KO Sort GF/ Sort GX 206bp Sort™

Sort GF/ Sort GX 206bp
HE + + Sort™”

Sort GF/ Sort GR 293bp
WT Sort GF/ Sort GR 293bp Sort”"

Wie bei den p75NTR-Médusen wurden auch den in den Versuchen eingesetzten Sortilin-Tieren
zur Sicherheit nach der Euthanasie die Schwanzspitzen entfernt und erneut genotypisiert

(Nachgenotypisierung).

4.2.3.2. Verifizierung des KO

Um zu tiberpriifen, ob in den KO-Tieren ein vollstdndiges Sortilin-Protein ausgebildet wird,
wurde Hirngewebe (Trimmquadranten) von nativen Sortilin-KO- und WT-Tieren im Western

Blot untersucht (n = 3). Die Ergebnisse sind unter 5.1.2. abgebildet.
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4.3. Maushaltung

Alle eingesetzten Tiere wurden in den Tierstdllen der Zentralen Versuchstiereinrichtung der
Universititmedizin Mainz geziichtet und gehalten. Im Hygienekonzept stuft man die Haltung
dort als Speziell Pathogen Freie (SPF) Barriere ein. Dies bedeutet, dass eine reprdsentative
Anzahl an Méusen vierteljdhrlich einem Hygienemonitoring auf bestimmte Keime unterzogen
wird, die in dieser Haltungsform nicht vorkommen diirfen. Dieses System ist durch die
Federation of European Laboratory Animals Science Associations (FELASA) akkreditiert
(229).

Wihrend der Zeit, in der die Versuche an den Tieren durchgefiihrt wurden, befanden sie sich
in einem Tierschrank. Dieser steht in einem Forschungslabor der Klinik fiir Anésthesiologie
und ist nach TSchG §11 als Tierhaltung vom Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz
genehmigt worden. Die Tiere werden laut TSchVersV §1 Absatz 1 mindestens (mind.) einmal

pro Tag zur Uberpriifung des Wohlergehens in Augenschein genommen (230).

4.3.1. Stall und Kiifige

Die Méuse werden nach Geschlechtern getrennt in Gruppen von max. fiinf Tieren in Typ2-
Filtertop Kifigen gehalten. Kéfige zur Haltung von Méusen als Versuchstiere miissen eine
Mindestflache von 330 Kubikzentimeter (cm?) aufweisen und mit Einstreu gefiillt sein. Da
Maiuse soziale Lebewesen sind, ist die Gruppenhaltung obligatorisch. Hiervon gibt es

allerdings zwei Ausnahmen:

1. Wihrend des Experiments sitzen die Tiere einzeln, da sie sonst dazu tendieren, die

Néhte der anderen anzufressen, was zu Wundheilungsstérungen fithren kann.

2. Ménnliche Tiere (Bocke) kann man nur direkt nach dem Absetzen mit anderen Bdcken
zusammensetzen. Wird ein Bock einmal entfernt, z.B. zum Zuchteinsatz, kann er danach
nicht erneut einer Gruppe mit ménnlichen Tieren zugefiihrt werden und muss demnach
anschlieBend allein gehalten werden, da sie zu stark aggressivem Verhalten neigen (231).
Weibchen kann man auch im Nachhinein in den meisten Féllen wieder mit anderen

weiblichen Tieren vergesellschaften.

Zuchtkifige werden mit einem Bock und max. zwei Weibchen bestiickt. Die Jungtiere werden
im Alter von + drei Wochen abgesetzt, da sie zu dem Zeitpunkt nicht mehr gesdugt werden

und Platz fiir den néchsten Wurf geschaffen werden muss. Dies ist ndtig, da die Weibchen oft
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direkt nach der Geburt wieder gedeckt werden und die nichsten Jungen nach 21 d Tragezeit

gebiren (232).

Es ist gesetzlich vorgeschrieben, dass die Kifige mit Nestbaumaterial und sogenanntem
Enrichment ausgestattet sind (233, 234). Zu diesem Zweck werden die Kafige mit weichen
grilnen Papierhandtiichern und Kunststoffrollen bestiickt. Je nach Besatzdichte werden die

Kifige ein bis zwei Mal pro Woche gewechselt.

4.3.2. Fiitterung

Allen Miusen wird ein Spezialfutter in pelletierter Form ad libitum angeboten. Dies befindet
sich in einem Gitter iber den Tieren, damit es nicht zur Kontamination des Futters kommit.
Die Tiere haben stets Zugang zu frischem Trinkwasser in Flaschen. Neugeborene werden von
der Mutter gesdugt. Um den 14. Tag fangen sie an, zusétzlich eigenstdndig Futter und Wasser
zu sich zu nehmen. Der tagliche Futterbedarf liegt bei 3-6 g/d und der Wasserbedarf bei 4-7
Milliliter (ml)/d (232). Nach chirurgischen Eingriffen bekommen die Tiere einzelne
Futterpellets in den Kifig gelegt, an die sie leichter gelangen, um die Futteraufnahme zu
gewihrleisten, wenn sie durch Operation und Anisthesie geschwécht sind. Futter und Wasser

werden im Rahmen des Kifigwechsels mit erneuert.

4.3.3. Haltungsparameter

Nach Empfehlungen der Gesellschaft fiir Versuchstierkunde - Society for Laboratory Animal
Science (GV-SOLAS) sind bestimmte Parameter in der Haltung von Laborméusen

einzuhalten (Tab. 14) (235).

Tabelle 14: Parameter zu Haltung von Labormiusen

Parameter Wert
Lichtregime 12 h Hell-Dunkel-Rhythmus
Lichtintensitét <200 Lux
Luftwechselrate 10-20 / h (je nach Besatzdichte)
Raumtemperatur 20-24 Grad Celsius (°C)
Relative Luftfeuchte ~55%
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Im Tierschrank ist wéahrend der Dunkelphase eine rote Beleuchtung eingeschaltet. Da Miuse
Licht mit einer Wellenldnge von > 580 Nanometern (nm) nicht wahrnehmen koénnen, ist es
dem Experimentator jederzeit moglich, das Wohlergehen der Tiere zu begutachten, ohne

deren circadiane Rhythmik dabei zu storen.
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4.4. Anasthesie

Sowohl die Narkoseeinleitung als auch die Erhaltungsnarkose beruhen auf dem Prinzip, der
Inhalationsnarkose. Hierbei sind die anésthetisch wirksamen Substanzen in einem Luft-
Sauerstoff Gemisch geldst, welches vom Patienten bzw. vom Versuchstier eingeatmet wird.
Mittels eines Vapors kann man die Konzentration des Gasgemisches regulieren. Der Vorteil
dieser Narkoseart ist, dass durch die hohe Lipidldslichkeit ein schnelles An- und Abfluten
erreicht wird, was zu einer sehr guten Steuerbarkeit fiihrt (186). Das hier eingesetzte
Hypnotikum Isofluran ist sowohl in der Veterindr- als auch in der Humanmedizin ein

gingiges Narkosemittel.

Zuerst werden die Miuse filir 1 min unter einen Trichter gesetzt. Dort betrigt die Isofluran-
Konzentration 4 Volumenprozent (Vol. %). Danach werden die Méuse in den stereotaktischen
Rahmen eingespannt. Uber eine Atemmaske sind sie an das Narkosegerit angeschlossen
(Abb. 11). Wihrend der Operation betrdgt die Isofluran-Konzentration je nach Tier zwischen

1,8—-2,2 Vol. %.

Die Narkosetiefe wird insbesondere durch den Zwischenzehenreflex an der Hintergliedmalle
regelmaBig tiberpriift. Befindet sich das Tier im gewliinschten Narkosestadium der Toleranz
(nach Guedel) reagiert es nicht mehr mit Abwehrbewegungen nach schmerzhafter

Manipulation im Zwischenzehenspalt.

CCl-Impaktor

OP-Mikroskop Stereotaxie

+Narkosemaske

Knochenbohrer Wiarmematte

Abbildung 11: Operations-Platz
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4.5. CCI

In der vorliegenden Dissertation wird der CCI als SHT-Modell eingesetzt, da es einen
vergleichbaren Schaden induziert, es in unserem Labor etabliert ist und die hier erhobenen

Daten so in Zusammenhang mit bereits vorhandenen Ergebnissen gebracht werden kénnen.

4.5.1. Durchfithrung

Nachdem das Tier in Narkose gelegt worden ist, wird es in den stereotaktischen Rahmen
eingespannt (Abb. 11). Hierbei ist darauf zu achten, die Incisivi des Oberkiefers in die dafiir
vorgesehene Halterung einzuhidngen, ohne sie zu verletzen. Dadurch wird zum einen
garantiert, dass, die Maus iiber das gedffnete Maul atmen und die Narkose wirken kann und
zum anderen, dass der Kopf der Maus fixiert ist. Hierzu wird zusétzlich noch die Schraube
des Stereotakts angezogen, damit der Kopf kein Spiel mehr hat. Dies ist wichtig, damit die
Verletzungsgefahr fiir das Tiere minimiert und die Vergleichbarkeit der Operationen
untereinander gegeben ist. Es ist sicherzustellen, beide Augen gut mit Augensalbe zu
benetzen, da die Augen wihrend der Narkose nicht geschlossen werden und ansonsten
austrocknen wiirden. Ist das Tier gut fixiert, wird das Fell am Scheitel mit isotoner
Kochsalzlosung benetzt. AnschlieBend wird mit einer Schere die Kopthaut auf einer Lénge
von ca. 1,5 Zentimeter (cm) sagittal eréffnet und der Schidelknochen freigelegt. Das Periost
wird mit einem Wattestab vorsichtig vom Knochen gekratzt. Ausgehend von den
Schédelndhten (Abb. 12) wird nun auf der rechten Seite mit dem Mikrobohrer ein ca.
0,7 x 0,7 cm groBes Fenster in den Knochen gefrdst. Die Fensterseite, die der Sagittalnaht
anliegt, bleibt als Verbindung zum Rest des Schiddelknochens bestehen. Beim Bohren ist
darauf zu achten, weder die sagittalen Blutgefdlle noch die Dura mater zu verletzen. Sobald
die Kraniotomie durchgefiihrt ist, wird das Fenster mit einer gebogenen Pinzette vorsichtig

nach medial aufgeklappt (Abb. 13).
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Vordere Koronarnaht ———>

Sagittalnaht

Hintere Koronarnaht

Abbildung 12: Freigelegter Schiidelknochen

Blutgefdfle der Dura mater

Knochenfenster

Abbildung 13: Eroffnetes Schidelfenster

Nun wird der Impaktor {iber der Maus in die exakte Position gebracht (Abb. 14). Dafiir muss
er mit der kompletten Aufsatzflache plan in leichtem Kontakt mit der Dura mater aufliegen
ohne diese einzudriicken. Gegebenenfalls muss der Impaktor an den Schrauben verstellt
werden, damit der Bolzen sich im exakt rechten Winkel zur Hirnoberfliche befindet. Dieser
Schritt ist sehr gewissenhaft auszufiihren, da nur so ein vergleichbarer Schaden in jedem Tier
induziert werden kann. AnschlieBend wird der Knopf am Gerit betitigt und der pneumatische

Impakt mit folgenden Parametern ausgefiihrt:

Eindringtiefe: 1,0 - 1,5 Millimeter (mm)
Durchmesser des Impaktors: 3 mm
Aufprallgeschwindigkeit: 8 m/s

Kontaktzeit: 150 Millisekunden (ms)
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Impaktstelle

Abbildung 14: Schematische Darstellung des CCI-Operationssitus modifiziert nach Onyszchuk (236)

Direkt im Anschluss wird das Knochenfenster zugeklappt, damit das Hirnparenchym nicht
infolge des Traumas rausquillt. Wahrend man das Fenster mit Hilfe einer Pinzette fixiert,
verschlieBt man es umgehend mit dem Gewebekleber. Dabei sollte stets darauf geachtet keine
Haut, Haare oder Operationsbestecke festzukleben. Zum Schluss wird die Haut mit drei bis

vier Knopfndhten sorgfiltig verschlossen.

Wihrend der gesamten Operationsdauer liegt die Maus auf einer Wéarmematte (38 °C), um
das Risiko einer Hypothermie zu minimieren. Aus diesem Grund wird das Tier auch
unmittelbar nach der Operation fiir weitere 1,5 h in einen Inkubator verbracht. Bei 33 °C und

35 % Luftfeuchte kann es sich dort von der Narkose erholen.

4.5.2. Uberwachung der physiologischen Parameter

Um vergleichbare Bedingungen zu gewihrleisten, werden bei jedem Versuchstier die
physiologischen Parameter wihrend der ca. 15-miniitigen Operationszeit iiberwacht. Im
Rahmen des Narkoseprotokolls werden die Atmung visuell und die Herzfrequenz palpatorisch
in kurzen Abstdnden kontrolliert. Die rektale Temperatur wird durchgingig mittels einer
Temperatursonde gemessen (Abb. 11). Die perikranielle Temperatur wird vor und nach dem
Impakt mit Hilfe einer perikraniellen Temperatursonde iiberpriift, die dafiir in den rechten

Musculus temporalis gestochen wird.
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4.5.3. Uberwachung der Abbruchkriterien

Nach § 31 Abs. 1 Satz 2 Nr. 1d TierSchVersV sind konkrete Abbruchkriterien zu benennen,
die sobald sie eintreten zum unmittelbaren Abbruch des Experiments fithren um starke
Schmerzen Leiden und Schiden fiir das Versuchstier zu vermeiden (230). Dies betrifft sowohl
den peri- als auch den postoperativen Zeitraum.

Im Zuge dessen werden alle Tiere vor Versuchsbeginn tierdrztlich auf ihre physiologische
Unversehrtheit hin begutachtet. Zeigen einzelne Méuse Krankheitsanzeichen werden sie von
der Studie ausgeschlossen. Intraoperativ werden die Tiere wie unter 4.5.2 beschrieben
iiberwacht und nur nach ausbleibendem Schmerzreflex (siche 4.4.) der Operation unterzogen.
Treten wihrend des Eingriffs starke Blutungen oder langere Apnoephasen auf, wird das Tier
direkt in Narkose euthanasiert. Im Verlauf der postoperativen Phase werden die Tiere tdglich
begutachtet und / oder dem Neuroscore unterzogen. Hierbei fithren starker Gewichtsverlust
(>215%) in Kombination mit ausgeprigter Schmerzsymptomatik (Zdhneknirschen,
gestraubtes Fell, verdnderte Mimik) und Verhaltensdefiziten (stark beeintriachtigte
Lokomotion, Krdmpfe, Stupor, eingeschrinktes Putz- und Nestbauverhalten) zur Euthanasie
der Tiere. Diese erfolgt jeweils in tiefer Narkose durch Exartikulation des

Atlantookzipitalgelenks mit anschlieender Durchtrennung des Riickenmarks.

4.6. Euthanasie

Am Ende des Versuches werden die Tiere euthanasiert, um die Hirne fiir weitere Analysen zu
entnehmen. Dies geschieht unmittelbar nach Isofluran-Kurznarkose (1 min; 4 Vol. %) durch

zervikale Dislokation und anschliefende Abtrennung des Kopfes.

Zudem wird den Tieren die Schwanzspitze zur Nachgenotypisierung abgeschnitten und in

0,5 ml Reaktionsgefif3e tiberfiihrt.
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4.7. Hirnentnahme

4.7.1. Komplettentnahme mit Kryokonservierung

Nachdem der Kopf vom Rumpf getrennt wurde, er6ffnet man die Kopfhaut sagittal mit einer
Schere von caudal nach rostral. Anschlieend fithrt man die Schere in das Foramen magnum
ein und setzt einen kleinen Schnitt dorsal. Davon ausgehend bricht man vorsichtig den
Schidelknochen nach lateral bis das Gehirn ganz freigelegt ist. Es ist immer darauf zu achten,
dass die Dura mater sich beim Ablosen der Knochenteile nicht zu Strangen formiert, die das

Gehirnparenchym zerschneiden.

Zuletzt durchtrennt man vorsichtig die ventral abgehenden Hirnnerven, bettet das Hirn
(Abb. 15) fiir ca. 5 min in zuvor pulverisiertes Trockeneis und lagert es in einem Probenbeutel

verpackt bis zur weiteren Prozessierung bei -30 °C.

Abbildung 15: Aufsicht auf traumatisiertes Gehirn (Schadensareal in Rot)
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4.7.2. Prozessierung in der Matrix

Manche Analysemethoden bediirfen keines gesamten Hirns sondern nur bestimmter Areale.
Hierfiir wird das Gehirn wie unter 4.7.1. beschrieben entnommen, allerdings wird es nicht in
Trockeneis sondern in eine Gehirnmatrix gelegt, deren Fugen jeweils 1 mm Abstand
zueinander aufweisen. Zuerst wird eine Rasierklinge in die Mitte des Schadens platziert. Zwei
weitere werden jeweils 3 mm rostral bzw. caudal eingeschoben. Die daraus resultierenden
3 mm-breiten Transversalschnitte werden mit Hilfe eines Skalpells zundchst vertikal halbiert

und die entstehenden Hélften dann horizontal geteilt, sodass vier Quadranten entstehen

(Abb. 16).

Wihrend die ventralen Quadranten verworfen werden, {liberfiihrt man die beiden dorsalen in
KryogefiaBle, die voriibergehend in Fliissigstickstoff gelegt werden und anschlieBend bei -

80 °C bis zur weiteren Analyse gelagert werden.

Aufsicht
3mm-Koronarschnitt

‘ / Quadrant
3mm-

>

Scheibe F E> =~

Rasierklinge

Skalpellschnitt

links rechts
links rechts

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Hirnprozessierung in der Gehirnmatrix

(Schadensareal in Rot dargestellt)
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4.8. Kryostat

Um Material fiir histologische Férbungen zu erhalten, wird das Hirn in einem Kryostat bei -
20 °C in sehr feine Scheibchen geschnitten. Hierzu wird das Hirn mit dem Kleinhirn nach
unten mit Hilfe eines Einbettmediums auf dem Objekttisch befestigt. Nachdem das Hirn
genau im rechten Winkel zur Messerklinge positioniert wurde, umhiillt man es komplett mit
Einbettmedium. Dadurch ldsst es sich besser schneiden und die Gefahr, dass die Schnitte,
insbesondere im Schadensbereich, einreillen, ist minimiert. Beginnend bei Bregma + 3,14 mm
wird das Hirn von rostral nach caudal in 16 koronare Ebenen unterteilt, von denen jede
500 um dick ist. Am Anfang jeder Ebene werden fiinf Mal ein 10 Mikrometer (um)-dicker
Schnitt auf jeweils einen Objekttrager aufgenommen. Zwischen Ebene 6 bis 9 und Ebene 10
bis 13 werden pro Ebene, anschlieBend an die 10 um Schnitte 8 x 30 um dicke Schnitte
angefertigt. Diese werden exakt aufeinander gestapelt, um dann analog zu 4.7.2. in
Quadranten geteilt, in Kryogefifle gepackt und bei -80°C gelagert zu werden. So erhdlt man
pro Hirn vier Quadranten (rostral und caudal jeweils einen ipsi- und einen kontralateralen),

die zu molekularbiologischen Analysen verwendet werden konnen.

4.9. Histologische Firbung

4.9.1. Kresylviolett

Zur Quantifizierung des Hirnschadens benutzt man die Nissl-Farbung, mit der sich
Nervengewebe darstellen ldsst. Bei dieser nach Franz Nissl benannten Technik verwendet
man Kresylviolett, das sich an basophile Strukturen wie die Desoxyribonukleinsdure (DNA)
und die Ribonukleinsdure (RNA) anlagert (236, 237). Dadurch werden insbesondere die
Nuklei und die Ribosomen der Neurone angefirbt, da diese Zellorganellen reich an
Nukleinsduren sind. Die zu erkennenden ,Nissl-Schollen” entsprechen dem rauen
endoplasmatischem Retikulum, dessen Oberfliche mit Ribosomen besetzt ist. Die Ausldufer
der Nervenzellen (Axone, Dendriten) werden aufgrund der Abwesenheit von Nuklei und der

geringen Menge an rauem endoplasmatischen Retikulum nicht gefarbt.

Durchfiihrung: Die Kresylviolett-Farbelosung wird wie in Tab. 5 beschrieben frisch angesetzt

und durch einen Papierfilter filtriert. Die Schnitte werden fiir 30 min luftgetrocknet. Nach
2 min in 70 %-igen Ethanol, werden sie dann fiir 10 min in die Kresylviolett-Farbelosung
getaucht. Durch zweimaliges kurzes Eintauchen in Aqua dest. wird zunédchst iiberschiissige

Farbe entfernt, um anschlieBend in einer aufsteigenden verkiirzten Alkoholreihe (jeweils
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zweimaliges schnelles Waschen in 70 und 96 %-igem Alkohol) die Schnitte zu entwéssern.
Die Fixierung erfolgt durch erst Smin dann 2min in Roti®-Histol. Zu
Konservierungszwecken werden die Schnitte letztendlich mit Roti®-Histokitt und einem

Deckglédschen versiegelt.

4.9.1.1. Bemessung des Schadensvolumen

In den mit Kresylviolett gefarbten Schnitten entspricht der gefarbte Teil dem vitalen Gewebe,

der ungefarbte Teil dem infolge des CCI abgestorbenen Gewebe.

Mittels eines Mikroskops, einer Mikroskopie-Kamera und der Delta Pix InSight Software
wird bei allen 16 Ebenen eines Hirns verblindet zunichst die GroBe (= Fliache; A) beider
Hemisphdren ermittelt und im Anschluss die Flache des vitalen Gewebes der rechten
Hemisphére. Subtrahiert man die GroB3e der gesunden Flache von der rechten Gesamtflache
erhilt man das Schadensareal fiir den jeweiligen Schnitt (Abb. 17).

Kontusionsvolumen

Linke Hemisphiire Rechte Hemisphiire

Abbildung 17: Kontusionsvolumenbestimmung am Nissl gefirbten Schnitt

Um das Kontusionsvolumen (V) in Kubikmillimeter (mm?) des kompletten Gehirns zu

bestimmen, bedient man sich folgender Formel:

16
V= ZAx * 500um
1
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4.10. Motorfunktionsanalyse

Um eine Aussage darliber treffen zu konnen in welchem Ausmall der zerebrale Insult
Auswirkungen auf die motorische und teilweise neurologische Funktion hat, wird sich
verschiedener Scoring-Systeme bedient, die im Folgenden erldutert werden. Hierbei ist es
wichtig, alle Tiere vor Operationsbeginn und nach einer kurzen Adaptionszeit an die neue
Umgebung, zu testen, um einen Basiswert zu ermitteln, aufgrund dessen man den Unterschied
von prd- und postoperativem Status bestimmen kann. Der Basiswert, der bei der
Motorfunktionsanalyse bestimmt wird, ist wichtig, da sowohl bei Auszucht- als auch bei
Inzuchtstimmen physische und/oder kognitive Unterschiede zwischen den Individuen
bestehen. Beim Neuroscore-System kann dies besonders bei genetisch verdnderten Tieren
aufgrund verschiedener Ursachen (Adipositas, genetisch bedingte sensomotorische
Beeintrachtigungen) dazu fiihren, dass die zu den Gebieten Koordination und Balance
zéhlenden Aufgaben nicht gemeistert werden konnen. Beim Rota-Rod besteht schon bei
Inzuchtstimmen, die alle weitestgehend genetisch identisch sein sollten, eine grofie
Variabilitdt der Leistungsfihigkeit. Dadurch ist es zum Teil ratsam die individuelle Differenz
zwischen préa- und postoperativem Wert zu errechnen und fiir Analysezwecke zu benutzen, da
hieraus am besten die Einwirkung des SHT auf das einzelne Tier zu erkennen ist und man

somit die Vergleichbarkeit innerhalb einer inhomogenen Gruppe verbessert.

4.10.1. Neuroscore

Bei diesem Scoring-System werden hauptsichlich die neuromotorischen Fahigkeiten
untersucht. Der Neurological Severity Score (NSS) (modifiziert nach Shohami (238)), kurz
Neuroscore, setzt sich aus sechs verschiedenen Kategorien zusammen. Das Tier wird aus
seinem Kéfig genommen und direkt gewogen, um Gewichtsverluste auszuschlieen, die durch

stressbedingte Kot- und Urinausscheidungen wéhrend des Tests verursacht werden.

Im Nachfolgenden werden die Tests, die in Tab. 15 protokollarisch dargestellt sind, erldutert:

1. Verlassen des Kreises: Das Tier wird in die Mitte eines auf eine Plexiglasscheibe

aufgemalten Kreises mit einem Durchmesser von 25 cm gesetzt und die Zeit gemessen bis das

Tier mit beiden Vorderbeinen iiber den Rand des Kreises getreten ist.

2. Reflexe: Man klatscht die Hinde iliber der Maus zusammen und beobachtet ob eine

Schreckreaktion, meist in Form eines Zusammenzuckens, erfolgt.
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3. Verhaltensdefizite: Uberpriifung ob das Tier ein speziestypisches Erkundungsverhalten
(Kopf in verschiedene Richtungen drehen, Vibrissenbewegung) zeigt und ob es fahig ist

geradeauszulaufen (ggf. durch leichtes Anheben am Schwanz).

4. Koordination: Die Maus lduft nacheinander von rechts nach links tiber Balken von

abnehmender Breite. Diese sind ca. 20 cm {iber dem Boden angebracht und eine Strecke von
50 cm muss tiberwunden werden (Abb. 18). Hierbei wird begutachtet, ob das Tier dazu in der

Lage ist und, wenn ja, wie viele Fehltritte thm dabei unterlaufen.

Lauft das Tier von rechts nach links, kann man die linke hintere Gliedmal3e besser beurteilen
als in der anderen Richtung. Da der CCI auf den rechten parietalen Cortex appliziert wurde,
sind motorische Defizite auf der linken Seite zu erwarten, da die pyramidalen Bahnen von

rostral nach caudal die Seite kreuzen (26).

Abbildung 18: Neuroscore — Koordinations-Test

5. Balance: Die Maus wird zundchst auf einen quadratischen Stock gesetzt. Es wird beurteilt,
ob die Maus sich fiir mind. 10 s mit allen vier Pfoten gleichzeitig auf oder an dem Stab
festhalten kann oder nicht. Gleiches wird dann auf einem runden Stock wiederholt.
Grundsétzlich finden die Tiere an dem quadratischen Stab mit seinen Kanten einfacher Halt

als an dem runden Stab.

6. Motorische Defizite: AbschlieBend wird beurteilt inwiefern das Versuchstier in seiner

motorischen Funktion beeintrachtigt ist. Der Schweregrad der Beeintrichtigung wird
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aufgrund der vorab gezeigten Teilleistungen in Kombination mit dem etwaigen Auftreten
einer Parese der linken Hintergliedmalle (1 Punkt) oder gar einer linksseitigen Hemiparese
(2 Punkte) bewertet. Das besondere Augenmerk wird aus den bereits zuvor erwihnten

Griinden auf die linke hintere Gliedmal3e gelegt.

Somit erhilt jedes Tier eine abschlieBende Gesamtpunktzahl, die sich aus der Summe der
erreichten Punkte in jeder Kategorie zusammensetzt (Tab. 15). Je hoher der Wert ist, desto

schlechter die neuromotorische Funktion des Tieres.
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Tabelle 15: Neuroscore-Protokoll

Tiernummer

OP-Datum

PraOP Tag 1

Datum und Uhrzeit:
Gewicht [g]
Kategorie/Kriterium Punkte | Erreichte Punktzahl
1. Verlassen des Kreises
<30s 0
31-60s 1
61-120s 2
>120s 3
2. Reflexe
vorhanden 0
Schreckreaktion
abwesend 1
3. Verhaltensdefizite
vorhanden 0
Erkundungsverhalten
abwesend 1
moglich 0
Geradeauslaufen
nicht moglich 1
4. Koordination
ohne Probleme, < 2 Fehltritte 0
1 cm Balken > 2 Fehltritte 1
lauft gar nicht; fallt runter 2
2 cm Balken 2 1 cm Balken 0-2
3 cm Balken 2 1 cm Balken 0-2
5. Balance
10s mit 4 Pfoten drauf gehalten 0
Quadratischer Stab
nicht erfillt 1
10s mit 4 Pfoten drauf gehalten 0
Runder Stab
nicht erfillt 1
6. Motorische Defizite
Abwesend 0
Tier geringgradig beeintrachtigt 1
Tier hochgradig beeintréchtigt 2

Gesamtpunktzahl:
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4.10.2. Rota-Rod

Eine Moglichkeit die Motorfunktion zu iiberpriifen, ist das Rota-Rod (239, 240). Hierbei
werden die Méuse auf einen ca. 15 cm erhohten rotierenden Stab gesetzt, der seitlich durch
Plastikscheiben begrenzt ist. Dieser wird innerhalb von 5 min von 4 Umdrehungen / min auf
40 Umdrehungen / min beschleunigt. Das Gerdt misst die Zeit von Beginn der
Beschleunigung an bis die Maus von der Rolle runter auf einen Hebel fillt, der durch den
Aufprall runtergedriickt wird und somit automatisch die Zeit stoppt (Abb. 19). Vor den
eigentlichen Testungen werden die Tiere trainiert. Dazu werden sie beim allerersten Mal
vorerst nur auf den Stab gesetzt, ohne dass dieser sich bewegt und dann an zwei aufeinander
folgenden Tagen je zwei Mal auf dem Rota-Rod laufen gelassen. Am Morgen des
Operationstages werden die Mduse dann noch einmal getestet. An jedem weiteren Testtag
werden dann zwei Mal / d ihre motorischen Fihigkeiten auf dem Rota-Rod analysiert. Zu
Auswertungszwecken wird der Maximalwert der beiden Werte hinzugezogen, da er die

bestmoglichste Leistung unter den postoperativen Bedingungen widerspiegelt.

Abbildung 19: Rota-Rod

Je langer die Tiere auf dem Rota-Rod laufen desto besser sind ihre Koordination und ihre
motorischen Fdhigkeiten. Nach SHT ist die Fahigkeit der Tiere mit ihren Pfoten an der
rotierenden Stange Halt zu finden minimiert, weswegen sie bereits nach kurzer Zeit

herabfallen (241).
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4.11. mRNA-Extraktion

Um das Expressionsmuster einiger Neurotrophine, ihrer Rezeptoren sowie ausgewéhlter
Inflammationsmarker in der qRT-PCR zu analysieren, muss man zuvor die messenger RNA
(mRNA) aus dem Gewebe extrahieren. Der Unterschied zwischen der mRNA und der
genomischen DNA besteht darin, dass bei der mRNA alle Introns durch Splicing
herausgeschnitten sind und die verbleibenden Exons somit von den Ribosomen in Proteine
translatiert werden konnen. mRNA entsteht durch Transkription aus DNA und tritt auf sobald
das Gen aktiv ist (242).

Fiir die Extraktion wird das RNeasy Mini Kit verwendet, bei der entweder die im Kryostat
gewonnenen Trimmquadranten oder die in der Matrix gewonnenen Quadranten (jeweils der
caudale ipsilaterale Part) eingesetzt werden. Zunichst wird das Gewebestiick in 0,9 ml Qiazol
gegeben. Die monophasische Losung dient der Lyse, der Inhibition von RNAsen und zur
Entfernung eines Teils der zelluliren DNA. Nach Zugabe einer Edelstahlkugel wird das
Gewebe 2 x 1 min bei 20 Hertz im Mastermill homogenisiert und anschlieBend 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nun werden nacheinander zuerst 100 pl gDNA Eliminator, der zu
einer weiteren Elimination von genomischer DNA fiihrt, dann 180 pl Chloroform zugegeben
und jeweils 15 s auf dem Vortexer gut durchmischt. Letzteres ist sehr wichtig, damit die
gewlinschte Phasentrennung nach der Zentrifugation auftritt. Die Proben werden nach
erneuter 2-miniitiger Inkubation bei 4 °C und 12000 x g fiir 15 min zentrifugiert. Dadurch
entstehen drei Phasen: die obere farblose wissrige Phase, in der sich die RNA befindet, die
mittlere milchige Interphase, die die DNA beinhaltet und die untere rote Phase, in der die
Proteine geldst sind. Zur weiteren Aufreinigung werden die ca. 600 ul der obersten Phase
vorsichtig abpipettiert und in 600 pl 70 %-igem Ethanol resuspendiert. Der Alkohol fiihrt zu
einer verbesserten Bindung der mRNA an die Silikatmembran der Mini-Spin-Séulen, auf die
jetzt in zwei Durchgiingen jeweils 600 pl des Gemisches gegeben wird und anschlieBend fiir
15 s bei 8000 x g abzentrifugiert wird. Der Durchlauf, in dem sich Verunreinigungen wie z.B.
Phenole befinden, wird dabei verworfen. Um die an die Membran gebundene RNA weiter von
Kontaminationen zu reinigen, wird zunichst mit 700 ul RWT-Puffer, anschlieBend mit 500 pl
RPE-Puffer gewaschen. Dies geschieht jeweils fiir 15 s bei 8000 x g. Es folgt ein Waschgang
mit 500 ul RPE-Puffer fiir 2 min bei 8000 x g. Der Durchlauf wird nach jedem Waschgang
verworfen. Damit wirklich alles auBBer der RNA von der Membran entfernt wird, zentrifugiert

man abschliefend nochmal fiir 1 min bei 13500 x g.
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Als letzter Schritt folgt nun die Elution mit 30 ul RNAse freiem Wasser, das direkt auf die
Membran pipettiert und anschlieBend 1min bei 8000x g in ein frisches 1,5 ml
Reaktionsgefdll abzentrifugiert wird. Das Wasser flihrt dazu, dass die RNA von der Sdule

gelost wird und im Eluat enthalten ist.

4.11.1. Konzentrationsbestimmung der mRNA

Nach der Extraktion wird die mRNA-Konzentration (c in pg/pul) jeder Probe mit Hilfe des
Photometers bestimmt. Hierzu wird 1 pul des Eluats eingesetzt. Das Photometer misst die
optische Dichte (OD) bei einer Wellenldinge von 260 nm und 280 nm. Ersteres représentiert
das Absorptionsmaximum von Nukleinsduren, letzteres das von Proteinen. Der Quotient aus
OD»gp und OD»g gibt den Reinheitsgrad der Probe an und sollte zwischen 1,8 und 2,1 liegen.
Da die OD5g einer RNA-Menge von ca. 40 pg/ul, lasst sich anhand der folgenden Formel die

Konzentration der einzelnen Proben ausrechnen:
¢ = ODyg *Verdiinnungsfaktor* 40 pg/ul

Das Absorptionsmaximum von RNA liegt bei einer Wellenldnge von 260 nm und eine
optische Dichte von 1,0 entspricht hier einer Konzentration von 40 pg/ml. Die Proben werden

anschliefend bei -80 °C weggefroren.
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4.12. cDNA-Synthese

Um die mRNA-Expression mittels QqRT-PCR untersuchen zu konnen, muss die mRNA zuerst
in komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben werden (reverse Transkription). Dies erfolgt
mit Hilfe des QuantiTect Reverse Transcription Kit. Hierfiir werden 0,5 pg der mRNA mit
2ul gDNA Wipeout Buffer, mit RNAse-freiem Wasser auf 14 pl aufgefiillt und 8 min bei
42 °C inkubiert. Dies fiihrt dazu, dass jegliche genomische DNA eliminiert wird. In einem
Mastermix werden alle Bestandteile, die fiir die reverse Transkription notwendig sind
zusammengemischt: 1 pl der Reversen Transkriptase, 4 ul Puffer und 1 pul Primermix. Dieser
Mix wird dann der mRNA aus der Eliminations-Reaktion beigegeben und im Anschluss
30 min bei 42 °C inkubiert. Die Transkriptase ist eine RNA-abhidngige DNA-Polymerase und
bindet an das Poly-A-Ende der mRNA und féngt an aus den im Mastermix enthaltenen
Nukleotiden enzymatisch einen komplementidren DNA-Strang zu synthetisieren. Hierbei dient
jedes RNA-Molekiil als Matrize, sodass anschlieBend genauso viele cDNA-Molekiile gebildet
werden, wie RNA-Molekiile vorhanden waren. Zum Schluss wird durch eine 3-miniitige
Inkubation des Gemischs bei 95 °C das Enzym inaktiviert, sodass es zu keiner weiteren
cDNA-Synthese mehr kommen kann. Die neu gebildete cDNA wird nun 1:1 mit Wasser
verdiinnt und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Um einem Abbau der mRNA
entgegen zu wirken ist es wichtig, die Proben zwischen den einzelnen Schritten immer auf Eis

zu stellen.
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4.13. PCR

Die PCR ist eine Methode zur Vervielfiltigung spezifischer DNA-Sequenzen (Amplifikation)
durch eine in vitro durchgefiihrte Replikation der DNA. Schon kleinste Mengen lassen sich

damit eindeutig nachweisen.
Man benétigt nachfolgende Bestandteile:

* DNA-Matrize

* Thermische DNA-Polymerase

* 2 spezifische Primer

* Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs)
e Puffer

* Magnesiumchlorid (MgCl,)

Es wird zumeist 1 ul DNA eingesetzt und als Template bezeichnet. Es stammt entweder aus
der cDNA-Synthese (s. 4.12.) oder aus der DNA-Extraktion aus Gewebe durch das Tissue-to-
PCR Kit (s. 4.2.2.1.).

Die Polymerase wird aus thermophilen Bakterien (z.B. Thermus aquaticus) isoliert, was ihr
den Vorteil verschafft bei 95 °C nicht so leicht zu denaturieren, weshalb sie nur einmal zu

Beginn der Reaktion beigegeben werden muss.

Die Primer sind fiir jedes Produkt spezifisch (s. Tab. 7). Es gibt jeweils einen der vom 5° -
zum 3°‘-Ende verlduft und einen Gegenldufigen. Sie werden mit forward (F) und reward (R)
oder sense (S) und anti-sense (A) bezeichnet. Die dNTPs, Adenosin- (dATP), Guanin-
(dGTP), Cytosin- (dCTP) und Thymidintriphosphat (dTTP) dienen als Substrate fiir die
Polymerase. Aus ihnen wird die amplifizierte DNA aufgebaut. Der Puffer schafft die
optimalen &ufBleren Bedingungen fiir die enzymatische Reaktion und Magnesium-Ionen sind
fiir die Funktion der Polymerase essenziell. Die PCR-Reaktion lduft in einem Thermocycler
(LightCycler® 480) ab, der anhand eines zuvor eingestellten Programms die verschiedenen

Temperaturen fiir die jeweilige Dauer der Zyklusphase automatisch reguliert.
Jede PCR umfasst 20-40 Zyklen, von denen jeder einzelne gleich aufgebaut ist:

1. Denaturierung: Hierbei werden bei 95°C die Wasserstoftbriicken zwischen den

Einzelstringen aufgelost.

2. Primer-Hybridisierung (Annealing): Nachdem der Doppelstrang gedftnet ist, konnen nun

die Primer an ihren spezifischen, komplementdren DNA-Bereich anlagern. Je nach Primer
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muss hier eine andere Temperatur gewidhlt werden (s. Tab. 16), da diese abhingig vom

jeweiligen Guanin-/Cytosingehalt zwischen 40 und 70 °C variieren kann.

3. DNA-Synthese (Elongation): Die Primer fungieren nun als Ansatzstellen fiir die
Polymerase, die ausgehend vom 3°‘-Ende in Richtung des 5°-Endes den DNA-Strang mit

komplementidren dNTPs verldngert.

Im darauffolgenden Zyklus werden auch die neugebildeten Doppelstringe denaturiert und
elongiert, sodass man im Idealfall mit einer Verdopplung der gewiinschten DNA-Sequenz pro
Zyklus rechnen kann (243). Das Produkt wird zum Schluss in einer Gelelektrophorese

detektiert und die entstehenden Banden beurteilt (s. 4.2.2.1. und 4.2.3.1.).

4.13.1. qRT-PCR

Um eine Aussage iiber die Quantitét eines Produkts geben zu kdnnen, kommt die Methode der
qRT-PCR zum Einsatz. Mit einer Software wird in Echtzeit (real-time) die absolute Menge
der amplifizierten DNA mittels Fluoreszenz-Emission gemessen. Dafiir benutzt man entweder
fluoreszierende Farbstoffe oder fluoreszierende Sonden, die durch eine Lichtquelle angeregt
werden, um dann ein Signal zu emittieren. SYBR-Green ist ein Fluoreszenz-Farbstoff, der
unspezifisch jede Doppelstrang-DNA bindet (244). Ein weiteres Markierungssystem beruht
auf dem Einsatz von Hybridisierungs-Sonden (245). Die Sonden sind Oligonukleotide und
konnen in Donor- und Akzeptor-Fluorochrom unterteilt werden. Sie binden in kurzem
Abstand an der gesuchten DNA-Sequenz und der Donor gibt nach der Anregung durch Licht
einen Teil der Energie an den Akzeptor ab. Diese Energie wird dann als Fluoreszenzsignal
detektiert. Welches System fiir welches Target eingesetzt wird, ist in Tab. 16. aufgefiihrt.
Zusitzlich sind die Nukleotid-Sequenzen der Hybridisierungs-Sonden in Tab. 7 gelistet.
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Tabelle 16: PCR Assays und Annealingtemperaturen

Target Assay Annealingtemperatur
BDNF DyNAmo™ ColorFlash Probe qPCR 55°C
IL-1B LightCycler® 480 Probes 55°C
IL-6 LightCycler® 480 Probes 55°C
iNOS LightCycler® 480 Probes 55°C
NGF A DyNAmo™ ColorFlash Probe qPCR 55°C
p7SNTR (mRNA) | LightCycler® 480 Probes 55°C
NTRK1 Absolute Blue qPCR Sybrgreen 58 °C
NTRK2 Absolute Blue qPCR Sybrgreen 58 °C
PPIA KapaProbeFast gPCR 55°C
Sortilin (mRNA) Maxima Probe qPCR 55°C
TNFa Absolute Blue qPCR Sybrgreen 62 °C

Triagt man die Intensitdt des Fluoreszenzsignals graphisch gegen die Anzahl der PCR-Zyklen

auf, entsteht eine typische Kurve, die in drei Abschnitte unterteilt werden kann:

Die erste Phase ist durch einen langsamen Anstieg gekennzeichnet, da nur wenig Template
zur Verfligung steht. In der darauffolgenden zweiten Phase kommt es bei optimaler
Verteilung von DNA, Polymerase und Primern zu einem exponentiellen Wachstum, das in der
dritten Phase stagniert. Es bildet sich ein Plateau, da die Produkte sich nun gegenseitig
behindern und es somit zu keinem weiteren Anstieg des Fluoreszenzsignals mehr kommen
kann. In der zweiten Phase ermittelt die LightCycler® Software den sogenannten
Crossingpoint (CP), der den Zyklus anzeigt, in dem das Fluoreszenzsignal signifikant einen
Schwellenwert tibertrifft, der zuvor als Hintergrund definiert wurde. Der CP-Wert wird vom
Computer mit einer Standardkurve verglichen, um ihn mit einer DNA-Konzentration zu

assoziieren.

Alle Proben werden im Doppelansatz bestimmt und der Mittelwert aus beiden Werten wird
fir die Analyse genommen. Zusitzlich wird in jedem Versuch ein sogenanntes
Housekeeping-Gen bestimmt. Dies kennzeichnet sich dadurch aus, dass es kontinuierlich

exprimiert wird und keinen Schwankungen unterworfen ist. In dieser Arbeit wird hierfiir
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Peptidylprolyl Isomerase A (Ppia) eingesetzt, das keine Regulierung nach CCI erfahrt (246).

Alle Targets einer Probe werden dann auf den Ppia-Wert der gleichen Probe normalisiert.

Alle Proben werden auf eine 96-well Platte pipettiert, mit Klebefolie verschlossen,

zentrifugiert und dann gemessen. Zusédtzlich werden zur Kontrolle immer vier Negativproben

(Wasser) pipettiert.

Je nachdem welches Detektionssystem zum

geringfiigig (Tab. 17).

Tabelle 17: Pipettierschemata fiir PCR

Einsatz kommt, variiert das Pipettierschema

SYBR-Green

Hybridisierungssonden

5 ul SYBR-Green

5 ul Kit-spezifischer Mastermix

0,25 pl Primer F bzw. S

0,25 pl Primer F bzw. S

0,25 pl Primer R bzw. A

0,25 pl Primer R bzw. A

3,5 ul H,0

0,5 pl FL-Sonde

1 pl Target DNA

0,5 ul Cy5-Sonde

2,5 },Ll H20

1 ul Target DNA
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4.14. Western Blot

Der Western Blot wird auch Immunoblot genannt und dient dem Nachweis von Proteinen
(247, 248). Bei dem Verfahren werden die Proteine erst via Polyacrylamid-Gelelektrophorese
nach ihrer Grofle aufgetrennt und anschlieBend auf eine Membran iibertragen (blotting). Auf
der Tragermembran konnen sie dann anhand verschiedener Detektionsverfahren sichtbar

gemacht und quantifiziert werden.

4.14.1. Proteinaufbereitung

Zuerst miissen die Proteine aus den Gewebestiicken extrahiert werden. In der vorliegenden

Arbeit wurden fiir die Analyse die rostralen ipsilateralen (Trimm-) Quadranten eingesetzt.

Die Proben werden mit ca. 150 ul des lysierenden RIPA-Puffers versetzt, gemischt und fiir
10 min auf Eis inkubiert. Die enthaltenen Detergenzien losen die Quartdr- und
Tertidrstrukturen der Eiweile auf. EDTA fungiert als Komplexbildner und der
Proteaseinhibitor verhindert den enzymatischen Abbau der Proteine. Um den Aufschluss zu
verbessern, werden die Proben nach Zugabe einer Edelstahlkugel fiir 2 x 1 min bei 20 Hertz
im Homogenisator zerkleinert und nochmal 20 min auf Eis inkubiert bevor sie fiir 20 min bei
14000 x g zentrifugiert werden. Der Uberstand wird in ein neues vorgekiihltes Reaktionsgefif

iiberfiihrt und kann bei -80 °C gelagert werden.

4.14.1.1. Messung der Proteinkonzentration

Da die Proteinkonzentrationen der Proben schwanken konnen ist es wichtig, die genaue

Proteinmenge jeder einzelnen Probe mit dem Lowry DC Protein Assay zu bestimmen.

Zuerst werden je 0,5 pl einer Standardreihe mit definierten Proteinmengen (0; 0,5; 0,75; 1,0;
1,5; 2,0; 2,5; 3,0 ug/ ul) auf eine 96-well Platte aufgetragen, dann je 0,5 pl einer 10-fachen
Verdiinnung der zu messenden Proben. Standard sowie Proben werden im Doppelansatz
bestimmt und anschlieend der Mittelwert zur Analyse herangezogen. 25 pl eines Gemisches
aus 50 Teilen Reagent A und 1 Teil Reagent S sowie 250 pul Reagent B werden jedem Well
beigemischt. Dies flihrt zu einer enzymatischen Reaktion bei der ein lila Farbstoff abhingig
von der in der Probe enthaltenen Proteinmenge gebildet wird. Nach einer lichtgeschiitzten 12-
miniitigen Inkubationszeit werden die Proben mit dem Glomax®-Detektionssystem

photometrisch ausgewertet.
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Abschlieend wird in Excel mit Hilfe der ermittelten Standardkurve die Proteinmenge in
pg / ul ermittelt. Dabei wird auch die eingesetzte Verdiinnung mit einbezogen. Aufgrund der
Daten kann man nun die Menge an Lysat berechnen, die man fiir die jeweilige Proteinmenge

in pug braucht.

4.14.2. Elektrophorese

Um die Proteine ihrer GroBe entsprechend aufzutrennen, benutzt man die SDS-PAGE
Methode. Der eingesetzte Ladepuffer enthélt Natriumdodecylsulfat (SDS), das zu einer
Aufspaltung der Proteine in ihre Untereinheiten fiihrt, und B-Mercaptoethanol, das als
Reduktionsmittel fungiert und somit die Disulfidbriicken 16st. Bindet SDS an die
Eiweilstrukturen, fiihrt dies zur Bildung eines negativ geladenen Komplexes und dazu, dass
bei allen Proteinen ein gleiches Masse-/Ladungs-Verhiltnis vorliegt, damit sie im elektrischen
Feld folglich groBenabhidngig und ladungsunabhingig zur Anode wandern. Je nachdem, ob
man kleinere oder groBere Proteine detektieren will, kann man unterschiedliche Gele
benutzen. Um z.B. BDNF zu analysieren empfiehlt sich der Einsatz eines kommerziellen
NuPAGE Gradienten-Gels (5-12 %), da sich in dem engeren Netz besonders kleine Molekiile
besser auftrennen lassen. Bei grofleren Molekiilen spricht der wirtschaftliche Aspekt fiir die
kostengiinstigeren selbstgegossenen SDS-Gele. Wéhrend die Proteine im NuPAGE-Gel
anhand eines sich verkleinernden Gradienten wandern und aufgespalten werden, unterteilt
man das SDS-Gel in ein Sammel- und ein Trenngel. Im Sammelgel stapeln sich die Proteine
an der Grenze zum Trenngel, um dort ihrer Grof3e entsprechend unterschiedlich schnell und
demnach weit im elektrischen Feld zu wandern. Dieser Effekt beruht darauf, dass Glycin im

nahezu neutralen Sammelgel als Zwitterion vorliegt, im basischen Trenngel jedoch als Anion.

Zur Herstellung werden die Gele zwischen zwei Glasplatten gegossen. Zuerst das Trenngel,
das mit Isopropanol tberschichtet wird, um die Oberfliche zu glitten. Nachdem es
auspolymerisiert ist, wird das Sammelgel darauf gegossen und ein Kamm eingesteckt, um die
Taschen zum Befiillen zu generieren. Grundbestandteil ist Acrylamid. Ammoniumpersulfat
(APS) dient als Radikalbildner und beeinflusst neben Tetramethylethylendiamin (TEMED)

die Polymerisierung.
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Tabelle 18: Pipettierschema fiir 2 SDS-Gele 10 %

Bestandteile Trenngel 10 % Sammelgel
H,0 4 ml 2,5 ml
Sammelgelpuffer - 1,25 ml
Trenngelpuffer 1,25 ml -
Acrylamid 1,65 ml 1,25 ml
APS 75 ul 75 ul
TEMED 5pul 5pul

Vor Beladung des Gels werden jeweils 50 pg Protein mit SDS-Ladepuffer im Verhéltnis von
1:5 versetzt und fiir 5 min bei 95 °C zur Denaturierung inkubiert. Zusétzlich werden 6 pul Pre-
Staining Marker in die erste Tasche und 5 pul Magic Marker in die letzte Tasche pipettiert.
Ersterer dient der Orientierung wiahrend des Laufes, da er bei der Auftrennung farbliche
Banden hinterlésst, wohingegen Letzterer mittels der fluoreszierenden sekundiren Antikorper
angefarbt werden kann und bei der Detektion des Blots von Vorteil ist. Das Gel wird in eine
Elektrophoresekammer eingespannt, die mit Laufpuffer aufgefiillt ist. Der Laufpuffer (249)
und die Parameter fiir die Gelelektrophorese unterscheiden sich je nach verwendetem
Gelsystem: Die kommerziellen NuPage-Gele brauchen mit dem kommerziellen NuPage
MOPS Puffer ca. 80 min mit 150 Volt (V), wihrenddessen die selbstgegossenen Gele mit
dem selbsthergestellten Laufpuffer ca. 70 min bei 0,03 Ampere fiir eine vollstindige

Auftrennung der Eiweille benotigen.

4.14.3. Western Blot

Nun werden die Proteine vom Gel auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert (247). Dies
erfolgt wiederum im elektrischen Feld. Die Eiwei3e haften dem zufolge fest an der Membran
und koénnen mittels Antikdrpern detektiert werden. Zuerst wird dafiir ein ,,Sandwich* gebaut,
das spdter in den Tankblot eingespannt werden kann. Hierzu werden alle benétigten
Bestandteile erst in Blotpuffer getrdnkt und dann in einer Kompressionskassette wie in

Abb. 20 zusammengebaut.
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ANODE Kompressionskassette
_

Schwamm

«—
— 2 Filterpapiere
<€ Gel

<€— Nitrozellulose-Membran

Abbildung 20: Blot Aufbau

Es ist darauf zu achten, dass keine Luftblasen zwischen den Lagen entstehen, da an diesem
Punkt der Ubertrag nicht funktionieren kann und sogenannte Blotblasen entstehen. Bei
380 Milliampere dauert der Transfer 85 min. Zur Uberpriifung, ob er erfolgreich war, wird
die Membran mit Ponceau S angefarbt. Der Farbstoff bindet reversibel an die positiv geladene
Aminogruppe der Proteine und kann anschlieBend leicht mit Wasser wieder abgespiilt

werden.

Um unspezifische Bindungen zu blockieren wird die Membran fiir 1 h mit 5 % Magermilch
gelost  in Tris-Hydroximethyl-Aminomethan  gepufferter  Salzlésung (TBS) bei
Raumtemperatur inkubiert. Der Primérantikorper, der an die Zielstruktur bindet, wird dann
tiber Nacht bei 4 °C auf die Membran gegeben. Alle primédren Antikérper sind in den in
Tab. 8 angegeben Konzentrationen in 2,5 % Magermilch (in TBST) oder in reinem TBST
(TBS + Tween-20) gelost.

Am néchsten Tag wird die Membran zwei Mal fiir mind. 10 min in TBST gewaschen und
anschlieBend 1 h bei Raumtemperatur, abgedunkelt mit dem sekundéren Antikorper inkubiert.
Dieser muss so gewihlt werden, dass er sich gegen die Spezies, aus der der primire
Antikorper gewonnen wurde, richtet. Die Sekundirantikbrper sind mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, der bei bestimmter Wellenldnge in rot (680 nm) oder griin
(800 nm) leuchtet (Tab. 9). Bevor die Membran ausgewertet wird, wischt man sie ein letztes
Mal fiir 10 min in TBST. Alle Inkubationen und Waschschritte erfolgen auf dem Schiittler,
damit sichergestellt ist, dass die Antikorper gleichméfBig binden und beim Waschen alles

Uberschiissige entfernt wird.
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Auf der gleichen Membran kann man nach ausgiebigem Waschen in TBST mit mind. 3-
maligem Wechseln der Waschlosung, ein weiteres Protein nach dem gleichen Prozedere
detektieren, sofern die zu erwartende Bande nicht mit einer bereits vorhandenen gro8enméBig

interferiert.

4.14.4. Auswertung

Die Membranen werden anschlieBend im Odyssey Infra-rot Fluoreszenz Detektionssystem
ausgemessen. Die quantitative Auswertung erfolgt mit Hilfe der Image Studio Lite Software.
Hierbei misst der Computer die Intensitit der Bande des zu analysierenden Proteins sowie die
Bande des Kontrollproteins Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) der
gleichen Probe. Im Anschluss wird der Quotient aus beiden gebildet, um die relative Protein-
Expression angeben zu konnen. Diese Ratio wird benutzt, um eventuelle Pipettierfehler
auszugleichen. GAPDH entspricht in seiner Funktion den Housekeeping-Genen bei der PCR
(s.4.13.1), ein Protein, dessen Expression stabil gegeniiber endo- und exogenen

Verénderungen ist.
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4.15. Studiendesign

In den folgenden Unterabschnitten wird anhand von Zeitstrahlen ein Uberblick iiber den
zeitlichen Ablauf der einzelnen Teilstudien sowie eine tabellarische Ubersicht iiber die

einzelnen Studiendesigns gegeben.

Der Experimentator war in allen Bereichen, die subjektiv manipulierbar wiren (Operation,
Injektionen, neuromotorische Tests, Farbung und volumetrische Auswertung) verblindet
gegeniiber dem Genotyp bzw. der Gruppenzugehorigkeit der einzelnen Versuchstiere. Die
Randomisierung der Tiere auf die unterschiedlichen Gruppen wurde durch eine
auBBenstehende, nicht in das Experiment eingebundene Person nach dem Zufallsprinzip

durchgefiihrt.

4.15.1. Zeitreihe zur Protein-Expression

Zur Uberpriifung der Protein-Expression von p75NTR, Sortilin und a2-Spectrin wurden 50
mannliche C57B16-N (> 25 g Korpergewicht (KGW)) eingesetzt. 30 von ihnen wurden einem
CCI unterzogen, wobei die Eindringtiefe 1,5 mm betrug. Die restlichen 10 Tiere bekamen
kein SHT und werden im Folgenden als nativ bezeichnet. Jeweils 10 der operierten Mause
wurden 1d, 3d, 5d nach Trauma euthanasiert und die Hirne aller Tiere wurden nach der
Entnahme in der Gehirnmatrix prozessiert (s.4.7.2.). Zusétzlich wurden die Quadranten in
Cortex und Hippocampus getrennt und die Proben bei -80 °C gelagert. Aus den rostralen
ipsilateralen Cortex-Proben wurde die mRNA extrahiert und untersucht. Die Ergebnisse sind

unter 2.3. dargestellt.

Die caudalen ipsilateralen Cortex-Proben wurden nun im Rahmen dieser Dissertation
aufbereitet und im Western Blot Verfahren untersucht. Pro Zeitpunkt wurden flinf Proben,
deren mRNA-Expressions-Werte dem Mittelwert der p75SNTR-mRNA-Expression am

nédchsten lagen, ausgewihlt und analysiert.

4.15.2. Rolle von p7SNTR nach SHT

Um die Rolle von p75NTR nach SHT genauer zu untersuchen, wurden drei eigenstindige
Versuche durchgefiihrt, in denen verschiedene Zielparameter im Fokus standen. Bei allen drei

Versuchen wurden adulte (> drei Monate), ménnliche und weibliche p75NTR-Méuse
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eingesetzt und bei der Auswertung KO- mit WT-Tieren verglichen. Die Eindringtiefe des CCI

wurde auf 1,0 mm festgesetzt.

4.15.2.1. Rolle von p75NTR 24 h post SHT (Histologie)

Zur Analyse des Effekts von p75NTR auf die Ausbildung des Sekundirschadens in der
Frithphase nach SHT wurden 16 p75NTR Maiuse einem CCI unterzogen (Tab. 19). 24 h nach

der Operation wurden die Tiere euthanasiert, die Hirne entnommen und kryokonserviert.

Zielparameter: Kontusionsvolumen (Kresylviolett-Férbung)

Tabelle 19: Gruppendesign p75NTR 24 h (Histologie)

Gruppe | Genotyp | CCI/nativ | Uberleben | Anzahl
A KO CCI 24 h 8
B WT CCI 24 h 8
Gesamtzahl 16

4.15.2.2. Rolle von p75NTR 24 h post SHT (Molekularbiologie)

Fiir diesen Teilversuch wurden 14 Tiere eingesetzt, um auf molekularbiologischer Ebene den
Kurzzeiteffekt von p75NTR nach SHT zu untersuchen. Zehn Tiere erhielten ein Trauma, fiinf
blieben nativ (Tab.20). Die Hirne wurden 24 h nach CCI entnommen und in der

Gehirnmatrix prozessiert.

Zielparameter: mRNA-Expression

Proteinanalyse

Tabelle 20: Gruppendesign p75SNTR 24 h (Molekularbiologie)

Gruppe | Genotyp | CCI/nativ | Uberleben | Anzahl
A KO CCI 24 h 5
B WT CCI 24 h 5
C WT Nativ - 4
Gesamtzahl 14
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4.15.2.3. Rolle von p75NTR 5 d post SHT

In diesem letzten Teilversuch zur Untersuchung der Rolle von p75NTR in der Spétphase nach
SHT wurden 26 p75NTR Maiuse eingesetzt. 20 von ihnen bekamen ein SHT induziert, sechs
blieben nativ (Tab. 21). Die Hirne wurden 5 d nach OP entnommen, kryokonserviert und zu

einem spateren Zeitpunkt im Kryostat geschnitten.

Zielparameter: Kontusionsvolumen (Kresylviolett-Farbung)
mRNA-Expression
Motorfunktionsanalyse (NSS und Rota-Rod; Abb. 21)

Gewichtsentwicklung

Tabelle 21: Gruppendesign p75SNTR 5 d

Gruppe | Genotyp | CCI/nativ | Uberleben | Anzahl
A KO CCI 5d 10
B WT CCI 5d 10
C KO Nativ -/- 3
D WT Nativ -/- 3

Gesamtzahl 26

NSS
NSS NSS
RotaRod
RotaRod CCI
RotaRod Euthanasie
Oh 24 h 5d

Abbildung 21: Studiendesign p7SNTR 5 d

4.15.3. Effekt der pharmakologischen Inhibition des p7SNTR 24 h post SHT

In diesem Versuch soll der Effekt einer Inhibition des p75NTR durch einen
pharmakologischen Inhibitor TAT-Pep5 analysiert werden. 33 ménnliche C57Bl16-N Mause
(> 21g KGW) wurden in drei Gruppen randomisiert (s. Tab. 22). Die Tiere wurden entweder
mit einer niedrigen (1 uM) oder einer hohen (10 uM) Dosis TAT-Pep5 behandelt. Dazu
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wurde zunédchst 6 h nach Trauma eine Menge von 300 pul des Inhibitors als Bolus intravends
(i.v.) in die Schwanzvene appliziert und um den Wirkspiegel aufrecht zu halten, wurden 12 h
nach OP nochmals 500 pul subkutan (s.c.) injiziert (Abb. 22). Im Folgenden wird die Gruppe
mit der niedrigen Dosis mit LD (englisch: low-dose), die mit der hohen mit HD (englisch:
high-dose) abgekiirzt. Als Kontrollgruppen dienen Tiere, die nach dem gleichen
Injektionsschema mit einem TAT-Kontrollpeptid (TAT-Ctrl) behandelt wurden. 24 h nach
CCI wurden die Tiere euthanasiert, die Hirne entnommen und im Kryostat prozessiert. Die

Eindringtiefe des CCI betrdgt 1,5 mm.

Zielparameter: Kontusionsvolumen (Kresylviolett-Farbung)
mRNA-Expression
Motorfunktionsanalyse (NSS)

Gewichtsentwicklung

Tabelle 22: Gruppendesign TAT-PepS 24 h

Gruppe Injektion CClI/nativ | Uberleben | Anzahl
A TAT-Pep5 LD (1 uM) CCI 241 11
B TAT-Pep5 HD (10 uM) | CCI 24h 11
C TAT-Ctrl (10 uM) CCI 24 h 11
Gesamtzahl 33

i.v. s.C. NSS
NSS CClI Bolus Injektion Euthanasie
Oh 6h 12 h 24 h

Abbildung 22: Studiendesign TAT-Pep5 24 h

4.15.3.1. Ansetzen der TAT-Pep5-/ TAT-Ctrl-Losungen zum Injizieren

TAT-PepS und TAT-Ctrl wurden von der Firma PANATecs GmbH protein analytics
synthetisiert und als Stammldsung mit einer Konzentration von 1mg/ml geliefert.
Ausgehend von diesen Stammldsungen wurden Verdiinnungen mit isotonischer 0,9 %-iger

Kochsalzlosung (NaCl) als Vehikel angesetzt und den Méusen injiziert.
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1.) TAT-Pep5

* Molekulargewicht: 3403.7
e 10 uM-Losung: 170 pl der TAT-PepS-Stammldsung + 4830 pl NaCl 0,9 %
* 1 uM-Losung: 170 pl der 10 uM-L6sung + 4830 nl NaCl 0,9 %

2.) TAT-Ctrl

* Molekulargewicht: 1559.9
* 10 uM-Losung: 160 ul der TAT-Ctrl-Stammlosung + 4840 ul NaCl 0,9 %

4.15.4. Effekt von TAT-Pep5 auf die Neurotoxizitiat von Propofol nach SHT

Um die Rolle von p75NTR bei der Entstehung der eingangs erwdhnten Neurotoxizitit des
Andsthetikums Propofol néher zu beleuchten, wurde in diesen zwei Experimenten untersucht,
ob die pharmakologische Inhibition des Rezeptors in Kombination mit der Gabe von Propofol
nach SHT eine Auswirkung auf den Sekundérschaden und ausgewihlte Zelltodparameter hat.

Die Eindringtiefe des CCI betrigt bei diesen Versuchen 1,5 mm.

4.15.4.1. Ansetzen der Propofol-Losung zum Injizieren

Die benoétigte Losung mit einer Propofol-Konzentration von 10 mg/kg KGW wurde
hergestellt, indem man 1 %-iges Propofol mit der Trigersubstanz Lipofundin in einem 1:1

Verhéltnis mischt. Daraus resultiert ein Injektionsvolumen von 2 pl / g KGW.

4.15.4.2. Histologie nach 72 h

24 miannlichen C57Bl6-N Miusen (> 21 g KGW) wurde ein experimentelles SHT appliziert.
Nach 23 h und 45 min wurde ihnen i.v. TAT-Pep5 (10 uM) appliziert. 15 min spater wurde
den Tieren in die andere Schwanzvene Propofol oder Lipofundin injiziert (Tab. 23; Abb. 23).
72 h nach OP wurden die Tiere euthanasiert, die Hirne enthnommen, kryokonserviert und im

Kryostat geschnitten.

Zielparameter: Kontusionsvolumen (Kresylviolett-Fiarbung)
mRNA-Expression
Motorfunktionsanalyse (NSS und Rota-Rod)

Gewichtsentwicklung
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Tabelle 23: Gruppendesign TAT-PepS / Propofol 72 h (Histologie)

Gruppe 1. Injektion 2. Injektion CClI/nativ | Uberleben | Anzahl
TAT-Pep5 Propofol
A CCI 72 h 12
(10 uM) (10 mg / kg KGW)
TAT-Pep5
B Lipofundin CCI 72 h 12
(10 uM)
Gesamtzahl 24

Propofol/
TAT-Pep5 Lipofundin
CCl i.v i.v Euthanasie
Oh 23,45 h 24 h 72 h
NSS NSS NSS
RotaRod RotaRod RotaRod

Abbildung 23: Studiendesign TAT-Pep5 / Propofol 72 h

4.15.4.3. Proteinanalyse nach 30 h

Um die Fragestellung unter 4.15.6. besser beantworten zu konnen wurden weitere neun
méannliche C57Bl16-N (> 21g KGW) Maiuse operiert (Tab. 24). Ziel dieser Teilstudie war es
Zelltodmarker auf Proteinebene zu untersuchen. Das Injektionsschema entspricht dem in
4.15.4.2. vorgestellten. Allerdings wurden die Tiere bereits 6h nach Injektion,
dementsprechend 30h nach CCI (Abb. 24), euthanasiert. Die Hirne wurden in der
Gehirnmatrix in die vier oben beschriebenen Quadranten unterteilt und bei -80 °C

weggefroren.

Zielparameter: Proteinanalyse
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Tabelle 24: Gruppendesign TAT-PepS / Propofol 30 h (Proteinanalyse)

Gruppe | 1. Behandlung 2. Behandlung CClI/nativ | Uberleben | Anzahl
TAT-Pep5 Propofol
A CCI 30h 3
(10 uM) (10 mg / kg KGW)
NaCl Propofol
B CCI 30h 3
(0,9 %) (10 mg / kg KGW)
NacCl
C Lipofundin CCI 30h 3
(0,9 %)
Gesamtzahl 9
Propofol /
TAT-Pep5/  Lipofundin
ccl NaCl i.v i.v Euthanasie
Oh 23,45h 24h 30h

Abbildung 24: Studiendesign TAT-Pep5 / Propofol 30 h (Proteinanalyse)

4.15.5. Rolle des Sortilin-Rezeptors nach SHT

Um die Funktion des p75NTR-Co-Rezeptors Sortilin ndher zu beleuchten, wurden Versuche

an Sortilin KO-Maiusen durchgefiihrt. Die Auswirkungen des Verlusts dieses Rezeptors auf

den Sekundédrschaden nach SHT wurden unmittelbar (24 h) und nach etwas ldngerem

Uberleben (5 d) untersucht. Das Studiendesign richtet sich im Aufbau nach den Versuchen,

die mit den p75NTR Tieren durchgefiihrt wurden. Bei allen drei Versuchen wurden adulte

(> drei Monate), minnliche und weibliche Sortilin-Méuse eingesetzt und bei der Auswertung

KO- mit WT-Tieren verglichen. Die Eindringtiefe des CCI betrdgt bei diesen Versuchen

1,0 mm.
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4.15.5.1. Rolle von Sortilin 24 h post SHT (Histologie)

Zur Analyse des Effekts von Sortilin auf die Ausbildung des Sekundérschadens in der
Akutphase nach SHT wurden 20 Sortilin-Mause einem CCI unterzogen (Tab. 25).

Zielparameter: Kontusionsvolumen (Kresylviolett-Farbung)

Tabelle 25: Gruppendesign Sortilin 24 h (Histologie)

Gruppe Genotyp | CCI/nativ | Uberleben | Anzahl
A KO CCI 24 h 10
B WT CCI 24 h 10

Gesamtzahl 20

4.15.5.2. Rolle von Sortilin 24 h post SHT (Molekularbiologie)

Fiir diese Teilstudie wurde zehn Tieren ein experimentelles SHT zugefiigt und weitere sieben
Tiere wurden als Nativkontrolle mitgefiihrt (Tab. 26). Die Tiere wurden 24 h nach Operation
euthanasiert. Das Hirn wurde in die beiden Hemisphiren geteilt und anschlieend Cortex und

Hippocampus jeder Seite als Proben zur Analyse weggefroren.

Zielparameter: mRNA-Expression explizit im kortikalen Gewebe

Tabelle 26: Gruppendesign Sortilin 24 h (Molekularbiologie)

Gruppe Genotyp | CCI/nativ | Uberleben | Anzahl
A KO CCI 24 h 5
B WT CCI 24 h 5
C KO Nativ -/- 3
D WT Nativ - 4
Gesamtzahl 17
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4.15.5.3. Rolle von Sortilin 5 d post SHT

Um die Auswirkung des fehlenden Rezeptors in einem etwas lingeren Zeitraum nach CCI zu
untersuchen, wurden 20 weibliche Méuse einem CCI unterzogen. Zusédtzlich wurden sechs
Mause als Nativkontrollen mitgetestet (Tab. 27). 5 d nach experimentellem SHT euthanasierte
man die Tiere. Die entnommenen Hirne wurden auf Trockeneis kryokonserviert und

anschliefend im Kryostat geschnitten.

Zielparameter: Kontusionsvolumen (Kresylviolett-Fiarbung)
mRNA-Expression
Motorfunktionsanalyse (NSS und Rota-Rod; Abb. 25)

Gewichtsentwicklung

Tabelle 27: Gruppendesign Sortilin 5 d

Gruppe | Genotyp | CCI/nativ | Uberleben | Anzahl
A KO CCI 5d 10
B WT CCI 5d 10
C KO Nativ -/- 3
D WT Nativ -/- 3

Gesamtzahl 26

NSS
NSS
RotaRod CCI R I;IS: d RotaRod
otaro Euthanasie
Oh 24 h 5d

Abbildung 25: Studiendesign Sortilin 5 d
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4.16. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgt mit Hilfe der Sigma Plot 12.5 Software. Auch die
graphischen Darstellungen wurden mit diesem Programm angefertigt. Alle Ergebnisse sind in
Form von Balkendiagrammen dargestellt unter Angabe des Mittelwertes und der
Standardabweichung. Von statistischer Signifikanz wird ausgegangen, wenn der p-Wert
<0,05 liegt. In den Graphen wird folgende Kennzeichnung fiir die Unterteilung des

Signifikanzniveaus eingesetzt:

1 Sternchen (*) steht fiir einen p-Wert < 0,05
2 Sternchen (**) entsprechen einem p-Wert < 0,01

3 Sternchen (***) symbolisieren einen p-Wert < 0,001

Die Daten sind mittels des Shapiro-Wilk Tests auf Normalverteilung untersucht. Dabei zeigte
sich, dass der Grofiteil nicht normalverteilt ist. Der statistische Vergleich der einzelnen
Gruppen erfolgte daher durch den Mann-Whitney-U-Test, der keine Normalverteilung der
Werte voraussetzt. Bei mehreren Zeitpunkten (z.B. Tag 1 und Tag 5) wurden immer nur die
beiden verschiedenen Gruppen pro Zeitpunkt verglichen. Bei multiplem Testen wurde die
Bonferroni-Holm-Korrektur angewendet. Die Auswertung der Protein-Expression in der
Zeitreihe wurde sofern die Daten normalverteilt waren via One Way ANOVA ansonsten
mittels eines ANOVA on Ranks Test durchgefiihrt, die des TAT-Pep5 + Propofol 30 h mittels
One Way ANOVA. Beides anschlieend nach Bonferroni korrigiert.

Obwohl die Daten, da sie nicht normalverteilt sind, korrekterweise als Boxplots dargestellt
werden miissten, wurden sie zur besseren Ubersicht sowohl in der vorliegenden Arbeit als

auch in zugehdrigen den Publikationen (25,94) anhand von Balkendiagrammen visualisiert.

4.17. AKkreditierung

Die CCI-Operationen wurden von meiner Kollegin Dr. med. Anne Sebastiani durchgefiihrt,
da ich die Applikation des Impaktors krankheitsbedingt nicht optimal ausfiihren kann und
somit die Reproduzierbarkeit des SHT nicht gewéhrleistet ist. Die PCR-Laufe wurden von
meiner Kollegin Dana Pieter aus demselben Grund pipettiert. Aus logistischen Griinden

tibernahm mein Kollege Tobias Hirnet die i.v.-Injektionen.
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5. Ergebnisse

Im Folgenden sind die Ergebnisse der unter 4.2. und 4.15. beschriebenen Untersuchungen
dargestellt. Alle Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung anhand von

Balkendiagrammen dargestellt.

5.1. Verifizierung der knock-out Miuse

5.1.1. p7SNTR

Proben der Tiere (KO und WT) aus den unter 4.15.2. beschriebenen Versuchen wurden im
Western Blot Verfahren mit einem Antikorper gegen den p75NTR untersucht. Der Antikorper
bindet im transmembrandsen bzw. zytoplasmatischen Teil des p75NTR und hat keine
Spezifikation fiir die Neurotrophin-Bindungsstelle, sodass er alle p75NTR-Isoformen
detektiert. In beiden Genotypen konnte eine vergleichbare Expression des p75SNTR-Proteins

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Die mRNA-Expression des p7SNTR im nativen Gehirn unterscheidet sich in den einzelnen
Genotypen der p75NTR Maiuse. Ausgehend vom WT kommt es zu einer 49,8 %-igen
Reduktion der Expression in HE-Tieren, wohingegen keine p75ntr mRNA in KO-Tieren
detektiert werden kann (Abb. 26) (WT: 1,34x107 +4,89x10™; HE: 6,75x10™ + 5,59x10™; KO:
0,0 +0,0).

0,0020 4

0,0015 < ‘{

0,0010 <

0,0005 <

0,0000

p75NTR mRNA Expression [Kopien/PPIA]

WT HE KO

Abbildung 26: p75ntr mRNA-Expression in den unterschiedlichen p7SNTR-Genotypen
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Auch in den Méusen, die in den unter 4.15.2. beschriebenen Versuchen eingesetzt wurden,

zeigt sich dasselbe Resultat (s. 5.3.4).

5.1.2. Sortilin

Bei den nativen Sortilin-KO-Tieren aus 4.15.5.3. kann im Gegensatz zu den nativen Sortilin-
WT-Tieren keine Bande mit der fiir Sortilin typischen Grofe von 95 kDa im Western Blot
detektiert werden. Eine schwache Bande bei ca. 85 kDa sieht man nur im KO-Tier (Abb. 27).

Sortilin *

GAPDH | S

KO WT

Abbildung 27: Western Blot Analyse zur Verifizierung des Sortilin-KO
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5.2. Zeitreihe zur Protein-Expression von p75NTR, Sortilin und o2-

Spectrin

Weiterhin wurde iiberpriift, ob die Ergebnisse der kortikalen mRNA-Expression des p75SNTR
und des Sortilin-Rezeptors aus der in unserem Labor durchgefiihrten Zeitreihe (s. 2.3.) auch
auf Proteinebene zu iibertragen sind. Zusétzlich wurde die Protein-Expression des bei
Zelluntergang entstehenden 145 kDa/ 150 kDa-groBen a2-Spectrin-Spaltfragments (250)
mittels Western Blot untersucht. Es wurden jeweils 50 pg Protein eingesetzt. Dargestellt sind
die Ergebnisse der densitometrischen Analyse mit Hilfe der Image Studio Lite Software

jeweils in % nativ. Alle Werte wurden gegen GAPDH normalisiert.

5.2.1. Protein-Expression p7SNTR

Die p75NTR-Expression ist 24h nach CCI um 51,5% im Vergleich zum nativen
Grundzustand gestiegen (nativ: 100,0 +21,4; 1d: 151,5 + 30,4; p = 0,032). Nach weiteren 4 d
besteht noch eine um 16,0 % erhohte Expression (5d: 116,0 = 32,9; p = 0,548) (Abb. 28).
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p75NTR-Protein-Expression [%nativ]

nativ 1d 5d

Abbildung 28: p7SNTR-Protein-Expression an Tag 1 und 5 nach CCI in % nativ
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5.2.2. Protein-Expression Sortilin

1 d nach experimentellem SHT kann man einen signifikanten 42,2 %igen Anstieg der
Sortilin-Expression erkennen (nativ: 100,0 + 15,5; 1d: 142,2 £ 28,8; p = 0,042). 5 d nach dem
operativen Eingriff ist der Wert wieder 4dhnlich dem nativen Ausgangswert

(5 d: 108,6 + 28,8; p = 1,000) (Abb. 29).

200 *
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Abbildung 29: Sortilin-Protein-Expression an Tag 1 und S nach CCI in % nativ

5.2.3. Protein-Expression a2-Spectrin-Spaltfragment (145 kDa / 150 kDa)

Calpain induziert die Spaltung der a2-Untereinheit des submembrandsen Zytoskelettproteins
a2-Spectrin. Das daraus resultierende Fragment hat eine GroB3e von 145 kDa/ 150 kDa und
kann als Zelltodmarker angesehen werden. Im Vergleich zum Nativtier kommt es zu einer um
414,0 % (nativ: 100,0 +£23,2; 1d: 514,0+86,6; p=0,016) erhohten Expression des
145 kDa / 150 kDa-Spaltfragments, die auch 5 d nach SHT noch um 317,3 % gesteigert ist
(5d:417,3+130,4; p=10,016) (Abb. 30).
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Abbildung 30: a2-Spectrin-Fragment-Protein-Expression an Tag 1 und 5 nach CCI in % nativ
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5.3. Einfluss einer genetischen Defizienz des p7SNTR nach SHT

Im Folgenden werden die Ergebnisse dargestellt, die bei den unter 4.15.2. vorgestellten

Versuchen erhoben wurden

5.3.1. Motorfunktionsanalyse

5.3.1.1. Neuroscore

Bei der Analyse des Neuroscores werden die an Tag 1 und Tag 5 nach CCI erhobenen
Punktzahlen mit den Werten verglichen, die die Tiere vor der OP erreicht haben. 1 d (WT:
-8,1+3,3; KO:-7,2+2,0;p=0,468) und 5d nach CCI (WT:-6,5+3,1; KO:-6,5+2,9;
p=1,000) zeigen KO-Tiere und ihre WT-Wurfgeschwister eine &dhnliche postoperative
Beeintriachtigung im Neuroscore (Abb. 31).

Neuroscore
Differenz zu Pra-OP [NSS Punkte]
(-]

10

12 4

-14 4 —awt

-16

1d 5d

Abbildung 31: Neuroscore p7SNTR 1d und 5 d

5.3.1.2. Rota-Rod

Vergleicht man die Zeit, die die Tiere sich 1 Tag bzw. 5 Tage nach CCI auf dem Rota-Rod
halten konnen mit dem préoperativ erfassten Wert, stellt sich heraus, dass die
Verschlechterung der motorischen Funktion bei den KO-Tieren (1d:-38,4+25,22; 5d:
-28,1 = 21,1) geringer als bei den WT-Tieren (1d: -72,1 &+ 33,1; 5d: -42,1 £ 41,45) ausfillt. An
Tag 1 ist dieser Unterschied signifikant (1d: p = 0,045; 5d: p =0,472) (Abb. 32).
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Abbildung 32: Rota-Rod Analyse p7SNTR 1 dund 5 d

5.3.2. Gewichtsentwicklung

Die Analyse der Gewichtsentwicklung der Tiere nach CCI in % des préoperativen

Ausgangsgewichts ergibt, dass sie 24 h nach der OP im Mittel bis zu 11 % ihres KGW

verlieren jedoch im Verlauf der Zeit bis zu Tag 5 nach CCI wieder an Gewicht zulegen.

Nach 24 h haben die KO-Tiere signifikant weniger Gewicht verloren als ihre WT-
Wurfgeschwister (WT: -11,6 = 3,1; KO: -5,6 +£4,0; p=0,004). Dieser Unterschied besteht

auch an Tag 5 als Trend noch (WT: -7,2 £5,2; KO: -2,6 + 5,2; p=0,054) (Abb. 33).

Gewichtsverlust [% pra OP Gewicht]

—

* %

1d

5d

Abbildung 33: Gewichtsentwicklung p7SNTR 1 d und 5 d
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5.3.3. Kontusionsvolumen

Das anhand Kresylviolett-gefarbter Kryoschnitte ausgemessene Lasionsvolumen (ungefarbtes
Areal s. Abb. 35 und 35) unterscheidet sich zwischen KO- und WT-Tieren signifikant. Nach
24 h kommt es bei den KO-Tieren zu einer Reduktion des Schadensareals um 21,2 %

(WT: 46,3 + 7,3; KO: 36,4 + 4,7; p = 0,007).
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Abbildung 34: Kontusionsvolumen p7SNTR 24 h (Nissl-Féirbung)

5 d nach experimentellem SHT ist der Schaden im KO-Tier um 29,2 % (WT: 24,1 £6,7;
KO: 17:0 £5,2; p=0,031) kleiner als im WT-Tier.
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Abbildung 35: Kontusionsvolumen p75NTR 5 d (Nissl-Firbung)
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5.3.4. mRNA-Expression

Die mRNA wurde wie unter 4.11. beschrieben aus den caudalen ipsilateralen Quadranten
extrahiert. Alle mittels qRT-PCR erhobenen Werte (Kopien / Ppia) werden als % nativ WT
ausgedriickt. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen sind auf die erste

Nachkommastelle gekiirzt.

5.3.4.1. Inflammation

Nach experimentellem SHT kommt es zu einem Anstieg der Zytokine Interleukin 1 beta
(il-1p), il-6; und tnfa sowie der induzierbaren Stickstoffsynthase (inos) im perikontusionalen
Gewebe. Dieser Anstieg erfolgt in beiden Genotypen sowohl 24 h als auch 5 d nach CCL
Nach 24 h ist kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen zu erkennen
(Abb. 36). Allerdings wird nach 5 d i/-6 in den KO-Tieren signifikant weniger exprimiert als
in den WT-Wurfgeschwistern (p =0,031). Die anderen Inflammationsparameter zeigen im

Trend eine vergleichbare Regulation nach 5 d (Abb. 37).

o wr
I KO
iNOS
TNFa
IL6 ‘
IL-1b

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000
mRNA Expression [% nativ WT]

Abbildung 36: Inflammationsparameter p75SNTR 24 h
@l-1: WT = 1216,1£321,5; KO = 1588,8+9129; p=0,690 / il-6: WT = 549414 32355;

KO =6563,0 + 5825,6; p=1,000 / tnfa: WT = 6812,2+1677,8; KO = 8414,8 +4365,2; p=0,421 / inos:
WT =271,3 £ 84,6; KO = 348,1 £ 164,1; p=10,690)



5. Ergebnisse 92

—wr
I Ko

iNOS

“ ——

IL1b

o
Lo |

4000 6000 8000

0 200 400 600 800
mRNA Expression [% nativ WT]

Abbildung 37:Inflammationsparameter p7SNTR S d

(il-1B: WT = 573,6 £ 139,1; KO = 509,6 = 139,4; p = 0,140 / il-6: WT = 4754 +273,8; KO = 2854 + 89.3;
p=0,031 / tnfo: WT = 6910,2+ 1240,8; KO = 57452+ 1620,6; p=0,140 / inos: WT = 462,5 + 140,4;
KO = 348,6 + 110,2; p = 0,070)

5.3.4.2. Neurotrophine und ihre Rezeptoren

Anhand der WT-Tiere kann man einen signifikanten Anstieg um 54,5 % in der mRNA-
Expression von p75NTR 24h nach experimentellem SHT feststellen (WT
nativ: 1,1 x 10%+1,2x 10° / WT 24 h post CCL: 1,7x 10*+1,5x 107; p=0,016). In
Abb. 38 sind die absoluten Werte angeben. 5 d nach OP kann man keine Verdnderung in der

Rezeptorexpression im Vergleich zum WT mehr nachweisen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 38: Expression des p7SNTR in WT-Tieren
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Fiir p75NTR kodierende mRNA kann bei den KO-Tieren im Gegensatz zu den WT-Tieren
nicht nachgewiesen werden. 24 h nach CCI kommt es zu einer Hochregulation von p75ntr
sowie der Neurotrophine bdnf und ngf im Vergleich zum nativen WT-Tier, wohingegen die
Expression der Neurotrophinrezeptoren sortilin, trk a und trk b herabreguliert wird. Zwischen

den Genotypen gibt es hierbei keine signifikanten Unterschiede (Abb. 39).
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Abbildung 39: Neurotrophine und ihre Rezeptoren p75SNTR 24 h

(75ntr: WT = 154,8+13,0; KO = 0,0+0,0; p=10,008 / sortilin: WT = 66,3+12,5; KO = 61,2+13,9;
p=0,584 / trka: WT = 40,5+ 24,5; KO = 80,0 £ 59,9, p=1,000 / trk b: WT = 80,6 + 13,7; KO = 84,9+ 8,9;
p=0,548 /ngf: WT =137,1 £44,9; KO =111,7+ 60,4; p = 0,548 / bdnf: WT =123,5 +36,2; KO=110,6 + 11,8;
p=0,841)



5. Ergebnisse 94

Nach lingerem Uberleben (5 d) ist nur noch ngf (um 38,6 % im WT- und um 70,1 % im KO-
Tier) starker exprimiert als im Nativtier. Die Genaktivierung von Trk B, Sortilin und BDNF
ist im KO-Tier im Vergleich zum WT-Tier signifikant verstirkt. Bei NGF liegt die gleiche
Situation im Trend vor (Abb. 40).

P75 NTR —H s =
Sortilin =_|__| :
v —
TE — ]
NGF
BDNF ]
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mRNA Expression [ % nativ WT]
Abbildung 40: Neurotrophine und ihre Rezeptoren p7SNTR 5 d
(@75ntr: WT =93,7+11,3; KO = 0,0+ 0,0; p<0,001 / sortilin: WT = 63,1 +6,5; KO=71,6+7,2; p=0,009/

trk a: WT= 79,4 + 33,9, KO = 93,6 +38,7; p=0,427 / trk b: WT = 92,0+ 9,8; KO = 105,1 + 10,7; p = 0,021 /
ngf WT = 138,6 = 33,9; KO = 170,1 + 32,7; p = 0,076 / bdnf: WT = 36,5 + 6,4; KO = 63,6 + 16,7; p < 0,001)



5. Ergebnisse 95

5.3.5. Western Blot

Die Proteine wurden wie unter 4.14. beschrieben aus den kranialen ipsilateralen Quadranten
extrahiert (nativ n=2; WT und KO je n=4) und jeweils 20 pg Protein aufgetragen. Die
densitometrisch erhobenen Werte wurden gegen GAPDH normalisiert und als % WT nativ
ausgedriickt. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen sind auf die erste

Nachkommastelle gekiirzt.

5.3.5.1. a2-Spectrin

In den p75NTR-Méusen kommt es 24 h nach CCI zu einer vermehrten Spaltung von a2-
Spectrin, sodass es infolgedessen zu einem 185 %-igen (WT: 285,3 + 25,8) bzw. 126 %-igen
(KO: 226,8 + 26,3) Anstieg seines 145 kDa / 150 kDa Spaltfragments kommt. Die Expression
des Zelltodmarkers ist signifikant geringer in den KO-Méusen als in ihren WT-

Wurfgeschwistern (p = 0,029) (Abb. 41).
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Abbildung 41: Spectrin Western Blot p7SNTR 24 h
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5.4. Einfluss einer pharmakologischen Inhibition des p7SNTR nach SHT

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse des unter 4.15.3. beschriebenen Versuchs
prasentiert. Bei der statistischen Auswertung liegt der Fokus auf dem Vergleich der

Kontrollgruppe (TAT-Ctrl) und der HD-Gruppe.

5.4.1. Neuroscore und Gewichtsentwicklung

Die Ergebnisse des Neuroscores zeigen, dass die Tiere im Vergleich zu den mit TAT-Ctrl
behandelten Tieren im Trend eine dosisabhédngige Verbesserung der Neuro-Motorfunktion
zeigen (TAT-Ctrl: 7,5+3,0; LD:6,4+2,6; HD:55+20; p(TAT-Ctrlvs. TATPep5
HD) =0,104) (Abb. 32).
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Abbildung 42: Neuroscore TATPep5 24h Abbildung 43: Gewichtsverlust TATPep5 24h

Fiir die Gewichtsentwicklung nach 24 h zeichnet sich ein &hnliches Bild ab, da die Tiere mit
zunehmender Dosis im Mittel weniger Gewicht gegeniiber den Kontrolltieren verlieren (TAT-
Ctrl: -1,3+0,9; LD: -1,0+0,8; HD: 0,8+0,7; p(TAT-Ctrl vs.TATPep5 HD)=0,092)
(Abb. 43).
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5.4.2. Kontusionsvolumen

Betrachtet man sich die Schadensgrofle anhand Kreyslviolett-gefarbter Kryoschnitte erkennt
man, dass die mit der hohen Dosis des p75NTR-Inhibtors TAT-Pep5 behandelten Tiere
verglichen mit den Kontrolltieren ein um 18,8 % signifikant verkleinertes Schadensareal
aufweisen (TAT-Ctrl: 47,0 = 7,4; HD: 38,2 £ 6,4; p=0,018). Die mit der 1 uM Dosis TAT-
Pep5 behandelten LD-Tiere weisen einen dhnlich grolen Schaden wie die Kontrolltiere auf

(LD: 46,9 + 11,6; p = 0,896) (Abb. 44).
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Abbildung 44: Kontusionsvolumen TAT-Pep5 24 h (Nissl-Firbung)



5. Ergebnisse 98

5.5. Einfluss einer pharmakologischen Inhibition des p7SNTR auf die

neurotoxische Wirkung von Propofol nach SHT

In den nachfolgenden Abschnitten 5.5.1. —5.5.3. werden die Ergebnisse der unter 4.15.4.2.
beschriebenen Versuche dargestellt. Da alle Tiere in dieser Studie TAT-Pep5 erhielten, liegt
der Unterschied zwischen den Gruppen darin, ob sie Propofol oder dessen Vehikelsubstanz
Lipofundin erhielten. Demgeméal werden die Gruppen im Verlauf dieser Arbeit als Propofol-

oder Lipofundin-Gruppe bezeichnet.

Ein Tier der Propofol-Gruppe wurde am ndchsten Morgen tot im Kéfig aufgefunden. Der
Kadaver war kalt und nicht mehr steif. Eine ausfiihrliche pathologisch-anatomische

Untersuchung wurde nicht durchgefiihrt.

5.5.1. Motorfunktionsanalyse und Gewichtsentwicklung

5.5.1.1. Neuroscore und Rota-Rod

Alle Tiere verschlechterten sich sowohl im Neuroscore- als auch beim Rota-Rod-Test infolge
des experimentellen SHT. Des Weiteren kann unabhéngig von den verabreichten
Testsubstanzen keine signifikante Verbesserung der Tiere von Tag 1 zu Tag 3 festgestellt

werden.

Analysiert man den Neuroscore, sicht man, dass die Tiere, die Propofol injiziert bekamen, im
Trend an Tag 1 (Lipofundin: 3,6 + 2,3; Propofol: 4,9 = 1,4; p = 0,095) und an Tag 3 nach CCI
(Lipofundin: 3,4 £+ 1,5; Propofol: 4,7 + 1,8; p = 0,124) eine schlechtere Punktzahl als die mit
Lipofundin behandelten Tiere aufweisen (Abb. 45).

[ TATPepS5+Lipofundin
I TATPep5+Propofol

Neuroscore [Punkte]
» o
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N
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Abbildung 45: Neuroscore TAT-Pep5 + Propofol nach 24 h und 72 h



5. Ergebnisse 99

Ein dhnliches Bild zeigt sich auch bei der Betrachtung der Ergebnisse des Rota-Rods. Die
Mause der Propofol-Gruppe halten sich sowohl an Tag 1 (Lipofundin: -14,8 + 13,7; Propofol:
-22,0 £ 19,8; p=10,175) als auch an Tag 3 (Lipofundin: -17,7 &+ 20,9; Propofol =-27,2 + 17,2;
p = 0,229) nach OP im Mittel weniger lang auf dem Rota-Rod als die Tiere der Lipofundin-
Gruppe (Abb. 46). Allerdings kann man hier statistisch keine Signifikanz oder einen Trend

erkennen.
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Abbildung 46: Rota-Rod TAT-Pep5 + Propofol nach 24 h und 72h

5.5.1.2. Gewichtsentwicklung

Allen Tieren gemein ist bei der Analyse der Gewichtsentwicklung, dass sie 24 h nach der OP
Gewicht verloren und von Tag 1 zu Tag 3 wieder zugelegt haben. Vergleicht man die Tiere
der Propofol-Gruppe statistisch mit den Tieren der Lipofundin-Gruppe ldsst sich weder an
Tag 1 (Lipofundin: -1,9 + 0,7; Propofol= -1,6 £0,5; p=0,294) noch an Tag 3(Lipofundin:
-1,5+0,9g; Propofol: -1,1 £0,5g; p=0,228) ein Trend oder eine Signifikanz ermitteln
(Abb. 47).

Gewichtsverlust [g]
N

] TATPepS+Lipofundin
@l TATPep5+Propofol
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Abbildung 47: Gewichtsentwicklung TAT-Pep5S + Propofol nach 24 hund 72 h
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5.5.2. Kontusionsvolumen

Das Kontusionsvolumen der untersuchten Tiere (s. 4.15.4.2.) unterscheidet sich zwischen den
beiden Gruppen 72 h nach CCI nicht signifikant voneinander (Lipofundin: 35.3 + 6.0 mm?;
Propofol: 35.9 = 7.9 mm?; p = 0,479) (Abb. 48).
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Abbildung 48: Kontusionsvolumen TAT-Pep5 + Propofol 72 h (Nissl-Firbung)
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5.5.3. mRNA-Expression

Die mRNA wurde wie unter 4.11. beschrieben aus den caudalen ipsilateralen Quadranten
extrahiert. Alle mittels qRT-PCR erhobenen Werte wurden gegen das Housekeeping-Gen
PPIA normalisiert und sind als Absolutzahlen aufgefiihrt. Die angegebenen Mittelwerte und

Standardabweichungen sind auf die zweite bzw. dritte Nachkommastelle gekiirzt.

5.5.3.1. Inflammation

Die in der qRT-PCR untersuchten Zytokine il-15, il-6 und tnfo. sowie das Enzym inos zeigen
in ihrer Expression keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden

Behandlungsgruppen (Abb. 49).

I TAT-Pep5 + Propofol

o _H:

e _t
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MRNA-Expression [Kopien/PPIA]
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Abbildung 49: Inflammationsparameter TAT-Pep5 + Propofol 72 h

(il-1p: Lipofundin = 0,02 £ 0,008; Propofol = 0,02 + 0,007; p = 0,222 / il-6: Lipofundin 0,004 + 0,002;
Propofol = 0,003 + 0,002; p = 0,555 / tnfa: Lipofundin = 0,0002 £ 0,00006; Propofol = 0,0002 + 0,00008;
p = 0,340/ inos: Lipofundin = 0,02 + 0,002; Propofol = 0,02 + 0,003; p = 0,974)
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5.5.3.2. Neurotrophine und ihre Rezeptoren

Bei der Analyse der mRNA-Expression von bdnf als auch von trk b und p75ntr zeigt sich,
dass die mit Propofol behandelten Tiere im Trend mehr bdnf'im Gegensatz zur Vehikelgruppe

exprimieren (Abb. 50).

1 TAT-Pep5 + Lipofundin
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Abbildung 50: Neurotrophine und ihre Rezeptoren TAT-Pep5 + Propofol 72 h

(bdnf: Lipofundin = 0,90 +0,14; Propofol = 1,15+0,36; p=0,053 / trk b: Lipofundin = 0,10 +0,03;
Propofol = 0,11 £ 0,02; p = 0,277 / p75ntr: Lipofundin = 0,02 £ 0,004; Propofol = 0,02 = 0,004; p = 0,926 )
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5.5.4. Western Blot

Fiir die Auswertung der Proteinanalyse wurden die vorderen ipsilateralen Quadranten der aus
Versuch 4.15.4.3. gewonnenen Proben lysiert und im Western Blot auf das
145 kDa / 150 kDa-grofle a2-Spectrin-Spaltfragment untersucht. 6 h nach Propofol-Injektion
und somit 30 h nach CCI kommt es zu einem signifikanten Anstieg des a2-Spectrin-
Fragments in der Propofol-Gruppe (0,56 +0,12) verglichen mit den Vehikel-behandelten
Tieren (0,29 +0,02; p =0,023). Gibt man den Tieren vor der Propofol-Injektion zusétzlich
den p75NTR-Inhibtor TAT-Pep5 kommt es im Trend zu einer Reduktion des
145 kDa/ 150 kDa Fragments im Vergleich zur Propofol-Gruppe (0,38 +0,08; p=0,123)
(Abb. 51).
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Abbildung 51: Spectrin-WB TAT-PepS5+Propofol 30 h
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5.6. Einfluss einer genetischen Deletion des p7SNTR-Co-Rezeptors Sortilin
nach SHT

In diesem Abschnitt werden die Auswirkungen einer genetischen Deletion des Sortilin-
Rezeptors, der als Co-Rezeptor fiir p7SNTR fungiert, auf den Sekundirschaden nach SHT am
Mausmodell untersucht. Die Ergebnisse gehen aus den unter 4.15.5. beschriebenen Versuchen

hervor und sind analog zu den Versuchen beziiglich der Rolle von p75NTR aufgebaut.

5.6.1. Motorfunktionsanalyse

5.6.1.1. Neuroscore

Sowohl die Sortilin-WT- als auch die Sortilin-KO-Tiere weisen alle einen Ausgangswert von
0 Punkten auf, sodass im Diagramm nur die Werte von Tag 1 und Tag 5 aufgefiihrt sind.
Weder an Tag 1 (WT: 5,8 +£3,2; KO: 5,0£2,1; p=0,969) noch an Tag 5 (WT: 2,3 £ 1,6;
KO: 2,3 £1,6; p=0,969) ergeben sich signifikante Unterschiede fiir den NSS zwischen den
Genotypen (Abb. 52).
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Abbildung 52: Neuroscore Sortilin mach1 dund 5d
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5.6.1.2. Rota-Rod

Auch bei der Analyse der Rota-Rod Daten kann man keine Unterschiede in der Motorfunktion
zwischen beiden Gruppen feststellen (Tagl: WT = -46.3 £ 33,7; KO = 46,4 + 30,1; p = 0,596,
Tag5: WT =-39,3 £32,9, KO =-40,9 £ 24,8, p = 0,650). Dargestellt ist jeweils die Differenz
zwischen den an Tag 1 bzw. 5 erzielten Zeiten und dem Mittelwert der pridoperativ erhobenen

Daten (Abb. 53).
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Abbildung 53: Rota-Rod Sortilin nach 1 d und 5 d

5.6.1.3. Gewichtsentwicklung

An Tag 1 nehmen die Tiere im Mittel ca. 10 % ihres Startgewichts ab. Fiinf Tage nach OP
ndhern sie sich wieder ihrem Normalgewicht. Die Sortilin-WT-Tiere nehmen dabei ca. 58 %,
die KO-Tiere ca. 43 % des verlorenen Gewichts wieder zu (Tagl: WT = -10,1 £2,2;
KO= -9,5+3,7,p=0,571; Tag5: WT =-42+ 3,7, KO=-5,7+1,7; p=0,427) (Abb. 54).
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Abbildung 54: Gewicht Sortilin nach 1 dund 5 d



5. Ergebnisse 106

5.6.2. Kontusionsvolumen

Das anhand von Nissl gefdrbten Schnitten berechnete Schadensareal ist in seiner Grofle
sowohl 24 h (WT: 26,3+4,6; KO: 233+4.2; p=0,345) (Abb.55) als auch 5d
(WT: 12,7+2,1; KO: 14,2+ 4,1; p=0,623) (Abb. 56) nach SHT zwischen beiden Genotypen
nicht signifikant unterschiedlich.
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Abbildung 55: Kontusionsvolumen Sortilin 24 h  (Nissl-Fiarbung)
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Abbildung 56: Kontusionsvolumen Sortilin 5 d (Nissl-Firbung)
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5.6.3. mRNA-Expression

Aus den Cortex-Proben, die in dem unter 4.15.5.2. beschriebenen Versuch gewonnen wurden,
wurde die mRNA extrahiert und mittels gRT-PCR die Expression der

Inflammationsparameter sowie die der Neurotrophine und ihrer Rezeptoren bestimmt.

5.6.3.1. Inflammation

Sowohl bei den WT- als auch bei den KO-Tieren ldsst sich ein Anstieg der untersuchten
Inflammationsparameter im Vergleich mit nativen Sortilin-WT-Tieren konstatieren. i/-6 ist in
den KO-Tieren im Trend stirker exprimiert als in deren WT-Wurfgeschwistern
(WT:2047,6 £1392,6; KO:3613.1+675,5; p=0,063) wohingegen bei il-I1f
(WT: 5117,6 £2301,4; KO: 4252,6+2095,3; p=0,413), tnfa (WT:2183,2+728,0;
K0:2669,3 +375,7; p=0,310) und inos (WT:277,2 +101,2; KO: 317,7 + 159,2; p=10,730)

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen zu verzeichnen sind (Abb. 57).
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Abbildung 57: Inflammationsparameter Sortilin 24 h
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5.6.3.2. Neurotrophine und ihre Rezeptoren

24h nach SHT kann man sowohl in Sortilin-KO als auch in den korrespondierenden
Wurfgeschwistern eine Expressionssteigerung von p75SNTR um ca. 100 % im Vergleich zum
nativen Sortilin-WT-Tier sehen, jedoch ist dieser Anstieg in beiden Genotypen gleich stark
ausgepriagt (WT: 202,7+109,9; KO: 196,5+79,7; p=1,000). Betrachtet man sich die
Rohwerte der p75NTR-Expression nach SHT kann man auch hier zwischen Sortilin-WT-
(0,0987 £ 0,0519 Kopien / ppia) und Sortilin-KO-Tieren (0,0928 +0,0377 Kopien / ppia)
keinen signifikanten Unterschied (p =1,000) feststellen (Daten nicht gezeigt). Bei der
Analyse des mRNA-Expressionsmusters der Neurotrophine NGF (WT: 220,3 £57,1;
KO: 266,0 £ 68,8; p=0,151) und BDNF (WT: 78,211 + 10,3; KO: 97,3 +22,5; p=10,310)
sowie des Trk B Rezeptors (WT: 73,0 £ 12,2; KO: 79,2 £ 22.8; p = 1,000) kann zwischen den
Sortilin-KO-Tieren und ihren WT-Wurfgeschwistern kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden (Abb. 58). In den vorliegenden Cortex-Proben lag das Expressionslevel

von trk a unter der Detektionsgrenze, sodass hierfiir keine Daten vorliegen.
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Abbildung 58: Neurotrophine und ihre Rezeptoren Sortilin 24 h
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6. Diskussion

6.1. Verifizierung knock-out Maus

6.1.1. p7SNTR

Die durchgefiihrte Western Blot Analyse mit einem gegen p75NTR gerichteten Antikorper
bringt hier erwartungsgemaf kein eindeutiges Ergebnis, da die KO-Tiere nur eine funktionell
verdnderte Isoform des p75NTR aufweisen, der lediglich die Bindungsstelle fiir die
Neurotrophine fehlt (227). Der verwendete Antikdrper bindet jedoch in einem anderen

Bereich des Rezeptors und detektiert somit beide Isoformen.

Die mRNA-Analyse zeigt bereits im HE-Tier eine fast 50 %-ige Reduktion der
Rezeptorexpression. Die eingesetzten Primer sind so konzipiert, dass sie im Bereich des
Exon 3 binden. Da aus den Proben der KO-Tiere kein Produkt gebildet wird, kann davon
ausgegangen werden, dass diesen Tieren die funktionelle Neurotrophin-bindende Einheit des

Rezeptors fehlt.

6.1.2. Sortilin

In den Sortilin-KO-Tieren kommt es anders als bei den p75NTR-KO-Tieren zu einer
kompletten Deletion des Rezeptors (18). Der Nachweis, dass in den verwendeten Tieren kein
Sortilin-Protein exprimiert wird, erfolgt mittels Western Blot. Allen untersuchten nativen KO-
Tieren fehlt die mit einer Grof3e von 95 kDa fiir Sortilin spezifische Bande. Allerdings weisen
die Tiere im Vergleich zu ihren nativen WT-Wurfgeschwistern eine schmale schwache Bande
bei ca. 85 kDa auf. Eventuell konnte es sich hier um ein trunkiertes Protein handeln. Ob dies

funktionsfahig ist, ist fragwiirdig und wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht.
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6.2. Zeitreihe zur Protein-Expression von p75NTR, Sortilin und o2-

Spectrin

Im Verlauf der Ausbildung des Sekundirschadens kommt es zu vielfaltigen Verdnderungen
der Proteinhomdostase der Zellen. Um das Expressionsmuster von Neurotrophinen und ihren
Rezeptoren zu untersuchen, ist es sinnvoll sowohl die mRNA mittels qRT-PCR als auch den
Proteinnachweis im Western Blot zu untersuchen, da somit auch eventuelle post-translationale

Verdnderungen beriicksichtigt werden konnen.

P75NTR spielt eine wichtige Rolle wahrend der Synaptogenese, im adulten Gehirn ist der
Rezeptor dagegen gering exprimiert (251). Erst unter pathologischen Konditionen wie
Ischidmie, Riickenmarks- oder Faszialisnerv-Verletzungen (153, 252, 253) konnte eine erneute
verstdrkte Expression festgestellt werden. Fiir das SHT-Modell zeigen Voruntersuchungen
unserer Arbeitsgruppe einen starken Anstieg der fir p75NTR kodierenden mRNA. Der
Protein-Nachweis mittels Western Blot bestédrkt die Hypothese, dass sowohl in der Friihphase
als auch im weiteren Verlauf nach SHT dhnlich wie nach anderen zerebralen Insulten der
Neurotrophinrezeptor im Gehirn erneut hochreguliert ist und ithm somit eine Bedeutung bei

der Entstehung sekundirer Schdden zukommt (12, 94).

Die gesteigerte Protein-Expression von Sortilin bekraftigt dessen Funktion als Co-Rezeptor
von p75NTR bei der Auslosung des apoptotischen Signalwegs besonders in der Akutphase
nach SHT (254). Die Diskrepanz zwischen der Analyse der mRNA-Expression und dem
Nachweis des Sortilin-Proteins konnte in den unterschiedlichen Halbwertszeiten liegen, da die

der mRNA stark variiert und die des Proteins mit 48-72h verhéltnismaBig lang ist (255, 256).

Viele Arten der Zellschidigung gehen mit einem vermehrten Kalzium-Einstrom einher.
Infolgedessen spalten Calpaine den Zytoskelettbestandteil a2-Spectrin. Dies fiithrt zu einer
Ansammlung seines 145 kDa/ 150 kDa-Spaltfragments (257). Der enorme Anstieg dieses
Zelltodmarkers belegt, dass der programmierte Abbau stiitzender Zellfilamente,
gekennzeichnet durch die Calpain-Aktivitdt, als wichtiger Effektor in der posttraumatischen

apoptotischen Entwicklung herangezogen werden kann (258).
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6.3. Einfluss einer genetischen Defizienz des p7SNTR nach SHT

Um herauszufinden, ob die gesteigerte Expression des p75NTR von Belang fiir die
Sekundérschadensentwicklung nach SHT ist und ob dies durch die Bindung von
Neurotrophinen vermittelt ist, wurde in der vorliegenden Arbeit Méusen ein CCI appliziert,
die durch einen Verlust der Neurotrophin-Bindungsstelle gekennzeichnet sind (s. 4.2.2.). Eine
weitere beschriebene Maus-Mutante weist eine Verdnderung im Exon 4 des fiir p75SNTR
kodierenden Genabschnitts auf und soll im Gegensatz zur Exon 3-Mutante keine verkiirzte
Splicing-Variante des Rezeptors ausbilden (s-p75NTR), deren Bedeutung nicht abschlieBend
geklart ist (259). Allerdings konnte auch in den Exon 4-Méusen die Bildung eines trunkierten
Proteins nachgewiesen werden, das zudem p75NTR-vermittelte apoptotische Signalkaskaden
auszuldsen vermag (Aktivierung von JNK-3 und Spaltung von Pro-Caspase-3) (260). In der
vorliegenden Arbeit steht die Wechselwirkung der Neurotrophine mit dem p75NTR im Fokus
des Interesses, sodass die gewidhlte Maus-Mutante die notigen Eigenschaften besitzt und
gleichzeitig der negative systemische FEinfluss im Vergleich mit der Exon 4-Mutante
gemindert ist (228). Die Deletion des Exon 3 von p75NTR der eingesetzten Tiere wurde in
der qRT-PCR erneut verifiziert.

Die duale Funktion von p75NTR spiegelt sich bereits speziesspezifisch wéhrend der
Entwicklung des Nervengeflechts wider. Wihrend p7SNTR im Frosch das Uberleben von
retinalen Neuronen fordert (261), fithrt es im Huhn zu deren Absterben (262).

Die synaptische Plastizitit wird insbesondere durch das Gegenspiel der als Liganden
fungierenden Neurotrophine und deren unprozessierten Pro-Formen mit ihren
korrespondierenden Rezeptoren p75NTR sowie Trk A und B bedingt (263). Unsere
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass es nach CCI zu einer Dysregulation der Neurotrophine und
ihrer Rezeptoren kommt, wobei p75SNTR und NGF stark erhoht sind (94). Der in dieser
Zeitreihenanalyse beschriebene signifikante Anstieg der Expression von p75NTR 24 h nach
CCI im WT wird mit den vorliegenden Daten bestdtigt und stimmt mit weiteren Studien
iiberein, die einen Anstieg des Rezeptors sowie von proNGF nach neuronaler Schidigung

proklamieren (264-266).

Die genetische Modulation der Neurotrophin-Bindungsstelle des p75NTR fiihrt zu einer
Reduktion des Kontusionsvolumens in der Akutphase 24 h und auch nach einer verldngerten
Uberlebenszeit von 5 d nach CCI. Dies lisst darauf schlieBen, dass die Signalkaskaden, die
durch diese Verbindung ausgelost werden wesentlich zur Ausbildung des sekundéren

Schadens beitragen. Diese Hypothese wird durch die Ergebnisse der folgenden Studien
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gestiitzt: Griesmaier et al. konstatiert ein verkleinertes Léasionsvolumen in einem
Exzitotoxizitdtsmodell an perinatalen p7SNTR-KO-Tieren, wobei dies nur auf die ménnlichen
nicht aber auf die weiblichen Tiere zutraf (267). Dieser geschlechtsspezifische Unterschied
war in der hier vorliegenden Arbeit nicht nachzuvollziehen. Die Bedeutung von p75NTR nach
Ischdmie wird aufgrund einer durch oxidativen Stress bedingten verstirkten Expression des
Rezeptors als auch durch verringertes Infarktvolumen in p75NTR-KO-Tieren beschrieben
(131). Zuletzt ist auch die Regeneration von Motorneuronen nach Schddigung in p75NTR-
KO-Tieren beschleunigt (268).

Die Elimination der Neurotrophin-Bindungsstelle manifestiert sich auch in einem positiven
Einfluss auf die motorische Funktion nach SHT. In der Friihphase nach CCI ist die
Beeintrachtigung der Lokomotion und Koordination durch das SHT am groften, was sich in
den erhohten Neuroscore-Werten in den Ergebnissen dieser und anderer Arbeiten
widerspiegelt (269-271). Zu diesem Zeitpunkt erzielen die KO-Tiere auBBerdem signifikant
bessere Werte auf dem Rota-Rod. Dies stimmt mit den Resultaten anderer Arbeitsgruppen
iiberein, die eine verbesserte Motorfunktion nach Hemmung des p75NTR durch Antisense-
Peptid-Nukleinsduren oder LMI11A-31 (s. 6.4.) im Amyotrophen Lateralsklerose- und
Riickenmarkverletzungs-Modell zeigen konnten (272, 273).

Die Entstehung des sekunddren Schadens ist sowohl durch nekrotischen als auch durch
apoptotischen Zellverlust gekennzeichnet. Zur Bestdtigung der histologischen Befunde und
als mechanistischen FErkldrungsansatz kann man daher die Aktivitdit von Calpainen
untersuchen, die nach SHT und Ischdmie gesteigert ist (274, 275). Durch erhéhten Kalzium-
Ionen-Influx spalten Calpaine enzymatisch Zytoskelettbestandteile wie Aktin oder o2-
Spectrin (250, 257, 276). Der verminderte Nachweis des 145 kDa/ 150 kDa-grofen a2-
Spectrin-Fragments 24 h nach CCI im KO-Tier weist darauf hin, dass die Bindung von
Neurotrophinen an p75SNTR zu einer Destabilisierung der Zelle fiihrt. Die Chopper-Doméne
von p75NTR scheint dabei mafgeblich an der Aktivierung von Calpainen beteiligt zu sein
(139). Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition von Calpainen direkt oder von p75SNTR
auch bei anderen Neuropathien wie Alzheimer und Ischimie das Absterben von Neuronen
verhindert (277, 278). Da der Nachweis von a2-Spectrin-Spaltfragmenten im Liquor mit der
Schwere des SHT in menschlichen Probanden korreliert, werden sie als potentielle Biomarker
beschrieben und werden auch als solche bei neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer

diskutiert (279, 280).
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Der Zelluntergang, der mit dem sekundidren Schadenswachstum einhergeht, ist von einer
starken Immunantwort begleitet (281). Diese setzt unmittelbar nach der priméren
Gewebeschiddigung ein und ist nach Riickenmarksverletzungen bis zu einem halben Jahr
nachweisbar (282, 283). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dass il-1p, il-6, tnfa
und inos in der Akutphase ihren Peak haben und auch nach 5 d noch weit {iber dem nativen
Niveau liegen. Inwieweit dies zu einer zusétzlichen Gewebeschidigung beitrdgt oder als
Reparaturmechanismus dient, muss differenziert betrachtet werden (284). Die hier
untersuchten Zytokine konnen als reprasentative posttraumatische Inflammations-Indikatoren
angesehen werden (285), da sie auch in humanem Gewebe von SHT-Patienten stark erh6ht
vorliegen und dartiiber hinaus die mRNA-Level mit der Expression des jeweiligen Proteins
korrelieren (286). Erhohte IL-1B-Werte werden iiberdies in Zusammenhang mit dem
Absterben hippocampaler Neurone gebracht (287). Besonders im Verlauf der Zeit von 5 d
nach CCI weisen die p75NTR-KO-Tiere eine verminderte Immunantwort im Vergleich zu
ithren WT-Wurfgeschwistern auf. Obwohl die Hemmung von p75NTR auch in anderen
Studien zu einer Beeintrachtigung der Inflammation gefiihrt hat (288, 289), ist in diesem Fall
weniger von einer direkten Beeinflussung auszugehen sondern eher davon, dass die
verminderte SchadensgroBBe weniger Entziindungsreaktion hervorruft. Insbesondere da
Quellen einen Zusammenhang zwischen Lésions- bzw. Infarktvolumen und erhdhten Zytokin-

Werten angeben (290, 291).

Die iibermédBige Expressionssteigerung von p75NTR und dessen Aktivierung durch Pro-
Neurotrophine werden begleitet von einer Dysregulation der Neurotrophine sowie der
neurotrophen Trk-Rezeptoren im perikontusionalen Gewebe. Ein Ungleichgewicht zwischen
Neurotrophinen und ihren Pro-Formen fiihrt vermehrt zu Neurodegeneration (292, 293). In
Abwesenheit von funktionierendem p75NTR sind die Expressionslevel von bdnf und dessen
korrespondierenden Rezeptor #rk b erhoht. Dies deutet auf eine schneller einsetzende
Regeneration aufgrund von Aktivierung neurotropher Mechanismen hin (294). Entweder ist
dieser Effekt 4dhnlich der verringerten Zytokin-Produktion auf dem kleineren
Schadensvolumen begriindet oder auf der Tatsache, dass die Neurotrophinrezeptoren sich
gegenseitig beeinflussen. So kommt es z.B. nach Status epilepticus zu einem Switch von Trk
B zu p75NTR (295). Ist p75NTR wie im vorliegenden Fall nicht funktionsfahig, wiirde dieser
Umschwung nicht zu vermehrter Apoptose fithren und Trk B wire in seiner Funktion weniger
eingeschriinkt. Eine Uberexpression von Trk A ist iiberdies in der Lage, den
entwicklungsbedingten p75NTR-vermittelten Tod von Neuronen zu unterbinden (296).

Masoudi et al. unterstiitzen die aufgefiihrte Hypothese, dass die neuroprotektive Wirkung der
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Neurotrophine stark vom Expressionsverhdltnis von p75NTR und den Trk-Rezeptoren

abhéngt (297).

Abb. 59 verdeutlicht zusammenfassend die zentrale Relevanz von p75SNTR nach SHT. Die
gesteigerte Ausschiittung von Pro-Neurotrophinen in Kombination mit deren unzureichender
Spaltung in ihre mature Form fiihrt dazu, dass sie als Liganden von vermehrt an der
Zelloberflache exprimiertem p75NTR fungieren und verstirkt Apoptose ausldsen. Durch die
zeitgleiche Herunterregulation der Trk-Rezeptoren werden Signalwege, die Zellwachstum und
—differenzierung fordern in geringerem Male aktiviert. Dies fiihrt letztendlich zur
VergroBerung des sekundidren Schadens aufgrund des Ungleichgewichts von pro-

apoptotischen und neurotrophen Faktoren.

SHT

p75NTR

Trk-Rezeptor

Pro-Neurotrophin

matures Neurotrophin

'\U(X)&m-u

Enzym (z.B. Plasmin)

N\
Zellwachstum |1

und -differenzierung

Abbildung 59: Einfluss des SHT auf die Funktionsweise von p7SNTR

P75NTR steht auch im Zusammenhang mit veterindrmedizinisch relevanten
Krankheitsbildern. /n vitro Studien zeigen eine iiberschieBende Expression des Rezeptors bei
spongioformen Encephalopathien und liefern Ansatzpunkte, dass die neurotoxische und
apoptotische Wirkung des Prionen Peptids (PrP) 106-126 iiber einen p75NTR-vermittelten
Signalweg ausgelost wird (298, 299). Zudem wurde p75NTR als Rezeptor fiir das
Glykoprotein des Tollwut-Virus identifiziert. Zwar trigt der Neurotrophinrezeptor zur
Infektion von neuronalen Zellen und der Internalisierung des Virus bei (300), scheint hierbei

aber nicht der einzige ausschlaggebende Faktor zu sein (301).
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Letztendlich ist die Ubertragbarkeit der aus Tierversuchen gewonnen Ergebnisse auf den
Menschen mitunter schwer (302-304). Der Tierversuch ist allerdings unumgéinglich und das
in dieser Arbeit verwendete SHT-Modell ist aufgrund seiner unter 2.2.4. beschrieben Vorteile

gut dafiir geeignet zu helfen, grundlegende Mechanismen aufzukléren.

6.4. Einfluss einer pharmakologischen Inhibition des p7SNTR nach SHT

Um den Mechanismus ndher zu beleuchten, der infolge der p75NTR-Aktivierung zur
Entstehung des Sekundirschadens fiihrt und diesen in eine in der Praxis anwendbare
Therapieoption zu {iberfilhren, wurde die Auswirkung einer TAT-Pep5 Gabe nach

experimentellem SHT untersucht.

TAT-Pep5 ist ein pharmakologischer Inhibitor von p75NTR und gehort zur Klasse der TAT-
Fusionsproteine. Der TAT-Anteil ist dem Humanen Immundefizienz Virus (HIV)
nachempfunden und fordert die Internalisierung des Peptids in die Zelle sowie den Ubertritt
von Proteinen durch die Blut-Hirn-Schranke (305, 306). Dort bindet es an den intrazelluldren
Teil des p7SNTR und verhindert die Ankopplung von Ras homolog gene family member-
Guanindiphosphat  (RhoA-GDP). Infolgedessen  wiirde ansonsten GDP  durch
Guanidintriphosphat (GTP) ersetzt und die aktivierte Form RhoA-GTP fiihrt via Rho-
associated coiled-coil containing protein kinase 1 (ROCK) zur Destabilisierung des
Zytoskeletts (223). Verschiedene Autoren konnten einen positiven Effekt einer 10 uM TAT-
Pep5 Applikation auf die durch Isofluran bedingte Neurotoxizitdt in juvenilen Zellen und

Tieren zeigen, was mit verminderter RhoA- und Caspase-Aktivierung einhergeht (23, 223).

Um zu {iberpriifen, ob der Inhibitor in adulten Tieren eine dhnliche Wirkung hat, wurde in der
vorliegenden Arbeit neben der etablierten 10 uM Dosierung eine weitere, niedrigere 1 uM
Dosis untersucht, da Jungtiere aufgrund des erhohten Stoffwechsels oft eine hohere
Wirkstoftkonzentration benétigen. Beide TAT-Pep5-Konzentrationen liegen weit unter der
kritischen Marke von 100 uM, die bei TAT-Fusionsproteinen als zytotoxisch beschrieben
worden ist (307). Die Applikationszeitpunkte wurden so gewdihlt, dass der i.v. Bolus in der
Phase der ersten Hochregulation des p75SNTR (94) wirken kann und die s.c. Injektion nach
weiteren 6 h den Wirkspiegel aufrecht erhélt, um dann 24 h postoperativ die Auswirkungen

auf die akute Lésionsexpansion untersuchen zu kdnnen.

In der adulten Maus fiihrt nur die hohe Dosis (10 uM) zu einer signifikanten Verminderung

des sekunddren Schadenswachstums, wohingegen die niedrige Dosierung (1 uM) nicht
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auszureichen scheint, um p75NTR effektiv zu blockieren und den gesteigerten Zelltod zu
unterbinden. Die neurotoxischen Auswirkungen einer p7SNTR-Aktivierung konnten auch von
Cheema et al. gezeigt werden, in deren Studie eine Reduktion des Untergangs von
sensorischen Neuronen infolge von Axotomie iiber eine Verringerung des p75NTR-

Expressionslevels mit Hilfe von Antisense-Oligonukleotiden erreicht wurde (308).

Die pharmakologische Blockierung von p75NTR scheint sich des Weiteren positiv auf den
Erholungsverlauf nach CCI auszuwirken, da die HD-Tiere weniger Gewicht verlieren und

auch neuromotorisch fitter sind als die Tiere, die mit dem Kontrollpeptid behandelt wurden.

Die Aktivierung von RhoA, initiiert durch die Verbindung von Pro-Neurotrophinen und
p75NTR, fiihrt zur Destabilisierung der Zelle durch Beeintrichtigung des Zytoskeletts und
letztendlich zum Zelltod. Unterbindet man diesen Signalweg durch den Einsatz von KO-
Maiusen oder blockierenden Substanzen, liberleben die Zellen in vitro und in vivo (309, 310).
Obwohl die RhoA Aktivierung hier nicht explizit iiberpriift wurde, kann davon ausgegangen
werden, dass in ausgewachsenen Tieren der Signalweg genauso wie in Jungtieren

unterbunden wird und somit ein kleineres Lésionsareal die Folge ist (23).

Nachdem Studien bereits die anti-apoptotische Wirksamkeit von TAT-Fusionsproteinen in
vitro und in vivo anhand von Sehnerv-Lisions- und Ischimie-Modellen (311-314) belegen
konnten, stellt sich TAT-Pep5 nun auch als vielversprechender therapeutischer Ansatzpunkt

fiir SHT-Patienten dar, besonders da es i.v. applizierbar ist.

Ein Nachteil bei der klinischen Anwendbarkeit von TAT-Fusionsproteinen konnte darin
bestehen, dass groflere EiweiBstrukturen ein erhohtes allergenes Potential aufweisen und die
Cargo-Systeme der Zellen bei bestimmten Strukturen an ihre Grenzen stofen (315). In letzter
Zeit wurden daher kleine nicht-peptidale Molekiile entwickelt, die in ihrer Funktion TAT-
Pep5 dhneln. Zu dieser Gruppe gehdren LM11A-31 und -24, die die Verbindung von proNGF
mit p75NTR unterbinden (316). Nach experimentellem SHT (CCI) an jugendlichen Ratten
reduziert LM11A-31 den neuronalen Zelltod und fordert kognitive Funktion und Neurogenese
(317). AuBer bei Pilocarpin-induzierten Krampfanfillen (318) konnte die neuroprotektive
Wirkung dieser Molekiile in weiteren neuronalen Krankheitsmodellen bestétigt werden. Dazu
zéhlen insbesondere Tiermodelle fiir die Alzheimer Krankheit (288, 319, 320), Amyotrophe

Lateralsklerose (321) aber auch Riickenmarksverletzungen (273).
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6.5. Einfluss einer pharmakologischen Inhibition des p7SNTR auf die

neurotoxische Wirkung von Propofol nach SHT

Unsere Arbeitsgruppe konnte einen neurotoxischen Effekt ausgeldst bereits durch eine
singuldre Propofol-Injektion 24 h nach experimentellem SHT feststellen. Dies dufert sich in
einem vergroBerten Schadensareal, verstarkter Calpain-bedingter a2-Spectrin-Spaltung sowie
lokomotorischer Beeintrachtigung im CatWalk®-Test (25). Eine weitere Studie unseres
Labors belegt zudem eine erhohte Mortalititsrate innerhalb der ersten vier Wochen nach CCI,
neurologische Defizite als auch eine verminderte Neurogenese nach Propofol-Infusion in
Ratten (24). Wir konnten zeigen, dass eine Propofol-Applikation zu einem weiteren Anstieg
der p75NTR-Expression sowie zu einer Anderung des proBDNF/mBDNF Verhiltnisses
zugunsten der Pro-Form fiihrt. Uberdies belegt die Studie, dass der Zelltod besonders
Neurone betrifft, da Immunfarbungen eine vermehrte Co-Lokalisation von TdT-mediated
dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL)-positiven Zellen und Neuronen, weniger aber
Astrozyten und Mikroglia nachweisen (25). All dies ldsst darauf schlieBen, dass die
neurotoxische Wirkung von Propofol in der Frithphase nach SHT zu einem erheblichen Teil
iiber die Verbindung von Pro-Neurotrophinen und p75NTR und den darauthin ausgeldsten

Signalkaskaden basiert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit untermauern diese These. Durch die vorangegangene
Gabe von TAT-Pep5, dem intrazelluldren p75NTR-Inhibitor, kommt es zu einer Aufhebung
des neurotoxischen Effekts von Propofol, da die zuvor beobachtete Schadensvergréferung
durch Propofol ausbleibt. TAT-PepS verhindert die Interaktion von p75SNTR und Rho-GDI
und somit unterliegt das Zytoskelett keiner gesteigerten Destruktion mehr (322). Ahnliche
Ergebnisse liefern in vitro und in vivo Experimente an neonatalen Maéusen, mit
entwicklungsbedingt stark ausgebildetem p75NTR, denen Propofol nach entsprechender
Vorbehandlung mit TAT-Pep5 appliziert wurde (22). Ein weiterer Hinweis auf die zentrale
Rolle von p75NTR bei der Vermittlung Anésthetika-bedingter neurotoxischer Phdnomene
wird durch die Tatsache gegeben, dass sowohl junge als auch adulte p75SNTR-KO-Tiere
geschiitzt sind (22, 25).

Um die destabilisierende Auswirkung von Propofol auch in dieser Arbeit zu verdeutlichen,
wurde fiir die Proteinanalyse eine Anderung im Gruppendesign vorgenommen und eine
zusitzliche Kontrollgruppe mitgefiihrt, die nur die Trigersubstanz von Propofol appliziert
bekamen. So sieht man erneut, dass Propofol im Vergleich zu seiner Vehikelsuspension

Lipofundin die Calpain-Aktivitit signifikant erhoht und daher zu verstirkten Zellverlusten
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fiihrt. Dieser Mechanismus unterliegt auch der Aktivierung von p75NTR, da es durch
zusitzlich appliziertes TAT-Pep5 zu vergleichbaren a2-Spectrin-Spaltfragment-Werten wie
sie die Vehikelgruppe aufweist, kommt. Die Erhohung der n-Zahl koénnte hier mdglicherweise
zu einem signifikanten Unterschied fiihren. In Studien, die eine negative Korrelation zwischen
Propofol und Calpain-Aktivitdt postulieren, wurde das Narkosemittel meist schon unmittelbar
nach dem SHT bzw. der Ischidmie injiziert, sodass es im Gegensatz zu unseren Ergebnissen,
die sich auf eine spéteren Injektionszeitpunkt (24 h postoperativ) beziehen, zu einer
Neuroprotektion kommt (323, 324). Die unterschiedlichen Euthanasie-Zeiten von 72 h und
30h fiir die histologische Quantifizierung und den Protein-Nachweis sind der

Vergleichbarkeit mit den Vordaten geschuldet (s. (25)).

Interessanterweise scheint die pharmakologische Blockade des p7SNTR zwar Einfluss auf
Kontusionsvolumen und Zelltod zu haben, die Auswirkungen auf die Neuro-Motorfunktion
scheinen jedoch geringer zu sein und daher von weiteren Faktoren beeinflusst zu werden, da

Propofol hier weiterhin im Trend zu einer Verschlechterung fiihrt.

Wihrend die intrazellulire Hemmung dazu fiihrt, dass p7SNTR nicht weiter hochreguliert
wird, scheint Propofol die Expression von BDNF zu verstiarken. Dieser Effekt konnte bei
gleicher Dosierung auch bei Ratten nach Ischdmie festgestellt werden (325), steht aber in
Kontrast zu Untersuchungen, die eine Verminderung von BDNF nach Propofol-Exposition
angeben (218), wobei hier eine hohere Konzentration von 30 mg/kg eingesetzt wurde, die
auch in der erstgenannten Studie zum gleichen Effekt fiihrte. Eine genauere Unterscheidung,
ob die Gabe von TAT-Pep5 auch das Spaltungsmuster von proBDNF zu mBDNF beeinflusst
oder ob die verstirkte Expression lediglich als Reaktion auf die Inhibition des p75SNTR

angesehen werden kann, konnte im Western Blot tiberpriift werden.

Nachdem der Anésthetika-Einsatz bei Kleinkindern aufgrund neurotoxischer (Langzeit-)
Auswirkungen bereits kritisch diskutiert wird (326-329), galt er bisher fiir den Erwachsenen
als sicher (330, 331). In Anbetracht der Tatsache, dass nach zerebralen Insulten p75NTR
erneut hochreguliert ist und Anisthetika-induzierte Neurotoxizitit fordert, sollte diese

Hypothese iiberdacht werden.

Aus veterindrmedizinischer Sicht konnte nach Propofol-Exposition nicht nur bei Labornagern
sondern auch bei Fischen und Hiihnern ein neurotoxischer Effekt nachgewiesen werden (222,

332).
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Methodisch lassen sich abschlieBend noch folgende zwei Punkte diskutieren:

1) Um sicher zu gehen, dass es zu keiner Verwechslung der Spritzen gekommen ist und die
Tiere wirklich Propofol erhalten haben, wurde bei allen Tieren protokolliert, ob sie in Narkose
fielen oder nicht und anschlieBend mit der Randomisierungsliste die Ubereinstimmung
abgeglichen. Dies wurde von einer unabhingigen Person, die nur die Injektionen verblindet
durchfiihrte und mit dem weiteren Verlauf der Studie nichts zu tun hatte, ausgefiihrt, um eine

Beeinflussung des Experimentators zu verhindern.

2) Das Tier, das in der Histologie-Studie am Morgen nach der OP tot im Kifig lag, muss im
Verlauf der Nacht verstorben sein, da die KorperauBBentemperatur schon stark vermindert war.
Dies lésst darauf schlieBen, dass die Totenstarre schon wieder gelost und der Tod somit schon
mehrere Stunden vor dem Fund eingetreten ist. Nach experimentellem SHT konnen
Komplikationen, wie z.B. eine Subarachnoidalblutung, eintreten (41). Da das Tier noch keine
Testsubstanzen verabreicht bekommen hatte, die einen Einfluss auf das Versterben hitten
haben konnen, wurde auf eine ausfiihrliche pathologisch-anatomische Untersuchung

verzichtet.



6. Diskussion 120

6.6. Einfluss einer genetischen Deletion des p7SNTR-Co-Rezeptors Sortilin
nach SHT

Sortilin wird in der Literatur hdufig mit dem Absterben neuronaler Zellen in Verbindung
gebracht (180, 333). Hierbei wird ithm die Funktion des Co-Rezeptors in dem Pro-
Neurotrophin-p7SNTR-Sortilin-Komplex zugeschrieben, der fiir die Bindung des
Propeptidteils verantwortlich ist (19).

Ahnlich wie p75NTR ist Sortilin wihrend der Synaptogenese (334) sowie nach verschiedenen
Arten der Nervenschidigungen verstdrkt exprimiert, was die Hypothese unterstiitzt, dass
Sortilin an der Auslésung der Signalkaskaden beteiligt ist, die zum programmierten Zelltod
filhren (253, 335-337). Dies konnte jedoch in der Zeitreihen-Analyse unseres Labors zur
mRNA-Expression von Neurotrophinrezeptoren in der ersten Woche nach CCI nicht bestitigt

werden. (s. Abb. 8)

Analog zum Aufbau der Studien zur Untersuchung der Funktion von p75NTR nach
experimentellem SHT wurden in einer weiteren Versuchsreihe die Auswirkungen einer
genetischen Deletion des Sortilin-Rezeptors auf die Entstehung des Sekundérschadens
untersucht. Erstaunlicherweise scheint Sortilin in adulten Méusen nach SHT eine
untergeordnete Rolle zu spielen, da das Kontusionsvolumen weder in der Frithphase (24 h)
noch in der Spitphase (5 d) zwischen den KO-Méausen und ihren WT-Wurfgeschwistern
variiert. Einhergehend damit sind auch die neurologische und motorische Funktion sowie die
inflammatorische Zytokin-Produktion nicht bzw. nur geringfiigig durch Sortilin beeinflusst.
Jansen et al. konnten jedoch ein neuroprotektives Muster bei den gleichen KO-Mausen
erkennen, deren corticospinale Motorneurone sich durch eine verminderte Sterberate nach
Axotomie auszeichneten (18). Zum einen sind bei diesem Lésionsmodell andere Strukturen
betroffen, zum anderen zeigten die KO-Méuse nicht wie die WT-Kontrolltiere erhdhte pro-
NGF- und p75NTR-Werte. Der Anstieg der p75SNTR-Expression konnte allerdings in der
vorliegenden Studie auch im KO-Tier nachgewiesen werden. Ubereinstimmend mit Jansen et
al. liegen aber im Nativtier vergleichbare p75NTR-Level vor, sodass es zu keiner
Kompensation des Sortilin-Defizits durch eine Uberexpression von p7SNTR kommt. Die
vorliegenden Ergebnisse unterstiitzend fithren Al-Shawi et al. an, dass Sortilin vor allem in
alten Tieren (12-15 Monate) wichtig fiir die Pro-Neurotrophin-vermittelte Apoptose ist, in
jungen Tieren, die in etwa der Altersklasse der hier eingesetzten Tiere entsprechen, erfiillt

Sortilin diese Funktion eher weniger (176).
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Die Hauptaufgabe von Sortilin ist seine Funktion als Sorting-Rezeptor. Zu den
Interaktionspartnern gehoren dabei auch die Trk-Rezeptoren (338). Eine Einschriankung der
Sorting-Funktion durch die genetische Deletion von Sortilin kénnte dazu fiihren, dass
neurotrophe Rezeptoren vermindert an die Zelloberfldche transportiert werden, um dort ihre
Funktion zu erfiillen. Obwohl die mRNA-Expressionswerte der untersuchten Neurotrophine
und ihrer Rezeptoren keine Unterschiede zwischen den Genotypen zeigten, miisste die
Ausbildung der Proteine und deren Lokalisation in bzw. auf den Neuronen mit Hilfe anderer

Techniken abgeklart werden, um diese Fragestellung abschlieend beurteilen zu kdnnen.

Um die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen dieser Studie mit anderen Arbeiten zu erkléren,
sollten tiberdies die Tatsachen nicht auler Acht gelassen werden, dass obwohl IL-1f3 die
Prisentation von Sortilin an der Zelloberflache fordert (339), der GrofBteil des Proteins jedoch
intrazelluldr vorliegt und somit die Mdglichkeit der Rezeptorfusion mit p7SNTR und Pro-
Neurotrophinen an der Zelloberfliche eingeschriankt sein kann (166, 340). Andere Quellen
belegen, dass p75SNTR unabhéngig von der Komplex-Bildung mit Sortilin in der Lage ist,
eigenstindig Apoptose zu initiieren (13) und sogar die Féhigkeit besitzt, ohne Liganden-

Bindung in geringem Malle Zelltod zu vermitteln (296, 341).

In Anbetracht der Tatsache, dass in der KO-Maus im Western Blot eine schmale Bande
detektiert werden kann, ist die kritische Analyse der eingesetzten KO-Maus ein verbleibender
Diskussionspunkt. Die Neomycinkassette wurde in Exon 14 (von 21) inseriert (18).
Moglicherweise kommt es zur Ausbildung eines trunkierten Proteins. Fehlgebildete Proteine
werden in der Zelle schneller abgebaut, was die geringere Dicke der Western Blot Bande im
Vergleich zur WT-Bande erkldren kann. Der eingesetzte Antikdrper bindet im Bereich der
Aminosduren 320-335, die Teil des extrazelluliren Bereichs von Sortilin sind. Die Angaben
zur Lokalisation der Neurotrophin-Bindungsstelle variieren je nach Quelle (165, 342)
beziehen sich aber immer auf das vordere, N-terminale Drittel des Proteins, somit besteht die
Moglichkeit, dass das nachgewiesene Protein in den KO-Tieren diese noch aufweist. Skeldal
et al. filhren an, dass der extrazelluldre Anteil von Sortilin fiir die Interaktion mit p7SNTR
notig ist und nur die intrazellulire Doméne fiir die Auslosung apoptotischer Signalwege
wichtig ist (343). Der intrazelluldre Part des Rezeptors sollte in den KO-Méusen definitiv
nicht ausgebildet sein und die Tiere miissten daher einen kleineren Sekundirschaden
aufweisen. Die vorliegenden Daten konnen diese These aufgrund des fehlenden Effekts in

Sortilin-defizienten Tieren somit nicht verifizieren.
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6.7. Diskussion ausgewiihlter methodischer Aspekte

6.7.1. Analgesie

Eine addquate analgetische Behandlung im Rahmen operativer Eingriffe ist sowohl aus
ethischen Griinden als auch geméB §1 und §7a des TSchG in Verbindung mit Empfehlungen
der Gesellschaft fiir Versuchstierkunde - Society for Laboratory Animal Science (GV-
SOLAYS) sicherzustellen. Abweichend davon kann in begriindeten Fillen von einer Analgesie
abgesehen werden (226, 230). Das CCI wird als Standard-Verfahren zur Erzeugung eines
experimentellen SHT in Nagetieren eingesetzt, um zugrundeliegende
Pathogenitidtsmechanismen zu erforschen und neue Prophylaxe- und Therapieoptionen zu
etablieren. Daher wird der Einsatz von analgetischen Substanzen wissenschaftlich kontrovers
diskutiert, da die eingesetzten pharmakologischen Substanzen zu einer Beeintrichtigung von
(patho-)physiologischen Vorgingen fithren konnen (344). In anderen SHT-Modellen
beeinflussten Caprofen bzw. Inhibitoren der Cyclooxigenase-2 die Gliogenese, die kognitive
Funktion sowie die Caspase-Aktivitit (345-347). Zudem konnen Wechselwirkungen zwischen
den zu testenden Substanzen und den Analgetika nicht ausgeschlossen werden.

Ungeachtet davon ist es wichtig, fiir jedes einzelne Tiermodell die tatsdchliche Belastung
festzustellen und eine Kosten/Nutzen-Abwégung durchzufiihren, um anschlieend eine
Entscheidung zu treffen, die dem Tierwohl als auch dem wissenschaftlichen
Erkenntnisgewinn gleichermaflen Rechnung trégt. Um die bisher fehlenden evidenzbasierten
Daten zum Einfluss einer perioperativen Analgesie nach CCI zu ermitteln, wurde in unserem
Labor eine Studie durchgefiihrt, die zeigt, das pra- und postoperative Gaben von
verschiedenen Analgetika (Buprenorphin, Carprofen oder Meloxicam) keine positiven
Auswirkungen auf das Wohlbefinden der Versuchstiere haben. Im Gegensatz dazu

bewirkte eine analgetische Behandlung nach experimenteller Subarachnoidalblutung eine
deutliche Verbesserung. Die dafiir erhobenen Parameter umfassen neben der Analyse des
Korpergewichts, der Futteraufnahme und des neurologischen Status auch einen Komfortscore.
Dieser adressiert vor allem Verhaltensweisen, die mit Schmerzen und Leiden assoziiert sind
(z.B. Nestbauverhalten, Zdahneknirschen, Fellpflegeaktivitit). Zwar kommt es in Folge des
Eingriffes zu einer Beeintrachtigung der untersuchten Parameter, die im CCI-Modell jedoch
unabhingig von der Gabe von Schmerzmitteln ist.(348).

Uberdies stellt auch die Applikation der Analgetika eine Manipulation des Versuchstiers dar,
die neben dem damit verbundenen Stress auch den Injektionsschmerz verursacht und das

Risiko einer Entziindung birgt. Obwohl es in der Studie unserer Arbeitsgruppe zu keiner
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weiteren Abnahme der Futteraufnahmen kam, fiihrt Buprenorphin sowohl in klinischen
Beobachtungen als auch in anderen Studien zu einer reduzierten Nahrungsaufnahme (349,
350).

Da wir keine positive Auswirkung durch die Gabe von Analgetika auf das Wohlbefinden der
Tiere nach CCI ermitteln konnte, verzichten wir auf deren Einsatz, um die pharmakologische
Beeintrachtigung unserer Studien durch etwaige neuroprotektive oder —toxische Effekte der
eingesetzten analgetischen Substanzen zu vermeiden und die Tiere nicht zusétzlich dem mit

der Injektion verbundenen Stress auszusetzen.

6.7.2. Anisthesie:

Isofluran ist ein in der Veterindrmedizin hédufig eingesetztes Andsthetikum, das aufgrund
seiner schnellen An- und Abflutung gut steuerbar ist und auch fiir wiederholte Narkosen
eingesetzt werden kann (351, 352). Obwohl bekannt ist, dass Isofluran die neuronale
Homdostase, Puls und Blutdruck beeinflussen kann (353, 354), ist es obsolet bei einem
operativen Eingriff wie einem CCI auf eine Narkose zu verzichten. Der Effekt sollte aber bei
allen Versuchsgruppen derselbe sein, sodass nur der unterschiedliche Genotyp oder die
postoperativ verabreichte Substanz (Propofol, Lipofundin, TAT-PepS, TAT-Ctrl) den
Unterschied in den untersuchten Parametern bedingen sollten. Unsere Arbeitsgruppe konnte
iiberdies zeigen, dass Puls, Atemfrequenz und systolischer Blutdruck sowohl nach Injektion
von Propofol als auch von Lipofundin physiologische Werte aufweisen und die Gruppen sich

untereinander nicht signifikant voneinander unterscheiden (25).
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7. Zusammenfassung

Das SHT gilt als die hdufigste Todesursache des jungen Erwachsenen und ist auch in der
veterindrmedizinischen Praxis oftmals Vorstellungsgrund von Klein- und Groftieren. Die
Therapie besteht bisher vornehmlich aus der Akutversorgung der Patienten und somit
beschiftigt sich die Forschung mit der Entwicklung neuer therapeutischer Ansétze, deren

besonderes Augenmerk auf der Reduktion des sekundidren Schadenswachstums liegt.

Der p75NTR steht im Fokus dieser Arbeit. Er ist nur wahrend der Synaptogenese vermehrt in
Neuronen exprimiert und wird erst infolge eines SHT erneut hochreguliert. Uber die Bindung
von Neurotrophinen kann er neuronale Apoptose auslosen. Neurotrophine werden als Pro-
Form sezerniert und im synaptischen Spalt enzymatisch in ihre mature Form gespalten. Nach
zerebralen Insulten oder unter Anisthetika-Einfluss kommt es zu einer Dysregulation, die mit

einer Konzentrationserhohung der Pro-Form einhergeht.

Die fiir diese Arbeit eingesetzten Méuse sind gekennzeichnet durch eine Modifizierung des
p75NTR, was zu einem Verlust der Bindungsstelle von Neurotrophinen fiihrt. Als Modell fiir

ein experimentelles SHT wurde das CCI gewdéhlt.

Die iiber die Bindung von Pro-Neurotrophinen an p75NTR ausgeldsten apoptotischen
Signalkaskaden kristallisieren sich als zentrales Element bei der Entstehung des
Sekundirschadens heraus, da sowohl in der Akutphase 24 h postoperativ als auch nach einer
verlingerten Uberlebenszeit von 5 d die KO-Tiere ein verringertes Lisionsvolumen zeigen.
Zudem weisen sie eine verbesserte motorische Funktion, eine weniger starke postoperative
Beeintriachtigung aufgrund eines geringeren Gewichtsverlusts und verminderten Zelltod im
Vergleich mit ithren WT-Wurfgeschwistern auf. Die schnellere Regeneration der KO-Tiere
spiegelt sich auch in einer reduzierten pro-inflammatorischen Zytokinproduktion (i/-6) sowie
einer frither einsetzenden Re-Expression neurotropher Rezeptoren und Effektormolekiile (#7k

b und bdnf) wider.

TAT-Pep5, das als intrazelluldrer Inhibitor des p7SNTR wirkt, bedingt nach i.v. und s.c.
Injektion einen dosisabhdngigen neuroprotektiven Effekt, was sich in einer Verringerung des

Kontusionsvolumens nach Gabe von 10 uM TAT-Pep5 niederschlégt.

Propofol wirkt im adulten Tier nach experimentellem SHT neurotoxisch indem es die
Transformation von Pro-Neurotrophinen in ihre mature Form beeintrachtigt, sodass vermehrt

Pro-Neurotrophine an p75NTR binden und Zelltod auslosen kénnen. Gegenstand dieser
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Arbeit ist es die Rolle von p75NTR hierbei ndher zu beleuchten und es zeigt sich, dass die
Hemmung durch TAT-Pep5 Gabe zur Egalisierung des nervenschiddigenden Effekts fiihrt und
somit eine direkte Verbindung zwischen Propofol-Neurotoxizitdt und den durch p75NTR

ausgelosten Signalwegen besteht.

Die in der Literatur beschriebene essenzielle Funktion von Sortilin als Co-Rezeptor des
p75NTR-Sortilin-Pro-Neurotrophin-Komplexes kann nicht mit den hier vorliegenden Daten
in Einklang gebracht werden. Die fehlende Beeintrachtigung der Parameter Lasionsvolumen,
neurologische und motorische Funktion durch eine genetische Deletion von Sortilin sowie die
nur geringe Beeinflussung der Expressionsmuster von Inflammationsparametern und
Neurotrophinen und ihren Rezeptoren in Friih- und Spétphase nach experimentellem SHT
ldsst auf eine untergeordnete Relevanz von Sortilin bei der Ausbildung des Sekundarschadens

schlieB3en.

AbschlieBend ldsst sich festhalten, dass sowohl die genetische Deletion als auch die
pharmakologische Inhibition des p75SNTR vielversprechende Ergebnisse bei der Reduktion
des Sekundirschadens liefern. Die Verbesserung der neurologischen und motorischen
Féhigkeiten und die Verminderung der durch Propofol induzierten posttraumatischen
Neurotoxizitit sind die herausragenden FEigenschaften, die p75NTR als interessanten
therapeutischen Angriffspunkt flir die Behandlung von SHT-Patienten auszeichnen.
Besonders da TAT-Fusionsproteine i.v. appliziert werden konnen und zuletzt auch kleine

nicht-peptidale Molekiile entdeckt wurden, die p75NTR erfolgreich inhibieren konnen.
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8. Summary

Traumatic brain injury (TBI) is the leading cause of high mortality among young adults and is
also seen regularly in veterinarian clinics as reason for consultation. Initial therapy mainly
targets patient’s acute intervention. Therefore, research is focused on the development of new

therapeutic approaches addressing the reduction of the secondary brain damage formation.

This work focuses on p75NTR, which is highly expressed only during synaptogenesis and is
again upregulated following TBI. Binding of its ligands, the neurotrophins, leads to neuronal
apoptosis. Neurotrophins are released as pro-neurotrophins into the synaptic cleft where they
are enzymatically cleaved into their mature forms. Dysregulation and augmented pro-
neurotrophin concentration is seen following cerebral insults and under the influence of

anesthetics.

The genetic modification of the mice used in this study, leads to a deletion of the p7SNTR’s

ligand-binding domain. CCI was used as experimental TBI model.

Apoptotic signal cascades, set off by the binding of pro-neurotrophins to p75SNTR, seem to be
crucial for the expansion of the secondary damage. This is proved by the fact that KO-animals
display smaller lesion size in the acute phase 24 h post surgery and after an expanded survival
period of 5 d. Moreover they show improved motor function, less post-surgical impairment
indicated by reduced loss of weight and decreased cell death when compared to their wildtype
littermates. Reduced pro-inflammatory cytokine production (IL-6) and faster onset of the re-
expression of neurotrophic receptors and effector molecules (Trk B and BDNF) reflect the

ameliorated recovery of KO-animals.

TAT-Pep5, an intracellular inhibitor of p7SNTR, has a dose-dependent neuroprotective effect
that is revealed by a decreased contusion volume after i.v. and s.c. injection of 10 uM TAT-

Peps.

Propofol shows neurotoxic potential in adult animals after CCI by impairing the
transformation of the pro-neurotrophins into their mature forms, leading to augmented
binding of pro-neurotrophins to p75NTR followed by increased apoptosis. Part of this work is
to elucidate the role of p75NTR in this context and it could be seen that inhibition by TAT-
Pep5 neutralize the neurotoxic effect of propofol, proving the role of p7SNTR signaling in

propofol neurotoxicity.
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The decisive function of sortilin as co-receptor in the p75NTR-sortilin-pro-neurotrophin-
complex, as described in literature, cannot be conciliated with the present data. Missing
influence of a genetic deletion of sortilin on lesion volume, neurological and motor function
and the minor changes in inflammatory gene expression as well as neurotrophins and their
receptors in the early and late phase after experimental TBI indicate an inferior role for

sortilin’s contribution to secondary brain damage formation.

Concluding that genetic deletion as well as pharmacological blocking of p75SNTR provides
promising results p7SNTR can be seen as an interesting therapeutic target for the treatment of
patients suffering from TBI. Reduction of the secondary damage, improvement of
neurological and motorfunctional outcome and reduction of the posttraumatic neurotoxicity of
propofol reveal the most outstanding features of inhibiting the function of p75NTR.
Additionally TAT-fusion proteins as TAT-Pep5 can be administered i.v. and recently even
small non-peptidal molecules have been detected that inhibit p7SNTR successfully.
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