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1. Literaturubersicht und Forschungsziel

1.1 Das Schadel-Hirn-Trauma (SHT)
1.1.1 Pathophysiologie des SHTs

Die Pathophysiologie des Schadel-Hirn-Traumas (SHT) lasst sich in den primaren und den
sekundaren Schaden unterteilen. Diese beiden Phasen verlaufen zwar getrennt voneinander,
bedingen sich aber trotzdem gegenseitig [1, 2]. Der primare Schaden entsteht i.d.R. durch eine
aulere Krafteinwirkung in Form eines Autounfalls, Sturz, Quetschungen oder ahnliches, die
zu einer Verletzung des Hirngewebes fihrt [3]. Dabei werden Neuronen, Axone, Gliazellen
und Blutgefalle gedehnt, geschert oder reifden. Dies flihrt zu einem neuronalen Zellverlust und
nekrotischen Zelltod [4]. Die das Axon betreffende Schadigung durch Dehnung oder Riss wird
als ,Diffuse axonal injury“ (DAI) bezeichnet und kann in drei Grade klassifiziert werden, welche
mit unterschiedlichem Ausgang des SHT assoziiert sind [5]. Durch Ruptur der Blutgefal3e kann
es zu Blutungen und Erglsse kommen [6], die sich als subdurale, epidurale oder
subarachnoidalen Hamatome manifestieren kénnen [7, 8]. Akute subdurale Hamatome
kénnen im besonderen MalRe gefahrlich sein, weil sie in der Regel mit einer groReren
Schadigung des Gehirns einhergehen [9]. Wird das Gehirn durch ein Hamatom akut und stark
komprimiert ist eine Kraniotomie mit Ausraumung des Hamatoms von Néten, um den Schaden
einzuddmmen [10]. Der primare Schaden ist weder in der Human- noch in der
Veterinarmedizin  therapeutisch  beeinflussbar [1, 3] wund kann nur durch
PraventionsmaRnahmen wie das Tragen eines Fahrradhelms oder Anlegen des
Sicherheitsgurts im StralRenverkehr verhindert bzw. beeinflusst werden [11]. Therapeutische
Interventionen fokussieren sich deshalb auf die Einddmmung des sekundaren Schadens.
Dieser bildet sich innerhalb von Sekunden bis Minuten nach dem eigentlichen Trauma aus
und bringt eine Kaskade von Mechanismen in Gang, die sich bis zu Wochen, Monaten bzw.
einem Jahr hinziehen [12]. Die damit einhergehenden Veranderungen auf biochemischer,
metabolischer und physiologischer Ebene zeigt sich klinisch aber erst verspatet [1, 4]. Der
Zusammenbruch der ,blood-brain barrier* (BBB) fuhrt zu einer massiven Freisetzung von
Neurotransmittern z.B. Glutamat. Ebenso versagen Glutamat Transporter, die unter
physiologischen Bedingungen Glutamat aufnehmen. Glutamat wird deshalb unkontrolliert in
den synaptischen Spalt freigesetzt und sorgt flr Exzitotoxizitdt. NMDA und AMPA, welche
Glutamat Rezeptoren sind, werden konstant aktiviert, was einen gesteigerten Influx von
Calcium und Natrium zur Folge hat. Erhdhte Calcium-Spiegel in der Zelle sorgen fur
Aktivierung pro-apoptotischer Proteine, die letztlich den programmierten Zelltod auslésen [13].
Oxidativer Stress durch erhdhte Level von reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS) sowie reaktiven
Nitrogen Spezies (RNS) spielt ebenfalls zu Beginn des SHT eine Rolle. Normalerweise wird

die Produktion dieser durch Antioxidantien strikt reguliert [14, 15]. Funktioniert diese
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Regulation nicht mehr, werden sdmtliche Strukturen wie z.B. Proteine und DNA, aber auch die
Zellmembran von Mitochondrien angegriffen. Letzteres fuhrt zum Zusammenbrechen der
Adenosintriphosphat-Synthese (ATP). Pro-apoptotische Faktoren werden in Folge dessen
freigesetzt und |6sen den Zelltod aus [13]. Kontinuierliche Aktivierung von Membran-Pumpen
zur Wiederherstellung der lonen Homdostase resultiert in einem erhéhten Glukose Verbrauch,
Erschopfung der Energiespeicher, Einstrom von Calcium in die Zellen, veranderte oxidative
Metabolisierung, Laktatproduktion und letztlich Azidose und Odeme [16, 17]. Odeme sorgen
— zumindest bei einem geschlossenen SHT - durch ihre Tendenz zur Ausdehnung in der fest
begrenzten Schadelhdhle fir Druckerhdhung auf das verletzte, aber auch gesunde
Hirngewebe. Es kommt zu Minderperfusion und Kolliquationsnekrosen [18].

Neuroinflammation tritt auch im Zuge des Sekundarschadens auf. Ein gewisses Mals an
Inflammation ist nitzlich und notwendig, um z.B. Zellfragmente zu phagozytieren, aber eine
Uberschie3ende inflammatorische Antwort Uber lAngeren Zeitraum ist schadlich [19, 20]. Dies
betrifft periphere Immunzellen, genauso wie die ortsansassigen Mikroglia. Sowohl durch den
primaren Insult als auch im Rahmen des sekundaren Schadens werden ,damage associated
molecular patterns® (DAMPs) freigesetzt. Hierzu gehdren z.B. DNA, RNA, high mobility group
box 1 (HMGB1) und andere. Als Reaktion werden Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF- q),
Interleukin 6 (IL6) und Interleukin 18 (IL1B) hoch reguliert, was Mikroglia und aus der
Peripherie kommende Immunzellen anlockt. Periphere Immunzellen kénnen erst nach
Zusammenbruch der BBB das Gehirn migrieren. Dies geschieht durch Freisetzung von Matrix
Metallopeptidase 9 (Mmp-9), welche die ,tight junctions” 16st und somit die strukturelle
Integritat zerstort [21]. Die ersten Zellen, welche als Reaktion auf das Trauma das Gehirn
infiltrieren sind Neutrophile Granulozyten nach 24-48 h. Als nachstes werden Monozyten
angelockt und verwandeln sich durch den Einfluss von Zytokinen in Gewebsmakrophagen.
Dendritische Zellen, T-Lymphozyten und natirliche Killerzellen werden ab dem dritten Tag
nach dem initialen Trauma rekrutiert, allerdings in geringerer Anzahl als die anderen Zellen.
Die Immunzellen im Gehirn sezernieren Prostaglandine, freie Radikale sowie
proinflammatorische Zytokine, was wiederum eine erhéhte Produktion von Chemokinen in den
ortsansassigen Gliazellen zur Folge hat. Dies befeuert die inflammatorische Antwort zusatzlich
[22, 23]. Die Veranderung im Mikromilieu nehmen Mikroglia, die gewebespezifischen
Makrophagen des Gehirns, ebenfalls wahr und reagieren in Form von Polarisation darauf.
Fraher ging die Wissenschaft von einer reinen M1- bzw. M2-Mikroglia-Aktivierung aus. Auch
wenn dieses Konzept heute nicht mehr aktuell ist und mittlerweile eher von einem Hybrid- bzw.
gemischten Phanotyp ausgegangen wird [20, 24, 25], mdchte ich kurz darauf eingehen, da es
grundsatzlich fir das Verstandnis hilfreich ist. M1- oder ,klassisch® aktivierte Mikroglia werden
durch DAMPs, freie Radikale oder proinflammatorische Zytokine wie Interferon-y (INF-y)

polarisiert und zeichnen sich durch die Sekretion proinflammatorischer Zytokine (IL-18, IL-6,
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TNF-a), Chemokine (CCL5, CXCL10, CXCL12), ROS wund einer reduzierten
Phagozytoseaktivitat aus [26, 27].

Auch wenn M1-Mikroglia haufig als schadlich beschrieben werden, kdnnen auch sie
neuroprotektiv sein. Problematisch wird es erst dann, wenn eine Dysregulation vorliegt und
eine Uberschiellende oder verlangerte M1- Antwort vorliegt und einen hyperinflammatorischen
Status hervorruft [28]. M2- oder ,alternativ‘ aktivierte Mikroglia nehmen ihren Phanotyp
hingegen durch Interleukin 4 (IL-4), Interleukin 10 (L-10), Interleukin 13 (IL-13) und
transforming growth factor B (TGF- B) an. Sie selbst kdnnen wiederum antiinflammatorische
Zytokine (IL-4, 1L-10, IL-13), Chemokine (CCL2, CCL17, CCL22) und neurotrophische
Faktoren produzieren, die mit Neuroprotektion und Heilung assoziiert werden. M1-Mikroglia
sind durch Expression folgender Oberflachenmarker charakterisiert, CD16/32, CD86, TNF-q,
iINOS, MHC Il, TSPO und IFN-y, wahrend M2 sich durch CD206, Arg1, Ym1, Fizz1 und TGF-
B auf ihrer Oberflache auszeichnen [29-32].

Neben den Mikroglia spielen Astrozyten eine wichtige Rolle im gesunden Gehirn als auch
wahrend des Inflammationsprozesses nach einem SHT. Durch Aufnahme neurotrophischer
Faktoren kénnen sie positiven Einfluss auf die Axon Regeneration haben und unterstlitzen das
Langzeittiberleben von Neuronen durch Nahrstoffzufuhr [33-35]. Weiterhin entfernen sie tote
Zellen und formen im spateren Verlauf die Glianarbe um den verletzten Bereich. Wahrend des
Inflammationsprozesses vollziehen sie morphologische und funktionelle Adaptationen, die zu
einer erhdhten Expression von ,glial fibrillary acidic protein“ (GFAP) sowie Freisetzung von
Chemo- und Zytokinen fiihrt. Uber den Anstieg von GFAP kann auf das MaR der Astrogliose
geschlossen werden, welches ein Kennzeichen der SHT Pathologie ist [36]. Auch Astrozyten
kénnen ahnlich wie Mikroglia eine Polarisation in einen proinflammatorischen Typ A1 und in
einen antiinflammatorischen Typ A2 vollziehen. Wie auch bei den proinflammatorisch
aktivierten Mikroglia kann durch A1-Astrozyten eine dysregulierte Entzindungsreaktion
auftreten [37]. Besonders in den letzten Jahren ist eine weitere Zellpopulation Stiick fur Stlick
mehr in den Fokus geraten. Hierbei handelt es sich um die so genannten ,CNS-associated
macrophages” (CAMs) [38] bzw. ,border-associated-macrophages“ (BAMs) [39]. Ins Deutsche
ubersetzt Ubersetzt wird, von ZNS- bzw. Grenzmembran-assoziierten Makrophagen
gesprochen. Diese sind im ZNS in den nicht-parenchymalen Bereichen wie den Meningen,

perivaskuldren Rdumen sowie dem Plexus choroideus anzutreffen (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Lage der CAMs im Gehirn modifiziert nach Greter et al. [40].
CAMS = ,,CNS-associated macrophages*

Auf ihrer Oberflache exprimieren sie CD206 -auch bekannt als Mannose Rezeptor C-Typ 1
(MRC1) - und CD163, welche zur Identifikation dieser Zellen genutzt werden kdnnen [41, 42].
CAMs und Mikroglia zeigen zum Teil gleiche Genexpressionssignaturen, weisen aber auch
unterschiedliche und charakteristische Genexpressionsprofile auf. Die Funktion der CAMs
scheint sich grundséatzlich zu unterscheiden — je nachdem in welchem Bereich des ZNS sie
sich aufhalten. Zusammenfassend lasst sich aber sagen, dass sie eine Rolle in Bezug auf
antivirale Immunabwehr, Trimmerbeseitigung und Reinigung des ZNS, erkennen von
Entziindungssignalen sowie Rekrutierung peripherer Immunzellen, Aufrechterhaltung der ZNS
Homdostase und der Liquorhomdostase, vor allem im Zusammenhang mit Entzindung spielen
[43, 44]. Aufgrund der Ahnlichkeit zu Mikroglia und mit Blick auf die Funktionen ist
anzunehmen, dass auch CAMs aktiviert werden konnen und mit anderen Zellen des ZNS
Wechselwirkungen eingehen. Wie genau aber ihre Rolle im ZNS Inflammationsprozess
aussieht, ist bislang nur unzureichend geklart [45].

Abschlieend lasst sich sagen, dass die Entziindungsreaktion und damit die SHT Pathologie
zu beeinflussen im Zentrum zahlreicher vergangener und aktueller Forschungsvorhaben steht.
Doch trotz intensiver Suche konnte bislang keine Monotherapie in klinischen Studien
Uberzeugen, obgleich einige in experimentellen Tiermodellen vielversprechend erschienen
[46].
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Abbildung 3: Pathophysiologie des SHTs (BioRender.com).
BBB = ,,blood-brain-barrier®, IL = Interleukin, ROS = reaktive Sauerstoffspezies, SHT = Schadel-
Hirn-Trauma, TNF-a = Tumornekrosefaktor-a.

1.1.2 SHT beim Menschen

Als SHT lasst sich eine inhomogene Gruppe von Gehirnverletzungen beschreiben, welche
sich in Ursprung, Schweregrad, Pathogenese und klinischen Bild von Patient zu Patient
unterscheidet [47].

Eine anndherungsweise Schatzung von Schadel-Hirn-Traumata pro Jahr liegt bei 69 Millionen
Fallen weltweit [48]. In Deutschland erlitten z.B. im Jahr 2016 knapp 420.000 Menschen ein
SHT [47, 49]. Da diese Schatzung bzw. Zahlung aber nur Falle mit einer Hospitalisierung
einschliel3t, liegt die tatsachliche Zahl der SHTs sicherlich deutlich héher. Manner sind in der
Regel haufiger als Frauen betroffen, wobei sich die Inzidenz mit zunehmendem Alter wieder
annahert. Kinder und Jugendliche sind in etwa 30 % der Falle betroffen. Aufgrund der
physiologischen Anfalligkeit wahrend des Wachstums besteht bei ihnen - im Gegensatz zu
Erwachsenen — ein erhdhtes Risiko ein SHT zu erleiden [50]. Die Mortalitat schwankt je nach
Studie zwischen 1-5 % und ist regional unterschiedlich [51, 52]. Hauptursachlich sind Stirze,
gefolgt von Verkehrsunfallen unterschiedlichster Art. Das SHT alleine oder mit seinen
Folgeerkrankungen stellt eine Hauptursache fur Tod, aber auch lebenslange Behinderung dar.

Deshalb ist es sowohl medizinisch als auch soziookonomisch ein Krankheitsbild mit hoher
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Relevanz [49, 53]. Die Einteilung des SHT erfolgt entsprechend des klinischen Bildes und wird
vor allem mit Hilfe des ,Glasgow Coma Scale“ (GCS) beurteilt. Es werden verbale Reaktion
sowie Reaktion der Augen und Motorik beurteilt, womit der Schweregrad des SHT schnell und
einfach evaluiert werden kann. Der Score reicht von 3-15 Punkten, wobei 15 Punkte bei einem
uneingeschrankten Bewusstsein erreicht werden. 13-15 entsprechen einem milden, 9-12
einem moderaten und < 8 einem schweren SHT [54, 55]. Fir Kinder gibt es eine modifizierte
Variante des ,Glasgow Coma Scale” [56]. Zusatzlich kann der Schweregrad des SHT durch
zahlreiche Bildgebungsverfahren, wie Computertomografie (CT), Magnetresonanztomografie
(MRT) oder Doppler Sonografie bestimmt werden [50]. Gangige Symptome direkt nach einem
Trauma sind Benommenbheit, reduzierte Aufmerksamkeit, Kopfschmerzen, Amnesie, Ubelkeit
und je nach Schweregrad auch Koma.

Nicht nur das SHT mit den direkt auftretenden transienten Komplikationen ist problematisch,
sondern auch die Langzeitfolgen, die damit einhergehen kdnnen. Selbst bei einem milden SHT
kénnen persistierende kognitive, neuropsychologische und somatische Funktionsstérungen
noch mehrere Jahre nach dem Trauma auftreten bzw. persistieren [57, 58]. Chronisch
traumatische Enzephalopathie (CTE) sowie chronisches postkonkussives Syndrom und
chronische Hypopituitarismus Defizienz sind bekannte SHT Folgeerkrankungen [59].
Gleichzeitig erhoht ein SHT das Risiko fur eine Vielzahl neurologischer Erkrankungen wie

Epilepsie, Schlaganfall und neurodegenerative Erkrankungen wie Alzheimer und Demenz [60].

1.1.3 SHT beim Tier

1.1.3.1 In der Tiermedizin

Auch in der Tiermedizin ist das SHT ein haufig vorkommendes Krankheitsbild. Genaue
Inzidenzzahlen, wie wir sie aus der Humanmedizin kennen, waren winschenswert, sind aber
leider kaum vorhanden. Wenige grofl3 angelegte Studien bieten die Mdglichkeit sich einen
Uberblick Uiber die Haufigkeit von SHTs bei Tieren zu verschaffen. Etwa 35 % vorgestellter
Hunde und Katzen in einer Tierklinik sind von einem SHT betroffen [61]. In einer anderen
retrospektiv angelegten Studie mit Daten aus den Jahren 1997 — 2003 wurden 235 Hunde mit
dem Vorstellungsgrund stumpfes Trauma naher untersucht. Hierbei zeigte sich, dass 25 %
dieser Hunde Verletzungen des Kopfes aufwiesen. Eine weitere Tierklinik vermeldet im
Rahmen einer dort angelegten Studie in den Jahren 1997 - 1999 290 Hunden und Katzen mit
traumatischen Hirnverletzungen [62]. Zahlen fir Groftiere, wie Pferde, sind noch rarer. 22 %
der mit Funktionsstérung des ZNS eingelieferten Pferde in einer Klinik waren SHT bedingt.
75% dieser Pferde zeigten neurologische Defizite [63].

Die gangigsten Ursachen fir ein SHT beim Kleintier sind Verkehrsunfalle, Stirze aus groRer

Hohe, physische (un-)gewollte Angriffe durch Menschen, andere Tiere bzw. Artgenossen,
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Quetschungen, Schussverletzungen sowie Bissverletzungen [64, 65]. Bei Pferden und
Wiederkauern entstehen Schadelverletzungen dagegen eher durch Stiirze im Zusammenhang
mit Aufregung, Aufrichtversuchen und Tritten an den Kopf [66]. Was die Mortalitats- bzw.
Komplikationsrate angeht, ist die Datenlage ahnlich dinn wie bei den Inzidenzen. Die Angaben
schwanken beim Kleintier von 9 % bis 30 % wobei euthanasierte Falle eingerechnet sind [61,
67].

Auch in der Tiermedizin findet der ,Glasgow Coma Scale“ als modifizierte Variante zur
Evaluation von SHT Patienten Anwendung. Der so genannte ,Modified Glasgow Coma Scale*
(MGCS) beinhaltet die Kategorien Motor Aktivitat, Hirnstammreflexe und Bewusstseinslevel.
Jede Kategorie beinhaltet sechs Abstufungen, die in einer Punkteanzahl von 1-6 ausgedriickt
werden. Der Gesamtscore belauft sich dementsprechend auf 3-18 Punkte. Auf Basis der
Gesamtpunkte lasst sich das SHT in drei Kategorien mit entsprechend guter bzw. schlechter
Prognose einteilen. 3-8 Punkte entspricht Score Kategorie | und ist i.d.R. mit einer infausten
Prognose verbunden. 9-14 Punkte entsprechen der Score Kategorie Il und einer vorsichtigen
Prognose. 15-18 Punkte hingegen lassen sich der Score Kategorie Il und einer guten
Prognose zuordnen [68]. Die Uberlebenswahrscheinlichkeit kann bei Hunden mit dem MGCS
in den ersten 48 h nach dem Kopf-Trauma nahezu linear prognostiziert werden. So liegt die
Uberlebenswahrscheinlichkeit bei einem Score von 8 bei 50 % [69]. Gleichzeitig kann der
MGCS nicht nur als prognostischer Marker genutzt werden, sondern auch zur objektiven
Beurteilung des neurologischen Verlaufs von Hunden und Katzen mit SHT [3].

Als Langzeitfolgen bzw. Komplikationen sind in der Tiermedizin vor allem die posttraumatische
Epilepsie (PTE) zu nennen. Die Pravalenz nach einem SHT ein PTE zu entwickeln, liegt bei
6,6 %. Sie steigt mit dem Schweregrad des SHTs, so dass Hunde, die ein SHT mit einer
Schéadelfraktur erlitten, in 14,3 % der Falle eine PTE ausbildeten [70]. Andere Autoren geben
das Risiko Krampfanfalle nach einem SHT zu entwickeln von 3,5 — 6,8 % bei Hunden bzw. 0
bis 5,6 % bei Katzen an. Wobei bei den Katzen keine Korrelation zwischen dem Schweregrad
des Traumas und der Entwicklung einer Epilepsie festgestellt werden konnte [71, 72].

Zu den wichtigsten therapeutischen MaRnahmen von SHT Patienten gehért die Volumen- und
Sauerstoffsubstitution. Denn sowohl eine Hypovolamie als auch die Hypoxie begunstigt den
Anstieg des intrakraniellen Drucks (ICP), was unbedingt vermieden werden soll [73]. Die
Sauerstoffsattigung sollte bei SHT Patienten >94 % betragen und der PaO. (arterielle
Sauerstoffpartialdruck) > 80 mmHg, um eine ausreichende Perfusion des Gehirns zu erreichen
[74]. Reichen Flussigkeitssubstitution und Sauerstoffzufuhr nicht aus, um den Zustand
entscheidend zu verbessern, kann durch Gabe von hyperosmolaren Flissigkeiten wie 10 %
Mannitol der intrakranielle Druck gesenkt werden [75] oder Omeprazol intravends verabreicht
werden, um die Liquorproduktion zu senken [74]. Gleichzeitig kann bei SHT Patienten eine

Hyperglykdmie auftreten, die zumindest bei Hunden, aber nicht bei Katzen, prognostische
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Bedeutung hat. So sind erhdhte Glukosespiegel im Blut mit einer schlechteren Prognose
assoziiert [76]. Krampfanfalle kdnnen nicht nur als Langzeitfolge eines SHT auftreten, sondern
auch kurzzeitig nach dem Trauma. Diese sollten mit antikonklusiven Medikamenten, wie
Phenobarbital und Diazepam therapiert werden [77]. Auch von erfolgreichen
Therapieversuchen mit Hypothermie wird berichtet [78]. Unabhangig von bereits oben
genannten MalRnahmen sollten betroffene Patienten zusatzlich eine ausbalancierte Analgesie
z.B. in Form eines Fentanyl-Lidocain-Ketamin-Tropf, antiinflammatorische Medikamente,
gastrointestinale Prophylaxe und angepasste Ernahrung erhalten. Ebenfalls sind supportive
Maflinahmen wie Kopfhochlagerung um 15-30 °, um eine Kompression der Venae jugulares
zu verhindern, Blasenkontrolle, regelmafiges Wenden und passive Bewegung der
Extremitaten [74, 79] wichtig.

1.1.3.2 Bei Labornagern in Forschungsprojekten

Um die Vorgange nach einem SHT im Menschen zu replizieren, wurden im Laufe der Jahre
eine Vielzahl von Tier-SHT-Modellen, vornehmlich an Ratten und Mausen, entwickelt [80].
Unabhangig von der SHT Forschung spricht einiges fur den Einsatz von Mausen bzw. Ratten
als Versuchstiere. So entspricht das Genom der Maus dem des Menschen zu 98%.
Insbesondere gibt es groe Ahnlichkeiten in Bezug auf das Nervensystem, was diese Tierart
auf diesem Forschungsgebiet besonders geeignet macht [81]. Auch wenn wirtschaftliche
Grinde — zumindest, bei zu Rate ziehen entsprechender deutscher Gesetze und die zu
Grunde liegenden Richtlinien der europaischen Union (EU RL) - nicht zahlen bzw. nicht zahlen
dirfen, so ist an dieser Stelle trotzdem zu erwahnen, dass der Haltungsaufwand und
dementsprechend auch die Kosten fur den Einsatz dieser Tierarten verhaltnismafRig gering
sind und so ihr Einsatz in den meisten Laboren dieser Welt méglich ist. Gleichzeitig zeichnen
sich sowohl Ratte als auch Maus durch eine hohe Reproduktionsrate und somit schnelle
Verfugbarkeit von Nachkommen aus. Des Weiteren gibt es durch genetische Manipulation die
Maoglichkeit Mause oder auch Ratten zu erwerben, welche ein bestimmtes Protein nicht
exprimieren (Knock-out), Uberexprimieren oder sogar humane Proteine exprimieren
(transgen), was sie fur die Forschung zusatzlich interessant macht. Tiere kommen entweder
klassisch als Versuchstiere in in-vivo Experimenten direkt zum Einsatz. Sie kdbnnen aber auch
die Quelle von tierischen Zellen sein, welche in in-vitro Experimenten verwendet werden.
Letztere dienen z.B. der Untersuchung grundlegender Mechanismen oder Wirkung von
Medikamenten. In-vivo Modelle bieten den groRen Vorteil der Standardisier- und
Reproduzierbarkeit sowie dem Einsatz von Kontrollgruppen gegenuber einer rein klinischen
Studie. Bei allen bis jetzt genannten Vorteilen, muss aber auch festgestellt werden, dass die

Ubertragbarkeit von Erkenntnisgewinnen aus SHT-Tiermodell-Studien auf den Menschen
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schwankt und teilweise vollig ungenigend ist [82]. Dies liegt unter anderem an
unterschiedlichen anatomischen Begebenheiten sowie Unterschieden hinsichtlich der
Neurogenese in Nagern und Menschen im adulten Gehirn, aber auch aufgrund der Tatsache,
dass Menschen i.d.R. eine Kombination von fokaler und diffuser Verletzung erleiden und
Tiermodelle entweder das Eine oder das Andere nachahmen [83, 84]. Dies bedingt, dass die
aus Tiermodellstudien gewonnenen Erkenntnisse z.B. mit /n-vitro-Modellen erganzt sowie
kritisch hinterfragt werden sollten [83], aber auch dass weiterhin nach neuen Tiermodellen

gesucht wird, welche die heterogene Natur des SHTs beim Menschen besser nachahmen [85].

1.1.4 SHT Modelle

Im folgenden Abschnitt mdchte ich naher auf die gangigen SHT-Modelle — vor allem in Maus
und Ratte, aber auch im Grofdtier eingehen. Es wird zwischen fokalen, diffusen und
gemischten bzw. Modellen ohne Aufprall unterschieden. Wie so oft hat jedes Modell Vor- und
Nachteile und es gibt kein Modell, was alle pathophysiologischen Prozesse im menschlichen
Gehirn nach einem Trauma zu 100 % abbilden kann [50]. Deshalb sollte stets zielgerichtet fir
den eigenen Forschungszweck das passende Modell genutzt werden. Wird im
Zusammenhang mit SHT-Tiermodellen von ,Sham“Tieren gesprochen, so sind dies die
scheinoperierten Kontrolltiere fiur die SHT-Gruppen. Sie werden in der Regel mit der gleichen
Analgesie und den gleichen Anasthetika behandelt, erhalten aber Teile der Operation, die zur
Induktion eines SHT notwendig sind, nicht. Rein optisch sollen sie nicht von den SHT-Tieren
zu unterscheiden sein, damit ein verblindeter Vergleich mit den Tieren mit SHT maoglich ist

(na@heres siehe 3.2.3).

1.1.4.1 “Controlled Cortical Impact” (CCI) Modell

Das CCI-Modell gehért zu den am haufigsten genutzten SHT Modellen. Auch in dem
vorliegenden Forschungsvorhaben wurde es zur SHT Induktion angewendet. An dieser Stelle
mochte ich kurz auf die grundsatzliche Methode und die Vor- bzw. Nachteile eingehen sowie
zusatzlich auf die betroffenen Areale des Gehirns. Eine genaue Beschreibung der Methode
selbst, wie sie in diesem Forschungsvorhaben durchgeflihrt wurde, folgt im Teil Material und
Methoden. Das CCI-Modell fihrt zu einer fokalen Hirnschadigung sowie zu einem diffusen
axonalen Schaden. Entwickelt wurde das Modell bereits vor tber 30 Jahren [86]. Der Ablauf
besteht grundsatzlich aus einer Anasthesie der Versuchstiere, gefolgt von einer Kraniotomie
und dann dem Einschlag auf die Kortikalis, welcher mittels eines gesteuerten Impaktors an
zuvor festgelegten Parametern durchgefuhrt wird [87]. Der Schweregrad des induzierten SHTs
ist abhangig von der Geschwindigkeit des Aufpralls, der Eindringtiefe und Verweildauer sowie

der GréRe des Impaktors [88]. Angetrieben wird der Impaktor entweder pneumatisch oder
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elektromagnetisch [89]. Besonders vorteilhaft ist dieses Modell dahingehend, dass fir alle
Tiere einer Kohorte die gleichen Parameter (Geschwindigkeit, Eindringtiefe, Verweildauer und
Impaktorgrofie) und der gleiche Aufprallort fest eingestellt werden kénnen [90]. Weiterhin Iasst
es sich im Gegensatz zu allen anderen SHT Modellen ber ein groldes Spektrum von Tierarten
anwenden. Hierzu gehoéren Ratten [91, 92] und Mause [93, 94], aber auch Schweine [95, 96],
Frettchen [97] und Affen [98]. Als letzter und wohl wichtigster Punkt kdnnen mit Hilfe dieses
Modells eine Vielzahl der Pathomechanismen nach einem SHT im Menschen abgebildet und
dementsprechend auch untersucht werden [94, 99-102]. Problematisch dagegen ist, dass
Hirnstammdeformationen nicht mit diesem Modell untersucht werden kénnen. Zudem ist kein
neurologisches Scoring direkt nach der Operation mdglich [103], weil die Mause einige Zeit
bendtigen, um die Narkose vollstandig auszuschlafen und wieder vollstandig wach und

orientiert zu sein.

1.1.4.1.1 Beeintrachtigte Areale des Gehirns bei der Nutzung des ,,Controlled Cortical
Impact Modells“ in unserem Labor

1.1.4.1.1.1 Der Cortex cerebri

Die GroRhirnrinde ist die Neuronen-reiche auliere Schicht des Telencephalons. Die Neuronen
der Grofhirnrinde sind vor allem multipolar (ein Soma mit mehreren Dendriten). Histologisch
lassen sich sechs Schichten von auBen nach innen unterscheiden: Molekularschicht — Aulere
Granularschicht — &auRere Pyramidenschicht — Innere Koérnerschicht — innere
Pyramidenschicht — multiforme Schicht. Es bestehen sowohl charakteristische regionale
Unterschiede, als auch tierartliche, was diesen Aufbau anbelangt [104].
Makroskopisch besticht der Cortex bei unseren Haussaugetieren durch seine mit Windungen
(Gyri cerebri) und Furchen (Sulci cerebri) versehene Oberflache. Entwicklungsbiologisch lasst
sich der Cortex in drei Abschnitte gliedern. Das Paleo-, Archi- und Neopallium. Das
Neopallium, welches der entwicklungsgeschichtlich neueste Bereich ist, lasst sich weiter in
Lappen (Lobi cerebri) gliedern, die hauptsachlich zur Orientierung dienen und je nach Autor
nichts [104] oder etwas Uber deren funktionelle Bedeutung aussagt. Abhangig vom Autor
unterscheidet sich ebenfalls die Anzahl. Im Stirnlappen (Lobus frontalis) sind im Wesentlichen
motorische Areale lokalisiert, wahrend im  Scheitellappen (Lobus parietalis)
somatosensorische Areale dominieren. Der Hinterhauptlappen (Lobus occipitalis) enthalt die
Sehrinde und der Schlafenlappen (Lobus temporalis) die Hérrinde [105].

Erkrankungen der Grof3hirnrinde kdnnen sich bei unseren Haussaugetieren z.B. in Form
zentraler Blindheit, mangelnder Kontaktaufnahme mit der Umwelt und ziellosem Handeln
aulern [106].
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1.1.4.1.1.2 Der Hippocampus

Der Hippocampus gehdrt rein anatomisch gesehen auch noch zur GroBhirnrinde. Genauer
gesagt, wird er dem Archicortex zugeordnet und liegt an der medialen Wand der
Grol3hirnhemispharen [106, 107]. Er besteht aus drei Abschnitten: dem Ammonshorn (Cornu
ammonis), dem Gyrus dentatus sowie dem Subiculum. Das Ammonshorn selbst Iasst sich
weiter in vier Bereiche: CA1-4 untergliedern [108].

Vom Menschen ist bekannt, dass der Hippocampus entscheidend an Lern- und
Gedachtnisfunktionen beteiligt ist. Auch fir die Haussaugetiere gilt, dass er Teil des limbischen
Systems ist, welches eine Rolle bei emotionaler, viszeraler und endokriner Verarbeitung spielt
[1085].

Eine Sonderstellung nimmt der Hippocampus dahingehend ein, dass im Gegensatz zu
anderen Bereichen des Gehirns lebenslang Neurogenese stattfindet [108].
Beeintrachtigungen der adulten Neurogenese z.B. im Alterungsprozess, aber auch im Rahmen
von neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer stehen deshalb im Zentrum vieler

aktueller Forschungsvorhaben [109].

1.1.4.1.1.3 Der Thalamus

Der Thalamus ist dem Hypothalamus dorsal aufgelagert und gehdrt topographisch zum
Dienecephalon. Er bildet die Lateralwande des Plexus choroideus ventriculi Ill. Sowohl zur
Hypophyse als auch zum limbischen System bestehen Verbindungen.

Der Thalamus ist eines der wichtigsten Bindeglieder zwischen der Peripherie und dem
Grofhirn. Aul3er fur olfaktorische Erregungen stellt er die zentrale Umschaltstation dar. Weil
alle Erregungen, die das Bewusstsein erreichen sollen, den Thalamus passieren mussen, wird
er auch ,Tor zum Bewusstsein genannt‘. Zudem spielt er eine Rolle, wenn es um die
Empfindungen von Schmerz, Unlust oder Wohlbefinden geht. Erkrankungen des Thalamus
treten bei unseren Haussaugetieren selten auf und sind schwer zu lokalisieren [107]. Bei der
Parkinson Erkrankung des Menschen hingegen ist eine der auffalligsten Veranderung in der

Aktivitat der thalamischen Neuronen in motorischen Schaltkreisen festzustellen [110].

1.1.4.2 “Fluid percussion injury” (FPI) Modell

Das FPI-Modell ist ebenfalls ein haufig genutztes Modell, um die SHT Pathologie am
Menschen zu erforschen [111]. Entwickelt wurde es in den 1980er Jahren und erst spater auf
Ratte und Maus ubertragen [112]. Mit diesem Modell kann sowohl eine diffuse als auch
gemischte Hirnverletzung hervorgerufen werden— je nachdem ob die Operation bzw.
Kraniotomie an der Mittellinie (mFPI) oder 3,5 mm lateral von der Mittellinie (IFPI) durchgeflihrt

wird. Zu den Starken gehoren die gute Justierbarkeit des Schweregrads des induzierten SHTSs,

24



sowie die hohe Reproduzierbarkeit Uber die Grenzen des eigenen Labors hinaus. Als
Schwéchen sind vor allem die Kraniotomie sowie die fehlende Mdglichkeit eines direkten post-
op neurologischen Scorings zu erwahnen. Hinzu kommt die hohe Mortalitat die durch Apnoe
hervorgerufen werden kann [103].

Der Schaden wird durch einen etwa 20 Millisekunden andauernden Flissigkeitsdruckimpuls
hervorgerufen, der nach erfolgter Kraniotomie direkt auf die intakte Dura mater abgegeben
wird [113]. Die FlUssigkeit (isotonische Kochsalzlésung) aus dem Flissigkeitsreservoir wird in
diesem Zuge ebenfalls in die Schadelhdhle injiziert, sodass es zu einem erhdhten
intrakraniellen Druck kommt, aber auch zur kurzzeitiger Verschiebung und Verformung von
Nervengewebe, subduralen Hamatom und kortikalen Kontusion im frontoparietalen Cortex
[114]. Zur Induktion von SHTs unterschiedlichen Schweregrads kann der Pendelwinkel

angehoben oder abgesenkt werden [115].

1.1.4.3 Weitere gangige SHT Modelle beim Kleintier

Auch das ,Weight-drop acceleration injury“ Modell wird in Ratte und Maus bereits viele
Jahrzehnte genutzt, um die Pathologie des SHT besser zu verstehen [116]. Hierbei tritt ein
Gewicht, welches in einem Apparat kontrolliert fallt und durch die Schwerkraft beschleunigt
wird, entweder auf die intakte Dura nach Kraniotomie oder auf den geschlossenen Schadel
auf. Dieses Modell bzw. dessen Varianten kénnen eingesetzt werden, um sowohl eine fokale
als auch diffuse Gehirnverletzung hervorzurufen. Vorteilhaft ist die glinstige sowie vor allem
bei der geschlossenen Schadelkalotte, schnelle und einfache Durchfihrung und die
Méoglichkeit den Schweregrad anzupassen. Problematisch ist allerdings die hohe Todesrate
durch Apnoe und/oder Schadelfrakturen und mangelnde Reproduzierbarkeit und damit
schlechte Vergleichbarkeit [80, 103].

Das ,Blast injury® Modell ruft ein diffuses Trauma hervor und stellt am besten die
Verletzungsmechanismen eines SHTs durch eine Explosion, wie sie oft Soldaten im Krieg
erleben, dar. Als Tierarten kommen nicht nur Nager, sondern auch Schweine und Primaten
zum Einsatz [117-119]. Unter Laborbedingungen wird der Schaden entweder durch
Sprengstoffdetonation oder mit Hilfe von Druckluft induziert. Letzteres wird als so genanntes
Stollrohrmodell bezeichnet und wird haufiger angewendet. Hierbei sind die anasthesierten
Versuchstiere fixiert und werden unter kontrollierten Bedingungen Druckluft aus einer
Kompressorkammer entlang eines geschlossenen zylindrischen Metallrohrs ausgesetzt [80].
Eine spezielle Weste schitzt Thorax und Teile des Abdomens. Die Verletzungen, die hierbei
hervorgerufen werden, entstehen vor allem durch die Bewegung des Gehirns in der

Schadelkalotte, ausgeldst durch die schnelle Rotation des Kopfes [120].
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1.1.4.4 Spezielle SHT Modelle am Groftier

Bis in die 1980er Jahre waren Nager nicht die favorisierten Versuchstiere, wenn es um SHT
Forschung ging. Allen voran waren es ethische Griinde, die eine Abkehr von den Groltieren
hin zu den Nagern brachten. GroRtiere bieten zahlreiche Vorteile, die vermutlich eine groRere
Ubertragbarkeit von Ergebnissen aus Tierstudien auf den Menschen mit sich bringen [121].
Hierzu gehort zum Beispiel, dass im Gegensatz zu Nagetieren die meisten gréReren Tiere
ebenfalls gyrencephale Gehirne besitzen. Die Gyri des Gehirns spielen eine Rolle bei der
Bewegung des Gehirns in der Schadelhéhle im Zuge eines Traumas und sorgen flir mehr
Deformation als bei Gehirnen ohne Gyri. Auch die Grolie des Hirns spielt eine entscheidende
Rolle. Nagetiere koénnen aufgrund ihres Kkleineren, lissencephalen Gehirns groRere
Winkelbeschleunigungskrafte tolerieren als gréliere Tiere mit einem gyrencephalen Gehirn.
Dies liegt daran, dass Scherkrafte und Tragheitsbelastung mit der Gehirnmasse direkt
zusammenhangen [122]. Zahlreiche weitere Grinde sprechen also auch fur den kinftigen
Einsatz von groRReren Tieren bei SHT Studien. Ein genauerer Blick zeigt, dass vor allem
Schweine, wie auch bereits oben bei den entsprechenden Modellen erwadhnt, haufiger
eingesetzt werden. Insbesondere fur padiatrische SHT Versuche eignen sich Ferkel
besonders gut. Sie weisen nicht nur eine vergleichbare Grof3e und ein vergleichbares Gewicht
des Gehirns auf, sondern zeigen auch einen ahnlichen Grad an Myelinisierung und ahnlichen
Liquorgehalt wie das menschliche, juvenile Gehirn [123, 124]. Gangige Modelle, die beim
Grofdtier Anwendung finden, sind das CCI- und das FPI-Modell.

Ein besonderes SHT Forschungsgebiet bei dem Groftiere — hauptsachlich Wiederkauer [125-
127] - eingesetzt werden, ist zudem die Betdubung vor Schlachtung. Hier geht es aber nicht
um Erforschung der Pathophysiologie des Traumas selbst, sondern viel mehr um tierwohl- und
tierschutzgerechte Betdubung vor Toétung durch Blutentzug [128]. Hierbei werden zwei
Varianten von Bolzenschussgeraten eingesetzt. Unterschieden wird zwischen einer
penetrierenden und einer nicht-penetrierenden Variante. Bei der penetrierenden Variante
handelt es sich um einen Bolzen, der das Gehirn schwer und irreversibel schadigt, indem er
auf das Schadeldach aufschlagt und dieses durchdringt. Im Gegensatz hierzu wird bei der
Tétung durch einen nicht penetrierenden Bolzenschuss das Schadeldach nicht durchdrungen.
Bei Verwendung dieser Methode ist insbesondere darauf zu achten, dass Stirnbeinfrakturen
vermieden werden. Weiterhin gibt es Restriktionen bei dieser Methode was das

Lebendgewicht von z.B. Wiederkauern angeht [129].
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1.1.5 Geschlechtsspezifische Unterschiede des SHTs bei Menschen und
Versuchstieren

Bei Betrachtung von Metaanalysen der letzten Jahrzehnte, so fallt auf, dass Manner
gegenuber Frauen 3-bis 4-mal haufiger von einem SHT betroffen sind [130, 131]. Dies liegt
vermutlich an der Tatsache, dass Manner zum einen in gefahrlicheren Jobs arbeiten, aber zum
anderen auch risikobereiter sind als Frauen [132]. In jungeren Jahren liegt die Inzidenz bei
Mannern ein SHT zu erleiden hdher als bei Frauen [130]. Dieser Unterschied verliert sich ab
einem Alter von 65 Jahren [133]. Ergdnzend wird von einer 3-mal héheren Todesrate bei
Mannern nach einem SHT gegeniber Frauen berichtet [134].

Geschlechtsspezifische Unterschiede ricken deshalb zunehmend in den Fokus der SHT
Forschung [135, 136]. Trotz alledem werden vermehrt in der praklinischen Forschung, aber
auch in klinischen Studien weiterhin nicht immer beide Geschlechter zu gleichen Anteilen
verwendet oder zum Teil auch gar keine Information zum verwendeten Geschlecht der
Versuchstiere angegeben [132, 137]. Die Literatur hinsichtlich geschlechtsspezifischer
Unterschiede im Rahmen des SHT beim Menschen ist kontrovers. Zum einen wird berichtet,
dass Frauen signifikant weniger Komplikationen nach moderaten bis schweren SHTs haben
[132, 138] und in der Regel eine bessere Prognose, was die Heilung angeht [139, 140]. Auf
der anderen Seite gibt es zahlreiche Studien die vom Gegenteil berichten. Einige Studien
zeigen, dass Frauen bei einem milden bis moderaten, aber auch moderaten bis schweren SHT
[132, 141] einen generell schlechteren Heilungsverlauf haben [142] und initial nach dem
Trauma mit starkeren und langer anhaltenden Symptomen zu kdmpfen haben [143, 144].
Wiederum andere Autoren berichten von keinen markanten Unterschieden hinsichtlich des
Verlaufs und der Heilung, aber von kleineren Unterschieden, die zum Beispiel die Symptome
direkt nach dem Trauma betreffen [145].

Ein kontroverses Bild zeigt sich auch, wenn Studien beziglich geschlechtsspezifischer
Unterschiede an Versuchstieren verglichen werden. Dies liegt zum einen daran, dass je nach
untersuchten Parametern (z.B. Verhalten, Inflammation, Neurodegeneration) bzw.
Subparametern (z.B. Zelltod, Odem, nekrotische Neuronen) auch innerhalb einer Studie
unterschiedliche Ergebnisse erzielt wurden und zum anderen auch daran, dass das
angewandte SHT Modell die Untersuchungszeitpunkte sowie die Uberlebensdauer der
Versuchstiere, die Stamme bzw. teilweise auch die Art der Versuchstiere sich unterscheiden
und somit einen Vergleich erschwert.

Wahrend einige Autoren ein geringeres Mal} an Neurodegeneration bei weiblichen Mausen
oder Ratten nach SHT feststellten [146-148], gibt es gleichzeitig eine Studie, die von positiven
Effekten bei mannlichen Mausen berichtet [149] und wiederum zahlreiche Studien, die

keinerlei Unterschiede zwischen den Geschlechtern feststellen konnten [150-152]. Dennoch
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scheinen die Beweise zugunsten einer schiitzenden Rolle von Ostrogen zu tendieren [132,
137].

Bis jetzt sind die zugrundeliegenden Mechanismen der geschlechtsspezifischen Unterschiede
nur teilweise aufgeklart. Dies liegt vermutlich an den zahlreichen Einflussfaktoren wie
Sexualhormonen, Geschlechtschromosomen und Interaktion der Immunzellen mit den
Sexualhormonen [153, 154]. Makrophagen und auch Mikroglia wurden als
geschlechtsspezifische Immunzellen im Gehirn beschrieben [155]. Auch ohne SHT Pathologie
weisen Mikroglia bereits eine gro3e Anzahl geschlechtsspezifischer Unterschiede hinsichtlich
ihrer Morphologie, ihres Transkriptoms und ihrer Proteomik auf. Diese Eigenschaften kénnten
z.B. dazu beitragen, dass weibliche Mikroglia einen Vorteil haben Umweltveranderungen wie
sie durch das SHT ausgeldst werden, wahrzunehmen und so schneller einzugreifen, um die
Homoostase des Gehirns auch unter pathologischen Begebenheiten wiederherzustellen bzw.
aufrecht zu erhalten [156-158].

Basierend auf den bereits vorliegenden Erkenntnissen und dem Bedarf an weiteren
geschlechtsvergleichenden SHT Studien wurden die Ergebnisse dieses

Forschungsvorhabens groftenteils getrenntgeschlechtlich ausgewertet.

1.2 Vermutliche Schliisselmolekiile bei der pro- und antiinflammatorischen
Antwort im Gehirn

Wie bereits unter 1.1.1 beschrieben, handelt es sich bei der Pathophysiologie des SHTs um
ein komplexes Zusammenspiel, an dem zahlreiche Zelltypen beteiligt sind. Die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen sind bislang nur unzureichend aufgeklart.
Bereits bekannt ist aber, dass die Inflammationsantwort einen hohen Stellenwert einnimmt
bzw. zentrale Bedeutung hat. Besonders Makrophagen und Mikroglia spielen als Zelltypen in
der akuten Inflammationsantwort des Korpers eine Rolle. Zu ihren Aufgaben gehdren neben
der Antigenprasentation auch die Phagozytose [159-161]. Beide Prozesse sind wichtig fir die
Wundheilung und Wiederherstellung der Homoéostase im Gehirn nach Trauma [162]. Um diese
durchflihren zu kénnen, sind insbesondere Liganden-Rezeptor-Interaktionen von Bedeutung.
Es gibt eine Vielzahl solcher Rezeptoren, die auch als Schlisselmolekule bezeichnet werden
kénnen. Zum Teil kdnnen diese bereits funktionell assoziiert werden. Dies gilt vor allem fur die
proinflammatorischen Rezeptoren, wie Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor, Toll-like-Rezeptor 4
und Interleukin-1-Rezeptor Typ 1 [163-166]. Bei Betrachtung der antiinflammatorischen
Rezeptoren ist hingegen bislang keine funktionelle Assoziation mdglich. Von den
antiinflammatorischen Rezeptoren hat vor allem der Mannose Rezeptor C-Typ | als Marker fur
antiinflammatorisch polarisierte Makrophagen und Mikroglia [29, 167, 168] in den letzten

Jahren Bedeutung erlangt. Es schien aufgrund der aktuellen Literatur vielversprechend, die
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funktionelle Bedeutung dieses Rezeptors im Zusammenhang mit einem SHT naher zu
untersuchen. In den nachfolgenden Abschnitten ist zunachst allerdings bereits Bekanntes tber

den Mannose Rezeptor C-Typ | beschrieben.

1.2.1 Mannose Rezeptor C-Typ | (MRC1)
1.2.1.1 Allgemeines

MRC1, auch als CD206 bezeichnet, gehdrt zur Familie der Mannose Rezeptoren, was
wiederum eine Untergruppe der C-Typ-Lectin Superfamilie ist. MRC1 wurde in den spaten
1970er Jahren als erstes auf alveolaren Makrophagen von Kaninchen entdeckt und ist ein Typ
| gebundenes Membranprotein mit einem molekularen Gewicht von 175 kDA.
Zusammengesetzt ist das komplexe Molekul aus mehreren extrazellularen Domanen, einem
transmembranen Segment, sowie einer kurzen zytosolischen Region. Die extrazellulare
Domane besteht wiederum aus einer N-terminalen Cystin-reichen Domane, einer Fibronektin
Typ Il (FNII) Domane sowie acht C-Typ Lektin Domanen (CTLDs) [169-171]. MRC1 kann
Antigene aufnehmen und fiir die Prasentation an seiner Oberflache prozessieren. Als ,pattern
recognition receptor” (PRR) fungiert er sowohl fir ,Pathogen-associated molecular patterns*
(PAMPS) als auch ,damage-associated molecular patterns® (DAMPs) [171]. Zu den
Pathogenen, die der Rezeptor mittels der auf den Mikroorgansimen exprimierten Mannose
bindet, gehdren unter anderem Candida albicans, Leishmania ssp., Mycobakterium
tuberculosis und Dengue Virus [172-175].

Der Rezeptor wird im ZNS vor allem auf Makrophagen — genauer gesagt CAMs - und
dendritischen Zellen exprimiert, befindet sich aber auf einer Vielzahl von Endothelzellen [176,
177]. Der Rezeptor kann nicht nur membrangebunden, sondern auch als I6sliches Protein
vorliegen. Durch Beteiligung von Matrix-Metalloprotease wird die 16sliche Form des MRC1 aus
der Membran freigesetzt. Diese Form kann sulfierte und mannosylierte Kohlenhydrate

erkennen [174].

1.2.1.2 Funktionen des MRC1 im Detail
MRC1 ist ein sehr effizienter endozytotischer Rezeptor, der stetig zwischen der
Plasmamembran und dem friihen endosomalen Kompartiment recycelt [171]. Dies geschieht
auch in Abwesenheit eines Liganden [169].
Bindet ein Ligand an MRC1 erfolgt die Clathrin-abhangige Internalisierung, die durch das
FENTLY-Motiv im zytoplasmatischen Rest des Rezeptors vermittelt wird. Anschliel3end findet

der Transport in das frihe Endosom statt. Vermutlich wird dort durch eine Erniedrigung des
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pH-Werts die Ligandenfreisetzung induziert und der leere Rezeptor wieder an die
Zelloberflache zurtckgefuhrt [171].

Die intrazelluldre Route, der die internalisierten Antigene nun zugeflihrt werden, hat
entscheidenden Einfluss auf die anschlieRende Antigenprasentation [169]. Material, welches
durch eine Antigen-prasentierende Zellen (APC) endozytiert wurde, wird dem endozytotischen
Prozess zugefihrt. Dieser besteht aus dem friihen und spaten Endosom sowie dem Lysosom.
Das internalisierte Material wird letztlich durch das saure Milieu in kleine Oligopeptide zersetzt,
die geeignet sind, um durch MHC-II-Molekile prasentiert zu werden. Endogene Proteine
werden hingegen Uber den zytosolischen Weg verarbeitet. Die daraus resultierenden Peptide
werden zum endoplasmatischen Retikulum transportiert und sind mit MHC-I-Molekilen
assoziiert [178]. Auch ist eine Antigen-Kreuzprasentation, die wohl am bedeutsamsten bei
Makrophagen und dendritischen Zellen ist, mit anschlieRender Stimulation von CD8* T-Zellen
mdglich. Hierbei entgehen spezielle extrazellulare Antigene der lysosomalen Zersetzung und
werden anschlieltend tber MHCI-Moleklle prasentiert [179]. Dies ist vor allem bei der Abwehr
von Tumoren und Viren wichtig [178]. Neben seiner endozytotischen Funktion fungiert der
MRC1, wie unter 1.2.1.1 erwahnt, auch als Phagozytose Rezeptor flr bestimme Pathogene,
z.B. Mykobakterien [180].

AulBerdem scheint der Rezeptor eine Rolle bei der gezielten Makrophagen Infiltration zu
spielen [171], denn seine Abwesenheit fiihrt zu einer nicht zielgerichteten Infiltration von
myeloiden Zellen in der mit Pneumocystes carinii (P. carinii) infizierten Lunge von MRC1-
Knock-out Tieren [181]. Unabhangig davon kann der MRC1 die Genexpression, welche z.B.
in einer Zytokinsekretion resultiert, modulieren. Dies ist allerdings nur in Zusammenarbeit mit
anderen Rezeptoren (z.B. Toll-like Rezeptor) moglich, welche die Signalkaskade aktivieren.
So sorgt die Koexpression von Toll-like Rezeptor 2 und MRC1 fir eine IL-8 Produktion als

Reaktion auf eine P. carinii Infektion der Lunge [182].

1.2.1.3 MRC1 im postnatalen Gehirn

Der MRC1 findet sich bereits im frGhen postnatalen Stadium (P0O) in seiner
membrangebundenen, aber auch Idslichen Form im murinen Gehirn. Zu diesem Zeitpunkt ist
der Rezeptor in den meisten Gehirnregionen vorhanden. Allen voran exprimieren die
Meningen, die GroBhirnrinde, der Hirnstamm, der Hippocampus, aber auch das Cerebellum
den MRC1. Im Laufe der postnatalen Entwicklung nimmt die Expression ab. Die grofte
Abnahme erfolgt 1-2 Wochen nach der Geburt. Im spateren postnatalen Gehirn (P14) ist der
Rezeptor regionsabhangig unterschiedlich hoch exprimiert und &hnelt sehr stark dem Zustand
von adulten Tieren. Die gréfite Expression ist in diesem Entwicklungsstadium im Hirnstamm,

in oberen Schichten der Grol3hirnrinde und Kernen des Hypothalamus und dem Pedunculus
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olfactorius feststellbar. Zu den Zellen, die den MRC1 im postnatalen Gehirn exprimieren,
gehodren Astrozyten, vor allem im Parenchym, aber auch in perivaskularen Bereich sowie
meningeale und perivaskuldre Makrophagen und Mikroglia, als auch Purkinje-Zellen, die zu
den Neuronen gehéren [183]. Wahrend der Entwicklung des Gehirns ist der MRC1 in
Synaptogenese, Kollateralgefalbildung [184] und Auswuchs von cerebelldren Neuronen [185]

involviert.

1.2.1.4 MRC1 im adulten Gehirn

Der MRC1 wird im adulten Gehirn auf perivaskuldaren Mikroglia und wie bereits oben erwahnt
auf CAMs exprimiert [177, 186]. Uberraschender Weise exprimieren auch Astrozyten trotz
ihres neuroektodermalen Ursprungs den MRC1 im frihen postnatalen, aber auch adulten
Gehirn [183]. Gegenliber dem postnatalen Stadium liegt die Expression im gesunden, adulten
Gehirn nur noch bei 20 % [183]. Auf den Hirnhauten, der Grol3hirnrinde und dem Hirnstamm
befindet sich der Rezeptor am zahlreichsten. Reguliert werden die Expression und die Aktivitat
des Rezeptors zelltypunabhangig durch pro- und antiinflammatorische Chemo- und Zytokine.
Zu seinen Funktionen gehdrt im Gehirn einerseits die Pinozytose und andererseits die
Phagozytose. Besonders Makrophagen nehmen tber den Rezeptor, wie bereits unter Punkt
1.2.1.1 naher erlautert, eine Vielzahl von Pathogenen auf. Neben Makrophagen sind auch
Mikroglia entscheidend am Phagozytoseprozess tiber den MRC1 beteiligt [168].

Genaue Signalwege, die zur Mannose-Rezeptor mediierten Endozytose flhren, sind bislang
unklar. Bekannt ist aber, dass Zellen durch den Endozytoseprozess aktiviert werden kdnnen
und dies in einer Freisetzung von Zytokinen resultieren kann [187]. Makrophagen setzen
ebenso wie Mikroglia reaktive Sauerstoffspezies, reaktive Stickoxide und verschiedene
Zytokine frei [187-189].

All diese Prozesse gemeinsam deuten gemeinsam darauf hin, dass dem Rezeptor eine
wichtige Rolle in der Immunabwehr des Gehirns zukommt [190].

Zudem gibt es Hinweise, dass MRC1 eine Rolle bei der Anti-Tumor-Antwort im Gehirn spielt.
So exprimieren Gliomzellen auf ihrer Oberflache mannosylierte Proteine [191], die als
tumorspezifische Antikdrper dienen kdnnen, weil gesunde eukaryotischen Zellen solche
Proteine nicht exprimieren. Mikroglia kénnen diese Liganden Uber den Mannoserezeptor
erkennen und Zytokine wie IL-12, TNF- a und ROS freisetzen, welche dem Tumorwachstum
entgegenwirken [192]. Des Weiteren setzen Gliome, wie auch andere Tumore, Proteasen wie
Cathepsin D [193]und t-PA [194] frei, um Wirtsgewebe leichter zu infiltrieren [195]. Beides sind
Liganden flr den Mannose-Rezeptor [196]. Astrozyten und Mikroglia kénnen diese Proteasen
Uber den Mannoserezeptor binden und so die Tumorinvasion — zumindest teilweise - hemmen

[190]. In einer anderen Studie zeigte sich, dass eine hdhere Anzahl an CD68-, CD163- und
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CD206-positiven Zellen im Tumorgewebe mit einer erhdhten Uberlebensrate der Patienten
verbunden war [197]. Unterstrichen wird die Rolle in der Anti-Tumor Antwort im Gehirn durch
die aktive Freisetzung von immunsuppressiven Substanzen aus Gliomzellen, um
zellvermittelte Immunitat, bei der auch der Mannoserezeptor eine Rolle spielt, negativ

beeintrachtigen [198].

1.2.1.5 MRC1 in Zusammenhang mit SHT

Bislang wurde die funktionelle Relevanz des MRC1 auf die Pathophysiologie des SHTs nicht
untersucht, wohl aber die (regionale) Expressionsregulation nach SHT im Gehirn.
Im gesunden Gehirn des Menschen wird MRC1 — unabhangig von der Gehirnregion — auf
niedrigen Level exprimiert. Im Verlaufe eines SHTs beim Menschen verandert sich die Anzahl
CD206" Zellen mit zunehmender Uberlebenszeit. In der akuten Phase erfolgt zwar ein initialer
Anstieg von Zellen, die CD206 exprimieren, wobei dieser weder im Cortex, Pons, Cerebellum
noch Substantia alba signifikant ist. In der subakuten Phase verbleibt die Expression auf
diesem Niveau. Erst drei Tage nach dem Trauma erfolgt ein signifikanter Anstieg in allen vier
0.g. Hirnregionen [199]. Bisher unverdéffentlichte Daten aus unserem Labor zeigen ebenfalls
einen initialen, zunachst nicht signifikanten Anstieg von CD206* Zellen im murinen Gehirn am
ersten Tag nach dem SHT. Dieser geht in einen prominenten und ab diesem Zeitpunkt auch
signifikanten Anstieg ab Tag 3 nach SHT Uber. Bis 7 Tage nach dem Trauma verbleibt die
Expression dann etwa auf gleich hohem Niveau. Ansari et al. untersuchte zwar lediglich die
CD206 Expression in den ersten 24 h nach einem SHT im ipsilateralen Hippocampus von
Ratten, doch auch seine Ergebnisse unterstreichen, dass der relevante Anstieg erst im
spateren Verlauf erfolgt, wenn der M1-Phanotyp bereits wieder abnimmt [200]. Erganzend
lasst sich sagen, dass die CD206 Expression im Striatum im Verlauf des Traumas bis zu Tag
14 weiter abnimmt und sich dem pra-Trauma Niveau wieder annahert.

Wenig Daten liegen zur genauen Gehirnlokalisation dieser Zellen vor. Zhang et al. berichtet
von einer Akkumulation CD206- sowie CD163-positiver Zellen im Bereich der Lasion selbst
[201]. Andere Autoren konnten ebenfalls mittels immunhistochemischer Untersuchungen
zeigen, dass 3 Tage nach einem SHT ein signifikanter Anstieg CD206-positiver Zellen im
ipsilateralen Cortex und Striatum stattfindet, der an Tag 5 seinen Héhepunkt erreicht. Weitere
9 Tage vergehen bis das Ausgangsniveau wieder erreicht wird. Im ipsilateralen Corpus
callosum wird der Héhepunkt der Expression bereits an Tag 3 erreicht. Interessanterweise
reagiert auch das kontralaterale Corpus callosum mit einem signifikanten, wenn auch nur
geringfligigen Anstieg von CD206-positiven Zellen auf das Trauma [202].

Zusammenfassend deutet dies daraufhin, dass die MRC1 Expression auf Makrophagen und

Mikroglia potenziell relevant fir die Immunabwehr durch Antigen-Prasentation, Phagozytose
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und Immunhomadostase ist. Tatsachlich wurden aber zur Funktion des Rezeptors wahrend der

pathophysiologischen Vorgange im Gehirn nach SHT noch keine Daten verdffentlich.

1.3 Ziel des vorliegenden Forschungsprojekts

Trotz zahlreichen Forschungsvorhaben, die sich mit der Pathophysiologie des SHTs,
hauptsachlich aber therapeutischen Interventionen beschaftigt haben, gibt es nach wie vor
keine adaquate Therapie, die zum gewtnschten Heilungserfolg fihrt [203, 204]. Der MRC1
wird von zahlreichen Autoren immer wieder als antiinflammatorischer Marker beschrieben
[197, 205]. Andere Autoren berichten sogar, dass MRC1*-Zellen die Neuroinflammation aktiv
verhindern [167]. Im Zusammenhang mit einem SHT wurde der Rezeptor selbst bislang wenig
bis gar nicht erforscht. Ziel dieser Arbeit war es deshalb, mehr Uber die Rolle des MRC1 im
Zusammenhang mit der Pathophysiologie eines SHTs herauszufinden. Die dieser Arbeit
zugrundeliegende Hypothese war, dass MRC1 antiinflammatorische Funktionen nach SHT
ausubt. Um diese Hypothese zu testen, wurden MRC1-defiziente Mause und Wild-Typ
Wurfgeschwister einem experimentellem SHT mittels ,Controlled Cortical Impact® unterzogen,
verhaltensbiologisch als auch histopathologisch und molekularpathologisch zu einem frihen
oder spaten Zeitpunkt nach SHT (5 d oder 30 d post Trauma) untersucht.

Dementsprechend erhielten insgesamt 88 MRC1-Wildtyp- und —Knock-out-Mause ein

Controlled Cortical Impact bzw. eine entsprechende Scheinoperation (,Sham“-Operation).
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2 Material
2.1 Geriate

Tabelle 1: Zusammenfassung verwendeter Geréate inklusive Hersteller.

Gerat Hersteller

Agilent 2100 Bioananalyzer Agilent; Waldbronn, DE

Axiocam 105 color Carl Zeiss Microscopy GmbH; Oberkochen,
DE

BioPhotometer Nanovue Eppendorf AG; Hamburg, DE

BZ-X-800 Fluoreszenzmikroskop Keyence, Osaka, JP

CCl-Impactor Model #39463923 Leica; Richmond, USA

Cryostar™ NX70 Kryostat Thermo Fisher Scientific, Walldorf, DE

Uni-Drive N Mikrobohrer Paggen, Starnberg, DE

,Elevated Plus Maze" Eigenbau

Heizblock ThermoMixer TM Comfort Eppendorf AG; Hamburg, DE

Homeothermic Monitoring System RWD, TX, USA

Thermostar 69027

Inkubator Babytherm 1C8000 Drager, Lubeck, DE

Kamera fur Ethovision System 106588-10 | Basler AG, Ahrensburg, DE

LightCycler® 480 Roche Diagnostics; Mannheim, DE

Magnetriihrer IKAMAG® RET Fischer Scientific GmbH, Schwerte, DE

Mastercycler Gradient Eppendorf AG; Hamburg, DE

Mastermill MM300 Microtrac Retsch GmbH, Haan, DE

Megafuge 1.0 Zentrifuge Heraeus Holding GmbH; Hanau, DE

MicroStar 17R Zentrifuge VWR International GmbH; Darmstadt, DE

MikroCuvette G1.0 Eppendorf AG; Hamburg, DE

Mikrozentrifuge Mini Star Silverline VWR International GmbH; Darmstadt, DE

Nanovue Spectrophotometer GE Healthcare, lllinois, USA

Ohrlochzange Zoonlab; Castrop-Rauxel, DE

,Open Field Arena“ 40x40 Noldus; Wageningen, NL

,Open Field“ Boden, schwarz, 40x40 Noldus; Wageningen, NL

Operations-Mikroskop Technoskop OPMI Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen,

1-FC 459909 DE

Photometer Glomax Promega GmbH; Mannheim,DE

Pipetten (verschiedene Groflien) Eppendorf AG; Hamburg, DE

34



Gerat
Plattformschittler Unimax 2010

P-touch D600 Beschriftungsgerat
Qubit 2.0 Fluorometer

Rota-Rod LE8200

Stemi 305 Stereomikroskop

Stereotaktischer Rahmen
Temperatursonde Physitemp BAT-12
Tierhaltungsschrank,  UniProtect
3378-V02

Tischwaage DIPSE TP-2000
Ultraschall Luftbefeuchter BH-860E
Vapor 19.3 Isofluran

Vortex Reax control

Wasserbad 1086
Zentrifuge 5804R

2.2 \Verbrauchsmaterialien

THF

Hersteller

Heidolph Instruments GmbH & Co KG,
Schwabach, DE

Brother International GmbH, Bad Vilbel, DE
Thermo Fisher Scientific; Walldorf, DE
Panlab Harvard Apparatus; Cornella, ES

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen,
DE

Kopf Instruments; Tujunga, CA, USA
Physitemp; New Jersey, USA

Bioscape, Castrop-Rauxel, DE

SSR Produkt GmbH & Co KG; Oldenburg, DE
Honeywell, Offenbach am Main, DE
Dragerwerk AG; Libeck, DE

Heidolph Instruments GmbH & Co KG,
Schwabach, DE

LAUDA-GFL GmbH; Lauda-Kdnigshofen, DE
Eppendorf AG; Hamburg, DE

Tabelle 2: Zusammenfassung verwendeter Verbrauchsmaterialien inklusive Hersteller.

Verbrauchsmaterial

Aqua sterile Ampuwa®

BD Microfine 0,5 ml

Bovine Serum Albumin (BSA)
Chloroform

Collection tubes (2 ml)
Dako-Pen

Deckglaser
Einstreu Lignocel® FS14

Entellan Eindeckmedium

Hersteller

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, DE
Becton Dickinson and Company, NJ, USA
Sigma-Aldrich; St. Louis, USA
Sigma-Aldrich; St. Louis, USA

Qiagen GmbH; Hilden, DE

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

Diagonal GmbH & Co KG, Munster, DE
J.Rettenmaier & Séhne GmbH & Co

KG; Rosenberg, DE

Merck KGaA; Darmstadt, DE
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Verbrauchsmaterial

Epredia™ Richard-Allan Scientific™ Neg-
50™ Gefrierschnittmedium

Ethanol 100 %

Ethanol 70 %

Ethanol 80 %

Ethanol 96 %

,Falcon® (25 ml + 50 ml)
Flissiger Stickstoff
Holzwattestabchen 15 cm

Immu-Mount®

Inject® Spritzen 1,0 ml

Kresylviolett

Kryorohrchen

Leukosilk-S

Mikroskop Objekttrager Superfrost® Plus
Microtom Klingen - C35

MoliCare® Premium

NaCl 0,9 %

Nitril Handschuhe

Pasteur Pipetten Volac

PBS Dulbecco's

PCR Klebefolie

Pipettenspitzen (verschiedene Grofen)
Prolene 6-0

Qiazol Lyse-Reagens

Ratte/Maus Haltung — Alleinfuttermittel
RNAse freies Wasser

RNaseZap™

Hersteller
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Honeywell International Inc.; Muskegon, M,
USA

Honeywell International Inc.; Muskegon, M,
USA

Honeywell International Inc.; Muskegon, MI,
USA

Honeywell International Inc.; Muskegon, MI,
USA

Greier Bio-One GmbH, Kremsmiunster, OE
Air Liquide S.A.; Dusseldorf, DE

WIROS Wilfried Rosbach GmbH, Willich, DE
Thermo Scientific, Thermo Fisher; Waltham,
MA, USA

B. Braun, Melsungen, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Thermo Fisher Scientific; Walldorf, DE

BNS medical GmbH, Hamburg, DE

Thermo Scientific; Braunschweig, DE
Feather; Koln, DE

Paul Hartmann AG, Heidenheim, DE

B. Braun, Melsungen, DE

VWR International, LLC, Leuven, B

Poulten & Graf GmbH, Wertheim, DE
Bio&SELL GmbH; Nurnberg, DE

Eppendorf AG; Hamburg, DE

STARLAB GmbH; Hamburg, DE

Ethicon, San Lorenzo, USA

Qiagen GmbH; Hilden, DE

Ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, DE
Fermentas; St. Leon Rot, DE

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific,
Vilnius, LTU
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Verbrauchsmaterial
Roti®Histokitt

Roti®Histol

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

Stericam® 26 G x 1/2“ Kanilen
Trennsaule

Triton X-100

Trockeneis

Xylol

2.3 Lodsungen

Hersteller

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE
Eppendorf AG; Hamburg, DE
Questalpha, Eschenburg, DE

B. Braun, Melsungen, DE

Qiagen GmbH; Hilden, DE
Sigma-Aldrich GmbH; Steinheim, DE
Johannes-Gutenberg-Unimedizin
Mainz, DE

PanReac/AppliChem GmbH; Darmstadt, DE

Mainz,

Tabelle 3: Zusammenfassung angewendeter Losungen inklusive Herstellung.

Losung

Kresylviolett

,IHC blocking solution®

“Phosphat buffered Saline” + TX100 (PBST)
.Phosphat buffered saline* (PBS)
Paraformaldehyd 4%

2.4 Medikamente

Herstellung

5 mg Kresylviolett in 100 ml Ethanol (100%),
bei 50 °C fur 30 min rdhren, auf 500 ml mit
Aqua dest. auffiillen, anschlieRend filtrieren
5% NGS + 0,5 % FBS + 0,1 % Triton X-100
in PBS (PBST)

PBS + 0,1 % Triton X-100

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

70 °C 235 ml Aqua dest. + 18.8 g PFA + 0.47
ml 10 M NaOH, Ldsung filtern + 235 ml 0.2 M
Phosphatpuffer

Tabelle 4: Zusammenfassung angewandter Medikamente inklusive Hersteller.

Medikament
Bepanthen® Augen- und Nasensalbe

Isofluran-Piramal, Wirkstoff: Isofluran

Histoacryl® Gewebekleber

Hersteller

Bayer Vital, Leverkusen, DE

Piramal Critical Care B.V., TR Voorschoten,
NL

B. Braun, Melsungen, DE
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Medikament

Lidocain

(Lidocain-HCI 2 % Injektionsldsung)

Rimadyl® 50 mg/ml, Wirkstoff: Carprofen

2.5 Kits

Hersteller

B. Braun; Melsungen, DE

Zoetis Deutschland GmbH; Berlin, DE

Tabelle 5: Zusammenfassung verwendeter Kits inklusive Hersteller.

Kit

Absolute Blue gPCR Sybrgreen Mix
MyTaq™ Extract-PCR Kit
PrimaQuant gPCR-CYBR-Green-MasterMix

Blue

RNA 6000 Nano Kit
RNeasy® Micro Kit

QuantiTect® Reverse Transcription Kit
Farbekit: Hamatoxylin & Eosin (H&E)

2.6 PCR ,Primer“

Hersteller

Thermo Scientific; Braunschweig, DE
Meridian Bioscience®; Cincinnati, OH, USA
Steinbrenner Laborsysteme GmbH;
Wiesenbach, DE

Agilent Technologies; Waldbronn, DE
Qiagen GmbH; Hilden, DE

Qiagen GmbH; Hilden, DE

Morphisto GmbH, Offenbach am Main, DE

Tabelle 6: Zusammenfassung der verwendeten PCR ,,Primer®.

»larget”

Arg1
Cd68
Fcgri
Gfap

Aif1

Lyz2

Mmp9

Ampliko

n
Lange

(bp)
185

113
211
120

144

237

106

Oligonukleotidsequenz Genbank
5°-3¢ Nummer
forward reverse
CTCCAAGCCAAAGTCCTTA  AGGAGCTGTCATTAGGGAC NM 007482
GAG ATC
CCCACCTGTCTCTCTCATTT = CACATTGTATTCCACCGCC  NM 001291058.1
c
CCACAATGATTGGCTGCTA  CGTGCCTGAGCAGTGGTA  NM 010186.5
CT
CGGAGACGCATCACCTCTG = TGGAGGAGTCATTCGAGAC  NM 001131020
AA
ATCAACAAGCAATTCCTCGA CAGCATTCGCTTCAAGGAC  NM 019467
TGA ATA
ACTCCTCCTGCTTTCTGTC ~ TTGCCATCATTACACCAGTA  NM 017372.3
TC
AAGTCTCAGAAGGTGGAT  AATAGGCTTTGTCTTGGTA  NM 013599
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»rarget® Ampliko Oligonukleotidsequenz Genbank
n 53¢ Nummer
Liange forward reverse
(bp)
Mrc1 184 GGCTGATTACGAGCAGTGG = ATGCCAGGGTCACCTTTCA  NM_008625.2
A G
Nos2 312 TGTGTCAGCCCTCAG CACTGACACTYCGCACAA  NM 010927
AGTAC -
Ppia 146 CATACAGGTCCTGGCATCT  AGACCACATGCTTGCCATC  NM_008907
TGTC CAG
Spp1 151 ATGTCATCCCTGTTG GACTGATCGGCACTC NM_001204201.1
CCCAG TCCTG

2.7 Antikorper

Tabelle 7: Zusammenfassung der verwendeten primaren Antikorper.

Antikorper

anti-CD68

(monoklonal)

anti-GFAP
(polyklonal)
anti-MRC1

(monoklonal)

anti-NeuN

(polyklonal)

Spezies

Ratte

Kaninchen

Ratte

Meerschwein

chen

IHC

Verdiinnung

1:300

1:1000

1:300

1:2000
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Hersteller

BD

DAKO

BioLegend

Synaptic

systems

Herstel
ler-Nr.
566389

Z03340
1-2
COC68
C2

266014

Weitere

Informationen
Direkte

Fluorochrome
Kopplung mit
BV421 an den
Primarantikorp

er

Direkte

Fluorochrome
Kopplung  mit
FITC an den
Primarantikorp

er



Tabelle 8: Zusammenfassung der verwendeten sekundaren Antikorper.

Sekundarer  Spezies Reaktivitat
Antikorper
Alexa Fluor Meerschwein
633 “highly

Cross-

Ziege

chen

absorbed”
Alexa Fluor Kaninchen
568

absorbed*

Ziege

,,Cross-

2.8 Software

IHC Hersteller Hersteller

Verdiinnung -Nr.

1:500 Invitrogen/ A-21105
Life Science

1:500 Invitrogen/ A-11011
Life Science

Tabelle 9: Zusammenfassung der verwendeten Software.

Software

Adobe lllustrator 2020
Adobe Photoshop 2020
BioRender

Calculate and draw custom Venn diagrams

EndNote 20
EthoVision XT15

GraphPad Prism 9
GSEA 4.1.0.

ImagedJ Version 1,53a

LightCycler® 480, Version 4.5
Microsoft Office 2016
PyMOL, Version 2.5.5.

Zen 3.5 blue edition

Hersteller

Adobe Inc.; San José, CA, USA

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

VIB/ UGent, Bioinformatics & Evolutionary
Genomics, Gent, B

Clarivate™, Philadelphia, USA

NOLDUS
Wageningen, NL

GraphPad Software, Inc.; La Jolla, CA, USA
Broad Institute, Inc.; Massachusetts, CA,
USA

National Institutes of Health; Bethesda, MD,
USA

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

Schrédinger Inc., NY, USA

Carl Zeiss Microscopy GmbH; Oberkochen,
DE

Information Technology;
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3 Methoden
3.1 Studiendesign & Mause

3.1.1 Genehmigung der Tierversuche

Alle Tierversuche, die ihm Rahmen dieser Dissertation durchgeflinrt worden sind, wurden
gemal den institutionellen Richtlinien der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz,
Deutschland durchgefiihrt. Genehmigt wurden die Tierversuche von der Tierschutz- und
Ethikkommission des Landesuntersuchungsamts Rheinland-Pfalz (Aktenzeichen 23 177-07/G
19-1-027).

3.1.2 Studiendesign

In diesem Forschungsvorhaben wurden insgesamt 88 mannliche und weibliche MRC1-Wildtyp
bzw. -Knock-out Mause (ndheres unter 3.1.3) im Alter von 8-12 Wochen in zwei unabhangigen
Kohorten, mit jeweils finf bzw. 30 Tagen Uberlebenszeit, untersucht. In beiden Kohorten
wurden die Mause nach dem Zufallsprinzip in vier experimentelle Gruppen mit jeweils gleichen
Geschlechterverhaltnis eingeteilt. Gruppe A: CCI+MRC1-WT, Gruppe B: CCI+MRC1-KO,
Gruppe C: MRC1-WT+Sham, Gruppe D: MRC1-KO+Sham.

Kohorte 1 wurde mit 48 Tieren durchgefiihrt. Kohorte 2 wurde urspringlich mit 40 Tieren
geplant und durchgefiihrt. Re-Genotypisierung und erneute Verifizierung der Genotypen durch
gPCR zeigte, dass bei einigen Mausen ein anderer Genotyp vorlag als zuvor bestimmt wurde.
Dies hatte zu Folge, dass zum einen die Gruppenzugehorigkeit der betroffenen Tiere im
Nachhinein geandert werden musste, aber auch Tiere aufgrund eines nun heterozygoten
Genotyps exkludiert werden mussten. Dies anderte nicht nur die Gesamtanzahl verwendeter
Tiere und die Gruppengrof3e, sondern sorgte auch fur eine ungleiche Geschlechterverteilung
in den vier experimentellen Gruppen.

Die genaue Gruppenverteilung von Kohorte 1 und 2 sind nachfolgenden Tabellen zu

entnehmen.

Tabelle 10: Studiendesign Kurzzeitiiberleben.

Kohorte 1: 5d Uberleben

,»Controlled Cortical ,,Sham*
Impact” (CCl)
MRC1-Wiltyp A (n=82/89) C (n=42/49)
MRC1-Knock-out B (n=84/8%) D (n=43/4%)
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Tabelle 11: Studiendesign Langzeitiiberleben.

Kohorte 2: 30d Uberleben

,controlled Cortical ,,Sham*
Impact® (CClI)
MRC1-Wiltyp A (n=43/69) C (n=43/4%)
MRC1-Knock-out B (n=54/5%) D (n=23/4%)

Um genligend Zeit fir alle Experimente pro Tag zu haben, wurden in beiden Kohorten Tiere
aus Gruppe A-D ebenfalls nach dem Zufallsprinzip in wiederum zwei Gruppen a‘ 24 (Kohorte
1) bzw. 20 (Kohorte 2) Tiere aufgeteilt. Die Operationen sowie nachfolgend alle
Verhaltensexperimente und schlieRlich die Euthanasie wurde an zwei aufeinanderfolgenden
Tagen mit jeweils 24 bzw. 20 Tieren durchgefiihrt.

Der genaue zeitliche Ablauf |asst sich anhand Abbildung 4: Studiendesign.Abbildung 4

nachvollziehen.

A Histologie
qPCR
ccy/ RiAsea
g+9Q mMNSS  Sham  MNSS mNSS mNSS
Rotarod (Qperation Rotarod Rotarod Rotarod /‘ -
il . R

MRC1-WT
&MRC1-KO - '

8-12 Wochen
Pre-Score Euthanasie
1 L L L 1 L a
I T 1 | 1 T L
-1d od 1dpi 3dpi 5dpi
B ccl/
Sham
Operation EPM EPM
mNSS mNSS  mNSS mNSS  mNSS mNSS mNSS Histologie
ag+Q OFT OFT  OFT OFT  OFT OFT OFT g
Rotarod Rotarod Rotarod | Rotarod Rotarod Rotarod Rotarod =20
.
‘_‘_‘\ /'
MRC1-WT &
MRC1-KO 9\_,/
8-12 Wochen . g
Pre-Score Euthanasie
-1 1 [ L L 1 L JL L L /L L .
i 1 1 T 1 1 T r/4 1 1 /4 1 >
-1d  0d 1dpi 3dpi 4dpi 5dpi 7dpi  13dpi 14dpi 30dpi

Created with BioRender.com

Abbildung 4: Studiendesign.

(A) Studiendesign der Kurzzeit-Uberlebensgruppe (Kohorte 1, 5d Uberleben, gleiches
Geschlechterverhaltnis). ,,Modified Neurological Severity Score” (mNSS) und Rotarod (RR)
wurden 1 Tag vor Operation, sowie 1, 3 und 5 dpi durchgefiihrt. Die Euthanasie erfolgte an Tag
5. Die Gehirne wurden anschlieBend fiir Histologie, qPCR und RNA-Sequenzierung (RNA-Seq)
prozessiert. (B) Studiendesign der Langzeit-Uberlebensgruppe (Kohorte 2, 30d Uberleben,
ungleiches Gruppen- und Geschlechterverhiltnis). mNSS, RR und ,,Open Field Test“ (OFT)
wurden einen Tag vor Operation sowie 1, 3, 5, 7, 14 und 30dpi durchgefiihrt. Erganzend kommt
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das ,Elevated Plus Maze“ (EPM) 4 und 13dpi hinzu. Nach einer Uberlebenszeit von 30 Tagen
wurden die Tiere euthanasiert und die Gehirne fiir histologische Untersuchungen prozessiert.
CCI = ,,Controlled Cortical Impact®, dpi = “days post injury”, EPM = ,Elevated Plus Maze”,
mNSS = ,Modified Neurological Severity Score*“, OFT = Open Field Test.

In Kohorte 1 Uberlebten alle Tiere bis zum Studienende. In Kohorte 2 verstarb ein mannliches
Tier aus der Gruppe B kurze Zeit nach der CCI-Operation.

Die Experimentatorin war wahrend der gesamten Versuche fir den Genotyp, die
Operationsart, die Datensammlung und anschlielende Analyse verblindet. Die
Randomisierung wurde von einer Person durchgeflhrt, die nicht in die Experimente involviert

war.

3.1.3 MRC1 Knock-out Mause (Internationale Nomenklatur: B6.129P2-Mrc1tm1Mnz/J)
Michael Nussenzweig generierte den MRC1-Knock-out Mausstamm urspringlich an der
Rockefeller Universitat in New-York [206]. Hierfir wurde eine genome Veranderung des
Mannose-Rezeptor Lokus und des Zielvektors mit EGFP, Neo und DTA (EGFP: ,enhanced
green fluorescent protein“; Neo; DTA: Diptheria Toxin) vorgenommen. Das EGFP Reporter
Gen wurde am Startcodon, Exon 1, inseriert und beinhaltet ein Stopcodon, welches die
Expression des Mannose-Rezeptors aufhebt. Nachdem der Neomycin-
Resistenzselektionsmarker entfernt wurde, verbleibt eine loxP-Flankierung an der
abgewandten Seite des EGFP. Western-Blot Analysen von Lymphknotenlysaten zeigten die
Abwesenheit des normalen Proteins in homozygoten Mausen.

Zunachst wurde dieser Mausstamm auf einem 129SvJxC57BL/6 Hintergrund generiert.
AnschlieBend wurde der Stamm Uber sieben Generationen auf den C57BL/6 Hintergrund
zurlick gekreuzt. Der Stamm zeichnet sich unter anderem durch eine mangelhafte
Ausscheidung von Proteinen aus, die zugangliche Mannose- und N-Acetylglucosamin-Reste
tragen. Daher weisen sie erhdhte Konzentrationen von acht verschiedenen lysosomalen
Hydrolasen auf.

Die Ausscheidung einer Untergruppe von mannosehaltigen Serumglykoproteinen, die im
Entziindungsprozess normalerweise erhdht sind, ist ebenfalls beeintrachtigt. Dieser Stamm
kann deshalb bei Untersuchungen der Serumglykoprotein-Homdostase nitzlich sein, aber
auch bei Untersuchungen zu Altern sowie Forschungsfragen, die das Immunsystem betreffen
[207], weshalb er fir dieses Forschungsvorhaben genutzt wurde.

Unser Labor erhielt im Oktober 2018 kryokonservierte, homozygote Embryonen vom
Deutschen Krebsforschungszentrum in Heidelberg. Diese wurden durch die BioGen — Genetic
Engineering and Biotechnology Facility des ,Translational Animal Research Center” (TARC)

der Universitatsmedizin Mainz revitalisiert. Es kamen zwei Ammen des Stammes
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Crl:CD1(ICR) zum Einsatz, die drei mannliche und funf weibliche homozygote Nachkommen
zur Welt brachten. Im Februar 2019 konnten die ersten Verpaarungen mit unseren eigenen
C57BL/6J Mausen erfolgen, um heterozygote Nachkommen flir unsere Zucht zu generieren.
Alle im Versuchsvorhaben verwendeten Mause sind selbstgezogene Nachzuchten. Weder
wahrend der Zucht, noch wahrend der Experimente in unserem Labor konnten Auffalligkeiten
hinsichtlich Anatomie, Physiologie oder Verhalten der Mause —unabhangig welcher

Genotyp — festgestellt werden, weshalb dieser Mausstamm als unbelastet eingestuft wurde.

3.1.3.1 Genotypisierung

Zur Feststellung des Genotyps im Rahmen der Genotypisierung, werden Ohrstanzen
verwendet, welche im Rahmen des Kennzeichnungsprozesses beim Absetzen der Jungtiere
(x drei Wochen) mittels einer Ohrlochzange gewonnen werden. Die genomische DNA (gDNA)
wird mit dem MyTaq™ Extract-PCR Kit nach Herstellerangaben isoliert, dann mit dem Master-
Mix sowie den passenden ,Primern“ (siehe unten) gemischt und schlieRlich dem Mastercycler®
zugefuhrt. Die in diesem Prozess entstandenen Produkte werden im Gel Analysator
untersucht. Je nachdem welche Produkte und Banden durch Bindung der entsprechenden

Primer entstehen, kénnen folgende Genotypen unterschieden werden:

Tabelle 12: Genotypinformationen.

Genotyp Bindende ,,Primer“ | Amplikon (bp) Offizielle
Bezeichnung

MRC1-KO Gemeinsam: CCT TTT CAG 330 MRC1-/-
TCA GGC AGC TC

Mutant: GTA GGT CAG GGT
GGT CAC GA
MRC1-HE Gemeinsam: CCT TTT CAG 206 + 330 MRC1*-
TCA GGC AGC TC
Mutant: GTA GGT CAG GGT
GGT CAC GA
Wildtyp: CCC CCA CCT CAA
AAC AGA C
MRC1-WT Gemeinsam: CCT TTT CAG 206 MRC1**
TCAGGCAGCTC
Wildtyp: CCC CCA CCT CAA
AAC AGA C

Um die Lesbarkeit dieser Dissertation zu erleichtern, wird nachfolgend nicht die offizielle
Nomenklatur der Genotypen, sondern lediglich MRC1-KO und MRC1-WT als Bezeichnung
verwendet. Die HE-Tiere sind nicht im Versuch zum Einsatz gekommen, sondern dienen der

Produktion von Versuchstieren und dem Erhalt des Stammes.
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3.1.3.2 Sicherstellung des richtigen Genotyps

Zur Sicherstellung, dass die Versuchstiere wirklich den urspriinglich bestimmten Genotyp
haben und auch keine Verwechslung im Versuch stattgefunden hat, wurden post mortem
Schwanzspitzenproben genommen und erneut dem Genotypisierungsprozess zugefiihrt (Re-
Genotypisierung). Hierbei ergaben sich bei einigen Tieren Unstimmigkeiten. Dies betraf
insbesondere Versuchstiere der 30 Tage Uberleben Kohorte. Um die Tiere final ihren
Versuchsgruppen zuzuordnen, wurde deshalb erganzend Hirngewebe jedes Versuchstieres
mittels quantitativer real-time PCR (qPCR) untersucht. Die Ergebnisse sind im Abschnitt 4.1.
dargestellt.

3.1.4 Maushaltung

3.1.4.1 Kaifige

Die Haltung der Mause erfolgt in Filtertop Typ-ll Kafigen. Diese haben eine Grundflache von
371 cm?. Grundsatzlich konnen in diesem Kéfigtyp funf gleichgeschlechtliche Mause oder ein
Zuchtpaar (ein Mannchen und maximal zwei Weibchen) inklusive Nachzucht gehalten werden.
Gruppenhaltung ist bei Mausen aufgrund ihrer sozialen Lebensweise obligatorisch und
gesetzlich in der Richtlinie 2010/63/EU gefordert. Eine Einzelhaltung darf nur unter
besonderen Umstanden (z.B. Aggression oder besondere Forschungsfragen, die nur durch
Einzelhaltung zu beantworten sind) mit Sicht-, HOr- und Riechkontakt erfolgen.
Die Kafige funktionieren durch den Filter als eine Art Mikroisolator, der eine Kontamination der
Tiere mit Keimen vermeidet.

Die Kafige sind mit Nestbaumaterial und ,enrichment® in Form von Réhren oder roten bzw.
Papp-Hauschen ausgestattet. Rote Hauschen bieten den Vorteil, dass Mause langwelliges
Licht (>580 nm) nicht wahrnehmen kdnnen und sich die Tiere in den Hauschen deshalb
vollkommen geschutzt fihlen, obwohl die Experimentatoren sie beobachten kénnen [208].
Pro Woche werden die Kafige mindestens einmal gewechselt. In diesem Zuge erfolgt auch ein

Wechsel der Wasserflaschen.

3.1.4.2 Versorgung mit Futter und Wasser

Neugeborene Mause ernahren sich zunachst nur von Muttermilch. Ab Tag 14 beginnen sie
auch festes Futter aufzunehmen. Bis zum Absetzen im Alter von 21 Tagen hat sich ihr
Verdauungstrakt vollstandig auf feste Nahrung umgestellt. Der Futterbedarf adulter Mause in
reiner Bestandshaltung wird klassisch Uber ein pelletiertes Alleinfuttermittel abgedeckt. Tiere

in reiner Bestandshaltung erhalten Haltungsfutter. Zuchttiere erhalten dagegen spezielles
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Zuchtfutter, welches einen erhéhten Protein- und Energiebedarf wahrend der Trachtigkeit und
der Laktation abdeckt [209-211]. Sind die Jungtiere beim Absetzen verhaltnismafig klein,
werden zusatzlich zum Haltungsfutter Haferflocken angeboten. Das Futter wird ad-libitum in
Kafigraufen dargereicht, um eine Kontamination mit Urin, Kot, aber auch Wasser aus den
Trinkflaschen zu vermeiden. Eine Nachfillung des Futters erfolgt bedarfsgerecht.
Problematisch ist das pelletierte Alleinfuttermittel aufgrund seiner mangelnden Struktur. Dies
kann bei Mausen aufgrund ihrer standig wachsenden Zahne zu mangelnder Zahnabnutzung
und Gebissfehlstellungen fihren [211]. Gleichzeitig ist der Energiegehalt bezogen auf die
tagliche Leistung der Tiere haufig zu hoch, so dass insbesondere altere Tiere in reiner
Bestandshaltung bei einer ad-libitum Futterung verfetten [212].

Autoklaviertes Wasser, bzw. Leitungswasser steht den Tieren ebenfalls ad-libitum in

Trinkflaschen zur Verfiigung. Pro Tag nehmen adulte Mause ca. 4-7 ml auf [211].

3.1.4.3 Haltungsform

Grundséatzlich werden flr die Haltung von Versuchsmausen von der Gesellschaft flr
Versuchstierkunde (GV-Solas) bestimmte Haltungsparameter empfohlen. Diese werden
taglich kontrolliert und dokumentiert. Entsprechende Parameter sind in der nachfolgenden

Tabelle aufgefuhrt.

Tabelle 13: Haltungsparameter fiir Haltung von Laborméusen entsprechend den Empfehlungen
der GV-Solas.

Parameter Empfohlener Wert
Hell-Dunkel-Rhythmus 10-14 h Licht
Lichtintensitat < 200 Lux
Temperatur 20-24 °C

Relative Luftfeuchtigkeit 45-65 %
Luftwechselrate 15-20/ h
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Wahrend der Zucht bzw. vor dem Versuchsbeginn (zentrale Tierhaltung):

Die Haltung erfolgt in Filtertop Typ-ll K&figen in speziellen Regalsystemen miteinem 12 h:12 h
Tag/Nacht-Rhythmus. Zugang erfolgt Uber eine Barriere, um Keimeintrdge mdglichst ganzlich
zu verhindern. Zugang haben nur eingewiesene, autorisierte Personen in entsprechender
Schutzkleidung (Tierstallkleidung, Mundschutz, Op-Haube, Handschuhe).

Das Hygienemonitoring in der Haltung der TARC erfolgt nach den Empfehlungen der FELASA
zweimal jahrlich. Es erfolgt hierbei eine kleine und eine grof3e Testung. Der Hygienestatus der
Tiere wird als 'spezifiziert pathogenfrei' bezeichnet, d.h. die Tiere sind frei von bestimmten,
einzeln zu benennenden Bakterien, Viren, Parasiten und/oder Pilzen. Je nach Hygieneniveau
werden jedoch unterschiedliche Pathogene toleriert. Wenn Tiere von kommerziellen Ziichtern
direkt in diese Haltung eingebracht werden, missen sie mindestens SPF-Status haben.

Ansonsten erfolgt eine 8-wochige Quarantanisierung.

Wahrend der Experimente:

Die Tiere werden bereits in den entsprechend fir den Versuch vorgesehenen Kleingruppen
von zwei Mausen 3 bis 5 Tage vor Versuchsbeginn von der TARC-Haltung ins Labor geliefert.
Dort verbringen sie zunachst Zeit zur Habituation an die neue Umgebung, die ungewohnten
Gerausche und auch die Personen, welche den Tierversuch durchfiihren. Dies soll den Stress
der Tiere auf ein kleinstmogliches Mal} verringern.

Die Haltung vor Ort erfolgt in einem Tierschrank mit 12 h:12 h Tag/Nacht-Rhythmus. Wahrend
der Dunkelphase ist der Tierschrank rot beleuchtet, was die circadiane Rhythmik der Tiere
aufgrund mangelnder Wahrnehmung nicht stort, aber trotzdem eine Evaluation der Tiere
ermoglicht.

Der Tierschrank befindet sich im Forschungslabor der Klinik fir Anasthesiologie der
Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz und ist nach §11 (1) Nr. 1 des
Tierschutzgesetz seit 11.12.2012 als Tierhaltung genehmigt.

Auch in unserem Tierschrank sitzen die Tiere in Filtertop Typ-Il Kafigen. Im Gegensatz zur
zentralen Tierhaltung gibt es keine speziellen Zugangsbeschrankungen. Die Tiere werden
jedoch ausschlieRlich mit Handschuhen gehandelt. Um weiterhin sicherzustellen, dass unsere
Forschungsergebnisse nicht durch Kontamination mit Mikroorganismen beeinflusst werden
und die Gesundheit der Tiere beeintrachtigt wird, fuhren wir zwei Mal jahrlich ein inoffizielles

Hygienemonitoring nach Vorgaben der FELASA durch.

3.1.5 Abbruchkriterien
Werden Tierversuche durchgefihrt, so besagt § 31 Abs. 1 Satz 2 Nr. 1d Tierschutz-

Versuchstierverordnung, dass vorher konkrete Abbruchkriterien festgelegt werden mussen
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[213]. Das soll verhindern, dass die Versuchstiere Schmerzen, Leider oder Schaden, die Gber
das zu erwartende Mal} hinausgehen, ertragen missen. Diese Abbruchkriterien gelten tber
die Dauer des gesamten Tierversuchsvorhabens und schlieen so auch praoperative
Zeitrdaume der Gewdhnung im Labor ein. Die Abbruchkriterien werden in Form eines
Evaluationsbogens mit anschlieBender Handlungsanweisung gemeinsam mit dem
Tierversuch von der zustandigen Behérde genehmigt (Abbildung 5). So wird jedes Tier im
Rahmen des Tierversuchsvorhabens taglich in Augenschein genommen und auf Abnormitaten
untersucht. Hierzu zahlen Auffalligkeiten hinsichtlich Koérpergewichtsschwankungen,
Korperpflege, physiologische Bewegung und im Besonderen versuchsspezifische Kriterien.
Bei Auffalligkeiten werden Punkte vergeben, die anschlieend addiert werden. Bei einer
Gesamtpunkizahl von 0-5 ist keine Intervention notwendig. 6—10 Punkte bedeuten, dass das
Tier am gleichen Tag erneut beurteilt werden muss. Ab 11 Punkten ist zusatzlich zur zweimal
taglichen Untersuchung auch noch der zustandige Tierarzt zu informieren und die Gabe des
Analgetikums Rimadyl® in einer Dosierung von 4 mg/kg erforderlich. Hat ein Tier >20 Punkte,
so wird es sofort mittels cervikaler Dislokation in tiefer Narkose euthanasiert.

Kein Tier musste im Verlauf beider Kohorten euthanasiert werden.
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Score Sheet fiir TWA_Makrophagen Mikroglia G-19-1-027

CCI+MRCIWT vs. KO

Score Sheet mit Abbruchkriterien
Erginzung zum jeweiligen Operationsprotokoll (CCI)

1. Kirpergewicht, bezogen auf das Gewicht der unbehandelten Kontrollgrppe Score Punkte
- Unbeeinflusst 1]

- Redultion = 10% 3

- Reduldion < 20% 10

- Redultion > 20% 10

1. Allgemeinzustand

- Fell glatt, glanzend nnd anliegend, Augen glinzend. Korperdffnungen sauber 1]
- Fell matt, Augen trib 5
- Fell stumpf, Angen eingesunken triib, verklebte oder feuchte Kérperdffoungen 10
- Fell gestraubt, Tier fiithlt sich kalt an. Augen geschlossen, Krimpfe, I shmungen,

Atemgerinsche 0

3, Spontanverhalten

- anfmerksam neugierig, Aufrichten. flinke Bewegungen 1]
- ungewdhnliches Verhalten, eingeschrinkte oder reduzierte Bewegung oder Uberaldtivitit,

reduziertes Explorationsverhalten 5
- Isolation, Apathie, Koordinationsstdrmgen, ausgeprigte Stereotypien oder Hyperkinetik 10
- Antomutilation. Nelrose, Reldumvorfall 20
4. Versuchsspezifische Kriterien
- entziindete Wundnaht/offene Wundnaht/Abszess 20
- Tenisch-klonische KErimpfe ( Epilepsie®) 20
Einteilung der Score Punkte und Mafnahmen Score Punkte
Eeine Belastung 0-5
Geringgradig - 2x tigliche in Augenscheinnahme 6-10
Mittelgradig - 2x tigliche Inangenscheinnahme, zustindigen Tierarzt informieren und 11-19
msdtzliche Gabe des Analgetiloums Rimadyl (4mgi:
Hochgradig — siche Abbmchlriterien =20
Abbruchkriterien:

Gesamtscore =20 Punkten oder Emnzelscore von 20 Punkten: sofortige Totung des betroffenen
Einzeltieres
2 Punkte beim 3cem  Beam-walk” oder Gesamtscore = & im Neuroscore

Titungsmethode: cervikale Dislokation

Abbildung 5: Score-Sheet mit Abbruchkriterien gema TierSchVersV bzw. G19-1-027.

49



3.2 Chirurgische Eingriffe
3.2.1 Anasthesie & Analgesie

Unabhangig von der Gruppenzugehdérigkeit wird allen Tieren mindestens 30 Minuten vor der
Narkoseinduktion das Analgetikum Rimadyl® (Wirkstoff: Carprofen) in einer Dosierung von
4 mg/lkg Korpergewicht mittels subkutaner Injektion verabreicht. Das verwendete
Anasthetikum ist nur schwach analgetisch [214], weshalb eine zusatzliche analgetische
Abdeckung der Tiere notwendig und auch in der Tierschutzversuchstier-Verordnung gefordert
ist.

Zur Induktion als auch zur Aufrechterhaltung der Narkose kommt das Narkosegas Isofluran
zum Einsatz. Es handelt sich um ein volatiles Anasthestikum, was durch einen Verdampfer
gasférmig wird und anschlielend zur Inhalation genutzt werden kann. Isofluran bzw.
Gasnarkosen im Allgemeinen zeichnen sich durch schnelles An- und Abfluten aufgrund ihrer
hohen Lipidléslichkeit aus, was eine gute Steuerbarkeit ermdglicht [214].
Zur stressfreien Induktion der Narkose werden die Tiere bei 4 Vol.-%. Isofluran fir ca. 90
Sekunden in eine Vorfluterkammer gesetzt. Ist eine ausreichende Narkosetiefe erreicht,
werden die Tiere entweder mit ihren Incisivi im stereotaktischen Rahmen fixiert oder auf den
~sham“-Operationsbereich gelegt. AnschlielRend wird die Narkose durch Verabreichung von
Isofluran in einer Konzentration von 1,8-2,3 Vol.-%. aufrechterhalten.
Die Narkosetiefe wird wahrend der gesamten Operation regelmafig tUberwacht. Dies erfolgt
visuell durch Kontrolle der Atmung, Messung der rektalen Temperatur mit einer
Temperatursonde und Uberpriifung der Reflexe. Das Toleranzstadium (Stadium in dem die
Operation durchgefihrt werden kann) zeichnet sich hierbei durch einen Ausfall des
Zwischenzehenreflexes an der Hintergliedmalle aus.

Zusatzlich zur Prdmedikation mit Rimadyl erhalten die CCI-Tiere intraoperativ eine
Lokalanasthesie mit Lidocain-HCI 2 %. Dies wird, nachdem die Haut liber der Schadelkalotte

eroffnet wurde, subkutan im Bereich der Schlafen injiziert.

3.2.2 Durchfiihrung des Controlled Cortical Impact (CClI)

Der von uns verwendete stereotaktische Rahmen fixiert die Maus zum einen Uber ihre Incisivi,
zum anderen Uber so genannte ,shore-bars. Diese werden im Bereich der Schlafen
angebracht und stellen sicher, dass der Kopf wahrend des Impakts nicht zu den Seiten
ausbrechen kann. ,Shore-bars” bieten gegenlber anderen Fixationsmdglichkeiten (z.B. ,ear-
bars“) den Vorteil, dass keine Frakturen der Ohrkndchelchen durch den Impakt entstehen. Auf
dem stereotaktischen Rahmen befindet sich eine riickgekoppelte Warmematte, auf der die
Tiere wahrend der gesamten Operationsdauer liegen. Diese halt die Kérpertemperatur auf 37

+ 1 °C konstant.
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Wie bereits unter 3.2.1 beschrieben werden die Tiere bei Erreichen einer ausreichenden
Narkosetiefe in Bauchlage auf den stereotaktischen Rahmen gelegt und zunachst nur mit ihren
Schneidezéhnen fixiert (Abbildung 6 A). Bepanthen® Nasen- und Augensalbe wird auf beide
Augen aufgetragen, um ein Austrocknen wahrend der Operation zu verhindern. Der Anus wird
ebenfalls mit Salbe benetzt, um das Einflihren der Temperatursonde zu erleichtern und keine
Verletzungen hervorzurufen. Das Fell im Bereich der Mittellinie wird gescheitelt und die Haut
mit der Schere sagittal ca. 1,5cm lang eroffnet. Das Periost, welches sich durch ein
glanzendes Aussehen auszeichnet, wird mit einem Wattetupfer vorsichtig abgekratzt. Als
nachstes werden die ,shore-bars“ angelegt und der Kopf vollstandig fixiert. Lateral der
Mittellinie wird mit einem Mikrobohrer (ber der rechten Hemisphare ein ca. 3,5 mm? groRes,
quadratisches Knochenfenster gebohrt (Abbildung 6 B). Die Seite des Knochenfensters, die
der Sagittalnaht anliegt, verbleibt ohne Bohrung, so dass das Knochenfenster anschlielend
mit einer Pinzette zur Mittellinie hin aufgeklappt werden kann. Wichtig ist wahrend des Bohr-
und Klappprozess darauf zu achten, dass weder die Dura mater noch die sagittalen Blutgefalle

verletzt werden.

Bregma

Kraniotomie
Lokalisation

Lamda

Abbildung 6: Durchfiihrung des ,,Controlled Cortical Impacts* (BioRender.com).

(A) Schematische Darstellung einer im stereotaktischen Rahmen fixierten Maus mit dem
Impaktor iliber der rechten Hemisphdére platziert. (B) Lokalisation der Kraniotomie von dorsal.
Modifiziert nach Cole et al. [215].

Der Stempel des elektromagnetisch betriebenen Impaktors wird zentral im Knochenfenster
platziert und mit leichtem Kontakt auf die Gehirnoberflache, unter Schonung der Dura mater,

aufgesetzt. Der Stempelbolzen (Durchmesser: 3,5 mm) sollte sich exakt im rechten Winkel zur
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Gehirnoberflache befinden. Der Impakt wird anschlieRend mit den folgenden Parametern
ausgeldst: Eindringtiefe: 1,5 mm, Aufpralldauer: 200 ms und Aufprallgeschwindigkeit: 6 m/s.
Nach erfolgtem Einschlag wird das Knochenfenster wieder in Ausgangsposition geklappt und
nach Blutstillung mit Histoacryl-Gewebekleber verschlossen. Abschlieend wird die Haut mit
drei bis vier Einzelknopfnahten verschlossen.

Die Gesamtdauer der Operation betragt etwa 20 Minuten. AnschlielRend werden die Tiere in
einen Sauglingsinkubator mit 37 + 1 °C fir mindestens 1,5 h verbracht, um wieder vollstandig

das Bewusstsein zu erlangen.

3.2.3 Durchfithrung der Scheinoperation (,,Sham*)

~Sham“Tiere werden nach Erreichen einer entsprechenden Narkosetiefe ebenfalls in
Bauchlage gelegt, aber nicht weiter fixiert. Auch sie liegen auf einer ruckgekoppelten
Warmematte, erhalten Bepanthen® Augen- und Nasensalbe auf Augen sowie Anus.
Grundséatzlich entspricht die ,Sham“-Operation bis auf die Injektion von Lidocain sowie die
Kraniotomie mit anschlieRendem Impakt der CCI-Operation.

Auf eine Kraniotomie wird im Rahmen unserer ,Sham®-Operationen bewusst verzichtet.
Magnetresonanztomografie Aufnahmen haben gezeigt, dass auch die Kraniotomie allein
bereits erhebliche Lasionen verursacht [215, 216]. Da unsere ,Sham“Tiere aber als
unverletzte Kontrolltiere dienen sollen, ist eine Lasion des Gehirns auf keinen Fall gewinscht.
Die Dauer der ,Sham“-Operation entspricht der Dauer der CCI-Operation. Auch die ,Sham®-

Tiere verbleiben bis zum vollstandigen Erwachen fir mindestens 1,5 h im Sauglingsinkubator.

3.2.4 Intraoperatives Monitoring

Wie bereits unter 3.2.2 erwadhnt, wurde wahrend allen operativen Prozessen ein
infraoperatives Monitoring durchgefiihrt. Die Koérpertemperatur wurde mittels einer
rickgekoppelten Warmematte auf 37 £ 1 °C konstant gehalten und vor als auch wahrend der
Operation mit einer Rektalsonde regelmaflig kontrolliert. Auch die Operationsdauer wurde
notiert. In beiden Kohorten konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen

festgestellt werden.
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Tabelle 14: Intraoperatives Monitoring 5 und 30 d Uberleben. Werte sind angegeben als

Mittelwert £ SEM.

Tabelle 14-1: Kohorte 1, 5d Uberleben

CClI Sham

MRC1-WT MRC1-KO MRC1-WT MRC1-KO
Rektale Temperatur vorOp 36.19+0.14 36.30£0.14 36.44+0.28 36.38+0.21
[°C]
Rektale Temperatur 36.48+0.12 36.51+£0.19 36.24+0.17 36.33+0.18
wahrend der Op [°C]
Operationsdauer [min] 17.06 £0.73 17.75+0.39 1563+0.32 17.88+0.88

Tabelle 14-2: Kohorte 2, 30d Uberleben

CClI Sham

MRC1-WT MRC1-KO MRC1-WT MRC1-KO
Rektale Temperatur vorOp 36.49+0.17 36.62+0.21 36.46+0.17 36.88+0.12
[°C]
Rektale Temperatur 3474+0.19 35.02+0.15 36.35+0.13 36.67+0.13
wahrend der Op [°C]
Operationsdauer [min] 1510+ 0.66 14.25+043 15.00£0 15.00£0

3.3 Verhaltenstests

Um die neurologischen Defizite, welche sich in Folge des zerebralen Insults ergeben, gezielt
beurteilen und quantifizieren zu kénnen, sind Verhaltenstests verschiedener Art notwendig.
Die Tests dienen aber nicht nur zur Evaluation des Verhaltens Uber den gesamten
Studienverlauf, sondern auch zur Feststellung von (neurologischen) Auffalligkeiten vor dem
eigentlichen Versuch. So kénnen Tiere, die bereits Einschrankungen aufweisen, exkludiert
werden, ohne den Versuch zu beeinflussen. Gleichzeitig wird der Basiswert durch den préa-OP
.ocore‘ bestimmt. Dieser ist ein wichtiger Referenzwert, um die Leistungsfahigkeit des
entsprechenden Tieres bzw. der Gruppe vor und nach dem Trauma vergleichen zu kénnen.
Bei allen Verhaltensexperimenten ist zu beachten, dass unterschiedliche Mausstamme
(Inzucht-, Auszucht- und genmanipulierte Stamme) unterschiedlich leistungsfahig sind bzw.
[217, 218].

Fur alle Verhaltenstest ist es unabdingbar, dass der Raum in dem die Verhaltenstests

der Stamm Einfluss auf das Verhalten und die Lernkapazitat hat

durchgefuhrt werden, fir diese Zeit ausschlieBlich fir die Evaluation der Tiere genutzt wird

und Storfaktoren wie laute Gerausche reduziert oder ganzlich ausgeschlossen werden.
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Weiterhin muss der Raum geschlossen sein und keinerlei Fluchtmdglichkeiten fur die Tiere

nach draufen bieten.

3.3.1 “Modified Neurological Severity Score” (mNSS)

Der NSS dient zur Erfassung neurologischer Funktion der Maus in Bereichen wie Koordination,
Balance, Motorik, Reflexe und Allgemeinverhalten [219]. Er wurde entsprechend den
Bedurfnissen unseres Labors bzw. unseres SHT-Modells angepasst, weshalb es sich um eine
modifizierte Variante (MNSS) handelt.

Fir jede Aufgabe bzw. jeden Teil des mNSS werden Punkte vergeben. Es kdnnen
Punktzahlen von 0-15 Punkte vergeben werden. Je hoher die Punktzahl, desto groRer die
Schadigung. In diesem Zuge wird auch das Kérpergewicht der Tiere erfasst, da es sich hierbei
um einen Parameter handelt, von dem aus auf das Allgemeinbefinden und Wohlergehen
geschlossen werden kann. Um Korpergewichtsverluste durch Harn- und Kotabsatz zu
vermeiden, erfolgt die Messung des Korpergewichts zuerst. Die Messung erfolgt mit einer
handelsublichen Kiichenwaage.

Der mNSS inklusive Messung des Kdrpergewichts wird einen Tag vor CCl/“Sham®“-Operation
sowie an den Tagen 1, 3, 5 (Kohorte 1+2), 7, 14, 30 (Kohorte 2) nach Operation durchgefuhrt
(Abbildung 8).

Nachfolgend werden die entsprechenden Tests kurz erklart.

1. ,startle“-Reflex: Fur diesen Test ist es wichtig, dass sich das Tier frei bewegen kann. Ohne

einen Lufthauch zu erzeugen, wird in die Hande geklatscht und die Schreckreaktion — meist in
Form eines kurzen Verharrens - auf das laute Gerdusch beobachtet.

2. Allgemeinverhalten: In diesem Test wird beurteilt, ob das Tier arttypisches

Erkundungsverhalten in Form von Schnuppern, Richtungsénderung des Kopfes und
Aufrichten, um die Umgebung besser Uberblicken zu kénnen, zeigt. Weiterhin wird evaluiert,
ob ein geradeaus gerichtetes Gehen mdglich ist. Hierfur ist es notwendig, dass das Tier sich
moglichst stressfrei fir einige Zeit selbstbestimmt bewegen kann.

3. Koordination: Dieser Teil des Tests wird auch ,Beam-walk® genannt und besteht aus drei

verschieden breiten Holzbalken (3, 2 und 1 cm Breite), die das Tier nacheinander Gberqueren
muss (Abb. 7 A). Die Balken befinden sich in einer Héhe von ca. 13,5 cm. Die zu Uberquerende
Strecke betragt ca. 40 cm. Begonnen wird mit dem breitesten Balken. Danach folgt der
mittelbreite und als letztes der schmalste Balken. Die Tiere Gberqueren von rechts nach links
die Balken, um optimalen Blick auf die linke Korperseite zu haben. Da das CCl im Bereich des
rechten parietalen Cortex induziert wird, sind motorische Defizite auf der kontralateralen Seite

zu erwarten [104] (Abbildung 7 B). Beurteilt wird, ob das Tier grundsatzlich in der Lage ist
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jeden einzelnen Balken zu Uberqueren aber auch, ob und wie viele Fehltritte es
wahrenddessen macht.

4. Balance: Dieser Teil des Tests wird mit einem quadratischen und einem runden Stab
durchgefihrt. Die Maus wird hierfir auf den Stab gesetzt. Die Aufgabe besteht darin, sich
entweder fur 10 s aufrecht auf dem Stab zu halten oder aber diesen mit allen vier Pfoten fur
10 s fest zu umklammern. Da der quadratische Stab aufgrund seiner Kanten besseren Halt
gewahrt, wird mit diesem begonnen und sich dann hin zum runden Stab gesteigert. Je nach
Zustand des Tieres ist ein Herabfallen moglich. Um zu vermeiden, dass die Tiere unsanft auf
der darunterliegenden Oberflache aufkommen, wird eine Hand ca. 10 cm unterhalb der Maus
gehalten, um diese im Zweifel sanft aufzufangen. Die Tiere lernen im Verlauf der Experimente
aber teilweise, dass ein Herabfallen auf die Hand kein Problem darstellt und verlieren mitunter
Motivation die Aufgabe sauber zu absolvieren. Deshalb muss abgewogen werden in wie weit
ein Herabfallen stattfindet, weil das Tier sich nicht festhalten kann oder weil schlichtweg die
Motivation fehlt. Im Zweifel sollte der Test also wiederholt werden.

5. Motordefizite: Zum Schluss wird das motorische Konnen beurteilt. Hierfur konnen

Erkenntnisse aus anderen Aufgabenbereichen des mNSS mit einflieBen. Geklart wird, ob ein
normales Gangbild oder eine Parese einer Pfote oder eine Hemiparese vorliegt. Als Parese
wird eine unvollstandige Lahmung bezeichnet. Hemiparese bedeutet, dass beide Gliedmalen

der gleichen Seite betroffen sind (siehe auch Abbildung 7 B).

Abbildung 7: “Modified Neurological Severity Score” — “Beam-walk”.

(A) Aufbau des ,,Beam-walks“ zur Beurteilung der Koordination (B) Maus mit deutlich sichtbarer
Parese der linken HintergliedmaRe auf dem 2 cm breiten Balken.
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CCl+ MRC1-WT vs. KO

Animal-10:
OP-Date:
Pre-Op Day 1 Day 3 Day &
1. Reflexes
startle reflex FPresent (o}
Absent {1}

Clap your hands once above the mouse; did it react?

2. General behavioral deficit?

. Present {0
Seeking
behavior Absent (1}
Present [0y
Walk
straight Absent (1)

3. Coordination

Beam walking | Score (D-2)
3 cm

Beam walking |Socore (0-2)
2 cm

EBeam walking |Score (0-2)
1 cm

0 point: normal movement
1 point: feet misplacements / unstable movement
2 points: sits down [ siops mowving on beam / falls dowm

4. Balance
Roundstick Score (0-2)
Sqguare stick | Score (0-2)

0 point: Can grip the stick with 4 paws for 10 seconds
1 points: turn the stick: can it do that again, or is @ paw (hemiparesis) "hanging owt'

5. Motor deficit

Absent (0}
One foot 1
Paresis ne fes (1)
Hemiparesis {2)

6. Body weight (g)

euthanasia

Weight loss owver 20% from pre to d1 -=

Abbildung 8: “Modified Neurological Severity Score-Sheet”, Beispiel 5 Tage Uberleben.

Beurteilung von Reflexen, Allgemeinverhalten [220], Koordination, Balance und Motorik der

Versuchstiere.
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3.3.2 Rotarod (RR) Test

Der Rotarod Test dient der Evaluation von Motorkoordination und Balance [221]. Die Vorteile
des Tests gegenlber dem mNSS sind, dass zusatzliche motorische Aspekte beurteilt werden
kénnen [222]. Das RR besteht aus einer ca. 15 cm erhdhten, rotierenden Rolle, welche seitlich
durch Plastikwande begrenzt ist. Die Rolle ist mit Rillen versehen, um die Griffigkeit zu erhéhen
(Abbildung 9). Der RR Test funktioniert folgendermal3en. Zunachst wird die Maus auf die
Rolle gesetzt. Die darunterliegende Basisplatte der RR wird angehoben und der Startknopf am
Zeitmesser gedrickt. Ab diesem Zeitpunkt wird die Geschwindigkeit, mit der sich die Rolle
bewegt, innerhalb von zwei Minuten gleichmafig von 4 auf 40 Umdrehungen pro Minute
erhoht. Ist die Maus nicht mehr in der Lage sich auf der Rolle zu halten, fallt sie herunter,
landet auf der Basisplatte und der Zeitmesser stoppt automatisch. Die Laufzeit korreliert
hierbei positiv mit der Koordination und Motorfunktion des Tieres.
Das verwendete RR in unserem Versuchsvorhaben bietet Platz flir 5 Tiere gleichzeitig. Dies
ermoglichte  uns beide Tiere eines Kafigs gemeinsam laufen zu lassen.
Um die Tiere zunachst erst einmal an das RR zu gewdhnen, erfolgen einen Tag vor der
Operation vier Trainingslaufe. Hierbei sollen die Tiere z.B. lernen, wie sie sich am besten auf
der Rolle halten kénnen und dass das Umdrehen auf der Rolle nicht erwlnscht ist. Nach den
Trainingslaufen erfolgen zwei Laufe, die als ,Baseline“-Werte dienen. An den Tagen 1, 3, 5
(Kohorte 1+2), 7, 14, 21 und 30 (Kohorte 2) nach der Operation werden jeweils zwei weitere
Laufe durchgefuhrt. Fur jeden Lauf wird die Zeit sowie die Geschwindigkeit notiert. Der beste

Wert pro Tag (langste Laufzeit) wird zu Analysezwecken verwendet.
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Abbildung 9: Rotarod.

Maus auf dem Rotarod mit hochgeklappter Basisplatte. Rechter Teil des Gerats war zu diesem
Zeitpunkt nicht funktional, weshalb keinerlei Trennwande oder Rollen eingebaut sind.

3.3.3 ,,Open Field Test“ (OFT)

Mit dem OFT kann die generelle Bewegungsaktivitdt und Angstahnliches Verhalten von
Nagern beurteilt werden [223]. Nager meiden normalerweise offene, hell-beleuchtete Areale
und suchen dunkle, geschutzte Bereiche auf. Gleichzeitig liegt es in ihrer Natur, ungewohntes
zu erkunden. Der Test basiert auf beiden genannten Eigenschaften. Eine 40 x 40 x 40 cm
quadratische Box aus grauen Hartplastik dient als ,open field arena“. Direkt dartber befindet
sich eine Kamera, welche Software gesteuert (EthoVision XT14, Wageningen, NL) die Maus
erkennt und ihre exakte Bewegung, wahrend der 3 Minuten Aufenthaltsdauer in der Box,
aufzeichnen kann. Eine Lichtquelle, welche auf die Decke des ansonsten dunklen Raumes
gerichtet ist, dient als indirekte Beleuchtung fir die Arena. Wahrend die Maus die Arena frei
erkundet, wird die zurtckgelegte Distanz (cm) und die Geschwindigkeit (cm/s) aufgezeichnet.
Erganzend befindet sich ein imaginarer Kreis in der Mitte der Arena (Durchmesser: 23 cm). So
kann evaluiert werden, wie viel Zeit die Maus in der Mitte bzw. im restlichen Bereich der Arena
verbracht hat und auf den Angstlichkeitszustand des Tieres geschlossen werden.
Zuruckgelegte Distanz und Geschwindigkeit dienen hingegen zur Beurteilung der generellen
Aktivitat. Der OFT kam nur in Kohorte 2 (Langzeitiberleben) zum Einsatz und wurde
gemeinsam mit dem mNSS einen Tag prd-OP sowie an den Tagen 1, 3, 5, 7, 14, 21 und 30
nach Operation durchgeflhrt.
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3.3.4 “Elevated Plus Maze” (EPM) Test

Auch der EPM (Eigenbau) Test kann genutzt werden, um angstahnliches Verhalten von
Nagern zu evaluieren [224]. Eine Beurteilung des Angstverhaltens alleine mit Daten aus dem
OFT ist oftmals schwierig und nur wenig aussagekraftig, weshalb zusatzlich noch der EPM
Test durchgefuhrt wird. Auch dieses Modell basiert auf der naturlichen Aversion von Nagern
gegenuber offenen Flachen und erhéhten Arealen. Das EPM besteht aus zwei offenen und
zwei mit hohen Wanden versehenen, 60 cm hohen Armen, welche Uber eine gemeinsame
zentrale Flache in Form eines Kreuzes verbunden sind (Abbildung 10). Reduziertes
Angstverhalten zeigt sich hierbei in Form von langerer Aufenthaltsdauer im Bereich der
offenen Arme und haufigeres Betreten der offenen Arme und wird oft im Zusammenhang mit
der Verabreichung von anxiolytischen Medikamenten beobachtet [225]. Aber auch ein SHT
kann das Angstverhalten von Mausen beeinflussen, weshalb das EPM ein ebenso geeigneter
Test hierfir ist [226].

Zur Durchfihrung des Tests wird die Maus auf die zentrale Flache mit Blickrichtung eines
offenen Arms gesetzt. Anschlieliend kann das EPM fir finf Minuten frei erkundet werden.
Wahrenddessen zeichnet eine Uber dem EPM befestigte Kamera, Software (EthoVision XT14,
Wageningen, NL) gesteuert, die kumulative Aufenthaltsdauer in den offenen bzw.
geschlossenen Armen, die Anzahl des Betretens der offenen bzw. geschlossenen Arme sowie
so genannte ,head-dips“ auf. Letzteres sind Momente in denen die Maus ihre Nase Uber den
Rand der Plattform hinaus streckt und in die Tiefe schaut. All diese Daten werden
anschliefend zur Evaluation des Angstahnlichen Verhaltens herangezogen.
Der EPM Test wurde nur in der zweiten Kohorte durchgefuhrt. Er fand unabhangig von allen

anderen Verhaltenstests an Tag 4 und 13 statt.

A B
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Abbildung 10: Schematische Darstellung eines ,,Elevated Plus Maze*.

(A) Ansicht von der Seite modifiziert nach Ari et al. [224] (B) Ansicht von oben (BioRender.com).
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3.4 Euthanasie der Versuchstiere und Gehirnentnahme

Nach einer Uberlebenszeit von 5 (Kohorte 1) bzw. 30 d (Kohorte 2) werden die Tiere in tiefer
Isofluran-Narkose (4 Vol.-% fir mind. 90 Sekunden) mittels Dekapitation getdtet. Das Blut wird
in einem 50 ml ,Falcon®, welches 80 ul Heparin enthalt, aufgefangen und anschlieRend bei
3800 Umdrehungen/min fiir 8 Minuten zentrifugiert. Das Plasma wird mit einer Pipette in 1,5 ml
Eppendorfgefale transferiert und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Um das
Gehirn zu entnehmen, wird zunachst die Kopfhaut sagittal mit der Schere von caudal nach
rostral eroffnet. Die Schere wird danach in das Foramen magnum eingefihrt und die
Schadelplatte dorsal mit einem Scherenschlag leicht eréffnet. Von diesem Punkt aus wird der
Knochen Stlick fir Stick von medial nach lateral gebrochen, bis das gesamte Gehirn zur
Entnahme frei liegt. Mit einem Spatel wir das Gehirn aus der Schadelhdhle vorsichtig
entnommen. In diesem Zug werden auch die Abgange der Gehirnnerven abgetrennt. Das
Gehirn wird in pulverisiertem Trockeneis schockgefroren und in einem Probenbeutel bei -22 °C
gelagert. Auch die Schwanzspitze wird entfernt und in ein Kryoréhrchen Uberflhrt, um den

Genotyp jedes Tieres erneut zu Uberprifen.

3.5 Histologische Untersuchung der Gehirne

3.5.1 Anfertigung von Kryoschnitten

Zur Anfertigung von Kryoschnitten werden die gefrorenen Mausgehirne zunachst mit Neg-50™
Gefrierschnittmedium (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) im Kryostat (Cryostar™
NX70 Kryostat, Thermo Fisher Scientific, Walldorf, DE) fixiert. Das Gefriermedium sorgt hierbei
nicht nur fir die Fixation, sondern auch fir ein erleichtertes Schneiden im Bereich des
Schadens und minimiert Risse in den Schnitten. Zwischen Bregma-Level +3,14 mm und -
4,36 mm werden in 500 ym Intervallen 12 ym dicke Kryoschnitte Uber 16 Ebenen angefertigt
und auf Objekttrager Ubertragen. Pro Gehirn werden sechs Objekttrager mit jeweils 16 Ebenen
angefertigt und bei -22 °C gelagert. Zwischen Level 6 und 13 (Bregma +0,64 mm und -
2,86 mm) (Abbildung 11) werden zusatzlich so genannte Trimschnitte produziert. Dies erfolgt
indem pro Level vier 60 um dicke Schnitte aufeinandergestapelt werden. Anschlieend wird
das untere Drittel mit einem Skalpell abgetrennt und der Schnitt entlang der Mittellinie in eine
kontra- und ipsilésionale Hemisphére geteilt und in Kryoréhrchen (jeweils eins fur jpsi- und

eins fUr kontralateral) Gberflihrt und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

60



T e £42 mm

Intureural S4B mm 5

| ntermrnzae

“| iterseal S0 me

Abbildung 11: Schematische Darstellung von Bregma-Leveln.

Diese resultieren aus serieller Anfertigung von Kryoschnitten zwischen +0,62 mm und -2,80 mm.
Die roten Kasten zeigen die ipsilateralen gesammelten Bereiche von CCI- (Lasion nicht
dargestellt) bzw. ,,Sham“-Mausen, die fur weitere Prozessierung z.B. qPCR verwendet wurden
[94].

CCI = ,,Controlled Cortical Impact®, qPCR = quantitative Polymerasekettenreaktion.
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3.5.2 Kresylviolett-Farbung nach Nissl

Die Kresylviolett-Farbung ist eine klassische histologische Farbung zur Beurteilung von
Neuronen. Kresylviolett bindet hierbei an die basophilen Strukturen wie DNA und RNA und
sorgt so fur eine intensive blauliche Farbe des Zellkerns. Besonders intensiv farbt sich auch
der Bereich des endoplasmatischen Retikulums durch seine Vielzahl von Ribosomen und
ribosomaler RNA an. Dieser Bereich des Neurons wird nach dem Minchner Neurologen und
Psychiater Franz Nissl auch Nissl-Schollen genannt [227], weshalb die Farbung auch als Nissl-
Farbung bekannt ist [228]. Im Gegensatz zu oben genannten Strukturen des Neurons,
befinden sich in den Axonen und Dendriten keinerlei Zellorganellen, so dass diese Bereiche
ungefarbt bleiben.

Die Herstellung der Kresylviolett-Farbelésung ist Punkt 2.3 zu entnehmen. Die
Kryoschnittobjekttrager werden zunachst eine Stunde bei Raumtemperatur getrocknet und
danach fir 2 min in 70 % Ethanol getaucht, um Uberschussiges Gefriermedium zu entfernen.
AnschlielRend werden die Objekttrager fir 10 Minuten in die Kresylviolett Losung getaucht. Um
Uberschissige Farbe zu entfernen, werden sie zunachst zwei Mal kurz in Aqua dest. tberflhrt.
Zur Dehydrierung werden sie danach jeweils zwei Mal in eine aufsteigende Ethanolreihe
(70 %, 96 % und 100 % Ethanol) eingetaucht. Eine Behandlung mit 5 min bzw. 2 min. Roti-
Histol® sorgen fiir die Hyalinisierung. Als letzter Schritt werden die Schnitte mit Roti-Histokitt®
eingebettet, so dass ein Ausbleichen verhindert wird und sie bei Raumtemperatur gelagert

werden konnen.

3.5.3 Hematoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Die HE-Farbung wird durchgefuhrt, um in Kohorte 1 (Kurzzeitiberleben) das Hdmatom-Areal
zu bestimmen. Die Durchfihrung erfolgt entsprechend eines Standardprotokolls, was
nachfolgend kurz erlautert wird. Zunachst erfolgt eine Trocknung bei Raumtemperatur fir
20 min. Der Reihe nach werden die Schnitte in 100 % (10 min), 96 % (1 min) und 70 % Ethanol
(1 min) getaucht und rehydriert. Darauf folgt ein zweimaliges, kurzes Waschen in Aqua dest.
mit anschlieBendem Tauchen in Hemalaun fur 1 min. Anschliefend wird erst fir 10 min mit
Leitungswasser gewaschen, dann erneut zweimal kurz in Aqua dest. getaucht bevor die
Schnitte fir 75 s mit Eosin gefarbt werden. Danach folgt das Waschen in Aqua dest. mit
anschliefsender Dehydrierung in 70 % (5 min), 80 % (2 min 30 s), 96 % (1 min) und 100 %
Ethanol (1 min). Zuletzt wird 2 min bzw. danach 5 min Roti-Histol® appliziert und am Schluss

mit Roti-Histokitt® eingebettet. Die Lagerung erfolgt ebenfalls bei Raumtemperatur.
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3.5.4 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie (IHC) ist eine Technik, um spezifische Antigene in Gewebsproben
sichtbar zu machen [229]. Grundséatzlich werden zwei Arten von Farbungen unterschieden.
Die indirekte Farbung erfolgt in einem zweistufigen Prozess. Zunachst bindet der primare
Antikorper an die gewulnschte Zielstruktur in der Gewebeprobe. In einem zweiten Schritt bindet
ein Fluorophor-gekoppelter sekundarer Antikdrper wirtsspezifisch an den primaren Antikdrper
und somit indirekt auch an das Antigen.

Bei der direkten Farbung wird hingegen ein Fluorophor gekoppelter primarer Antikérper, wie
z.B. anti-CD68 mit dem Fluorophor BV421 (BD Biosciences, Allschwil, Schweiz), verwendet,
so dass kein sekundarer Antikorper bendétigt wird.

Eine Verwendung verschiedener, passender Primar- und ggf. Sekundarantikbrperpaare
ermdglicht mehrere Antigene in einer Gewebeprobe farblich nachzuweisen.

Bei Raumluft werden die Kryoschnitte fiir 30 min getrocknet. Mit dem Dako pen werden die zu
farbenden Ebenen (Level 11-13: Bregma = -1,32 mm, -1,82 mm, -2,32 mm) auf dem
Objekttrager umrandet und die restlichen Ebenen mit einem Ethanol-getrankten Wattetupfer
entfernt. Die Objekttrager werden in Farbeklvetten tberfihrt und mit 4 % PFA 10 Minuten
fixiert. Anschlieffend wird auf einem Orbitalschittler mit Dulbecco’'s PBS fur 10 min
gewaschen. Die Objekttrager werden dann in eine dunkle Feuchtigkeitskammer Uberfuhrt und
mit Blockierldsung (5 % NGS, 0,5 % BSA und 0,1 % Triton-X in PBS) fur eine Stunde inkubiert,
um unspezifische Antikérperbindung zu verhindern. Die Blockierlésung wird verworfen und die
Schnitte werden mit 200yl primarer Antikérperldsung (Blockierlésung plus primare Antikdrper)
bedeckt und bei 4 °C Uber Nacht in der dunklen Feuchtigkeitskammer inkubiert. Am nachsten
Tag werden ungebundene primare Antikdrper durch dreimalige Waschung in PBS fir 10 min
auf einem Orbitalschittler entfernt und die Schnitte mit 200 ul sekundarer Antikérperlésung
(Blockierlésung plus sekundare Antikérper) bedeckt. Die Inkubationszeit in der dunklen
Feuchtigkeitskammer betragt 1 h bei Raumtemperatur. Unter Ausschluss von Licht erfolgt
erneutes Waschen in PBS fiur 3 x 10 min. Danach werden die Schnitte mit Immu-mount und
Deckglasern eingedeckt und am nachsten Tag mit Nagellack seitlich verschlossen, um
Eindringen von Luft zu verhindern und die Haltbarkeit zu verlangern.

Eine Tabelle mit den verwendeten Antikérpern ist unter Punkt 2.7 zu finden.

3.5.5 Histopathologische Analysen

In beiden Kohorten wurden Aufnahmen von Kresylviolett- und in Kohorte 1 zusatzlich von HE-
gefarbten Schnitten mit einem Stereomikroskop Stemi 305 (Carl Zeiss Microscopy
Deutschland GmbH, Oberkochen, DE) und daran gekoppelter Kamera Axiocam (Carl Zeiss

Microscopy Deutschland GmbH, Oberkochen, DE) erstellt. Die Quantifizierung des
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Lasionsvolumens bzw. des verbliebenen gesunden Hirngewebes sowie die Messung der
Dicke der Koérnerzellschicht erfolgte mit der Software Zen 3.5 blue (Carl Zeiss Microscopy
Deutschland GmbH, Oberkochen, DE). Die Gréf3e des Hadmatoms wurde mit Imaged Version
1,53a (National Institutes of Health; Bethesda, MD, USA) ermittelt. Immunhistochemische
Bilder des gesamten Gehirns sowie der Mittellinie wurden an einem Fluoreszenzmikroskop
(BZ-X-800 Keyence, Osaka, JP) aufgenommen. Die quantitative Auswertung erfolgte mit
Imaged (Imaged, RRID:SCR_003070).

3.5.5.1 Bestimmung des Lisionsvolumens (Kohorte 1: 5d Uberleben) bzw.
verbliebenen gesunden Hirngewebes (Kohorte 2: 30d Uberleben)

Gesundes Hirngewebe stellt sich in der Nissl-Farbung blau-lila dar, wahrend die Lasion nicht
angefarbt wird und so eine klare Abgrenzung ermdglicht. Fur die Quantifizierung des
Lasionsvolumens sind individuelle Aufnahmen von allen 16 Ebenen des Gehirns notwendig.
Die Auswertung der Kohorte 1 beinhaltete die Messung der gesamten kontralateralen
Hemisphére als Basis fir die Grollenschatzung der urspringlichen ipsilateralen Hemisphére
vor CCl sowie den gesunden Teil der ipsilateralen Hemisphédre (Abbildung 12 A). Die
Kalkulation besteht zunachst aus Multiplikation des Flachenmittelwerts aller 16 Ebenen mit
0,5. Danach wird die ipsilaterale Hemisphére ohne Lasion von der gesamten ipsildsionalen
Flache abgezogen (Formel siehe unten). Um das relative Lasionsvolumen zu ermitteln,
welches fiir die Auswertung genutzt wurde, wird das Lasionsvolumen durch das Volumen der

ipsilateralen Hemisphére geteilt.

16
V=2A><0.5mm
1

Aufgrund der Problematik, dass 30 d nach der Induktion des CCI oftmals eine Deformation
des Hippocampus sowie eine Offnung der Seitenventrikel entsteht, die die GroRe des
Lasionsvolumens beeinflussen kdnnte, wird stattdessen das verbliebene gesunde Hirngewebe
aller 16 Schnittebenen ermittelt. Hierfur wird zunachst die GesamtgréRe der kontralateralen
Hemisphdre gemessen und gleich wie in Kohorte 1 auf die urspringliche GrolRe der
ipsilédsionalen Hemisphére vor CCI geschatzt. Anschliefend wird das verbliebene gesunde
Hirngewebe der ipsildsionalen Hemisphdre vermessen (Abbildung 12 B). Das gesunde
Hirngewebe der ipsildsionalen Hemisphére wird nun durch die Gesamtgrolie der ipsildsionalen

Hemisphére geteilt, um den prozentualen Anteil zu ermitteln.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der Vermessung des Lasionsvolumens bzw.
verbliebenen gesunden Hirngewebes.
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(A) Vermessung des Lasionsvolumens 5 Tage nach Trauma bzw. (B) verbliebenen gesunden
Hirngewebes 30 Tage nach Trauma mit Zen 3.5 blue edition. Die roten Linien zeigen die
gemessenen Bereiche in beiden Kohorten an.

3.5.5.2 Quantifizierung der Kornerzellschicht-Dicke des Gyrus dentatus

Eine reduzierte Dicke der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus gilt als verlasslicher
Parameter, um die Hirnschadigung abseits der eigentlichen Lasion in unserem SHT Modell zu
beurteilen [100, 230]. Deshalb wird in beiden Kohorten die Kdrnerzellschicht-Dicke des Gyrus
dentatus auf der Basis zweier Kryoschnitte zwischen den Bregma-Leveln = -1,82 mm und -
2,18 mm ausgemessen. Pro Tier werden zwei Schnittebenen beurteilt. Die Dicke wird jeweils
ipsi- und kontraldsional an drei verschiedenen Abschnitten (innen, zentral und aul3en) des
Gyrus dentatus gemessen (Abbildung 13). Es ist darauf zu achten, dass die zu messenden
Abschnitte beider Hemisphéren vergleichbar gewahlt werden und die Messlinien stets
senkrecht zur Struktur gezeichnet werden, um keine falschen Messergebnisse zu generieren.
Das Messergebnis wird in ym mit zwei Nachkommastellen notiert. Pro Tier wird zunachst der
Mittelwert aus den gemessenen Werten pro Hemisphére berechnet und danach das Verhaltnis

von ipsi- zur kontraldsionaler Dicke gebildet.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der Messpunkte zur Bestimmung der Dicke der
Kornerzellschicht des Gyrus dentatus.

Bestimmt wird die Dicke im Bereich von drei Punkten — aulen, zentral und innen. Die schwarzen
Pfeile zeigen die entsprechenden Positionen am Beispiel eines Tieres aus der Kohorte 1.
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3.5.6 Bestimmung der HimatomgroRe

In Kohorte 1 wird zur Ermittlung der Hamatomgrofle die Software Imaged (Imaged,
RRID:SCR_003070) verwendet. Das Hdmatom (Abbildung 14 A) wird mit dem ,Zauberstab“-
Werkzeug bei optimal eingestellten Schwellenwert (Abbildung 14 B) ausgewahlt und
anschlielend durch das ,Vermessung“-Plugin analysiert. Fir jedes Tier werden vier
aufeinanderfolgende Schnittebenen (Bregma-Level +0,14 mm bis -1,38 mm) beurteilt und

daraus der Mittelwert errechnet.
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der Beurteilung der HimatomgroRe mit ImageJ.

(A) Originalbild mit sichtbaren Hamatombereichen (schwarze Pfeile). (B) Adaquate
Schwellenwerteinstellung in ImagedJ. (C) Mit Hilfe des Zauberstab-Werkzeugs ausgewahlte
Hamatombereiche (rote Flachen mit gelber Umrandung) in ImageJ.

3.5.7 Auswertung immunhistochemischer Aufnahmen

3.5.7.1 Perildsionaler lateraler und medialer Cortex cerebri, Hippocampus und
Thalamus

Die Auswertung immunhistochemischer Aufnahmen erfolgte durch Markierung der
auszuwertenden Region (medialer und lateraler perildsionaler Cortex, Hippocampus und
Thalamus) mit dem ,Polygon“ Werkzeug (Abbildung 15 A), Auswahl des gewlinschten
Farbkanals (Abbildung 15 B) und anschlielRend unter Einstellung adaquater Schwellenwerte
(Abbildung 15 C) und dem ,Vermessungs“-Plugin. Alle Zellen mit einer Partikelgréf’e von
20-5000 wurden analysiert (Abbildung 15 D). Pro Tier wurden zwei aufeinanderfolgende
Schnittebenen ausgewertet und anschlieRend der Mittelwert der gezahlten Zellen (GFAP und
CD68) bzw. der Mittelwert der auszuwertenden Region (NeuN) zur Berechnung
herangezogen. Auf dieser Basis wurden die Zellen/mm? (GFAP und CD68) mit unten
aufgefuhrter Formel berechnet.

Mittelwert gezahlter Zellen

ol 2 _ 1000000
etien promm Mittelwert gemessene Flache x
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Fur NeuN war eine Auswertung auf Basis Zellen pro mm? nicht méglich. Dies liegt daran, dass
die NeuN positiven Bereiche so viele Zellen enthalten, dass das Programm Imaged die
einzelnen Zellen nicht mehr ausreichend voneinander abgrenzen konnte. Um eine Verzerrung
der Ergebnisse zu verhindern, wurde der gesamte Bereich NeuN positiver Zellen im Vergleich
zur Gesamtflache, die mit dem Polygon-Werkzeug ausgewahlt wurde, ins Verhaltnis gesetzt.

Nachfolgend findet sich ebenfalls die Formel zur Auswertung.

3 Mittelwert Fliche NeuN*Zellen
% Flache NeuN*Zellen =

Mittelwert gesamte Flache

Abbildung 15: Schematische Darstellung der Auswertung von immunhistochemischen
Aufnahmen am Beispiel des Hippocampus.

(A) Ausgewabhlter Hippocampus Bereich mit Neun* (griin), GFAP*(rot) und CD68* (blauen) Zellen.
(B) Hippocampus Bereich mit GFAP* Zellen. (C) Hippocampus Bereich mit optimalen
Schwellenwert. Die intensiv rote Farbe markiert die zu zdhlenden Zellen. (D) Zellumrisse, die fir
die weitere Analyse mit dem ,,Vermessungs“-Werkzeug ausgewahlt wurden.
CD68 = ,,cluster of differentiation 68, GFAP = ,,glial fibrillary acidic protein“.

3.5.7.2 MRC1* Zellen entlang der Mittellinie

Die Analyse der MRC1* Zellen entlang der Mittellinie beinhaltete zunachst die
Langenbestimmung der Mittellinie mit dem ,Geraden“-Werkzeug. Anschliefend wurde der
Bereich um die Mittellinie, der die auszuwertenden Zellen enthielt, mit dem ,Polygon®

Werkzeug markiert. Der gewlinschten Farbkanal (griin) wurde ausgewahlt und nachfolgend
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unter Einstellung des adaquaten Schwellenwerts und dem ,Vermessungs“-Plugin die Zellzahl
bestimmt. Alle Zellen mit einer Partikelgrof’e von 20-5000 wurden analysiert. Die Zellzahl
wurde im Anschluss daran durch die Lange der Mittellinie geteilt, sodass sich MRC1*
Zellen/mm Mittellinie ergab. Pro Tier wurden zwei aufeinanderfolgende Schnittebenen

ausgewertet und anschlie®end der Mittelwert verwendet.

3.6 Molekularbiologische Methoden

3.6.1 RNA-Extraktion aus Hirngewebe

Zur Extraktion der RNA wird das Qiagen Rneasy® plus Universal Micro-Kit (Qiagen GmbH;
Hilden, DE) verwendet. Die RNA wird aus Trimschnitten, welche bei der Kryoschnittanfertigung
gewonnen und in KryogefdRen bei 80 °C zwischengelagert wurden, extrahiert. Die
Trimschnitte werden in 2 ml Eppendorfgefalie gemeinsam mit einer Metallkugel und 450 pl
Qiazol-Reagenz Uberfuhrt. Zur mechanischen Destruktion werden die Eppendorfgefalle zwei
Mal fir jeweils eine Minute bei einer Frequenz von 20 Hz in einen Gewebehomogenisator
(Mastermill MM 300, Retsch Technology GmbH, Haan, DE) gestellt. Zwischen beiden
Ruttelvorgangen muss die Platte gewendet werden. Anschlielend erfolgt eine Inkubation bei
Raumtemperatur flr 5 Minuten. 50 pl gDNA Eliminator wird hinzugefiigt und 15 Sekunden
gevortext. Danach werden 90 ul Chloroform mit anschlie®end gleichen Vortex-Prozedere
hinzugefiigt und es folgt eine Inkubation bei Raumtemperatur fir 2-3 Minuten. Nun werden die
Eppendorfgefalle fur 15 Minuten bei 12000 Umdrehungen/min (rpm) bei 4 °C zentrifugiert.
Durch die Zentrifugation entstehen drei Phasen: Eine farblose, wassrige Phase, welche die
RNA enthalt, eine weille DNA-haltige Zwischenphase und eine rote Phase, die organische
Reste enthalt. Die wassrige, RNA-haltige Phase wird in 1,5 ml Eppendorfgefalde Uberfuhrt, die
bereits 300 ul 70 % Ethanol enthalten und kurz gemixt. Bis zu 700 ul der Probe werden nun in
Rneasy Micro Saulen tberflhrt und bei Raumtemperatur und 10000 rpm fir 15 s zentrifugiert.
Die Flussigkeit im Sammelgefald wird anschliellend verworfen. Dies gilt auch fur die zwei
folgenden Zentrifugationsschritte. Als nachstes werden 700 yl RWT Puffer in die Micro Saule
pipettiert und bei ebenfalls 10000 rpm flr 15 s zentrifugiert. Gleich verfahren wird nach der
Zugabe von 500ul RPE Puffer. Als nachstes werden 500 pl 80 % Ethanol auf die Mikrosaule
pipettiert und bei gleicher Einstellung der Zentrifuge fir 2 Minuten zentrifugiert. Die
Microsaulen werden nun in neue Sammelgefale Uberfuhrt und mit offenen Deckeln bei 13000
rpm fur 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Um die RNA aus der Microsaule zu lésen,
wird im letzten Schritt diese mit 20 yl RNAse-freien Wasser aus dem Filter herausgespdilt. Die
Microsdulen werden sicherheitshalber aufgehoben bis die RNA-Konzentrationsmessung

erfolgt ist.
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3.6.2 Konzentrationsmessung der RNA

Mit einem BioPhotometer (Eppendorf AG; Hamburg, DE) wird die Konzentration der
extrahierten RNA ermittelt. Hierfir muss das Photometer zunachst mit 2 yl RNAse-freien
Wasser kalibriert werden. 2 pl der entsprechenden Probe werden anschlieRend zur Messung
verwendet. Sollten Konzentrationen dber 1,0 ug/pul gemessen werden, ist eine weitere
Verdunnung notwendig. Sind die gemessenen Werte dagegen zu niedrig, wird die Probe ein
zweites Mal auf die urspriingliche Mikrosaule pipettiert und bei Raumtemperatur und 10000
rom zentrifugiert werden. Die Reinheit der RNA wird mittels eines Quotienten aus zwei
Spektren angegeben [A260/A280]. Ersteres steht hierbei flr Nukleinsauren, die Licht einer
Wellenlange von 260 nm und letzteres flr Proteine, die im Bereich von 280 nm absorbieren.
Ein Verhaltnis zwischen 1,8 und 2,1 indiziert eine sehr reine RNA [231]. Als weiteren Wert zur
Beurteilung der Reinheit der RNA kann das Verhaltnis aus A260 zu A230 herangezogen
werden. Das Absorptionsspektrum von 230 nm entspricht dabei anderen Kontaminationen wie
Kohlenhydraten oder Phenolresten aus dem Extraktionsprozess. Zu erwartende Werte reiner
RNA far [A260/A230] liegen zwischen 2,0 und 2,2 [232].

3.6.3 cDNA-Synthese

Zur Synthese der cDNA wird das QuantiTect® Reverse Transkription Kit (Qiagen GmbH,;
Hilden, DE) verwendet. Im ersten Schritt werden 1 ug RNA (aus der RNA Extraktion) mit 2 pl
gDNA W-Puffer (DNAse) gemischt und mit RNase-freien Wasser auf ein Gesamtvolumen von
14 pl aufgefillt. AnschlieRend wird bei 42 °C fur 8 Minuten die verbliebene genomische DNA
verdaut. Um pro Probe ein Gesamtvolumen von 20 pl herzustellen, wird 1 yl Quantiscript
RTranskriptase (reverse Transkriptase), 4 ul Quantiscript RT-Puffer, 1 pl RT-Primer Mix sowie
die 14 pyl RNA gemeinsam in ein 0,5 ml ,Tube® pipettiert. Es folgt eine Inkubation bei 42 °C fur
30 Minuten mit anschlieRendem Transfer der , Tubes® auf Eis. Zur Inaktivierung der reversen
Transkriptase werden die Proben fir 3 Minuten auf 95 °C erhitzt. Im letzten Schritt wird jede
Probe 1:2 mit H20O verdiinnt und bei -20 °C gelagert.

3.6.4 Quantitative Polymerasekettenreaktion (qPCR)

Quantitative Polymerasekettenreaktion oder auch besser als gPCR bekannt ist eine sensitive
und spezifische Technik, um Nukleinsauren in Form von mRNA nachzuweisen [233]. Fir die
Durchfiihrung der qPCR bedarf es allerdings cDNA, welche deshalb im Schritt zuvor
hergestellt wird. Die einfachste Mdglichkeit das PCR Produkt zu quantifizieren, ist die Nutzung
von DNA-Farbstoffen. Diese Fluoreszenzfarbstoffe binden an die kleine Furche der
doppelstrangigen DNA. Die Menge des emittierten Fluorophors, welche im Laufe der gPCR

Zyklen entsteht, ist dabei proportional zur Menge der amplifizierten DNA. Mittels zuvor
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etablierter Standardkurven fir jedes Target, kann in unserem Labor die Konzentration der DNA
und damit indirekt der mRNA bestimmt werden [234]. Mit Hilfe eines Referenzgens wird
anschlieRend eine relative Quantifizierung der gemessenen Werte bei gleichzeitiger
Effizienzkorrektur und anschlieRender Normalisierung durchgefiihrt. Diese Methode nennt
sich E-Methode oder Pfaffl Methode. Durch die Berlicksichtigung der Effizienzunterschiede
zwischen Target- und Referenzgen eignet sich diese Methode besonders gut zur Analyse
geringer Unterschiede in der Genexpression. Weiterhin bietet die Methode den Vorteil, dass
Target- und Referenzgen sich nicht auf der gleichen Platte befinden missen sowie, dass auch
nur Teile der Platte s.g. ,subsets® analyisiert werden kénnen [235, 236].

Als Referenzgen wird Peptidylprolyl-lsomerase A genutzt. Der Vorteil dieses Gens liegt darin,
dass es keiner Regulierung nach CCI unterliegt. Alle gPCR Experimente dieses
Forschungsvorhabens werden entweder mit Primaquant (Steinbrenner Laborsysteme GmbH;
Wiesenbach, DE) oder Absolute Blue (Thermo Scientific; Braunschweig, DE) SYBR Green
Master Mix und dem SYBR Green Programm am LightCycler durchgefuhrt.

Die Proben werden auf eine 96-Well-Platte pipettiert und pro Tier und Target wird jeweils ein
Duplikat erstellt. Aus beiden Werten wird spater der Mittelwert gebildet und fur die Auswertung
verwendet.

Eine Tabelle mit den verwendeten Targets und entsprechenden Primern ist unter Punkt 2.6 zu

finden.

Tabelle 15: Master-Mix fiir das SYBR Green gPCR Programm.

Reagenz Volumen pro Probe [jl]
SYBR Green Master Mix 5

Forward primer 0,25

Reverse primer 0,25
Destilliertes H20 45

cDNA 1
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Tabelle 16: SYBR Green qPCR Programmschritte.

Das Absolute Blue bzw. Primaquant Kit benétigt unterschiedliche Zeiten je Programmschritt,
weshalb die Zeitdarstellung folgendermaBen aussieht: Absolute Blue/Primaquant.

qPCR Schritt Temperatur [°C] Zeit [s]
Prainkubation 95 120/900
Denaturierung 95 10/8
50 Primerhybridisierung 58 10/5
Zyklen
Elongation 72 15/20
Schmelzen 95 5
Startpunkt 55 60
Schmelzkurve 97 Kontinuierliche Steigerung
um 2,2 °C/s.
Kiihlen 40 10

3.6.5 RNA-Sequenzierung und Auswertung

In Kohorte 1 wurde RNA aus Gehirnschnitten, wie in Abschnitt 3.6.1 beschrieben, extrahiert.
Zunachst wurde die RNA mit dem RNAeasy Kit (Qiagen GmbH; Hilden, DE) aufgereinigt, die
Menge mit Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific; Walldorf, DE) bestimmt und schlieBlich die
Qualitat mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer und dem RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies,
Waldbronn, DE) geprift. Proben mit einem RIN-Wert >8, welcher genutzt wird, um die RNA
Integritat abschatzen zu kénnen, wurden auf Trockeneis an die Firma Novogene (Novogene;
Cambridge, UK) zur Durchfilhrung der RNA-Sequenzierung geschickt. Die RNA-
Sequenzierung wird mit einem lllumina NovaSeq 6000-Sequenzierungssystem (lllumina; San
Diego, CA, USA) mit einer Sequenzierungstiefe von 30 Mio. ,paired end reads” (150 Zyklen)
pro Probe durchgefihrt. Die Qualitat der Proben wird mit Hilfe von fastq.gz Dateien vor Ort
bewertet. Die weitere Verarbeitung der Daten erfolgt mit der Software CLC Genomics
Workbench (v21.0.5) von Qiagen mit den Standardeinstellungen fur die RNA-Sequenzierungs-
Analyse.

Die Ergebnisse aus diesem Analyseschritt beinhalten die Anzahl der kartierten Lesevorgange,
Ziellange, Quelllange und -position, Strang, Gene und Gen-IDs und werden mit ArrayStar 17
dargestellt.

Die von Novogene generierten Daten werden in unserem Labor logz-transformiert und die
Ergebnisse in Form von differenziell exprimierten Genen (DEGs) als Streu- und

Vulkandiagramme zum leichteren Verstandnis prasentiert.
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Venn-Diagramme dienen des Weiteren zur Darstellung von Schnittmengen unterschiedlicher
Gruppen.

Alle DEGs werden des Weiteren mit Gene Set Enrichment Analysis (GSEA (http://www.gsea-
msigdb.org) untersucht, um funktionelle Auswirkungen hoch- oder herabregulierter Gene zu
bewerten und ein Gen-Ranking zu erstellen [237]. Auf Basis dieser Ergebnisse werden
Lheatmaps” zur Veranschaulichung von Genexpressionsmustern generiert sowie biologische
Prozesse und Zustande in Form von Genanreicherungsdiagrammen dargestellt. Der p-Wert
wird hierfr auf 0,05 sowie der g-Wert auf 0,25 festgelegt. Das GSEA Programm gibt dennoch
alle signifikant hochregulierten Prozesse fir p<0,05 - unabhangig vom g-Wert an. Eine

vereinfachte Darstellung der Ablaufe ist Abbildung 16 zu entnehmen.
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Abbildung 16: Vereinfachte Darstellung der Auswertung der RNA-Sequenzierung.

3.7 Statistische Auswertung

In beiden Kohorten wurden die Daten mit der Software GraphPad Prism 9.0 (GraphPad
Software, Boston, MA, USA) analysiert und graphisch aufbereitet. Extremwerte wurden mit
dem ROUT Test identifiziert und aus weiterflhrenden Analysen ausgeschlossen.
Entsprechende Informationen zum Ausschluss von Extremwerten sind den Legenden zur

Abbildung zu entnehmen. Die Datenverteilung wurde mit dem Shapiro Wilk Test untersucht.
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In Kohorte 1 wurden Uberwiegend Mehrgruppen-Vergleiche mit der zweifaktoriellen
Varianzanalyse und anschlieBenden Holm-Sidak’s post-hoc Test durchgefiihrt und ménnliche
und weibliche Ma&use separat analysiert. Teilweise musste aufgrund ungleicher
StichprobengréRe zu unterschiedlichen Zeitpunkten auf eine spezielle Version der
zweifaktoriellen Varianzanalyse ,mixed-effect-analysis“ und anschlieRenden Holm-Sidak’s
post-hoc Test zurtickgegriffen werden. Fir die Auswertung der Immunfluoreszenzaufnahmen
wurde auf die einfaktorielle Varianzanalyse zurtickgegriffen.

In Kohorte 2 wurden mannliche und weibliche Mause aufgrund von ungleicher Geschlechts-
und Genotypenverteilung nicht geschlechtergetrennt ausgewertet. Die Auswertung erfolgte
dennoch grundsatzlich gleich wie in Kohorte 1 in Abhangigkeit von Vorhandensein gleicher
bzw. ungleicher Stichprobenanzahlen pro Zeitpunkt.

Paarweise Vergleiche parametrisch verteilter Daten aus histopathologischen Analysen, die nur
CClI-Tiere inkludierten, wurden in beiden Kohorten mit dem ungepaarten, zweiseitigen
.otudent’s t-test® bzw. nicht-parametrisch verteilte Daten mit dem ,Mann-Whitney-U-Test"
analysiert.

Graphen zeigen stets Punkte fir jedes Individualtier plus den Mittelwert £ SEM. P-Werte <0,05
wurden als statistisch signifikant angesehen, wahrend bei Werten von <0,15 von einem Trend
gesprochen wird. Die entsprechenden Signifikanzniveaus werden in den Abbildungen naher
erlautert. Grundsatzlich werden * flr Unterschiede zwischen den CCI-Gruppen verwendet,
wahrend # Unterschiede zwischen CCI- und korrespondierender Sham-Gruppe markiert und

Unterschiede zwischen den Sham-Gruppen durch ~ verdeutlicht.
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4 Ergebnisse

4.1 Ein SHT fuhrt in der friihen Phase zu einer gesteigerten MRC1 Expression

Funf Tage nach SHT wurde eine anti-MRC1/anti-GFAP Immunfarbung durchgefuhrt, um den
grundsatzlichen Einfluss eines SHTs auf die MRC1 Expression zu untersuchen. Hierbei sollte
nicht nur geklart werden, ob MRC1 nach einem SHT hochreguliert wird, aber auch ob MRC1
als zuverlassiger Marker flir ZNS-assoziierte Makrophagen [177] und Mikroglia [94] genutzt
werden kann. GFAP wird primar in Astrozyten exprimiert wird und gilt als ein verlasslicher
Marker fur deren Entwicklung und Funktion [238]. Dartber hinaus bilden Astrozyten auch die
Glia limitans, weshalb sich dieser Marker besonders zur Darstellung dieses Bereichs eignet.
Bereits bekannt ist, dass die MRC1* CAMs vornehmlich im Bereich der Mittellinie und um die
BlutgefalRe herum zu finden sind. Um die Frage zu beantworten, ob und wie sich ein SHT auf
alle potenziell MRC1* Zellen auswirkt, wurden Aufnahmen von der gesamten ipsilateralen
Hemisphére sowie der Mittellinie von allen vier Versuchsgruppen angefertigt. In MRC1-
defizienten Mausen wurde keine spezifische Immunfarbung mit anti-MRC1 festgestellt, was
die Spezifitat des verwendeten Antikorpers bestatigte und zur Validierung der Genotypisierung
beitrug. Bei der Betrachtung der angefertigten Bilder von Mausen aus der Sham+MRC1-WT-
sowie CCI+MRC1-WT-Gruppe wurden fast ausschlieRlich MRC1* Zellen entlang der Mittellinie
und direkt benachbart gefunden, weshalb nur dieser Bereich fur die Analyse verwendet wurde
(Abbildung 17 A). Es zeigt sich eine erhdhte Anzahl an MRC1* Zellen entlang der Mittellinie in
der CCI+MRC1-WT-Gruppe (Abbildung 17 B). Auch in der Sham+MRC1-WT-Gruppe sind
MRC1* Zellen vorhanden, allerdings in signifikant geringerer Anzahl. Um dieses Ergebnis zu
uberprufen, wurde die MRC1-Genexpression mit der gPCR Uberprift. Auch hier zeigten sich
die gleichen Ergebnisse wie in der immunhistologischen Untersuchung. Nach SHT erfolgt ein
signifikanter Anstieg von MRC1 im Vergleich der Sham+MRC1-WT- gegenuber der
CCI+MRC1-WT-Gruppe in den mannlichen als auch in den weiblichen Mausen, wobei letzterer
noch deutlicher ausgepragt ist. Weiterhin zeigt sich, dass eine basale Expression von MRC1
in den Sham+MRC1-WT-Tieren vorhanden ist (Abbildung 17 C). Zusammengefasst zeigen die
Ergebnisse, dass 5 Tage nach SHT die Protein- und Genexpression von MRC1 unabhangig

vom Geschlecht erhoht war.
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Abbildung 17: Ein SHT fiihrt in der friihen Phase zu einer gesteigerten MRC1 Expression.

(A, B) Anti-MRC1/Anti-GFAP-Immunfarbung zeigt eine signifikant erhéhte Anzahl von MRC1*-
Zellen (weiBe Pfeile), die entlang der hemispharischen Mittellinie in der CCI+MRC1-WT-Gruppe
im Vergleich zur Sham+MRC1-WT-Gruppe 5 Tage nach Trauma ausgerichtet sind. (C) MRC1
Genexpression relativ zu Ppia; CCl: n=8-9, Sham: n=3-6, pro Gruppe. (B) Ungepaarter
zweiseitiger Student’s t-test. (C) Zweifaktorielle Varianzanalyse mit anschlieBenden Holm Sidak
Multigruppenvergleich (,,mixed-effect-analysis“). Werte einzelner Tiere und Mittelwert + SEM
werden angezeigt. *zeigt CCI+WT vs. CCI+KO an, *p < 0,05, ****p < 0,0001. # zeigt CCI- im
Vergleich zur entsprechenden Sham-Gruppe an, #p < 0,05, ##p < 0,01. ~ zeigt Sham+WT vs.
Sham+KO an, ~"p < 0,01.

GFAP =, glial fibrillary acidic protein“, MRC1 = Mannose Rezeptor C-Typ |, Ppia = Peptidyl-prolyl
cis-trans isomerase A.

4.2 MRC1-Defizienz hat keine Auswirkungen auf die Korpergewichts-
entwicklung der Mause nach SHT

Mannliche und weibliche Mause wurden einer CCI-Operation zur Induktion eines SHTs bzw.
einer entsprechenden Scheinoperation unterzogen. Wahrend der gesamten Versuchsdauer
hatten sie ad-libitum Zugang zu Standard Haltungsfutter. Das Gewicht der Mause wurde im
Verlauf der gesamten Studien an zuvor festgelegten Tagen ermittelt und aufgezeichnet. Initial
zeigen die SHT Tiere, unabhangig vom Genotyp - nach dem Trauma eine nicht signifikante
Reduktion ihres Kérpergewichts. Dieser Effekt verliert sich im Verlauf der folgenden Tage und
ist bereits funf Tage nach Trauma nicht mehr sichtbar. Im Verlauf beider Kohorten nimmt das
Kdrpergewicht der Tiere aller Gruppen, unabhangig von der OP-Methode sowie dem Genotyp,
stetig zu, sodass sie am Ende des Forschungsvorhabens in der Regel ein hdheres
Kérpergewicht als zu Beginn haben (Abbildung 18 B). Lediglich in der 5 Tage

Uberlebenskohorte kénnen die CCl-Tiere ihr ursprungliches Gewicht zwar wieder erreichen,
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aber von einer Zunahme kann nicht gesprochen werden (Abbildung 18 A). Somit hat die

MRC1-Defizienz keine Auswirkungen auf die Gewichtsentwicklung nach SHT.

Tabelle 17: Koérpergewicht von MRC1-Wildtyp/Knock-out CCIl- und Sham-Mausen. Werte sind

angegeben als Mittelwert + SEM.

Tabelle 17-1: Kohorte 1, 5 d Uberleben (Kérpergewicht in Gramm)

CClI Sham

Wildtyp Knock-out Wildtyp Knock-out
Pra-OP 19.86+0.82 20.60+0.78 21.68+1.95 21.78+1.45
1 dpi 18.88+0.80 18.75+0.56 21.28+1.90 21.43+1.55
3 dpi 19.68+0.72 19.27+0.49 21.85+1.80 22.01+1.48
5 dpi 19.85+0.74 19.79+0.44 21.68+1.84 2201+ 1.46

Tabelle 17-2: Kohorte 2, 30 d Uberleben (Kérpergewicht in Gramm)

CClI Sham

Wildtyp Knock-out Wildtyp Knock-out
Pra-OP 20.41+£1.09 20.58+0.97 21.83+1.24 19.82+1.43
1 dpi 20.25+0.95 20.03+0.92 2189+1.30 19.70+1.18
3 dpi 20.67 +0.88 20.50+0.88 22.31+1.22 20.98+1.01
5 dpi 20.82+0.78 20.42+0.85 2224+1.25 2298+1.00
7 dpi 20.90+0.86 20.39+0.87 2255+1.20 20.86*1.02
14 dpi 2235+0.85 22.05+0.86 23.90%1.37 21.78+0.92
21 dpi 23.28+0.77 22.89+0.74 2463+1.40 224210.94
30 dpi 23.68+0.87 23.37+0.82 2525+1.46 23.08+0.91
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Abbildung 18: MRC1-Defizienz hat keine Auswirkungen auf die Kérpergewichtsentwicklung der
Méuse nach SHT.

(A, B) Korpergewichtsentwicklung aller Maduse der Kurz- bzw. Langzeitiiberleben-Kohorte.
CCl: n=10-16 pro Gruppe und Kohorte, Sham: n=6-8 pro Gruppe und Kohorte. (A, B)
Zweifaktorielle Varianzanalyse mit anschlieBenden Holm Sidak Multigruppenvergleich. Werte
einzelner Tiere und Mittelwert * SEM werden angezeigt. ns = nicht signifikant.

4.3 MRC1-Knock-out fiihrt zu einer Verschlechterung der neurologischen
Fahigkeiten sowie einem reduzierten angstahnlichen Verhalten der Mause
in der friithen und spaten Phase des SHTs

Neurologische Defizite der Mause wurden mit Hilfe des mNSS, RR, OFT und EPM ermittelt.
Wie auch vorherige Studien in unserem SHT Modell zeigen [100], erreichte der mNSS am
ersten Tag nach SHT den Héhepunkt und reduzierte sich kontinuierlich bis 5 d bzw. 30 d nach
CCl in beiden Gruppen unabhangig vom Genotyp. In den beiden Sham-Gruppen hielt sich die
Gesamtpunktzahl Uber den Studienverlauf bei beinahe null Punkten. Die Ergebnisse
unterschieden sich zwischen den beiden Kohorten, obgleich eine tUbereinstimmende Tendenz
sichtbar ist. Deshalb werden anschlieRend die Ergebnisse separat aufgeflihrt.

In Kohorte 1 (5 d Uberleben) zeigten weibliche MRC1-KO-Mé&use am ersten Tag nach CClI
einen signifikant erhdhten NSS im Vergleich zur MRC1-WT-Gruppe (Abbildung 19 B). Dieser
Effekt hielt zu spateren Zeitpunkten nicht mehr an und war auch nicht in mannlichen Mausen
zu sehen (Abbildung 19 A).

Der Rotarod Test zeigte weder bei mannlichen noch weiblichen Mausen Unterschiede
zwischen beiden CCI-Gruppen hinsichtlich der Latenzzeit. Signifikante Unterschiede in der
Latenzzeit auf dem Rotarod waren aber an Tag 1 und Tag 5 nach CCI zwischen der
CCI+MRC1-KO-Gruppe und der korrespondierenden Sham-Gruppe in weiblichen Mausen
festzustellen (Abbildung 19 D). Die korrespondierende Sham-Gruppe zeichnete sich durch
langere Laufzeiten auf dem Rotarod aus. Dies impliziert, dass ein SHT in weiblichen
CCI+MRC1-KO-Mausen zu einer schlechteren Rotarod Leistung fuhrt.
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Abbildung 19: MRC1-KO beeinflusst das frihzeitige neurologische Ergebnis nach
experimentellen SHT nur geringfiigig bei weiblichen, nicht aber bei mannlichen Mausen.

(A, B) mNSS bei mannlichen und weiblichen Mausen (hohere Werte weisen auf eine erh6hte
Einschrankung der Mause hin). (C, D) RR bei méannlichen und weiblichen Mausen (héhere
Latenzzeit weist auf eine bessere Leistung hin). CCl: n = 15-16 pro Gruppe, Sham: n = 8 pro
Gruppe. (A-D) Zweifaktorielle Varianzanalyse gefolgt von Holm Sidaks Multigruppenvergleich
(,,mixed-effect-analysis“). Werte einzelner Tiere und Mittelwert * SEM werden angezeigt. *zeigt
CCI+WT vs. CCI+KO an, *p < 0,05; # zeigt CCIl im Vergleich zur entsprechenden Sham-Gruppe
an, #p < 0,05, ##p < 0,01, ##H#p < 0,001, #HH#Hip < 0,0001; ns = nicht signifikant.

Im Gegensatz dazu zeigte sich in Kohorte 2 (30 d Uberleben), unabhangig vom Geschlecht,
ein konstant signifikant erhdhter mNSS in den CCI+MRC1-KO Mausen, der bis zum letzten
Tag der Studie anhielt (Abbildung 20 A). Ab Tag 14 nach Traumainduktion ist dieser Effekt bis
Tag 30 besonders stark ausgepragt. Im Rotarod Test konnte, wie auch schon in der Kohorte
1, kein signifikanter Unterschied zwischen CCI+MRC1-WT und CCI+MRC1-KO festgestellt
werden. Sham+MRC1-KO Mause liefen hingegen 5 und 30 Tage nach SHT signifikant langer
bis zum Herabfallen auf dem Rotarod als die CCI+MRC1-KO-Gruppe (Abbildung 20 B).
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Abbildung 20: MRC1-KO verursacht schlechtere neurologische Ergebnisse in der Spatphase
nach Schadel-Hirn-Trauma.

(A) mNSS aller Mause (hohere Punktzahl weist auf einen erhohten Schweregrad des Traumas
hin). (B) RR-Leistung aller Mause (hohere Latenz zeigt eine bessere Leistung an).
CCIl: n = 10-11 pro Gruppe, Sham: n = 6-8 pro Gruppe. (A, B) Zweifaktorielle Varianzanalyse
gefolgt von Holm Sidaks Multigruppenvergleich (,,mixed-effect-analysis“) (A, B) Werte einzelner
Tiere und Mittelwert £ SEM werden angezeigt. *gibt CCI+WT vs. CCI+KO an, **p < 0,01, ***p <
0,001, ****p < 0,0001; # zeigt CCI- im Vergleich zum entsprechenden Sham-Gruppe an, #p < 0,05,
#iHtp < 0,001, #HHHp < 0,0001; ns = nicht signifikant.

Erganzend zum Neuroscore und dem Rotarod Test wurde in Kohorte 2 zusatzlich der ,Open
Field Test” (OFT) durchgefuhrt, um zusatzliche Informationen Uber das Verhalten der Mause
zu gewinnen. Der OFT zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen CCI+MRC1-WT- und
CCI+MRC1-KO-Mausen 3 Tage nach CCl-Induktion. CCI+MRC1-KO-Mause verhielten sich
aktiver, was sich in einer hoheren Geschwindigkeit sowie grofReren zurlckgelegten Distanz
zeigte (Abbildung 21 A, B). Die Aufenthaltsdauer im Zentrum des ,,Open Field Tests" resultierte
in keinem signifikanten Ergebnis (Abbildung 21 C). Ebenfalls konnten keine Unterschiede
zwischen den CCI-Gruppen und ihren korrespondierenden Sham-Gruppen festgestellt

werden.
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Abbildung 21: MRC1-KO Mause zeigen vermehrten Bewegungsdrang wenige Tage nach SHT.

(A) Zuriickgelegte Strecke im OFT bzw. (B) Geschwindigkeit bzw. (C) Aufenthaltsdauer im
Zentrum aller Mause. CCI: n = 10-11 pro Gruppe, Sham: n = 6-8 pro Gruppe. (A-C) Zweifaktorielle
Varianzanalyse gefolgt von Holm Sidaks Multigruppenvergleich (,,mixed-effect-analysis“). Werte
einzelner Tiere und Mittelwert * SEM werden angezeigt. *gibt CCI+WT vs. CCI+KO an, *p < 0,05;
ns = nicht signifikant.

Der ,Elevated plus maze* Test, welcher ebenfalls nur in dieser Kohorte durchgefihrt wurde,
dient wie der OFT Test zur tiefergreifenden Verhaltensanalyse. Analysiert wurde die
zurlckgelegte Strecke, Anzahl an ,head-dips® sowie Betretungshaufigkeit und
Aufenthaltsdauer offener bzw. geschlossener Arme. Bei ,head-dips® handelt es sich um den
Zustand der Maus, bei der sie mindestens die Schnauze Uber den Rand des offenen Arms des
EPM hinausstreckt.

Es konnten keine Unterschiede zwischen den beiden CCI-Gruppen hinsichtlich der
zurlckgelegten Strecke, Betretungshaufigkeit und Aufenthaltsdauer geschlossener Arme
sowie Aufenthaltsdauer offener Arme festgestellt werden (Abbildung 22 B, C, D, E).
Signifikante Unterschiede zeigten sich hingegen bei der Analyse der Betretungshaufigkeit
offener Arme sowie bei den ,head-dips“. CCI+MRC1-KO-Mause betraten 4 Tage nach Trauma
signifikant haufiger die offenen Arme als die CCI+MRC1-WT-Wurfgeschwister (Abbildung 22
A). Dieser signifikante Effekt hielt nicht bis zum Ende der Studie an, obwohl nach wie vor ein
Trend diesbeztiglich ersichtlich war (p = 0,1385). Dartber hinaus zeigten die CCI+MRC1-KO-
Mause ein verringertes angstahnliches Verhalten, welches mit Hilfe von ,head-dips”
quantifiziert wurde. In der frilhen Phase, vier Tage nach Trauma, fiihrten die CCI+MRC1-KO-
Mause signifikant mehr ,head-dips durch (Abbildung 21 F). Dieser Effekt hielt auch in der
spaten Phase, 28 Tage nach dem Trauma, an. Allerdings resultierte die Auswertung nur noch

in einem Trend (p = 0,0874).
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Abbildung 22: CCI+MRC1-KO-Mause zeigen weniger angstahnliches Verhalten in der frithen und
spaten Phase des SHTs.

(A) relative Betretungshaufigkeit offene Arme (B) relative Aufenthaltsdauer offene Arme (C)
relative Betretungshaufigkeit geschlossene Arme (D) relative Aufenthaltsdauer geschlossene
Arme (E) relative zuriickgelegte Strecke (F) Anzahl der ,head-dips‘“. (A-F) Ursprungswerte
wurden mit der entsprechenden Sham-Gruppe normalisiert und anschlieBend mit ungepaartem,
zweiseitigen Student’s t-test ausgewertet. Werte einzelner Tiere und Mittelwert + SEM werden
angezeigt. *gibt CCI+WT vs. CCI+KO an, *p < 0,05.

Zusammengefasst fluhrt die MRC1-Defizienz zu einer Verschlechterung der neurologischen
Fahigkeiten sowie einem reduzierten angstahnlichen Verhalten der Mause in der friihen und

spaten Phase des SHTs.

4.4 MRC1-Defizienz verschlimmert strukturelle Hirnschaden in der Friihphase
und tendenziell in der Spatphase nach SHT

Als nachsten Schritt wurde das Lasionsvolumen bzw. das verbliebene gesunde Hirngewebe
sowie die Dicke der Kérnerzellschicht des Gyrus dentatus bestimmt. Die zerebrale Schadigung
schloss kortikale und subkortikale Regionen wie den Hippocampus (beide Kohorten) sowie
den Thalamus (nur Kohorte 2) ein (Abbildung 23 A, B, E). In der Kurzzeitiberleben-Kohorte
waren signifikante Unterschiede in der Grof3e des Lasionsvolumens feststellbar. CCI+MRC1-

KO-Mause prasentierten ein grélReres, relatives Lasionsvolumen verglichen mit den
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CCI+MRC1-WT-Mausen funf Tage nach Trauma (Abbildung 23 C). Des Weiteren wies die
CCI+MRC1-KO-Gruppe zu diesem Zeitpunkt ebenfalls ein signifikant vermindertes Verhaltnis
von ipsi-/kontralateraler Kérnerzellschicht-Dicke des Gyrus dentatus [Kérnerzellschicht-Dicke
% kontralateral] auf (Abbildung 23 D). Beides gemeinsam spricht fur einen starkeren Verlust
von Hirngewebe in der friilhen Phase nach SHT.

In der 30 Tage Uberleben-Kohorte konnten keinen signifikanten Unterschiede im Hinblick auf
das verbliebene, gesunde Hirngewebe sowie die Kérnerzellschicht-Dicke des Gyrus dentatus
(Abbildung 23 G) zwischen den CCI-Gruppen festgestellt werden. Trotzdem resultierte die
Analyse des verbliebenen gesunden Hirngewebes in einem Trend hinsichtlich einer
Verminderung des verbliebenen gesunden Hirngewebes in CCI+MRC1-KO-Mausen
(p = 0,0924) (Abbildung 23 F).

All diese Ergebnisse zeigen, dass der MRC1-Knock-out besonders in der friihen Phase der
Pathologie des SHT in einer Vergrdfierung des Lasionsvolumen resultierte. Dieser Effekt war

aber in der spateren Phase des SHT nicht mehr deutlich ersichtlich.
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Abbildung 23: MRC1-Defizienz verschlimmert strukturelle Hirnschaden in der Friihphase und
tendenziell in der Spatphase nach SHT.
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(A) Kresylviolett gefirbte Schnitte zeigen strukturelle Hirnschdden bei CCI+MRC1-WT- und
CCI+MRC1-KO 5 Tage nach Schadensinduktion. (B) BildvergroBerungen, die den ipsildsionalen
(ipsi) und kontraldsionalen (kontra) GCL des Hippocampus zeigen. Die Pfeile zeigen auf den
Bereich der verringerten Dicke des ipsildsionalen GCL. (C) Hirngewebeverlust 5 Tage nach
Trauma. Gemessene Werte (n = 13-16 pro Gruppe) werden in % relativ zum Volumen der
ipsildsionalen Hemisphére ausgedriickt. (D) Ipsildsionale GCL-Dicke in der MRC1-WT- und
MRC1-KO-CCI-Gruppe fiinf Tage nach CCl-Induktion (n = 14-16 pro Gruppe). Die Messwerte
werden in % relativ zur kontralasionalen GCL-Dicke ausgedriickt. (E) Kresylviolette Farbung von
Schnitten, die verbleibendes gesundes Gehirngewebe in der Spatphase nach SHT zeigt. Die
Pfeile zeigen auf den ipsildsionalen GCL. BildvergroRerungen zeigen den ipsildsionalen GCL des
Hippocampus in den CCI-Gruppen MRC1-WT und MRC1-KO. (F) Gesundes Hirngewebe 30 Tage
nach Trauma. Werte (n = 10-11 pro Gruppe) werden in % relativ zum gesamten Hirngewebe der
ipsildsionalen Hemisphdre ausgedriickt. (G) Ipsildsionale GCL-Dicke in CCI+MRC1-WT und
CCI+MRC1-KO 30 Tage nach Trauma (n = 14-16 pro Gruppe). Die Werte werden in % relativ zur
kontraldsionalen GCL-Dicke ausgedriickt. (C, D, F, G) Ungepaarter Student‘s t-test oder Mann-
Whitney-U-Test. Werte einzelner Tiere und Mittelwert £+ SEM werden angezeigt. *zeigt MRC1-WT
vs. MRC1-KO an, *p < 0,05.

4.5 MRC1-Defizienz fiihrt in der frihen Phase des SHTs zu groReren
Hamatomen in mannlichen Mausen

Um Herauszufinden, ob die Defizienz des MRC1-Rezeptors sich auch auf den Prozess der
Phagozytose auswirkt, wurde die GroRe des intrazerebralen Hdmatoms funf Tage nach
Trauma Induktion vermessen. Die H&E Farbung sorgt dafir, dass sich das Hdmatom Areal
intensiv Magenta farbt (Abbildung 24 B). So konnte zum einen gezeigt werden, dass sich das
Hématom ausschliel3lich auf den jpsildsionalen Hirnbereich beschrankt (Abbildung 24 A) und
zum anderen konnte der erste Eindruck entstehen, dass die CCI+MRC1-KO-Gruppe ein
vergrolRertes subdurales Hdmatom aufweist. AnschlieRende Quantifizierung bestatigte, dass
die MRC1-Defizienz zu signifikant groReren H&matomen in mannlichen, nicht aber in
weiblichen Mausen fuhrte (Abbildung 24Abbildung 24 C).
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Abbildung 24: Der MRC1-KO fiihrt in der friihen Phase des SHTs zu groBeren Hdmatomen in
mannlichen Mausen.

(A) Kryokonserviertes Gehirn einer Maus aus der CCI+MRC1-WT-Gruppe mit sichtbarem
Hdmatom im Bereich der ipsildsionalen Hemisphéare (B) H&E-Farbung (Hamatoxylin-Eosin-
Farbung) mit intrazerebralem Hamatom (Pfeile) im ipsildsionalen Hirngewebe von CCI+MRC1-
WT und CCI+MRC1-WT bei méannlichen und weiblichen Mausen. (C) Die Hamatomflache ist bei
mannlichen CCI+MRC1-KO-Mausen vergroBert, jedoch nicht bei weiblichen Mausen im Vergleich
zur MRC1-WT-CCI-Gruppe (n = 7-8 pro Gruppe). (C) Ungepaarter Student’s t-test. Es werden
Werte von einzelnen Tieren und Mittelwerte * SEM angezeigt, *zeigt MRC1-WT vs. MRC1-KO an,
*p < 0,05.

4.6 MRC1-Defizienz resultiert in einer verminderten Anzahl und CD68-
Expression perilasionaler Makrophagen/ Mikroglia unabhangig von der
HamatomgroRe in weiblichen Mausen

Vorherige Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass bei C57BL6/JRj Mausen eine
negative Korrelation zwischen der Expression von Cd68 bzw. Anzahl perilasionaler CD68-
positiver Makrophagen /Mikroglia und der Hdmatom Gro3e besteht [94]. Um herauszufinden,
ob dieser Zusammenhang auch in der vorliegenden Studie zutrifft, wurden die Cd68 mRNA
Expression mittels gqPCR sowie die CD68-Proteinexpression mittels Immunfarbung 5 Tage
nach SHT untersucht. Die anschlieBende Analyse der Cd68 mRNA Expression beinhaltete
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eine geschlechtergetrennte Normalisierung der Werte der CCI-Gruppen mit den Werten der
entsprechenden Sham-Gruppen. Das SHT resultierte in beiden Geschlechtern und Genotypen
im Vergleich zur korrespondierenden Sham-Gruppe in einer 5- bis 10-fachen Hochregulation
von Cd68.

Im Vergleich der CCI-Gruppen zeigte sich weiterhin eine signifikante Reduktion von Cd68 in
der CCI+MRC1-KO-Gruppe in weiblichen, Uberraschenderweise aber nicht in mannlichen
Mausen (Abbildung 25 A).

Die Auswertung der Immunfarbung ergab geschlechteriibergreifend eine signifikant
verminderte Anzahl CD68* Zellen im lateralen, perildsionalen Cortex, wahrend in anderen
Regionen wie dem medialen, perildsionalen Cortex und dem Hippocampus lediglich
Unterschiede zwischen CCI- und der korrespondierenden Sham-Gruppe festgestellt werden
konnten (Abbildung 25 B). Im Thalamus fand sich hingegen keinerlei signifikanter Unterschied.
Die anschlieRende Korrelationsanalyse der Cd68 Genexpression bzw. CD68* Zellen mit der

Hamatomgrole resultierte in keinem signifikanten Ergebnis (Abbildung 25 C).
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Abbildung 25: MRC1-Defizienz resultiert in einer verminderten Anzahl und Cd68-Expression
perildsionaler Makrophagen/ Mikroglia unabhangig von der Hamatomgrofe in weiblichen
Mausen.

(A) Cd68 Expression in mannlichen und weiblichen Mausen normalisiert mit entsprechender
Sham-Gruppe (n = 8 pro CCI-Gruppe) (B) Histogramme, die eine verringerte Anzahl von CD68*
Makrophagen/Mikroglia in der CCI+MRC1-KO-Gruppe im Vergleich zur CCI+MRC1-WT-Gruppe
im lateralen perildsionalen Cortex zeigen und erhéhte CD68* Makrophagen/Mikroglia-Zahlen in
beiden CCI-Gruppen vs. korrespondierende Sham-Gruppe im Jateralen und medialen
perildsionalen Kortex sowie im Hippocampus zeigen (geschlechtsunabhiangig; n = 8 pro CCI-
Gruppe, n = 3—4 Sham-Gruppe). (C) Es besteht keine Korrelation zwischen der Cd68 Expression
bzw. Anzahl CD68* Zellen'mm? und der HamatomgréBe (geschlechtsunabhingig). (A)
ungepaarter Student’s t-test (B) Zweifaktorielle Varianzanalyse gefolgt von Holm Sidak
Multigruppenvergleich. (C) Korrelationsanalyse mittels Spearman Korrelationskoeffizient (n= 6-
16 pro CCI-Gruppe). Es werden Werte von einzelnen Tieren und Mittelwerte + SEM angezeigt.
*zeigt MRC1-WT vs. MRC1-KO an, *p < 0,05; # zeigt CCI- vs. entsprechende Sham-Gruppe an, #p
< 0,05, ###p < 0,001.

Cd/CD68 = ,,Cluster of differentiation 68” (Gen bzw. Protein).
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4.7 Nach einer traumatischen Hirnverletzung findet in der Friihphase keine
Beeinflussung von Astrozyten oder Neuronen durch den MRC1-Knock-out
statt

Neben Makrophagen und Mikroglia sind insbesondere auch Astrozyten in den Prozess der
Neuroinflammation involviert bzw. werden davon beeinflusst. Dies lie} die Frage aufkommen,
ob der MRC1-Knock-out sich auch auf andere Zellen des Gehirns auswirkt.

Astrozyten gehdren zu den residenten Zellen, welche ebenfalls Inflammation — und das tber
Monate bis Jahre — vermitteln kénnen [239], wahrend vor allem Neuronen von den
Auswirkungen betroffen sind [240]. Im Zuge der bereits oben erwahnten Immunfarbung
wurden nicht nur anti-CD68, sondern auch anti-GFAP und anti-NeuN Antikérper verwendet,
um diese Fragestellung beantworten zu kénnen (Abbildung 26 A).

Die Quantifizierung von Astrozyten mittels anti-GFAP ergab keine signifikanten Unterschiede
zwischen allen vier Gruppen, wenn die Anzahl GFAP* Zellen im perildsionalen Cortex (medial
und lateral) und im Hippocampus verglichen wurde. Einzig im Thalamus konnte eine
signifikante Hochregulation der GFAP?* positiven Zellen in beiden CCI-Gruppen gegenuber der
korrespondierenden Sham-Gruppe festgestellt werden (Abbildung 26 B). Diese erhoéhte
Anzahl GFAP* Zellen lasst sich allerdings nicht auf den MRC1-Knock-out, sondern viel mehr
auf die CCl-Induktion zuruckfuhren. Der Vergleich beider CCI-Gruppen ergab hingegen eine
vergleichbare Anzahl GFAP* Zellen, sodass sich schlussfolgern lasst, dass die MRC1-
Defizienz in der friihen Phase nach dem SHT keinerlei Auswirkungen auf die Aktivierung von
Astrozyten hat.

Wie bereits unter Punkt 3.5.7.1 erwahnt, wurde NeuN auf der Basis der NeuN* Flache
ausgewertet. In keiner der ausgewerteten Bereiche (perildsionaler Cortex lateral und medial,
Thalamus und Hippocampus) konnten Unterschiede zwischen dem prozentualen Anteil der
NeuN* Zellen zwischen den CCI-Gruppen oder zu den jeweiligen Sham-Gruppen festgestellt
werden (Abbildung 26 C). Dies deutet darauf hin, dass der SHT-induzierte Zelltod von
Neuronen zu diesem Zeitpunkt bereits abgeschlossen ist. Die Defizienz des MRC1 scheint
keinerlei Auswirkungen auf den regionalen Erhalt der Neuronen im Gehirn funf Tage nach

einem SHT zu haben.
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Abbildung 26: Nach einer traumatischen Hirnverletzung findet in der Friihphase keine
Beeinflussung von Astrozyten oder Neuronen durch den MRC1-Knock-out statt.

(A) Anti-NeuN/Anti-GFAP/Anti-CD68-Immunfarbung des gesamten Gehirns (B) Histogramme
zeigen eine hoéhere Anzahl GFAP+-Zellen in beiden CCI-Gruppen im Vergleich zur
korrespondierenden Sham-Gruppe im Thalamus (n = 8 pro CCI-Gruppe, n = 3—-4 Sham-Gruppe).
(C) Histogramme zeigen keinerlei Unterschiede hinsichtlich der % Flache NeuN* Zellen. (B, C)
Zweifaktorielle Varianzanalyse, gefolgt von Holm Sidaks Multigruppenvergleich. Werte einzelner
Tiere und Mittelwert * SEM werden angezeigt. # zeigt CCI- vs. entsprechende Sham-Gruppe an,
#HHip < 0,001, ##Hip < 0,0001.

CD68 = ,,Cluster of differentiation 68”, GFAP =, glial fibrillary acidic protein”, NeuN = ,Neuronal
nuclei”.
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4.8 Die Abwesenheit des MRC1 hat Auswirkungen auf die Expression
zahlreicher Gene 5 Tage nach SHT

Bereits gezeigt werden konnte, dass der MRC1 die Makrophagen Polarisation moduliert und
die Aufnahme von Schadantigenen durch Makrophagen im Rahmen einer allergischen
Inflammation in der Lunge vermittelt [241]. Deshalb ist die Vermutung naheliegend, dass
gleichartige Mechanismen auch im Zuge der Neuroinflammation im Gehirn stattfinden. Um
potenzielle Auswirkungen der MRC1-Defizienz auf molekularbiologischer Ebene der
Neuroinflammation zu untersuchen, wurden mRNA Expressionsanalysen fir 10
Inflammationsmarker durchgefiihrt, die teilweise Makrophagen/Mikroglia oder Astrozyten
zugeordnet werden kdnnen oder als allgemeine Inflammationsmarker angesehen werden, well
sie keinem bestimmten Zelltyp spezifisch zugeordnet werden kénnen.

Die Auswertung der gPCR Ergebnisse erfolgte zunachst geschlechtergetrennt nach einem
etablierten Standardprotokoll. Werte werden hierbei relativ zum Referenzgen Ppia berechnet.
Hierbei waren keinerlei signifikante Unterschiede zwischen CCI+MRC1-WT vs. —KO
ersichtlich. Ein signifikanter Effekt durch die CCl-Induktion — nachfolgend als CCI-Effekt
bezeichnet — war hingegen in Form eines Anstiegs von allen Inflammationsmarkern auf3er
Nos2 in beiden Geschlechtern vorhanden. Dies fiihrte zu einer angepassten Auswertung der
Daten. Die Werte aus den CCI-Gruppen wurden jeweils mit dem Mittelwert der
korrespondierenden Sham-Gruppe normalisiert. Die geschlechtergetrennte Auswertung
wurde beibehalten. Die nachfolgende Tabelle gibt einen kurzen Uberblick (ber die

verwendeten Gene, die zelluldre Zuteilung sowie den funktionellen Kontext.

Tabelle 18: Ubersicht iiber die untersuchten Gene und deren Charakterisierung.
Informationen zur zelluliren Zuteilung im Gehirn stammen aus dem Proteinatlas
(www.proteinatlas.org).

Gen Zelluldre Zuteilung im Gehirn Funktioneller Kontext

Arg1 vor allem Neuronen, auch M2-Polarisierung
Makrophagen/Mikroglia

Cd68 Makrophagen/Mikroglia Makrophagen/Mikroglia

Aktivierungsmarker

Fcgr1 Professionell Antigen-prasentierende Phagozytosemarker/ M1-
Zellen wie Makrophagen, Mikroglia Polarisierung

Aif1 Makrophagen/Mikroglia Aktivierungs-Marker

Lyz2 Makrophagen/Mikroglia Autophagie

Mhc2 Makrophagen/Mikroglia Antigen Prasentation

Gfap Astrozyten Aktivierungs-Marker

Mmp9 Nicht spezifisch, vor allem Gefal- Blut-Hirn-Schranken Regulator
assoziiert
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Gen
Nos2

Spp1

Zellulédre Zuteilung im Gehirn
Neuronen, insgesamt wenig regionale

Spezifitat im Gehirn

Professionell Antigen-prasentierende

Zellen wie Makrophagen
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Funktioneller Kontext

Beteiligt am Inflammationsprozess,
steigert Synthese
proinflammatorischer Mediatoren
Zytokin mit neuroprotektiven und

regenerativen Effekten
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Abbildung 27: Differenzielle Genexpression.

(A-F) Makrophagen/Mikroglia-, (G) Astrozyten-, (H-J) allgemeine Inflammations-Marker. Fast alle
Gene zeigen signifikante Unterschiede zwischen den beiden CCI-Gruppen, die in der Regel nur
ein Geschlecht betreffen. Nos2 und Aif1 weisen keinerlei Unterschied zwischen der CCI+MRC1-
WT-und -KO Gruppe auf. (n = 7-8 pro CCI-Gruppe). (A-J) Ursprungswerte wurden mit der
entsprechenden Sham-Gruppe normalisiert und anschlieBend mit ungepaartem zweiseitigen
Student’s t-test ausgewertet. Werte einzelner Tiere und Mittelwert £+ SEM werden angezeigt. *p
gibt CCI+WT vs. CCI+KO an, *p < 0,05, **p < 0,01.

Aif1 = ,jionized calcium-binding adapter molecule 1”, Arg1 = Arginase 1, Cd68 = ,,Cluster of
differentiation 68, FcgR1 = Fcy-Rezeptor, GFAP = ,glial fibrillary acidic protein”, Lyz2 =
Lysozyme 2, Mhc2 = “Major Histocompatibility Complex II”, Mmp9 = Matrix Metallopeptidase 9,
Nos2 = “Nitritic Oxide Synthase 2”, Spp1 = Osteopontin.

Diese  angepasste  Auswertung resultiete in  folgenden  Ergebnissen. Die
Makrophagen/Mikroglia-Marker Arg1, Cd68, Fcgr1, Lyz2 und Mhc2 wiesen signifikante
Unterschiede zwischen den beiden CCI-Gruppen auf. Diese Ergebnisse waren jedoch

zwischen beiden Geschlechtern inkonsistent. So resultierte das SHT in einer signifikant
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verringerten Expression von Arg1, Cd68, Fcgr1 und Lyz2 in weiblichen MRC1-KO Mausen
(Abbildung 27 B, C, D, E). In mannlichen MRC1-KO M&usen zeigte sich hingegen eine
signifikante Hochregulation von Arg7 (Abb. 27 B) sowie eine signifikant verringerte Expression
von Mhc2 (Abbildung 27 F). Aif1 war als einziges Gen in beiden Geschlechtern nicht signifikant
reguliert (Abbildung 27 A). Die Makrophagen/Mikroglia-Marker lassen daher keine allgemeine,
geschlechtslibergreifende Aussage zu.

Die MRC1-Defizienz wirkte sich nur in mannlichen Mausen signifikant auf Gfap als einzigen
Astrozyten-Marker aus. Im Gegensatz zu den Wildtyp-Geschwistern war die Gfap Expression
in den Knock-outs signifikant erhéht (Abbildung 27 G).

Die deutlichen Unterschiede hinsichtlich der Genexpression zwischen den beiden
Geschlechtern setzten sich auch bei den allgemeinen Inflammationsmarkern fort. Der MRC1-
KO resultierte nur in mannlichen Mausen in einer signifikanten Reduktion der Mmp9
Expression (Abbildung 27 H) sowie einem Trend hinsichtlich einer geringeren Expression von
Spp1 (p = 0,0909) (Abbildung 27 J). Gleichzeitig lag ein Trend hinsichtlich einer verstarkten
Expression von Nos2 (p = 0,0737) vor (Abbildung 27 I). Weibliche Mause mit dem gleichen
Genotyp prasentierten stattdessen nur eine signifikant verringerte Spp7 Expression
(Abbildung 27 J).

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der mRNA Expressionsanalysen mit einem Panel von 10
Inflammations-assoziierten Markern, dass MRC1-Defizienz Zu deutlichen
geschlechtsspezifischen Veranderungen in der Frihphase nach SHT fihrt. In weiblichen
MRC1-defizienten Mausen ist die SHT-induzierte Hochregulation in 5 von 10 Markern
gegenuber dem Wild-Typ signifikant vermindert. In mannlichen MRC1-defizienten Mausen
sind 4 von 10 Markern gegenuber dem Wild-Typ differenziell exprimiert, wobei jeweils 2 Marker
eine erhohte (Arg1, Gfap) bzw. eine verminderte Expression (Mhc2, Mmp9) gegenuber WT

dem aufweisen.

4.9 Korrelationsanalysen weisen auf einen Zusammenhang zwischen
Verhaltensleistung und der Hirnschadigung der Mause in der friihen, als
auch spaten Phase der Pathogenese eines SHTs

Um herauszufinden, ob Tiere mit einem gréReren Hamatom oder einem groReren
Lasionsvolumen auch schlechter in den Verhaltensexperimenten abschneiden, wurden lineare
Korrelationsanalysen (Spearman Korrelation) durchgeflihrt. Diese zeigen einen Trend hin zu
einer positiven Korrelation (r = 0,4085, p = 0,1304) zwischen dem Lasionsvolumen und dem
mMNSS in weiblichen Mausen 5 Tage nach SHT (Abbildung 28 B). In mannlichen Mausen zeigt
sich hingegen ein Trend hin zu einer positiven Korrelation (r = 0,4463, p = 0,0966) zwischen

der HamatomgréRe und dem mNSS 5 Tage nach dem Neurotrauma (Abbildung 28 C). Die
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anschlief’ende Korrelationsanalyse von HamatomgréRe und Lasionsvolumen ergab flr beide

Geschlechter kein signifikantes Ergebnis (Abbildung 28 A).

Erganzend zu den obigen Korrelationsanalysen der Kurzzeitiiberleben-Kohorte wurden auch
in der Langzeitiberleben-Kohorte lineare Korrelationsanalysen (Spearman Korrelation)
durchgeflhrt, um festzustellen, ob ebenfalls ein Zusammenhang zwischen der
Verhaltensleistung und der Hirnschadigung besteht. 30 Tage nach SHT liegt kein messbares
Hamatom mehr vor, so dass nur das verbliebene gesunde Hirngewebe als Parameter fur die
Hirnschadigung genutzt wurde. Wie auch in der 5 Tage Uberleben-Kohorte besteht ein Trend
zur Korrelation zwischen dem Verhalten der Mause und der Hirnschadigung. So besteht ein
negativer Trend (p =0,1131) zwischen den Punkten im mNSS an Tag 30 und dem
verbliebenen gesunden Hirngewebe (Abbildung 28 D). Diese Ergebnisse bedeuten, je mehr
gesundes Hirngewebe vorhanden ist, desto besser ist die allgemeine Verhaltensleistung der
Mause bzw. umgekehrt, je gréfier die Schadigung, desto starker ist das Verhalten der Mause
beeintrachtigt. Interessanterweise besteht aber auch ein Trend hin zu einer positiven
Korrelation (p = 0,1214) zwischen der Anzahl an ,head-dips* 28 Tage nach Trauma und dem
verbliebenen gesunden Hirngewebe (Abbildung 28 E). Dies bedeutet, dass Mause mit einer
geringeren Hirnschadigung haufiger ,head-dips“ durchflihren, als solche mit einem gréReren

Hirnschaden.
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Abbildung 28: Korrelationsanalysen weisen auf einen Zusammenhang zwischen
Verhaltensleistung und der Hirnschadigung der Mause in der frihen, als auch spéaten Phase der
Pathogenese eines SHTs.

(A-C) Lineare Korrelationsanalyse von mannlichen (links) und weiblichen (rechts) Mausen
mittels Spearman-Korrelationskoeffizient zwischen (A) Lasionsvolumen und HimatomgroRe 5
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Tage nach SHT (B) Lasionsvolumen und mNSS 5 Tage nach SHT (C) HamatomgréRe und mNSS
5 Tage nach Traumainduktion. (D, E) Lineare Korrelationsanalyse von Mausen beider
Geschlechter mittels Spearman-Korrelationskoeffizient zwischen (D) gesunden Hirngewebe %
ipsi und mNSS 30 Tage nach CCIl und (E) Anzahl , head-dips“ 28 Tage nach Trauma und
gesunden Hirngewebe % ipsi;
n= 6-8 pro Gruppe. Werte einzelner Tiere * SEM sind dargestelit.

CCI = “Controlled Cortical Impact”, Ipsi = ipsilasional, mNSS = , Modified Neurological Severity
Score”.

4.10 Der MRC1 beeinflusst die Pathogenese im friihen Verlauf eines SHTs auf
subtile Weise

Die mRNA Expressionsanalysen mit einem Panel von 10 Inflammations-assoziierten Markern
zeigten, dass MRC1-Defizienz zu deutlichen geschlechtsspezifischen Veranderungen in der
Frihphase nach SHT flihrt. Um sich ein detaillierteres Bild dartiber zu machen, wie sich der
MRC1-Knock-out auf molekularer Ebene auswirkt, wurden globale Transkriptome von 18 CCI-
Tieren (10 CCI+MRC1-WT, 8 CCI+MRC1-KO) sowie 11 ,Sham*“-Tieren (5 Sham+MRC1-WT,
6 Sham+MRC1-KO) mittels RNA-Sequenzierung untersucht. Die ungleiche Anzahl an
eingesendeten Proben pro Gruppe ergab sich durch eine qualitative Vorauswahl aufgrund der
RNA-Integritat sowie der Exklusion von statistisch signifikanten Ausrei3ern nach der Analyse
der RNA-Sequenzierungsergebnisse. Die Analysen sollten sowohl allgemeine Auswirkungen
des Knock-outs auf die Mause (siehe 4.11) als auch Auswirkungen durch die CClI-Induktion
und geschlechtsspezifische Unterschiede, die in diesem Forschungsprojekt zahlreich
aufgetreten sind, aufklaren. Auf die Auswirkungen des MRC1-Knock-outs unter
physiologischen Bedingungen, mdchte ich an spaterer Stelle eingehen (siehe 4.11).

Die Ergebnisse sind zunachst tabellarisch dargestellt (Tabelle 19), um einen besseren

Uberblick zu ermdglichen. AnschlieRend erfolgt eine detailliertere Betrachtung.

Tabelle 19: Ergebnisse der RNA-Sequenzierung im Uberblick.

Analysemethode Gruppenvergleich Ergebnisse
Einzelgenanalyse (Top GSEA
150 DEGs) (alle DEGs)
Geschlechtsunabhdngig CCI+MRC1-KO vs. - Inflammations- bzw. Deutlicher CCI-
WT Nervensystem-assoziierte  Effekt in MRC1-
Gene in CCI+MRC1-KO WT Mausen,
signifikant reguliert, kein
insgesamt aber niedrige signifikantes
Absolutexpressionswerte Ergebnis fur
CCI+MRC1-KO
CCI+MRC1-KO vs. Immunregulation und — Inflammatorische
Sham+MRC1-KO modulations-assoziierte Immunantwort
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Analysemethode

Gruppenvergleich

Ergebnisse
Gene in CCI+MRC1-KO

auf das Trauma

signifikant hochreguliert — in CCl-Tieren
CCI-Effekt deutlich sichtbar
CCI+MRC1-WT vs. Immunregulation-, Inflammatorische
Sham+MRC1-WT Zelldifferenzierung- und Immunantwort

Astrozyten-assoziierte

auf das Trauma

Gene in CCI-MRC1-WT in CCl-Tieren
signifikant hochreguliert —
CCI-Effekt deutlich sichtbar
Geschlechtsabhingig CCI+MRC1-KO vs. - Immunsystem bzw. Gesteigerte
WT Immunantwort sowie inflammatorische
(Ma@nnchen) Zellzyklus- und Apoptose- = Antwort in
assoziierte Gene in CCI+MRC1-KO

CCI+MRC1-KO vs. -

WT

CCI+MRC1-KO signifikant
hochreguliert, absolute
Expressionswerte
insgesamt niedrig

Kein Uberzeugender
Genotyp-spezifischer
Effekt sichtbar

Keine eindeutige
Aussage fur
CCI+MRC1-KO

(Weibchen)

Wie dem Abschnitt 3.6.5 des Methodenteils zu enthehmen ist, wurden zuerst die differenziell
insbesondere die Top 150 DEGs analysiert. Im
geschlechtsunabhangigen Vergleich der Top 150 DEGs von CCI+MRC1-KO vs. -WT konnte

festgestellt werden, dass in den Knock-outs einige Gene, welche Inflammations- bzw.

exprimierten Gene (DEGs) -

Nervensystem-assoziiert sind (Mrc1, II-6, Mzb1, Cd209f, Clec14a, Draxin und Gng7) reguliert
waren.

Die geschlechtsabhangige Auswertung dieser Top 150 DEGs resultierte in mannlichen
CCI+MRC1-KO-Mé&usen in deutlich mehr regulierten Genen (u.a. Kiri1, Cxcl3, I112a, Cd209f,
Zswim?2), welche mit dem Immunsystem bzw. einer Immunantwort sowie Zellteilung und
Apoptose in Verbindung stehen. Bei weiblichen Mausen war dies nicht der Fall.

Die Top 150 DEGs von beiden Geschlechtern sowie nur mannlichen und nur weiblichen
Mausen wurden zusatzlich in Form eines Venn-Diagramms dargestellt. Hierbei zeigte sich,

dass nur Mrc1 in allen drei Gruppen differenziell exprimiert war.
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Zwischen mannlichen und weiblichen Mausen gab es hingegen kein einziges Gen, was in
beiden Gruppen reguliert war (Abbildung 29 B). Dies zeigt eindrticklich, dass die Reaktion des
Korpers auf ein induziertes SHT in beiden Geschlechtern sehr unterschiedlich ist.

Gleichzeitig wurden Vulkandiagramme fur alle DEGs flr beide Geschlechter gemeinsam, nur
fur mannliche und nur fir weibliche Mause erstellt. Hierbei zeigte sich zusatzlich eindricklich,
dass in weiblichen CCI+MRC1-KO-Mausen insgesamt deutlich weniger Gene signifikant

reguliert waren, als ich mannlichen Mausen mit dem gleichen Genotyp (Abbildung 29 A).
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Abbildung 29: Der Knock-out des MRC1-Rezeptors fiihrt zu signifikanten
geschlechtsspezifischen Unterschieden in Bezug auf die regulierten Gene.
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(A) Vulkandiagramm der unterschiedlichen Genexpression in CCI+MRC1-KO im Vergleich zu
CCI+MRC1-WT in beiden Geschlechtern gemeinsam, nur in ménnlichen und nur in weiblichen
Mausen. Die X-Achse zeigt die log2Diff, was bedeutet, dass hochregulierte Gene in der
CCI+MRC1-KO-Gruppe positiv (rot), wahrend reduzierte Gene negativ (griin) erscheinen. Die Y-
Achse zeigt hingegen den -log1o(p-value). Die Top 150 regulierten Gene sind farblich in griin und
rot hervorgehoben, wahrend die restlichen Gene schwarz dargestellt sind. Die schwarze Linie
teilt die Gene zusitzlich in signifikant (oberhalb der Linie) und nicht signifikant (unterhalb der
Linie) reguliert ein. (B) Venn-Diagramm der Top 150 DEGs (C) Exemplarische Streudiagramme
ausgewahlter hoch- bzw. (D) herunterregulierter Gene in CCI+MRC1-KO-Mausen. Gene wurden
auf der Basis der Top 150 regulierten Gene, entsprechend des p-Werts und unter der
Voraussetzung, dass sie bei den hallmarks der GSEA eine Rolle spielen, ausgewaihit.
(CClI: n = 8-10 pro Gruppe).

CD209f = ,,Cluster of differentiation 209f“, Clec14a = ,,C-Type Lectin Domain Containing 14A”,
DEGs = differenziell exprimierte Gene, Gng7 = ,,G Protein Subunit Gamma 7”, GSEA = ,,Gene Set
Enrichment Analysis“, IL-6 = Interleukin 6, MRC1 = Mannose Rezeptor C-Typ |, Mzb1 = ,,Marginal
Zone B And B1 Cell Specific Protein”, Olfr1392 = ,,Olfactory Receptor 1392”.

AnschlieBend wurde GSEA geschlechtsunabhangig und —abhéngig durchgeflhrt, um
Informationen Uber hochregulierte biologische Prozesse oder Zustande in Form s.g.
Jhallmarks® zu erhalten.

Im geschlechtsunabhangigen Vergleich von MRC1-WT vs. MRC1-KO zum Zeitpunkt 5 Tage
nach SHT, wurden 40 hochregulierte Gensatze identifiziert. Davon waren 13 Gensatze
signifikant hochreguliert. Alle in der CCI+MRC1-WT-Gruppe signifikant hochregulierten
shallmarks® stehen im Zusammenhang mit inflammatorischen Prozessen (Interferon alpha
Antwort, |IL-6/JAK/STAT3-Signalweg, Apoptose, Entziindungsantwort, Hypoxie, usw)
(Abbildung 30).

Demgegenuber waren 10 Gensatze in MRC1-KO vs. MRC1-WT hochreguliert. Ein statistisch
signifikanter Unterschied wurde jedoch fur keinen Gensatz ermittelt. Zusammen betrachtet,
weist dieses Ergebnis darauf hin, dass die inflammatorische Reaktion auf ein SHT in Wildtypen
deutlich ausgepragter als in MRC1-defizinten Mausen ist bzw. dass die Immunantwort auf ein

SHT in Knock-outs beeintrachtigt ist.
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A Genanreicherungsdiagramme von hochregulierten biologischen Prozessen und Zustinden in CCI+MRC1-WT vs. -KO
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Abbildung 30: Genanreicherungsdiagramme von GSEA-Gensitzen in CCI+MRC1-KO- gegeniiber

CCI+MRC1-WT-Méusen.

Gensatzanreicherungsanalysen wurden mit GSEA 4.1.0. fir biologische Prozesse und Zustédnde
durchgefiihrt. Anreicherungsdiagramme zeigen den Anreicherungswert eines bestimmten Gens
im Gensatz. Die griine Linie stellt den Verlauf des Anreicherungswert dar. Der Spitzenwert steht
fur den endgiiltigen Anreicherungswert. In CCI+MRC1-KO-Tieren angereicherte Gene werden als
positive Anreicherungswerte (rot) dargestellt. In CCI+MRC1-WT-Mausen angereicherte Gene
werden als negative Anreicherungswerte (blau) dargestellt. Aufgrund der Tatsache, dass kein
»hallmark®“ in der CCI+MRC1-KO-Gruppe signifikant hochreguliert war, gibt es hierfiir keine
Genanreicherungsdiagramme. (A) In CCI+MRC1-WT-Mausen (blau) angereicherte Gene.
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MRC1-KO MRCT-WT

7
CCI WT 44

°CT

GSEA Leading Edge genes

NAME TITLE SCORE

Olfr1382 |Olfactory receptor 1392 12.042.941
Aurkc Aurora Kinase C 10.217.236
[Vmnir@0 Jvomeronasal 1 receptor 90 0.9083504
BC027072 |photoreceptor cilium actin regulator 0.97383084
[Atp12a  |ATPase H+/K+ Transporting Non-Gastric Alpha2 Subunit .94 20625
Cede27  |Coiled-Coil Domain Containing 27 0.8828284
Upb1 |Beta-Ureidopropionase 1 08478206/
Asb11 Ankyrin Repeat And SOCS Box Containing 11 0.7857872
Spatad2 |Spermatogenesis Associated 32 0. 77066356/
|Aknaos |AT-hook transcription factor 0.7804281
Fut? Fucosyltransferase 7 0.7233880
Wntl 'Wnt Family Member 1 0.7205902
Glipd2 Glycolipid Transfer Protein Domain Containing 2 0.7021505)
Histih2af |Histone HZA type 1-F 0.69926226]
Drd3 Dopamine Receptor D3 0.80265324|
Lib4r Leukotriene B4 Receptor 0.89213027|
Fpr1 Fcr;yl Peptide Recspt-sr 1 08004881
Lcedf late cornified envelope 3F 0.6773658
Impg1 Interphotoreceptor Matrix Protecglycan 1 0.673503
Gipc3 (GIPC PDZ Domain Containing Family Member 3 08874082
Cass4 Cas Scaffold Protein Family Member 4 0.8640883
1Asb10 Ankyrin Repeat And SOCS Box Containing 10 0.86831447
Simbt2 Scm Like With Four Mbt Domains 2 0.88214085
Binig |Butyrophilin Like & 0.6812141
SkcSadb  |Solute Carrier Family 5 Member 4 08572850/
Clec3a [C-Type Lectin Domain Family 3 Member A 065286704,
Nirp10 NLR Family Pyrin Domain Containing 10 0.85216285)
UncB3a  JUnc-93 Homolog A 06503554/
Papin Proteoglycan Like Sulfated Glycoprotein 0.84221275
Gbx1 Gastrulation Brain Homeobox 1 0.8325405)
Widc10  JWAP Four-Disulfide Core Domain 104 0.8306216|
Meid Meiotic Double-Stranded Break Formation Protein 4 0.620147|
Fbxo30 F-Box Protein 39 0.62682444|
Tpo Thyroid Peroxidase 0.82353027
Apeia Apelin Receptor Early Endogencous Ligand 0.622332|
Cleci4a  |C-Type Lectin Domain Containing 14A 0.8210460)
Cesid Carboxylesterase 1 0.6168051
Draxin Dorsal Inhibitory Axon Guidance Protein 0.8153816
|AKbh3os1 |alkB homolog 3, opposite strand 0.81217815)
Pcdhall |Protocadherin Alpha 11 0.8108033
Igibpl1 Insulin Like Growth Factor Binding Protein Like 1 08088121
Mom5 MORMN Repeat Containing 5 0.807 18757
Otog (Otogelin 0.6063822)
Mroh2a Maestro Heat Like Repeat Family Member 2ZA 06040555
Rimbp3 RIMS Binding Protein 3 0.8019816|
Alox 12 [Arachidonate 12-Lipoxygenase, 125 Type 0.80096683|
|Apoad Apolipoprotein A4 080076004
Pxt1 Peroxisomal Testis Enriched Protein 1 0.5862466/
Tmc1 [Transmembrane Channel Like 1 0.5850203)
Cd200id3 |CD300 Malecule Like Family Member D 00.58:24007

Abbildung 31: Heatmap (Teil 1) der unterschiedlich exprimierten Gene in den CCIl-Mausen, die
einen MRC1-KO bzw. -WT Genotyp haben.

Mause wurden fiinf Tage nach der CCl-Operation euthanasiert. Gehirngewebe des ipsildsionalen
oberen Quadranten wurde entsprechend des Protokolls gesammelt und per RNA-Sequenzierung
analysiert. Die GSEA wurde mit einer Eingabe von 22335 giiltigen Genen unter Verwendung von
GSEA 4.1.0 durchgefiihrt. Die farbliche Kodierung der Top 50 herunterregulierten Gene reicht
von einem hohen Anreicherungswert in dunkelrot bis zu einem niedrigen Anreicherungswert in
dunkelblau.

GSEA = ,,Gene Set Enrichment Analysis“.
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MRC1-KO MRC1-WT

L L= [

GSEA Leading Edge genes

NAME TITLE SCORE
Mrc1 Mannose Receptor C-Type 1 -334 868
Cd200f CD209f antigen -12.185.028
Mzb1 Marginal Zone B And B1 Cell Specific Protein -10.030.124
BC051408 [cDNA sequence BCO51408 -0.06506823
Sin Sarcolipin -0.80483316)
Ferlld Fer-1 Like Family Member 4 (Pseudogens) -0.89255446
118 Interleukin 6 -0.8830645
Ephal Eprecapmr Al -0.8201727
Gdi© Growth Differentiation Factor 6 -0.8008726
Eci3 enoyl-Coenzyme A delta isomerase 3 -0.7907482)
Cyp28a1 |Cytochrome P450 Family 26 Subfamily A Member 1 0.778132
Duox2 Dual Oxidase 2 -0.75044507|
H2-Oa histocompatibility 2. O region alpha locus -0. 74842533
Cyp1Bal |Cytochrome P450 Family 19 Subfamily A Member 1 -0.71488356)
Hist1h2bq |H2B dustered histone 23 -0.7026846
Cenph Centromere Protein H -0.7034672
AngotiT  |Angiopoietin Like 7 -0.70255363)
Rec114  JREC114 Meiotic Recombination Protein -0.6883434
Isl2 ISL LIM Homeobox 2 -0.6778555)
Rnasel Ribonuclease A Family Member 1, Pancreatic -0_87587435|
Casr Calcium Sensing Receptor -0.6718088
Cixn3 Cortexin 3 -0.6700739)
Ebf3 EBF Transcription Factor 3 -0.6882188)
Pwil4 Piwi Like RNA-Mediated Gene Silencing 4 -0.8538702|
Borg CDC42 Effector Protein 2 08508143
Hao1 Hydroxyacid Oxidase 1 -0.85037453]
JF2ri2 Coagulation Factor Il Thrombin Receptor Like 2 -0.64726084
Eomes Eomesodermin -0.64632523)
Map3k3 |Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase 8 -0.8445741
Kk 10 Kallikrein Related Peptidase 10 -.8405662|
a Interleukin 1 Alpha -0.6366188
Lyg2 Lysozyme G2 -0.6347047
Tnni3k TNNB Interacting Kinase -0.63443047)
Otx20s1 | orthodenticle homecbox 2 opposite strand 1 -0.62040186
Catsperd |Cation Channel Sperm Associated Awxiliary Subunit Delta -0.62500185|
Gsta2 Glutathione S-Transferase Alpha 2 -0.814062
CcdcB8  |Coiled-Coil Domain Containing 68 -0.6134082
Spespl  |Sperm Equatorial Segment Protein 1 -0.6128283
Cdod CD96 Molecule -0.6055101
Prss35 Serine Protease 35 -0.50744245
Spiat Spectrin Alpha, Erythrocytic 1 -0.5958257
Sic27aB  |Solute Carrier Family 27 Member 6 -0.58337305|
Pkd1l1 Polycystin 1 Like 1, Transient Receptor Potential Channel Interacting -0.58023106)
Apolfa apolipoprotein L 9a -0.5890356)
Slcfad Solute Carrier Family 9 Member A4 -0.5386687
Emiin3 Elastn Microfibril Interfacer 3 -0.58757746
Cd300id5 |CD3200 Molecule Like Family Member D -0.5881237
TrimB0 Tripartite Motif Containing 60 -0.582715
Lyzi4 Lysozyme Like 4 -0.5817163]
Acod1 Aconitate Decarboxylase 1 -0.5785543

Abbildung 32: Heatmap (Teil 2) der unterschiedlich exprimierten Gene in den CCI-M&usen, die
einen MRC1-KO bzw. -WT Genotyp haben.

Der Ablauf erfolgte wie in Abbildung 31 beschrieben (siehe oben). Die farbliche Kodierung der
Top 50 herunterregulierten Gene reicht von einem hohen Anreicherungswert in dunkelrot bis zu
einem niedrigen Anreicherungswert in dunkelblau.

GSEA = ,,Gene Set Enrichment Analysis*

Aufgrund der vorherigen Ergebnisse, stellte sich die Frage, ob beide Genotypen grundsatzlich

gleich auf ein SHT reagieren. Um dies zu beantworten, wurde die GSEA anschlief’end mit
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beiden CCI-Gruppen im Vergleich zu ihrer jeweiligen korrespondierenden ,Sham“-Gruppe
durchgefuhrt. Die Analyse der CCI+MRC1-WT vs. Sham+MRC1-WT resultierte in 49
hochregulierten = Gensatzen, von denen 26 signifikant (p <0,05) waren.
Auch die CCI+MRC1-KO vs. Sham+MRC1-KO Analyse ergab 49 Gensatze hochreguliert,
wovon 26 signifikant (p <0,05) waren. Alle signifikant regulierten ,hallmarks® beider Gruppen
sind Abbildung 33 zu entnehmen, wahrend in Abbildung 34 die Genanreicherungsdiagramme
zu den ersten acht ,hallmarks“ dargestellt sind.

Ein Vergleich der biologischen Prozesse bzw. Zustdnde =zeigte, dass diese zum
Uberwiegenden Teil identisch sind und die inflammatorische Antwort im Gehirn in all ihren
Facetten [Inflammation (u.a. Interferon, Komplement, reaktive Sauerstoffspezies, TNF-q, IL-
6/JAK/STAT3-Signalweg), Zelldifferenzierung und -proliferation (u.a. epitheliale,
mesenchymale Transition, Kras-Signalweg) und Blut-assoziierte Prozesse (u.a. Koagulation,
Angiogenese)] widerspiegelt. Zusammengefasst bedeutet dies, dass beide Genotypen auf
transkriptioneller Ebene zunachst mit den gleichen Mechanismen auf ein induziertes

Neurotrauma reagieren.
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A —
1 ||HALLMARK INTERFERON AlPHA RESPONSE Details . 90 E 1.95(|0.000 0.000
2 ||[HALLMARK INTERFERON GAMMA RESPONSE Details . 183 ||0.81|/1.91]/0.000 0.000
3 |[|[HALLMARK IL6 JAK STAT3 SIGNALING Details 83 0.82|1.89(/0.000 0.000
4 ||HALLMARK ALLOGRAFT REJECTION Details . 187 ||0.76]/1.81/0.000 0.000
5 |[|HALLMARK EPITHELIAL MESENCHYMAL TRANSITION || Details . 191 ||0.76|/1.80|/0.000 0.000
6 ||HALLMARK G2M CHECKPOQINT Details 184 ||0.76(/1.79]/0.000 0.000
7 [|[HALLMARK INFLAMMATORY RESPONSE Details . 195 ||0.75(|1.78|/0.000 0.000
8 |[H M. A ION Details . 133 ||0.74||1.73|/0.000 0.000
9 [|[HALLMARK IL2 STATS SIGNALING Details 194 ||0.72|/1.70]/0.000 0.000
10||HALLMARK E2F TARGETS Details 194 ||0.72||1.70|/0.000 0.000
11 [|[HALLMARK COMPLEMENT Details . 185 ||0.71]/1.69]/0.000 0.000
12 ||HALLMARK TNFA SIGNALING VIA NFKB Details . 193 ||0.69|/1.64|/0.000 0.000
13||HALLMARK_KRAS SIGNALING UP Details . 194 ||0.66(/1.58(/0.000 0.001
14||HALLMARK APOPTOSIS Details 161 ||0.67|/1.58|/0.000 0.001
15||HALLMARK ANGIOGENESIS Details 36 0.73(/1.58/0.001 0.000
16 ||HALLMARK MITOTIC SPINDLE Details . 198 ||0.64(/1.51]/0.000 0.002
17 [|HALLMARK P53 PATHWAY Details . 193 ||0.62|/1.46|/0.000 0.005
18 ||HALLMARK XENOBIOTIC METABOLISM Details 193 ||0.61(/1.43]/0.000 0.010
19||HALLMARK HYPOXIA Details 191 ||0.58(/1.37|/0.000 0.022
20 ||HALLMARK TGF _BETA_SIGNALING Details . 53 0.60)/1.34)0.047 0.035
21||HALLMARK_GLYCOLYSIS 198 ||0.57(/1.34|/0.002 0.035
22||HALLMARK_ADIPOGENESIS 194 ||0.57|/1.34(/0.001 0.033
23||HALLMARK_ESTROGEN_RESPONSE_LATE 190 ||0.56(/1.33|/0.003 0.035
24||HALLMARK_CHOLESTEROL_HOMEOSTASIS 70 0.58(/1.33]/0.040 0.035
25 HALLMARK_REACTIVE_OXIGEN_SPECIES_PATHWAY 47 0.58(/1.30(/0.069 0.049
26 ||HALLMARK_NOTCH_SIGNALING 3 0.61(/1.30(/0.097 0.048
® O [es e sze] e [wes wom 08 1 ]
1 ||HALLMARK INTERFERON_ Al PHA RESPONSE Details . 90 ﬁ 2.10|10.000 0.000
2 [|[HALLMARK INTERFERON GAMMA RESPONSE Details . 183 ||0.82(/2.070.000 0.000
3 [|HALLMARK IL6 JAK STAT3 SIGNALING Details . 83 E 1.99(/0.000 0.000
4 ||HALLMARK INFLAMMATORY RESPONSE Details 195 ||0.74|(1.87|(0.000 0.000
5 [|HALLMARK G2M CHECKPOINT Details . 184 H 1.86(/0.000 0.000
6 [[HALLMARK ALLOGRAFT REJECTION Details . 187 E 1.86)(0.000 0.000
7 [|HALLMARK EPITHELIAL MESENCHYMAL TRANSITION [| Details . 191 ||0.71]/1.79](0.000 0.000
8 [|HALLMARK E2F TARGETS Details . 194 (|0.71]/1.79](0.000 0.000
9 ||[HALLMARK COAGULATION Details 133 ||0.71|[1.76](0.000 0.000
10 ||HALLMARK IL2 STAT5 SIGNALING Details _ 194 H 1.75(/0.000 0.000
11 ||HALLMARK COMPLEMENT Details 185 E 169])0.000 0.000
12 ||HALLMARK APOPTOSIS Details . 161 ||0.66|/1.65/(0.000 0.000
13||HALLMARK TNFA SIGNALING VIA NFKB Details . 193 ||0.65]|/1.61]0.000 0.000
14 [|HALLMARK KRAS SIGNALING UP Details 194 ||0.63|[1.57|(0.000 0.001
15||HALLMARK ANGIOGENESIS Details . 36 ﬁ 1.55|(0.003 0.001
16 [|HALLMARK P53 PATHWAY Details . 193 E 1.5410.000 0.002
17 ||HALLMARK MITOTIC SPINDLE Details . 198 ||0.60(/1.50]0.000 0.004
18 ||HALLMARK XENOBIOTIC METABOLISM Details . 193 ||0.59](/1.47|/0.000 0.008
19 (|HALLMARK REACTIVE OXIGEN SPECIES PATHWAY Details 47 0.60)(1.39](0.034 0.023
20||HALLMARK CHOLESTEROL HOMEQSTASIS Details .. 70 H 1.33(/0.046 0.054
21||HALLMARK_ADIPOGENESIS 194 E 1.32]0.007 0059
22 ([HALLMARK_HYPOXIA 191 (|0.53(/1.32](0.010 0.063
23 ||[HALLMARK_GLYCOLYSIS 198 (|0.51(/1.29](0.012 0.081
24 [[HALLMARK_APICAL_JUNCTION 197 ||0.51((1.29](0.022 0.080
25||HALLMARK_TGF_BETA_SIGNALING 53 0.54|1.27)(0.117 0.094
26 ||[HALLMARK_ESTROGEN_RESPONSE_LATE 190 ﬁ 1.26(/0.024 0.097

Abbildung 33: Hochregulierte ,,hallmarks“ CCI- vs. korrespondierende ,,Sham“-Gruppe.

(A) Signifikant hochregulierte ,,hallmarks“ CCI-MRC1-WT vs. Sham-MRC1-WT auf Basis des p-
Werts (<0,05). (B) Signifikant hochregulierte ,,halimarks“ CCI-MRC1-KO vs. Sham-MRC1-KO auf
Basis des p-Werts (<0,05).
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Die ersten 20 Ergebnisse werden vom GSEA Programm automatisch blau dargestellt.
GSEA = ,,Gene Set Enrichment Analysis“.

A Genanreicherungsdiagramme von hochregulierten biologischen Prozessen in CCI+MRC1-WT vs. Sham+MRC1-WT
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Abbildung 34: Top 8 Genanreicherungsdiagramme fiir CCI+MRC1-WT- bzw. CCI+MRC1-KO-
Mause im Vergleich zu ihrer korrespondierenden ,,Sham“-Gruppe.

Die Durchfiihrung der Gensatzanreicherungsanalysen erfolgte wie in Abbildung 30 (siehe oben)
beschrieben. Anreicherungsdiagramme zeigen den Anreicherungswert eines bestimmten Gens
im Gensatz. Die griine Linie stellt den Verlauf des Anreicherungswert dar. Der Spitzenwert steht
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fiir den endgultigen Anreicherungswert. In CCI+MRC1-WT- bzw. -KO-Tieren angereicherte Gene
werden als positive Anreicherungswerte (rot) dargestellit. (A) In CCI+MRC1-WT-Méusen
angereicherte Gene. (B) In CCI+MRC1-KO-Mausen angereicherte Gene.

Um den geschlechtsspezifischen Effekten, die in zahlreichen Versuchsabschnitten prasent
waren, nun naher auf den Grund zu gehen, wurde die GSEA geschlechtsabhangig fur CCI-
MRC1-WT vs. —KO durchgefiihrt. Was bereits in der Analyse der Top 150 DEGs ersichtlich
war, bestatigte sich. So lasst sich feststellen, dass die Reaktion des Kdrpers nach einem CCI
geschlechtsspezifisch verlauft und in zahlreichen Geschlechtsunterschieden resultiert.

In mannlichen Mausen der CCI+MRC1-WT ergab die GSEA Analyse 32 hochregulierte
Gensatze, von denen 3 auf Basis des p-Werts (<0,05) signifikant hochreguliert waren
(Abbildung 35 A). Mannliche Mause dieser Gruppe zeichnen sich durch heilungsfordernde,
aber auch destruktive hochregulierte biologische Prozesse und Zustande aus.

In mannlichen CCI+MRC1-KO-Mausen im Vergleich zu -WT waren 18 Gensatze hochreguliert.
Unter Bertcksichtigung des p-Werts (<0,05) verblieb nur ein biologisch aktiver Prozess bzw.
Zustand (Abbildung 35 B). Betrachtet man nur den p-Wert, kdnnte man schlussfolgern, dass
in mannlichen CCI+MRC1-KO-Mausen eine deutlich verstarkte Immunantwort stattfindet.
Dieses Ergebnis ist allerdings aufgrund des hohen FDR g-Werts (0,996) mit einer gewissen
Vorsicht zu betrachten. Der FDR g-Wert gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit das Ergebnis
als richtig betrachtet werden kann. Je hoher er ist, desto wahrscheinlicher ist es, dass eine
falsche Annahme als vermeintlich richtig angesehen wird. Signifikante ,hallmarks®, welche
einen niedrigen FDR qg-Wert haben, sind grundsatzlich geeigneter, um Hypothesen
aufzustellen, als welche die einen hohen FDR g-Wert haben [242]. Es ist allerdings
grundsatzlich auch nicht ausgeschlossen, dass die Annahme falsch ist, nur weil ein hoher FDR
g-Wert vorliegt. Auch eine geringe Stichprobe kann so z.B. Auswirkungen auf den FDR g-Wert
haben [243]. Um dies auszuschliellen wurden die 55 Gene, auf dessen Basis die GSEA das
»hallmark® ,inflammatory response” ausgibt, mit den Genen in mannlichen CCI+MRC1-KO-
Mausen, welche einen p-Wert von 0,1 haben, verglichen. Nur ein Gen (Cxcl1) von diesen 55
ist signifikant reguliert. Immerhin 3 Gene (Ptgir, Ccl22, II15ra) zeigen einen Trend. Dies
entspricht nur 7,2 % und lasst die verstarkte Immunantwort in mannlichen CCI+MRC1-KO-
Mausen anzweifeln. Bei erneuter Betrachtung der Top 150 DEGs, finden sich unter den
insgesamt 44 hochregulierten Genen, 11 Gene, welche im Zusammenhang mit einer
Immunantwort stehen. Das entspricht 25 %. Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse
darauf hin, dass mannliche MRC1-KO-Mause tendenziell mit einer verstarkten Immunantwort
auf ein induziertes SHT reagieren als ihre Wildtyp-Geschwister. Dies steht im Gegensatz zur

geschlechtsunabhangigen Analyse.
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Mannchen
A Genanreicherungsdiagramme von hochregulierten biologischen Prozessen und Zustanden in CCl+MRC1-WT vs. -KO
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Abbildung 35: Genanreicherungsdiagramme von GSEA-Genséatzen in mannlichen CCI+MRC1-
WT- gegeniiber CCI+MRC1-KO-Mausen.

Die Durchfiihrung der Gensatzanreicherungsanalysen erfolgte wie in Abbildung 30 (siehe oben)
beschrieben. Anreicherungsdiagramme zeigen den Anreicherungswert eines bestimmten Gens
im Gensatz. Die griine Linie stellt den Verlauf des Anreicherungswert dar. Der Spitzenwert steht
fur den endgiltigen Anreicherungswert. Gene, die in mannlichen CCI+MRC1-WT-Tieren
angereichert waren, werden als negative Anreicherungswerte (blau) dargestellt. Gene, die in
mannlichen CCI+MRC1-KO-Mausen angereichert waren, werden als positive
Anreicherungswerte (rot) dargestellt. (A) Genanreicherungsdiagramme von hochregulierten
»hallmarks“ mannlicher CCI+MRC1-WT-Mause. (B) Genanreicherungsdiagramme von
hochregulierten ,hallmarks“ mannlicher CCI+MRC1-KO-Mause.

GSEA = ,,Gene Set Enrichment Analysis*“.

In weiblichen CCI+MRC1-WT-Mausen ergab die GSEA 32 hochregulierte ,hallmarks®. Den p-
Wert (<0,05) zugrunde legend, verblieben hiervon noch 15 signifikant hochregulierte
Gensatze. Das sind drei Mal so viele wie in mannlichen Mausen mit dem gleichen Genotyp.
Der Uberwiegende Anteil dieser ,hallmarks® weist auf eine prominente Entztindungsantwort
[Inflammation direkt betreffend (Interferon-a und -y Antwort, IL-6/JAK/STAT3-Signalweg,
Inflammationsantwort, Komplement, Apoptose, Myc-Zielwerte V1, TNF-a Signalweg Uber
NFKB), Blut-assoziierte Prozesse (Koagulation)] des Gehirns auf das induzierte Neurotrauma
hin. Die verbliebenen ,hallmarks® betreffen die Energiegewinnung (Oxidative
Phosphorylierung) sowie den Zellzyklus (Zelldifferenzierung, -proliferation und
Zellzykluskontrolle) (Abbildung 36 A).
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In weiblichen CCI+MRC1-KO-Mausen wurden 18 hochregulierte Gensatze gefunden. Unter
Bertcksichtigung des p-Werts (<0,05) verbleiben davon nur zwei signifikant.

Auch hierbei handelt es sich um Prozesse, welche mit Heilung in Verbindung gebracht werden
kénnen (Wnt/B-Catenin-Signalweg) [244, 245], aber auch um Prozesse, die auf eine
Einschrankung von Funktionen nach dem Trauma hinweisen (apikale Oberflache von
Epithelzellen) [246] (Abbildung 36 B).
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Weibchen
A Genanreicherungsdiagramme von hochregulierten biologischen Prozessen und Zustanden in CCI+MRC1-WT vs. -KO
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Abbildung 36: Genanreicherungsdiagramme von GSEA-Genséatzen in weiblichen CCI+MRC1-
WT- gegeniiber CCI+MRC1-KO-Mausen.

Die Durchfiihrung der Gensatzanreicherungsanalysen erfolgte wie in Abbildung 30 (siehe oben)
beschrieben. Anreicherungsdiagramme zeigen den Anreicherungswert eines bestimmten Gens
im Gensatz. Die griine Linie stellt den Verlauf des Anreicherungswert dar. Der Spitzenwert steht
fur den endgiltigen Anreicherungswert. Gene, die in weiblichen CCI+MRC1-WT-Tieren
angereichert waren, werden als negative Anreicherungswerte (blau) dargestellt. Gene, die in
weiblichen CCI+MRC1-KO-Mausen angereichert waren, werden als positive Anreicherungswerte
(rot) dargestelit. (A) Genanreicherungsdiagramme von hochregulierten ,,halimarks*“ weiblicher
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CCI+MRC1-WT-M&use. (B) Genanreicherungsdiagramme von hochregulierten ,hallmarks*
weiblicher CCI+MRC1-KO-Mause.
GSEA = ,,Gene Set Enrichment Analysis*.

Auch hier zeigt sich, dass die Transkriptomveranderungen infolge von SHT in weiblichen
Mausen unterschiedlich zu mannlichen Geschwistertieren des gleichen Genotyps sind.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass beide Genotypen im Vergleich zu ihren
entsprechenden Sham-Gruppen auf transkriptioneller Ebene fast identisch auf ein SHT
reagieren. Dies deutet darauf hin, dass der MRC1-Rezeptor im Frihstadium nach einem SHT
entweder eine untergeordnete Rolle spielt oder die Ausgangssituation der beiden Genotypen
fur ein SHT so unterschiedlich ist, dass sich nur im direkten Vergleich der beiden CCI-Gruppen
miteinander Unterschiede zeigen.

Im geschlechtsunabhangigen direkten Vergleich beider CCI-Gruppen zeigte sich eine
deutliche Reaktion auf das SHT nur in den MRC1-WT-Mausen, wahrend MRC1-KO-Méause
nicht mal eine zu erwartende pathophysiologische Reaktion aufwiesen. Dies ist verwunderlich,
denn ein gewisses Mal} an Inflammation ist Bestandteil einer normtypischen SHT-Reaktion.
Erst im geschlechtsabhangigen Vergleich zeigte sich eine Tendenz zu einer verstarkten
inflammatorischen Antwort in mannlichen MRC1-KO Mausen, wahrend in weiblichen Mausen
keine so eindeutige Antwort ersichtlich war. Diese Ergebnisse legen nahe, dass der MRC1
eine immunregulierende oder -modulierende Funktion im Gehirn nach einem SHT einnimmt.
Gleichzeitig ist zu vermuten, dass die Effekte in weiblichen Mausen dazu beitragen, dass im

geschlechtsunabhangigen Vergleich Ergebnisse maskiert werden.

4.11 Der MRC1 ist wichtig fur die Inmunhomoostase im Gehirn

Aufgrund der Eigenschaften des MRC1 und seiner vielfach beschriebenen Rolle in der
Infektabwehr [247-250], stellte sich die Frage ob auch ,Sham“Tiere einen veranderten
inflammatorischen Status — unabhangig von einer Reaktion auf ein SHT — aufweisen. Die
bereits vorliegenden Ergebnisse aus dem Vergleich CCI- vs. korrespondierende ,Sham®-
Gruppe wurden deshalb naher betrachtet und weiter analysiert.

Unter den Top 150 DEGs (Abbildung 37 A) zwischen den beiden ,Sham“-Gruppen gehdren
prominente  Gene, welche sowohl mit einer (angeborenen) Immunantwort,
Inflammationsprozessen als auch Zellproliferation, -lberleben und -entwicklung in Verbindung
gebracht werden (unter Anderem [fi47, IL1a, Tnk1, C1qtnf3, Trim43a, Mrc1) (Abbildung 37 B,
C). Die absoluten Expressionswerte bewegen sich insgesamt im niedrigen Bereich, was eher
fur einen moderaten genotypabhangigen Effekt hinsichtlich des inflammatorischen Status

spricht.
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Abbildung 37: Der MRC1 ist wichtig fiir die Inmunhomoostase im Gehirn.

(A) Vulkandiagramm der unterschiedlichen Genexpression in Sham+MRC1-KO- im Vergleich zu
Sham+MRC1-WT-Mausen. Die X-Achse zeigt die log2Diff, was bedeutet, dass hochregulierte
Gene in der Sham+MRC1-KO-Gruppe positiv (rot), wahrend reduzierte Gene negativ (griin)
erscheinen. Die Y-Achse zeigt den -logio(p-value). Die Top 150 regulierten Gene sind farblich in
griin und rot hervorgehoben, wahrend die restlichen Gene schwarz dargestellt sind. Die
schwarze Linie teilt die Gene zusatzlich in signifikant (oberhalb der Linie) und nicht signifikant
(unterhalb der Linie) reguliert ein. (B) Exemplarische Streudiagramme ausgewahlter hoch- bzw.
(C) herunterregulierter Gene in Sham+MRC1-KO-Mausen. Gene wurden auf der Basis der Top
150 regulierten Gene entsprechend des p-Werts und unter der zusétzlichen Voraussetzung, dass
sie in den signifikanten biologischen Prozessen der GSEA aufgefiihrt wurden, ausgewahlt.
C1qtnf3 =,, C1q And TNF Related 3”, GSEA =,,Gene Set Enrichment Analysis“, Ifi47 = ,Interferon
gamma inducible protein 47”, IL1a = Interleukin 1a, MRC1 = Mannose Rezeptor C-Typ |, Tnk1 =
»Tyrosine Kinase Non Receptor 1”, Trim43a = ,, Tripartite Motif Containing 43A”.

Die anschlieRend durchgefihrte GSEA offenbarte deutliche Unterschiede zwischen in
Sham+MRC1-KO- vs. Sham-MRC1-WT Mausen exprimierten Spitzengenen bzw. den damit
im Zusammenhang stehenden biologischen Prozessen und Zustanden.

In der Sham+MRC1-WT-Gruppe waren vier ,hallmarks“ hochreguliert. Auf Basis des
nominalen p-Werts (<0,05) verblieben zwei signifikant (oxidative Phosphorylierung, Myc
Zielwerte) (Abbildung 38 A), welche keine direkte gemeinsame Assoziation zulassen.

Im Gegensatz dazu waren in der Sham+MRC1-KO-Gruppe insgesamt 46 ,hallmarks®

hochreguliert. Auf der Basis des nominalen p-Werts (<0,05) verblieben davon 20 signifikant
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hochreguliert (Abbildung 38 B). Bei naherer Betrachtung dieser 20 ,hallmarks* fiel auf, dass
diese zum grofen Teil inflammationsassoziiert (z.B. Interferon-y-Antwort, Komplement, TNF-
a-SignalUbertragung, Hypoxie, Apoptose, Entzindungsreaktion) bzw. immunsuppressiv
(TGF- B) waren.

Des Weiteren fiel bei intensiverer Betrachtung der signifikant regulierten ,hallmarks“ der
Sham+MRC1-KO-Gruppe auf, dass eine sehr grofle Schnittmenge mit Mausen aus der
CCI+MRC1-WT-Gruppe besteht, wie der Tabelle 20 zu entnehmen ist.

Tabelle 20: Vergleich der signifikant regulierten ,hallmarks“ der CCI+MRC1-WT- und
Sham+MRC1-KO-Gruppe.

hallmark CCI+MRC1-WT Sham+MRC1-KO
INTERFERON_ALPHA_RESPONSE v v
INTERFERON_GAMMA_RESPONSE
EPITHELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITION
IL6_JAK_STAT3_SIGNALING
ALLOGRAFT_REJECTION

APOPTOSIS

RN NN

PROTEIN_SECRETION
TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB
MTORC1_SIGNALING
INFLAMMATORY_RESPONSE
HYPOXIA

MYC_TARGETS_V2

AN N N N N N N N N NN
<

MYC_TARGETS_V1
KRAS_SIGNALING_UP
ANGIOGENESIS
COMPLEMENT
MITOTIC_SPINDLE
COAGULATION

SN O N NN

TGF_BETA_SIGNALING

Diese Ergebnisse bestatigten die Vermutung, dass eine MRC1-Defizienz auch im
physiologischen Gehirn nicht ohne Folgen bleibt. Zusammen deuten sie daraufhin, dass durch
den MRC1-Knock-out eine Dysbalance der Immunhomdostase im Gehirn in Richtung eines

immunreaktiveren oder milden proinflammatorischen Milieus hervorgerufen wird. Dies wird
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insbesondere durch die groRe Schnittmenge von Sham+MRC1-KO- und CCI+MRC1-WT-
Mausen deutlich. So werden in Sham+MRC1-KO-Mausen grofRtenteils fast identische
biologische Prozesse und Zustande wie in CCI+MRC1-WT hochreguliert, obwohl diese keiner
CCI-Operation unterzogen wurden.

Weiterhin flhrt der Verlust des Rezeptors auch zu einer Deregulation von Zellwachstum und
—proliferation. Auch wenn es sich hierbei um ,Sham“-Tiere handelt, welche nicht automatisch
mit Nativ-Tieren gleichzusetzen sind, ist aufgrund der Ergebnisse davon auszugehen, dass
beide MRC1-Genotypen eine vdllig unterschiedliche Ausgangslage fur ein induziertes SHT

haben.
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A Genanreicherungsdiagramme von hochregulierten biologischen Prozessen in Sham+MRC1-WT vs. Sham-MRC1-KO

HALLMARK_OXIDATIVE__ HALLMARK_MYC_
PHOSPHORYLATION TARGETS_V1
g gl
i =
I.. I=l
i i
o U L LLCLCAAY
3+ Bhem+MRC1-KO %iSham+MRc1 KO
g . am+MRC1-WT E X “Sham+MRC1-WT
E" T iegativeyy correlated 3 L p—
I S e RO T
[ tovmentprofie —Fis— Ranking e semes] [ Eovichmene profie — s Ranking mew scores]
HALLMARK_EPITHELIAL_ HALLMARK_INTERFERON_ HALLMARK_IL6_JAK HALLMARK_INTERFERON_
MESENCHYMAL_TRANSITION GAMMA_RESPONSE STAT3_SIGNALING ALPHA_RESPONSE

TR T T T 11T TG T

£ ¥ ¥ ;|

H H i £

gnSham+MRC1 -KO £:Sham+MRC1 KO é; Sham+MRC1-KO % .hSham+MRC1-KO

E; “"Sham+MRC1-WT §§ - Sham+MRC1 WT o E - Sham+MRC1-WT i - Sham+MRC1-WT
3 al o vesanas 0 T 3o 30 g

3 ™ aark i rdaed Ot i M kmoderevaas i e = i Y=k b Ontared Cott e

[ o profie — s Ranking mew seors] [ imrchement proe — s Fanking mevc scores] [t prote — s Rasking marc oorss] [ ichment prodie — s Ranking mewe seores]
HALLMARK_ALLOGRAFT_ HALLMARK_KRAS_
REJECTION SIGNALING_UP HALLMARK_ANGIOGENESIS HALLMARK_COMPLEMENT
E. . e =
- 14

03 ﬁn;. g::
g :: E...; !“
g k.

a1

T T T TR T TN T

i i i
5, , g,
| B Sham+MRC1 KO §,Sham+MRC1 KO g Sham+MRC1 KO .PSham+MRC1-KO
¥ ¥, ¥, e " 2on
E,, Sham+MRC1 -WT 5,, Sham+MRC1 -WT E_, “Sham+MRC1-WT . “Sham+MRC1-WT
3 v 33 e ¥ fagucivuly curvistod - ¥ issgutively correlated
it P namovedoinat i Y9 i riered Do ic T ’ - EE e -
[= Envichment profils — Hirs Ranking matric scores| [ Eavichmenn profile — s Ranking metric scores] [ Errchment profie — Has Ranking metric scores)] [ Envichment profile — His. Rar ]
HALLMARK_TNFA_ HALLMARK_INFLAMMATORY _
VIA_NFKB HALLMARK_MITOTIC_SPINDLE RESPONSE HALLMARK_COAGULATION
g.. .. i g
£ £ o Me
- e 02 2 n.a

"’“u|||m||||p I

Sham+MRC1-KO
" Sham+MRC1-WT

|1

. Sham+MRC1 KO
N “Sham+MRG1-WT

a T negatray comeated
] 500 10000 1500 2000
Rank in Ordered Datwset

T

Sham+MRC1 KO
Sham+MRC1-WT

V ity corelbted
s 1m0 15000 000
Rank in Ordered Datser

ML L

Sham+MRC1 KO
B Sham+MRC1 WT

S0 15000 0,00
Rank n Ordered Datas

[Cencmen profie —Ats —— Ranking metnc scoes] [ corimem profie — s Ranking maorc scores] [ toricmanc profie — s Ranking mawc scoes] [ Eovichmr profie —vits— Wanking metr scoves

0 inegately comeiated

Ranked list matric (Signai2Noise)

Ranked kst mewric (Signal2Noise)
Rarked list metric (SigralZoise)

gm0

10,000 15000
Rank in Ordered Dataset

Abbildung 38: Genanreicherungsdiagramme von GSEA-Gensitzen in Sham+MRC1-KO-
gegenuber Sham+MRC1-WT-Méusen.

Die Gensatzanreicherungsanalyse erfolgte analog zu der in Abbildung 30 (siehe oben)
beschriebenen Methode. Anreicherungsdiagramme zeigen den Anreicherungswert eines
bestimmten Gens im Gensatz. Die griine Linie stellt den Verlauf des Anreicherungswert dar. Der
Spitzenwert steht fiir den endgiiltigen Anreicherungswert. In Sham+MRC1-WT-Tieren
angereicherte Gene werden als negative Anreicherungswerte (blau) dargestellt. In Sham+MRC1-
KO-Mdusen angereicherte Gene sind als positive Anreicherungswerte (rot) dargestellt. (A)
Genanreicherungsdiagramme von hochregulierten ,,hallmarks“ in Sham+MRC1- WT-Mausen. (B)
Genanreicherungsdiagramme von hochregulierten ,hallmarks“ in Sham+MRC1-KO-Mausen.
Aus Platzgriinden wurden nur die Top 12 der hochregulierten ,halimarks“ dargestelit.
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MRC1-KO MRC1-WT

l GSEA Leading Edge genes

NAME TITLE SCORE

Tsacc TSSKE Actiating Cochaperone 13.443.843
Abra Actin Binding Rho Activating Protein 12.706.958
Tnk1 yrosine Kinase Non Receptor 1 12.574.179
Tmem140 |Transmembrane Protein 140 12.205.855
Prdm@ Putative Histone-Lysine N-Methyltransferase 11.507.571
147 Interferon-inducible Protein 1 10.813.488
Skc28al  |olute Camier Family 286 Member B 10.761.455
Skor2 SKI Family Transcriptional Corepressor 2 10.288.587
Gnmt Glycine N-Methyliransferase 10.1687.768
Agqp@ Aquaporin & 10.104.705
Ia Interleukin 1 Alpha 10.006.279
Lmc25 Leucine Rich Repeat Containing 25 0.08B405895
Raetid Retinoic Acid Eary Transcript 0.87760328
H2-DMb1 |Major Histocompatibility Complex, Class I, DM Beta 0.8580024
Zip456 Zinc Finger Protein 456 0.855355
Cd200r2  |CD200 Receptor 2 0.84224
Nasp5 NLR Family Apoptosis Inhibitory Protein 5 0.8332838
Draxin Dorsal Inhibitory Axon Guidance Protein 0.81645426
Asgr2 Asialoglycoprotein Receptor 2 0.91320706
203 Interferon activated gene 203 0.80370877
Col5al Collagen Type \ Alpha 1 Chain 0.876858757
Ske17al  |Solute Camier Family 17 Member © D.8734141
Msdadc |Membrane Spanning 4-Domains A4A 0.B682709
AISDBE16 |expressed sequence ABS0BE16 0.£638809)
F@ (Coagulation Factor 1X D.B448255
Pdgfrl Platelet Derived Growth Factor Receptor Like 0.83085966
Sec3ib  |SEC31 Homolog B, COPII Coat Complex Component 0.8384782
5100a4  |S100 Calcium Binding Protein A4 0.8355008
Fit3l Fms Related Receptor Tyrosine Kinase 3 Ligand 0.8287081
Glis1 GLIS Family Zinc Finger 1 0.6260604
Tas2r135 |Taste 2 Receptor Member 80 0.52125527
Céb Complement CB Beta Chain 0.81067705
Zip298 Zinc Finger Protein 206 0.8103042
Kif1Eb Kinesin Family Member 188 0.81080788
Tgtp2 H18 imprinted Matemally Expressed Transcript D.B146953)
127ra Interleukin 27 Receptor Subunit Alpha 0.8128875
Styk 1 Serine/Threonine/Tyrosine Kinase 1 0.8078112
Wdr2 ‘WD Repeat Domain 62 0.800254
Gyltlib LARGE Xylosyl- And Glucuronyiransferase 2 0.79400185
Cc2d2b Coiled-Coil And C2 Domain Containing 2B 0.7830338
Hpx Hemopexin 0.70138625
CybSi2 Cytochrome BS Reductase 2 0.7904862
Tnfsfi1 TNF Superfamily Member 11 0.76664047
Asb2 Ankyrin Repeat And SOCS Box Containing 2 0.7836429
Pira Paired Immunoglobin Like Type 2 Receptor Alpha 0.77931585
Gypc Glycophorin C (Gerbich Blood Group) 0.77656882
Lmntd1 Lamin Tail Domain Containing 1 0.7742224
Impg?2 Interphotoreceptor Matrix Protecglycan 2 0.77360797
Tat Tyrosine Aminotransferase 0.77205783
Batf Basic Leucine Zipper ATF-Like Transcription Factor 0.77000076

Abbildung 39: Heatmap (Teil 1) der unterschiedlich exprimierten Gene in den ,,.Sham“-Mausen,

die einen MRC1-KO bzw. -WT Genotyp haben.

Euthanasie der ,,Sham“-Mause, Prozessierung des Hirngewebes sowie Durchfiihrung der RNA-
Sequenzierung mit anschlieBender GSEA wurde wie in Abbildung 31 beschrieben (siehe oben)
durchgefiihrt. Die farbliche Kodierung der Top 50 hochregulierten Gene reicht von einem hohen
Anreicherungswert in dunkelrot bis zu einem niedrigen Anreicherungswert in dunkelblau.
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MRC1-KO MRC1-WT
S

GSEA Leading Edge genes

NAME TITLE SCORE

Mrc1 Mannose Receptor C-Type 1 -30.275.018
Meig1 Mesosis/Spermiogenesis Associated 1 -1.224 082
Hspb2 Heat Shock Protein Family B (Small) Member 2 -12.143.707
Ciginf3  |C1q And TNF Related 3 -10.837.194
Trmd43a |Tripartite Motif Containing 43 -1.075.824
Mipepos Imitochondrial intermediate peptidase, opposite strand -10.453.491
Gimap? |GTPase, IMAP Family Member @ -1.020.548
Angptl7  |Angiopoietin Like 7 -0.877181
Preid2 PRELI Domain Containing 2 -0.875680287
Pn29 Proline Rich 28 08500019
Wisp2 Cellular Communication Network Factor 5 -0.8555008
K75 Keratin 75 -0.04742507
Cd7 CD7 Molecule -0.8418042
Bhmt2 Betaine—Homocysteine S-Methyltransferase 2 -0.83535185)
Lrre48 Leucine Rich Repeat Containing 48 -0.83201557
Cein Calicin -0.8109964
OlirGE8 oifactory receptor 633 -0.8048982
Nrl&1 Nuclear Receptor Subfamily 0 Group B Member 1 -0.8002208
Prss50 Serine Protease 50 0.8041104
Fam183b |Famiy With Sequence Similarity 183 Member B -0.80372414
Morz1 MORC Family CW-Type Zinc Finger 1 -0.BB450386
Bnapl BCL2 Interacting Protein Like -0.58087
Sixf SIX Homeobox -0.B7303045
CedeBl  [Coiled-Coil Domain Containing 80 -0.B7023574
Foxl20s |forkhead box L2, opposite strand -0.66290944
Ammc4 Quter Dynein Am Docking Complex Subunit 2 -0.8504237
AUD40872 |expressed sequence AUD40872 0.6422544
Histihdk [H4 Clustered Histone 12 -0.84155077
Irff Interferon Regulatory Factor 6 -0.8412458
SicBa2 Solute Camier Family 6 Member 2 0.82741576
Serpinb2 |Serpin Family 8 Member 2 -0.82508776
Vmn2r85 |omeronasal 2. receptor B5. 0.5248344
ColBal  |Collagen Type [X Alpha 1 Chain 0.52354534
Tctex1d4 |Dynein Light Chain Tetex-Type 4 -0.8182201
Nxni2 Nucleoredoxin Like 2 08086728
Dear1 Tripartite Motif Containing 82 -0.80012244
Tceanc Transcription Elongation Factor A N-Terminal And -0.78812235
Cd208g  |CD208g antigen 0.7813215
Gnat1 G Protein Subunit Alpha Transducin 1 L.77708738
Npy5r  |Neuropeptide Y Receptor Y5 0.77727336
Cidn23 Claudin 23 -0.77235234
Nespas |GNAS Antisense RNA 1 0.76641404
Lipm Lipase Family Member M 4.7620080
Nriid Nuclear Receptor Subfamily 1 Group | Member 3 -0.7546317
Tnfrsf17 TNF Receptor Superfamily Member 17 0.75345725
Hir3b 5-Hydroxytryptamine Receptor 38 40.7527185)
Fgf2D Fibroblast Growth Factor 20 -0.740188
Adamisi2 |ADAMTS Like 2 -0.73630285
Npm2 Nucleophosmin/Mucleoplasmin 2 0.73361737
Bach2os |BTB and CNC homology 2, opposite strand 0.7328458

Abbildung 40: Heatmap (Teil 2) der unterschiedlich exprimierten Gene in den ,Sham“-Mausen,

die einen MRC1-KO bzw. -WT Genotyp haben.

Euthanasie der ,Sham“-Mause, Prozessierung des Hirngewebes sowie Durchfiihrung der RNA-
Sequenzierung mit anschlieBender GSEA wurde wie in Abbildung 31 beschrieben (siehe oben)
durchgefiihrt. Die farbliche Kodierung der Top 50 herunterregulierten Gene reicht von einem
hohen Anreicherungswert in dunkelrot bis zu einem niedrigen Anreicherungswert in dunkelblau.
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5 Diskussion

Das SHT stellt eine akute Verletzung des ZNS dar, das bei entsprechendem Schweregrad zu
den chronischen, unzureichend behandelbaren Erkrankungen gezahlt wird und geht mit einem
breiten Spektrum an neurologischen Folgen einher [49, 53]. Die Komplexitat und Variabilitat
dieses Krankheitsbildes erschwert die Entwicklung neuer Therapiemdglichkeiten und stellt die
Forschung bis heute vor grof3e Herausforderungen. Allgemein anerkannt ist die Bedeutung
der akuten und chronisch  auftretenden inflammatorischen  Prozesse. Der
Zelloberflachenmarker MRC1, auch bekannt als CD206, schien aufgrund seiner
antiinflammatorischen Eigenschaften in anderen Krankheitsmodellen [190, 191, 197] ein
grundsatzlich vielversprechender Rezeptor zu sein, um die Pathophysiologie, die nach einem
SHT ablauft — insbesondere die antiinflammatorischen Effekte — besser zu verstehen und
sollte deshalb in diesem Forschungsvorhaben im Zusammenhang mit einem SHT naher
untersucht werden. Die pathophysiologische Relevanz von MRC1 im SHT ist bislang
unbekannt und bisherige Studien beschrankten sich vor allem auf die Nutzung von MRC1 als
Marker fir M2-polarisierte Makrophagen/ Mikroglia [29] sowie auf deskriptive Untersuchungen
zur raumlich-zeitlichen Regulation von MRC1 [199, 200]. Um die pathophysiologische
Relevanz von MRC1 zu untersuchen, wurde ein MRC1-Knock-out Mausmodell verwendet und
eine Kurz- und Langzeitstudie mit einer Uberlebenszeit von 5 bzw. 30 Tagen nach
experimentellem SHT durchgeflhrt.
Die zentralen Ergebnisse dieser Arbeit sind:
1. MRC1-Defizienz resultiert vor allem in der frihen Phase nach SHT in einer
ausgepragteren Schadigung des Gehirns.
2. MRC1-Defizienz aggraviert neurologische und verhaltensbiologische Defizite in der
frihen und spaten Phase des SHTs.
3. MRC1-Defizienz fuhrt zu geschlechtsspezifischen Unterschieden in der
inflammatorischen Reaktion auf ein SHT.
4. MRC1 spielt eine bedeutende Rolle bei der Aufrechterhaltung der Immunhomdostase
des Gehirns sowohl in gesunden als auch in krankhaften Zustanden.
In den folgenden Abschnitten werden diese Ergebnisse diskutiert und zum Schluss

Limitationen dieses Forschungsprojekts aufgezeigt sowie ein Ausblick auf die Zukunft gewahrt.

5.1 Defizienz des MRC1 resultiert vor allem in der friihen Phase nach SHT in
einer ausgepragten Schadigung des Gehirns

Mause beider Genotypen wurden einer standardisierten Operation zur Induktion eines SHT
unterzogen. Wahrend der Beobachtungsphase von 5 bzw. 30 Tagen wurden Auswirkungen

auf das Verhalten untersucht. AnschlieBend wurden Untersuchungen zu den
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molekularbiologischen Auswirkungen durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass die MRC1-KO
Mause 5 Tage nach einem SHT ein signifikant vergroRertes relatives Lasionsvolumen
aufwiesen. Gleichzeitig war die Dicke der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus in der gleichen
Versuchsgruppe zu diesem Zeitpunkt ebenfalls signifikant reduziert. Erganzend hierzu wiesen
mannliche MRC1-KO Mause 5 Tage nach Traumainduktion ein signifikant vergrofiertes
Hamatom auf. Bei weiblichen Mausen war hingegen kein Unterschied in der Himatomgrolie
feststellbar.

Auch in der chronischen Phase scheint sich der Trend hinsichtlich einer ausgepragteren
Hirnschadigung zu bestatigen. So weisen MRC1-KO Mause einen Trend (p = 0,0924) zu
einem reduzierten Erhalt des gesunden Hirngewebes auf. Die Dicke der Kérnerzellschicht des
Gyrus dentatus wies hingegen keinen Unterschied auf.

Basierend auf den gewonnenen Erkenntnissen der IHC-Farbung (unter Verwendung von anti-
MRC1/anti-GFAP-Antikérpern) liegt nahe, dass es sich bei den entlang der Mittellinie
lokalisierten MRC1* Zellen, um sogenannte CAMs handelt [251]. Andere Bereiche des Gehirns
wie z.B. der perildsionale Bereich wiesen in der Farbung nur aul3erst vereinzelt MRC1* Zellen
auf, weshalb es unwahrscheinlich ist, dass auch andere phagozytierende Zellen wie Mikroglia
diesen Rezeptor 5 Tage nach Trauma exprimieren. Andererseits ist es unwahrscheinlich, dass
diese vergleichsweise geringe Anzahl von Zellen flr den signifikanten Anstieg der Mrc1-
Expression in der qPCR verantwortlich ist. Folgende Erklarungen kommen in Frage: Zum
einen kann der MRC1-Rezeptor nicht nur als zellassoziierte Form, sondern auch als |8sliches
Protein vorliegen [252]. Nicht jeder Antikdrper ist geeignet, auch diese Variante des Rezeptors
korrekt zu detektieren. Der verwendete Antikdrper (anti-MRC1, COC68C2 von BioLegend, San
Diego, CA, USA) eignet sich nicht nur als Antikorper fur IHC Farbungen, sondern auch fir
FACS Analysen. Er ist deshalb gegen extrazellulare Strukturen des Rezeptors gerichtet.
Obwohl dieser Antikdrper grundsatzlich in der Lage ist, die I6sliche Form von MRC1 zu
erkennen, wird diese durch das Vorliegen in der extrazellularen Matrix diluiert, wodurch eine
Detektion und Quantifizierung erschwert wird. Dies konnte zu einer Fehlinterpretation
hinsichtlich einer vermeintlich kleinen Anzahl an MRC1* Strukturen gefuhrt haben. Eine
Western-Blot Analyse mit Fraktionen fur I6sliches Protein und einem geeigneten Western-Blot
Antikorper konnte Klarheit in Bezug auf diese Fragestellung schaffen. Ebenso mdglich ware
eine MRC1 Expression in anderen Zellen des Gehirns unabhangig von Makrophagen und
Mikroglia. Auch Astrozyten kénnen den Rezeptor im adulten Gehirn im physiologischen, aber
auch pathologischen Zustand exprimieren. Sie finden sich dort im Besonderen auf Hirnhauten,
der GroBhirnrinde und dem Hirnstamm, aber auch in anderen Bereichen [183]. Aufgrund der
angefarbten Bereiche in der IHC-Farbung ist zwar nicht davon auszugehen, aber um diese
Moglichkeit endgultig auszuschlie3en, ware ein transgenes Reportermausmodell mit einem

fluoreszenten Reporter wie GFP unter Kontrolle des MRC1-Promoters notwendig. Dies wurde
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auch ermoglichen MRC1+ Zellen zu detektieren, bei denen der extrazellulare Teil von MRCA1
proteolytisch abgespalten wird.

Weiterhin stellt sich die Frage, warum es durch den Knock-out des MRC1, welcher vermeintlich
gering nach SHT exprimiert ist, Uberhaupt zu so potenten Auswirkungen auf die
Lasionsparameter kommen kann.

Eine Moglichkeit ware, dass durch die schon vorhandene Inflammation im Gehirn der MRC1-
KO-Mause (siehe 4.11) vor Trauma eine Art Prakonditionierung, die anschlieend in einer
verstarkten Immunantwort nach Trauma resultiert, stattgefunden hat. In einem
hdmorrhagischen Schockmodell wurde Ratten Lipopolysaccharid (LPS) in niedriger Dosierung
24 h vor Induktion des hdmorrhagischen Schocks verabreicht. Anschliefend konnte
festgestellt werden, dass sich diese Tiere — im Gegensatz zur Kontrollgruppe— durch eine
verstarkte  Nitridoxid- sowie gesteigerte  proinflammatorische  Zytokin-Produktion
auszeichneten und aggravierte Organfunktionsstérungen aufwiesen [253]. Auch andere
Autoren konnten feststellen, dass eine bereits vorliegende Inflammation — in den meisten
Fallen durch systemische LPS Prakonditionierung induziert — die Immunzellen des Gehirns,
insbesondere Mikroglia, in einen aktiven Phanotyp versetzt und in Kombination mit
zusatzlichen induzierten Traumata aus der Peripherie oder dem Gehirn selbst in Ubertriebenen
lokalen Entziindungsreaktionen mit schlechteren Ergebnissen resultiert [254, 255]. Es gibt
aber auch gegenséatzliche Beobachtungen. So konnten einige Autoren einen positiven Effekt
der LPS-Prakonditionierung auf Immunzellen beobachten. Diese berichten von
neuroprotektiven Effekten — insbesondere in Schlaganfallmodellen [256-258], aber auch in
einigen SHT-Modellen [259, 260]. All diesen Modellen ist aber gemein, dass LPS kurz vor
Trauma verabreicht wurde, was die Situation in den MRC1-KO Mausen nur unzureichend
widerspiegelt. Aufgrund der kontroversen Literatur hinsichtlich Auswirkungen einer
bestehenden Inflammation auf spater induzierte Traumata, lasst sich abschlieRend nicht
klaren, ob die Inflammation im Gehirn der MRC1-KO Mause tatsachlich fir die starkere
Hirnschadigung verantwortlich war.

Eine weitere Ursache fir die starke Variation der Lasionsparameter zwischen den beiden CCI-
Gruppen, ware eine verstarkte systemische Inflammation, die durch den MRC1-KO induziert
wurde. Systemische Inflammation kann in ZNS-Krankheitsmodellen zu einer Verschlimmerung
des urspringlichen Traumas beitragen [261, 262]. Die RNA-Sequenzierungsergebnisse von
Sham+MRC1-KO-Mausen zeigen, dass ein MRC1-KO zu einer Deregulation immunbedingter
Prozesse im Gehirn flihrt. Auch andere Autoren konnten feststellen, dass der MRC1 eine
wichtige regulatorische Funktion in verschiedenen Organen und Geweben Ubernimmt [178,
263-265]. Der Knock-out des MRC1-Rezeptors in dem verwendeten Mausstamm dieses
Forschungsprojektes ist nicht lokal auf das Gehirn begrenzt, sondern betrifft den ganzen

Korper (siehe 3.1.3). Es ist deshalb naheliegend, dass ein Knock-out auch auf systemischer
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Ebene Auswirkungen hat und nicht nur lokal im Gehirn zum Tragen kommt. Im Zuge dieser
wissenschaftlichen Untersuchung lag der Schwerpunkt auf dem Gehirn, genauer gesagt auf
den Auswirkungen eines MRC1-Knock-outs in Verbindung mit einem SHT. Es liegen deshalb
keinerlei Daten zu systemischen Auswirkungen vor. Eine RNA-Sequenzierung von Blutzellen
bzw. verschiedenen peripheren Organen kénnte weitere Informationen in dieser Hinsicht
liefern.

Zu guter Letzt kénnte der MRC1-KO zu einer verminderten Phagozytoseaktivitat gefuhrt
haben, die in gesteigerten Lasionsvolumina resultierte. Einerseits kdnnte dies allein durch eine
geringere Anzahl von CAMs, als auch peripheren Makrophagen im Bereich der Lasion durch
weniger zielgerichtete Infiltration ausgeldst werden [181]. Andererseits kdnnte eine tatsachlich
eingeschrankte Phagozytoseleistung auf Ebene einzelner CAMs verantwortlich sein. Diese
These wird von Autoren unterstltzt, die feststellen konnten, dass eine gesteigerte
Phagozytoseaktivitdt zu einer Verminderung des La&sionsvolumens beitragen kann [266].
Betrachtet man zusatzlich die Funktionen des MRC1 erneut, Iasst sich feststellen, dass sowohl
die Phago-, als auch Endozytose zu den Aufgaben des MRC1 gehort (siehe 1.2.1.2).
Grundsatzlich kdnnen Mikroorgansimen, apoptotische Zellen und extrazellularer Trimmer
Uber den MRC1-mediierten Phagozytoseprozess direkt beseitigt werden [267]. Uber die
Endozytose stimuliert der MRC1 hingegen andere Zellen des Immunsystems und treibt den
Aufrdumprozess so indirekt weiter voran [178]. In den MRC1-KO Mausen kénnten diese
Prozesse gestort sein. Erganzend hierzu konnte in in-vitro Experimenten in unserem Labor
gezeigt werden, dass der MRC1-KO Einfluss auf die Phagozytosepraferenz und
Phagozytoseplastizitat hat. So phagozytieten MRC1” Mikroglia aus primaren Gliakulturen
nach Stimulation mit MCSF und IL-4 signifikant weniger Myelin, als MRC1**, die nach dem
gleichen Schema stimuliert wurden. Die Translabilitat dieser in-vitro Ergebnisse auf die in-vivo
Situation ist nicht immer gegeben [268]. Gleichzeitig gibt es im Immunsystem zahlreiche
weitere Rezeptoren, die Phago- und Endozytose vermitteln konnen [269, 270], weshalb nicht
klar ist, ob sich der Knock-out tatsachlich in einer Einschrankung diesbezlglich aulRert. Zur
Klarung dieser Moglichkeit, waren ebenfalls weitere Untersuchungen — insbesondere zur
Phagozytoseleistung von Makrophagen und Mikroglia unter in-vivo Bedingungen notwendig.
Mit den vorliegenden Daten und der aktuellen Literatur kann also bislang nicht abschlieRend
geklart werden, ob und wie genau der MRC1-KO tatsachlich in einer starkeren Schadigung

des Gehirns resultiert.
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5.2 MRC1-Defizienz aggraviert neurologische und verhaltensbiologische
Defizite in der friihen und spaten Phase des SHTs

Zur Beurteilung des Verhaltens bzw. Einschrdnkungen neurologischer Fahigkeiten der Mause
wurde in diesem Forschungsprojekt der mNSS, der Rotarod Test, der OFT Test sowie das
EPM genutzt. Der mNSS ist ein geeignetes Werkzeug, um die neurologischen Funktionen,
insbesondere Motorik, Balance, Verhalten und Aufmerksamkeit in Mausen nach einer
Hirnverletzung zu beurteilen [271, 272]. Mause, die ein SHT erlitten haben, weisen deutlich
héhere Punktzahlen im Vergleich zu ,Sham®Mausen auf, was mit einer starkeren
neurologischen Einschrankung verbunden ist. In SHT Mausen ist die Punktzahl am ersten Tag
nach Trauma am hoéchsten und verringert sich dann im Verlaufe der Studie kontinuierlich [100,
273]. Dies trifft auch auf das vorliegende Forschungsprojekt zu. Der MRC1-KO flihrte dartber
hinaus zu einer signifikant erhéhten Punktzahl 1 Tag nach Trauma bei weiblichen Mausen
(Kurzzeituberleben) sowie 1-30 Tage nach Trauma in beiden Geschlechtern. Ab Tag 14 nach
Trauma war der Unterschied zwischen beiden CCI-Gruppen besonders ausgepragt und hielt
sich bis Tag 30 auf diesem Niveau (Langzeituberleben).

Erganzend zum mNSS wurde der Rotarod Test zur Evaluation motorischer Defizite und
Ausdauer durchgefthrt [222]. Hierbei zeigte sich, dass an d 1 und d 5 (Kohorte 1) sowie d 5
und d 30 (Kohorte 2) die CCI+MRC1-KO-Gruppe signifikant klirzere Latenzzeiten prasentierte
als ihre korrespondierende ,Sham“-Gruppe (SHT-Effekt). Im Wildtyp gab es keinerlei
Unterschiede. Im Gegensatz zu anderen Autoren [274, 275] konnte in zuvor durchgefiihrten
Strudien unseres Labors bereits feststellt werden, dass der Rotarod Test haufig nicht sensitiv
genug ist, um Effekte zwischen den Versuchsgruppen bzw. Uberhaupt einen SHT Effekt
nachzuweisen, obwohl die Versuchsgruppen Unterschiede im mNSS und anderen
Verhaltenstests aufwiesen [94, 100]. Ebenfalls fur eine mangelnde Sensitivitat dieses Tests
spricht, dass Uber den gesamten Studienverlauf in beiden Kohorten keinerlei signifikante
Verbesserung in Form einer langeren Latenz festgestellt wurde.

Der OFT resultierte in signifikanten Unterschieden zwischen den beiden CCI-Gruppen an Tag
1 und 3 hinsichtlich ihrer Aktivitat. CCI+MRC1-KO-Mause legten eine grofliere Strecke zurlck
und bewegten sich mit einer hdheren Geschwindigkeit. Unterschiede zwischen ,Sham*“- und
CCI-Tieren konnten keine festgestellt werden. Sowohl das Rotarod als auch der OFT scheinen
aufgrund der Ergebnisse nur teilweise geeignet, um den s.g. SHT-Effekt bzw. Effekt zwischen
den beiden CCI-Versuchsgruppen nachzuweisen. Zu einem ahnlichen Schluss kommen auch
Autoren einer Hypoxie-Ischémie induzierten Schlaganfall Studie in Mausen [276].
Verschiedene Griinde kommen in Frage, warum der OFT nicht zwischen ,Sham®- und CCI-
Gruppen unterscheiden konnte. Zum einen kdnnte es an einer mangelhaften Ausflihrung des
Tests liegen, zum anderen am Schweregrad der Hirnverletzung in verschiedenen

Tiermodellen [277] oder an mangelhafter Sensitivitat des Tests fur die Fragestellung an sich.
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Ersteres und letzteres kann weitestgehend ausgeschlossen werden, weil der Test nach einem
etablierten Standardprotokoll in unserem Labor schon vielfach zu signifikanten Ergebnissen
gefuhrt hat. Mangelhafte Sensitivitat des Tests fur die Unterscheidung zwischen ,Sham®- und
CClI-Tieren ist hingegen eine durchaus plausible Erklarung, denn auch andere Autoren fanden
bei Nutzung des CCI-Modells keine signifikanten Unterschiede in ihren Forschungsprojekten
[230, 278, 279]. Gegen diese These spricht, dass Unterschiede zwischen den beiden CCI-
Gruppen an Tag 1 und 3 sichtbar waren.

Angstahnliches Verhalten ist eine haufige Konsequenz nach einem SHT [226]. Um dieses
Verhalten in unserem Forschungsprojekt zu untersuchen, wurde der EPM Test an d4 und d28
in Kohorte 2 durchgefiihrt. Generell gelten kiirzere Aufenthaltsdauer sowie weniger haufiges
Betreten der offenen Arme relativ zu scheinoperierten Tieren als gesteigertes angstahnliches
Verhalten [280], wahrend gesteigerte Betretungsfrequenz bzw. langere Verweildauer auf den
offenen Armen als reduziertes angstahnliches Verhalten bzw. erhohte Impulsivitdt und
Risikobereitschaft aufgefasst werden kann [217, 281, 282]. Konsistent mit anderen Studien,
die ebenfalls das CCI-Modell verwendet haben, konnte kein SHT-Effekt in diesem
Forschungsvorhaben festgestellt werden (Daten nicht dargestellt) [283, 284]. Nach
Normalisierung der CCI-Gruppen gegenuber der korrespondierenden ,Sham“-Gruppe betrat
die CCI+MRC1-KO-Gruppe 4 Tage nach Trauma signifikant haufiger die offenen Arme und
hatte ebenfalls eine erhdhte ,head-dip“ Anzahl. Hieraus lasst sich schlieRen, dass diese
Mause weniger angstahnliches Verhalten zeigen bzw. risikobereiter sind.

Eine mdgliche Erklarung fur die groRere Risikobereitschaft der MRC1-KO Mause ist der
groRere strukturelle Hirnschaden, welcher auch der Grund fir die schlechtere mNSS
Performance sowie die Unterschiede im OFT sein kdnnten. Anatomisch gesehen, spielt der
prafrontale Kortex eine Rolle bei der physiologischen Regulation impulsiven Verhaltens [285].
Auch unter pathologischen Verhaltnissen wie Zwangsspektrumerkrankungen ist der frontale
Kortex von zentraler Bedeutung [286], was sich auch in einem frontalen CCI-Rattenmodell in
Entscheidungsbeeinflussung auflert [287]. Unterstitzt wird dies durch den Fakt, dass der
MNSS und die GroRRe des Lasionsvolumens in weiblichen Mausen sowie der mNSS und die
Hamatomgrofle in mannlichen Mausen 5 Tage nach Trauma einen Trend zu einer positiven
Korrelation zeigen (Kurzzeitliberleben) (siehe 4.9). Auch in der Langzeitiberleben-Kohorte
|&sst sich dieser Trend ablesen. Aufgrund der Tatsache, dass hier nicht das Lasionsvolumen,
sondern das gesunde, verbliebene Hirngewebe flr die Korrelationsanalyse verwendet wurde,
ergibt sich ein Trend hinsichtlich einer negativen Korrelation zwischen den Punkten im mNSS
an Tag 30 sowie dem verbliebenen, gesunden Hirngewebe. Nicht in dieses Bild passt
hingegen das Ergebnis der Korrelationsanalyse von der Anzahl an ,head-dips“ 28 Tage nach
Trauma und dem verbliebenen, gesunden Hirngewebe 30 Tage nach Trauma Induktion. Denn

dieses Ergebnis wirde nach der oben gangigen EPM Interpretation bedeuten, dass Tiere mit
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mehr gesundem Hirngewebe risikobereiter sind und kein gesundes angstahnliches Verhalten
aufweisen. Es gibt aber auch andere Interpretationsweisen fur die Anzahl an ,,head-dips®. Mehr
,head-dips“ weisen auf ein vermindertes angstahnliches Verhalten und mehr exploratives
Verhalten hin [288]. Da auch vermehrtes angstahnliches bzw. depressives Verhalten nach
einem SHT als Komplikation auftreten kann [289], ist ein vermehrtes exploratives Verhalten in
diesem Zusammenhang als positiv zu werten. So kénnten die ,head-dips“ 28 Tage nach
Trauma also nicht nur als weiterhin verstarkte Risikobereitschaft gewertet werden, sondern als
vermindertes depressives Verhalten. Um dies herauszufinden, ware ein weiterer EPM Test
zwischen Tag 4 und Tag 28 winschenswert sowie andere Verhaltenstests wie der ,forced
swim test® [290]. Nur so kénnte geklart werden, ob die CCI-Tiere im Verlauf der Studie
Uberhaupt depressionsahnliches Verhalten nach dem SHT entwickeln, was sich im Verlauf der
Heilungsphase vermindert und in einer vermehrten Anzahl an ,head-dips* aulert.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass die Trends (p < 0,15) selbstverstandlich nicht so
stark zu gewichten sind, wie signifikante Ergebnisse (p < 0,05). Aufgrund der Tatsache, dass
aber in mehreren unabhangig voneinander durchgefuhrten Korrelationsanalysen immer
wieder ein Trend diesbezlglich sichtbar ist, sollten diese Ergebnisse nicht aufer Acht
gelassen werden. Auch wenn das Ergebnis der Korrelationsanalyse zwischen den ,head-dips*®
28 Tage nach Trauma und dem verbliebenen, gesunden Hirngewebe nicht vollstandig ins Bild
passt, legen die restlichen Ergebnisse nahe, dass die schlechtere Leistung in den
Verhaltenstests der MRC1-KO Mause auf die starkere Hirnschadigung zurlickzufiihren ist. Die
Literatur diesbezlglich ist eher kontrovers. So berichten einige Autoren von einer positiven
Korrelation zwischen dem Lasionsvolumen und der Verhaltensperformance [291, 292],
wahrend andere keinerlei Korrelation feststellen konnten [293]. AbschlieRend lasst sich also
sagen, dass nicht endgultig geklart werden kann, woher die Verhaltensbeeintrachtigungen
kommen. Gleichzeitig ist all dies ein deutlicher Erkenntnisgewinn in einem Forschungsfeld,
was sich bislang nur mit Eigenschaften und nicht mit Auswirkungen des MRC1 im

Zusammenhang mit einem induzierten SHT beschaftigt hat.

5.3 MRC1-Defizienz fuhrt zu geschlechtsspezifischen Unterschieden in der
inflammatorischen Reaktion auf ein SHT

Es ist mittlerweile allgemein bekannt, dass geschlechtsspezifische Unterschiede wahrend
eines SHTs und auch anderen Erkrankungen auftreten kdnnen [132, 294]. Die Forschung hat
deshalb in den letzten Jahren einen Paradigmenwechsel vollzogen und fordert nun beide
Geschlechter in Forschungsprojekten zu bertcksichtigen [295, 296]. Dadurch werden
kontinuierlich neue Erkenntnisse zu diesem Thema gewonnen. Jedoch ist immer noch nicht

vollstéandig geklart, was genau diese Geschlechtsunterschiede verursacht und aufrechterhalt.
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Um geschlechtsspezifische Unterschiede in diesem Forschungsprojekt zu untersuchen,
wurden beide Geschlechter verwendet. Eine Vielzahl an Analysen (Verhalten,
Lasionsparameter, Genexpression und RNA-Sequenzierung) resultierte in Unterschieden
zwischen mannlichen und weiblichen Mausen. Nachfolgend moéchte ich insbesondere die
Unterschiede zwischen mannlichen und weiblichen MRC1-KO Mausen naher betrachten, die
Schwerpunkt dieses Forschungsprojekts sind. Was das Verhalten betrifft, so zeigten sich
Unterschiede zwischen den beiden CCI-Gruppen lediglich in weiblichen Mausen an Tag 1 und
nicht in mannlichen Mausen. Uber geschlechtsspezifische Unterschiede in der chronischen
Phase kann aufgrund der gemeinsamen Auswertung von mannlichen und weiblichen Mausen
keine Aussage gemacht werden.

Bei Betrachtung der Mittelwerte der mNSS Punkte am ersten Tag nach SHT von beiden
Geschlechtern der CCI+MRC1-KO-Gruppe lasst sich feststellen, dass Weibchen deutlich
hohere Punktzahlen (Mittelwert: 6,75) aufweisen als Mannchen (Mittelwert: 4,28). In den
CCI+MRC1-WT-Mausen sind die Punktzahlen in mannlichen und weiblichen Mausen dagegen
vergleichbar. Die Literatur ist kontrovers, wenn es um die Fragestellung geht, welches
Geschlecht geringere Verhaltenseinschrankungen nach einem SHT hat. So gibt es Autoren,
die berichten, dass angstahnliches Verhalten und schlechtere Verhaltensleistungen haufiger
in weiblichen als in mannlichen Nagern beobachtet werden [297, 298]. Demgegeniber stehen
zahlreiche Autoren, die das Gegenteil beobachtet haben [149, 299]. Vereinzelt wird auch
publiziert, dass die Leistung mannlicher und weiblicher Mause in Verhaltenstests nicht per se
geschlechtsabhangig ist [300]. Schlussendlich gibt es wiederum Autoren die berichten, dass
geschlechtsspezifische Unterschiede in der Leistung bei Verhaltenstests unbedeutend sind
[301]. Interessanterweise gibt es auch Forschungsprojekte, die die Leistung von weiblichen
Ratten nach einem SHT in Abhangigkeit ihres Zyklusstandes untersucht haben und
herausfanden, dass der Ostrus wohl Einfluss auf depressionsahnliches Verhalten, aber nicht
auf motorische Fahigkeiten hat [302]. Es bedarf also weiterer Forschung, um herauszufinden,
welche Effekte genau zu den schlechteren Verhaltensergebnissen in weiblichen Mausen an
Tag 1 nach SHT geflhrt haben.

Neben den geschlechtsspezifischen Unterschieden im Verhalten nach SHT, waren auch
Effekte hinsichtlich der Pathophysiologie sichtbar. Mannliche CCI+MRC1-KO-Mause
prasentierten ein signifikant vergroRertes Hamatom und wiesen eine verstarkte
inflammatorische Antwort auf den induzierten Schaden auf. Bei den Weibchen war kein
Unterschied in der HamatomgroéRe feststellbar. Ebenso konnte keine verstarkte Inflammation
in den MRC1-KO-Weibchen diagnostiziert werden. Das vergréRerte Hdmatom der mannlichen
MRC1-KO Mause kdnnte aus einer erhéhten Permeabilitat der BBB resultieren [303]. Dieses
Phanomen wurde bislang allerdings in weiblichen und nicht in mannlichen Mausen beobachtet

[304]. Die starkere Inflammationsantwort im Zuge des Sekundarschadens in mannlichen
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MRC1-KO-Mausen nach einem SHT konnte erklaren, warum in diesem Forschungsprojekt
hingegen mannliche Mause ein groReres Hamatom aufweisen. Inflammation sowie auch
andere Faktoren treiben den Zusammenbruch der ohnehin schon durch den Primarschaden
vorgeschadigten BBB weiter voran [303] und ebnen den Weg fiir einen vermehrten Blutaustritt
aus den Gefallen. Die erniedrigte Mmp9 Genexpression in den mannlichen MRC1-KO-
Mausen (siehe 4.8) sollte allerdings eine positive Wirkung auf die Integritat der BBB haben
und diese weniger durchlassig machen, was die Hypothese nicht unterstitzt. Gleichzeitig gibt
es mehr Matrix Metalloproteasen, die die Integritat der BBB herabsetzen kénnen [305, 306].
Insofern ist fraglich, ob alleine die verminderte Mmp9 Expression sich positiv auswirken kann
bzw. den negativen Auswirkungen der vermehrten Inflammation entgegenwirken kann.
Geschlechtsspezifische Unterschiede, welche die Pathophysiologie betreffen, werden in
Tiermodellen insgesamt haufiger berichtet als Verhaltenseffekte. Selten aber wird auch die
geschlechtsspezifische neuroinflammatorische Antwort untersucht [307], obwohl diese
essenziell fur den Verlauf der Erkrankung ist. Erschwerend kommt hinzu, dass die
Neuroinflammation zwar ein konsistentes Merkmal von einem SHT ist [308], aber auch
abhangig vom verwendeten SHT Tiermodell ist [309]. In der aktuellen wissenschaftlichen
Literatur wird eine Uneinigkeit deutlich, wobei vermehrt von ungtinstigeren Ergebnissen bei
mannlichen Tieren berichtet wird [132, 310-312], was auch in diesem Forschungsprojekt
festzustellen war.

Aufgrund der gesamten Ergebnisse dieses Forschungsprojektes und der aktuellen Literatur
l&sst sich vermuten, dass nicht der Knock-out des MRC1 fiir die Verhaltensanderung und die
veranderte Pathophysiologie verantwortlich ist, da sonst beide Geschlechter bei allen
Analysen gleichermallen betroffen sein muissten. Stattdessen scheint der Knock-out die
ohnehin schon geschlechtsspezifischen Unterschiede nach einem SHT zu verstarken bzw.
weiter zu modulieren. Das Geschlecht ist also vielmehr ein verstarkender Faktor. Eine
mogliche Erklarung fur den schlechteren pathophysiologischen Ausgang in mannlichen
MRC1-KO-Mausen ist die Mikroglia Heterogenitat beider Geschlechter - auch schon unter
physiologischen Bedingungen. Weibliche Mikroglia weisen langere, dickere und verzweigtere
Fortsatze auf [158]. Dieser Phanotyp wird auch als ,Uberwacher‘ bezeichnet [313]. Des
Weiteren sind vermehrt Gene hochreguliert, die einen Schwerpunkt auf intrazellulare
Signalibertragung und dynamische Koordination legen [19]. All dies kénnte den Weibchen
einen entscheidenden Vorteil im Hinblick auf Wahrnehmung von Veranderungen in ihrer
Umwelt sowie aktives Aufrechterhalten der Homoostase durch physiologische Interventionen,
verschaffen [156]. Mannliche Mikroglia haben kurzere Fortsatze sowie einen vergrofRerten
Zellkérper [158] und exprimieren verstarkt Gene, die unter den Uberbegriffen inflammatorische
Antwort, Chemotaxis- und Zytokin-Regulation zusammengefasst werden kénnen [156, 314].

Unter pathologischen Bedingungen wie einem SHT verstarkt sich dieser morphologische
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Unterschied. Wahrend der ,Uberwacher“-Typ im weiblichen Gehirn zunimmt, steigt der Anteil
Iba1* Mikroglia im mannlichen Nagerhirn. Gleichzeitig prasentieren diese Mikroglia ein
verstarkt inflammatorisches Profil im Kortex, Thalamus und Gyrus dentatus in der akuten und
subakuten Phase nach Trauma [310]. Auch wird von einer starkeren Aktivierung von Mikroglia
bzw. héheren Anzahl dieser Zellen im mannlichen im Vergleich zum weiblichen Gehirn nach
einem CCI berichtet [315]. Uber geschlechtsspezifische morphologische Unterschiede von
Makrophagen lasst sich in der aktuellen Literatur nichts finden. Bekannt ist hingegen, dass
Unterschiede in der Polarisierung von Makrophagen und der Art, wie diese sich anschliel3end
im Verlauf einer Erkrankung verhalten, durch den Einfluss von Sexualhormonen vermittelt
werden [316, 317].

Erganzend zeigen sich geschlechtsspezifische Unterschiede auch in der Einwanderung
peripherer myeloider Zellen. Mannliche Mause nach CCI zeigen im Vergleich zu weiblichen
einen vermehrten Zustrom peripherer myeloider Zellen im Gehirn, auf die eine Proliferation
von Mikroglia folgt [315]. Auch wenn langst nicht alle offenen Fragen auf diesem
Forschungsgebiet geklart sind, so lassen sich zumindest Unterschiede in der Mikroglia
Morphologie sowie Reaktion von Makrophagen durch den Einfluss von Sexualhormonen
erklaren [318]. Das weibliche Sexualhormon Ostrogen st wichtig fir die
geschlechtsspezifische Gehirnfunktion im Erwachsenenalter und nimmt auch Einfluss auf
Mikroglia sowie deren Morphologie [319]. In mehreren SHT Tiermodellen konnte gezeigt
werden, dass Ostrogen neuroprotektive Effekte sowohl in weiblichen als auch in mannlichen
Nagern entfaltet [320-322]. Andere Autoren konnten zwar eine Modulation der
inflammatorischen Antwort durch Ostrogen bestatigen, nicht aber einen verminderten
Hirnschaden oder eine geringere Inflammation nach Trauma [323]. Auch die Gabe von
Testosteron wirkt sich positiv auf den Heilungsverlauf nach einem SHT aus. Allerdings werden
die positiven Effekte auf Astrozyten und Mikroglia wohl zumindest teilweise durch seine
Metaboliten Ostrogen und Dihydrotestosteron vermittelt [324]. Neben Ostrogen wird auch
Progesteron eine protektive Rolle durch eine Verringerung der Inflammation zugeschrieben
[137, 325]. Niedrigere Ostrogen- und Progesteronspiegel in mannlichen Mausen sowie die
daraus resultierenden Unterschiede in der Mikroglia Morphologie, die Art wie diese Zellen auf
ein verandertes Milieu im Gehirn reagieren und Unterschiede in der Makrophagen Reaktivitat
und dem Einstrom peripherer myeloider Zellen sind ein Erklarungsansatz fur schlechtere
Ergebnisse nach einem induzierten SHT. Vermutlich ist dies in den mannlichen MRC1-KO
Mausen verstarkt ausgepragt, weil diese zusatzlich durch das Fehlen des Rezeptors eine
Immunderegulation im Gehirn erfahren. Ergebnisse aus der qPCR unterstiitzen die These
reaktiverer Immunzellen in mannlichen MRC1-KO-Mausen nur bedingt. Arg1 gilt als Marker
fur M2-polarisierte Makrophagen und Mikroglia in ZNS-Krankheitsmodellen [326]. Die erhdhte

Expression in mannlichen MRC1-KO Mausen wirde dementsprechend flr eine verstarkte M2-
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Polarisierung sprechen. MHC Il wird sowohl an der Oberflache von M1 als auch M2
polarisierten Makrophagen und Mikroglia exprimiert, wobei M1 im Gegensatz zu M2 hohe
Mengen an MHC Il exprimieren [327]. MHC Il ist in m&nnlichen MRC1-KO Mausen erniedrigt.
Diese qPCR Ergebnisse vermitteln den Eindruck von vermehrt protektiven und vermindert
schadlichen Makrophagen und Mikroglia in  mannlichen MRC1-KO Mausen.
Interessanterweise kann ein SHT auch einen besonderen Makrophagen Phanotyp induzieren,
welcher sowohl Arg1* als auch MHC II* ist. Die Autoren, die dies herausfanden, postulieren,
dass Arg1 aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse kein geeigneter Marker flir konventionelle
M2 Makrophagen in einem SHT Modell ist [328], was die obige Argumentation von vermehrt
protektiven Makrophagen im Gehirn in Frage stellt. In diesem Zusammenhang gilt es ebenfalls
zu erwahnen, dass die Rolle bzw. der kausale Zusammenhang von Arg1 im Zusammenhang
mit der M2 Polarisierung insgesamt nicht klar ist [329]. So wurde zunachst vermutet, dass Arg1
in Makrophagen zur Auflésung der Entziindung und zur Gewebereparatur beitragt, indem es
die Zytokin-Produktion von Th-2 Phanotyp T-Zellen férdert [330]. Eine Studie an Arg1-
Defizienz Mausen resultierte allerdings in einer verstarkten Th2-Reaktion, was auf Arg1 als
Suppressor einer Th2-abhangigen Antwort hinweist und die Ursprungsthese nicht unterstitzt
[331]. Auch wenn diese Ergebnisse aus anderen Krankheitsmodellen stammen, sollten sie bei
der Interpretation der Daten nicht ganzlich auRer Acht gelassen werden. Deshalb sollten die
Ergebnisse aus der qPCR eher den Ergebnissen aus der RNA-Sequenzierung, die besser
geeignet ist, um sich einen Gesamtiberblick tber die Vorgange im Gehirn nach einem SHT
zu verschaffen, untergeordnet werden. AbschlieBend Iasst sich sagen, dass eine starkere
Inflammationsantwort in mannlichen MRC1-KO-Mé&ausen, in Kombination mit den ohnehin
vorliegenden geschlechtsspezifischen Effekten, eine insgesamt starkere Schadigung des
Gehirns im Gegensatz zu weiblichen Mausen erklaren wirde. Gleichzeitig sind weitere
Untersuchungen notwendig, um die noch unbekannten geschlechtsspezifischen

Mechanismen, die im Verlauf eines SHTs auftreten, aufzuklaren.

5.4 MRC1 spielt eine bedeutende Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Immunhomodostase des Gehirns sowohl in gesunden als auch in
krankhaften Zustanden.

Die RNA-Sequenzierungsergebnisse der Kohorte 1 (Kurzzeitiberleben, 5 d) zeugen deutlich
von einem vermehrt inflammatorischen Milieu im Gehirn von Sham+MRC1-KO-Mausen im
Gegensatz zu ihren Wildtyp-Geschwistern. In CCI+MRC1-KO-Mausen vs. ihren Wildtyp-
Geschwistern ist feststellbar, dass das Fehlen des Rezeptors in einer auferlich nicht
vorhandenen Immunreaktion in der GSEA in der geschlechtsunabhangigen Auswertung sowie
in einem Trend hinsichtlich einer verstarkten Entzindungsreaktion in mannlichen Mausen

resultiert. In weiblichen Mausen mit dem gleichen Genotyp ist dies nicht der Fall.
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Betrachtetet man erganzend zu den GSEA Ergebnissen die DEGs dieser Gruppen, so lasst
sich feststellen, dass sich in Sham+MRC1-KO vs. -WT unter den Top 15 DEGs zahlreiche
Gene finden, welche mit einer inflammatorischen Antwort oder Zellproliferation in Verbindung
stehen (Ifi47, Tnk1 und Il1a signifikant erhoht; C1qtnf3, und Trim43a signifikant erniedrigt).
Auch in der geschlechtsunabhangigen Auswertung von CCI+MRC1-KO vs. -WT finden sich
Inflammations- bzw. Nervensystem-assoziierte Gene sowie Gene, welche mit
Zelldifferenzierung assoziiert werden kénnen (Aurkc, Clec14a, Draxin und Gng7 signifikant
erhoht; -6, Cd209f, Mzb1 signifikant erniedrigt,) unter den ersten hoch- bzw.
herunterregulierten DEGs. Zuletzt wird dieses Bild durch die DEGs der mannlichen
CCI+MRC1-KO vs. “WT komplettiert. Gene, die mit Immunsystem bzw. Immunantwort sowie
Zellzyklus- und Apoptose (Kiri1, Cxcl3, Zswim2, lI12a signifikant hochreguliert; Cd209f
signifikant erniedrigt) assoziiert werden konnen, waren signifikant erhoht. Die entsprechenden
Gruppen (Sham+MRC1-KO, CCI+MRC1-KO, mannliche CCI+MRC1-KO) weisen allerdings
insgesamt niedrige absoluten Expressionswerte auf.

Die verstarkte Expression von Genen sowie von Prozessen, welche unter den Uberbegriffen
Zellzyklus und -differenzierung zusammengefasst werden konnen, ist in Anbetracht der
bekannten SHT-induzierten Proliferation von Mikroglia, CAMs und Astrozyten in den CCI-
Mausen plausibel [201, 332, 333]. Ebenso spricht hierfir, dass auch CCI+MRC1-WT-Mause
ahnliche Prozesse hochregulieren. Es ist also davon auszugehen, dass nicht die MRC1-
Defizienz, sondern das induzierte SHT fir diese Effekte sorgt. Dies erklart allerdings nicht,
warum diese Effekte auch in Sham-Mausen sichtbar sind. Zu vermuten ist, dass die basale
Inflammation — bzw. vielmehr die dadurch erhéhten Level von IL-6 bzw. dem IL6/JAK/STAT3-
Signalweg, sowie TNF-a via NF-kB - im Gehirn dieser Tiere bereits ausreicht, um lokale
Immunzellen sowie Astrozyten zu aktivieren und zur Proliferation anzuregen [334-338].

Wie lasst sich aber die gesteigerte Inflammation bzw. das verstarkt inflammatorische Milieu in
den MRC1-KO Mausen unter physiologischen, aber auch pathophysiologischen Bedingungen
erklaren? Bereits in anderen Studien konnte unabhangig von unserem Knock-out Mausmodell
gezeigt werden, dass der MRC1 eine Art Bruckenfunktion zwischen Homdostase und
Immunitat einnimmt [178]. Auch die Lage der CAMs im Plexus choroideus, meningealen und
perivaskularen Bereichen unterstreicht die besondere Rolle in der immunologischen
Uberwachung und Aufrechterhaltung der Homdostase [263]. Diese These wird auch von
anderen Autoren beflirwortet, die feststellen konnten, dass MRC1* Makrophagen die
Gewebehomoostase unterstiitzen [339]. So sind CD206+ Makrophagen im Fettgewebe
entscheidend an der Regulation der Glukose-Homdostase beteiligt [340]. Eine Cd206-
Uberexpression findet sich dagegen z.B. in Leberkrebszellen und ist mit einer schlechten
Prognose fiir die Patienten assoziiert [264]. In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden,

dass CD206+ Makrophagen fiir ein besonderes Mikromilieu verantwortlich sind, welches das
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myogene Potenzial reguliert bzw. kontrolliert [265]. Auch wenn diese Studien véllig andere
Gewebe untersucht haben, so haben sie alle gemeinsam, dass dem MRC1 auf Makrophagen
scheinbar eine regulatorische Aufgabe zukommt.

Aber was genau ist eigentlich Homoostase? Als Homoostase wird der Zustand der aktiven
Aufrechterhaltung bestimmter quantitativer Eigenschaften eines Systems, sogenannter
regulierter Variablen, innerhalb eines gewilinschten Bereichs, beschrieben. Regulierte
Variablen in diesem speziellen Fall waren die Genexpressionslevel von
inflammationsassoziierten Genen im Gehirn. Um dies umzusetzen, bendtigt das System
spezielle Sensoren, die unerwlnschte Veranderung wahrnehmen und Effektoren, die die
entsprechende Korrektur ibernehmen. Dies bezeichnet man als homdéostatischer Kreislauf,
welcher auch auf Zellebene grundsatzlich so vorhanden ist [341]. Im Gegensatz dazu steht
der Begriff Inflammation, bei dem man sicherlich im ersten Moment an die Reaktion auf eine
Infektion oder auf einen Gewebeschaden, wie das SHT, denkt. Dennoch gibt es auch
zahlreiche Beispiele bei denen Inflammation auf der Stérung von Zell- und
Gewebehomoostase basiert [341, 342]. Gewebespezifische Makrophagen gehdren
gemeinsam mit anderen Zellen zu den Sensoren, welche Veradnderungen der lokalen
Sauerstoff- und Nahrstoffkonzentrationen, aber auch pH- und Osmolaritdtsdnderungen auf
zellularer Ebene wahrnehmen [341]. Es liegt die Vermutung nahe, dass durch den Knock-out
des MRC1, welcher sich auch auf CAMs befindet, ggf. deren sensorische Funktion gestort ist
oder die anschlieBende Kommunikation mit den Effektoren zur Korrektur einer
wahrgenommenen Entgleisung der Homdostase nicht mehr fehlerfrei funktioniert. Dies wirde
erklaren, warum in den CCI-Tieren, aber auch in Sham-Tieren, welche keinerlei
Gewebeschaden in Form eines SHTs erhalten haben, eine vermehrte Inflammation vorliegt.
Ebenso ist aufgrund der gut bekannten Rolle des MRC1 in der Pathogenabwehr zu vermuten,
dass Tiere mit einer MRC1-Defizienz mit einer gesteigerten Reaktion auf pathogene
Umweltreize reagieren. In einem Allergenmodell konnte so festgestellt werden, dass MRC1-
KO Mause mit einer erhdéhten Uberempfindlichkeit und verstarkten Entziindungen der
Atemwege auf eine Allergiebehandlung reagierten [241]. Es liegt nahe, dass diese Vorgange
nicht nur in der Lunge, sondern im ganzen Korper der Mause dieses Forschungsvorhabens so
stattfinden wurde. Mdoglich ware also, dass eine Infektion zu einer systemischen
Entziindungsreaktion mit anschlieRenden Auswirkungen auch auf das Gehirn gefuhrt hat. Die
Tatsache, dass unser Tierschrank bzw. die dort gehaltenen Mause regelmallig auf
vorliegende, gangige Pathogene getestet werden und bislang kein Vorliegen festgestellt
werden konnte, lasst diese Hypothese allerdings unglaubwirdig erscheinen.

Daruber hinaus spielt der MRC1 auch eine Rolle bei der Clearance einer Untergruppe von
Mannose-tragenden Serumglykoproteinen, welche normalerweise wahrend der Entzindung

erhoht sind [343]. So Iasst sich vermuten, dass die erhdhten Level von Serumglykoproteinen
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durch die geschadigte BBB ins Gehirn gelangen und dort nicht durch MRC1 gebunden werden,
sondern stattdessen im Parenchym verbleiben und dort Mikroglia zusatzlich zu der
vorliegenden Inflammation durch das SHT selbst, proinflammatorisch stimulieren.
Abgesehen davon kdnnte das vermehrt inflammatorische Milieu in Sham+MRC1-KO-Mausen
des Weiteren auch durch die Anasthesie ausgeldst worden sein. Anasthesie allein sowie in
Kombination mit einem operativen Eingriff kann bereits zu einer Aktivierung des
Immunsystems mit ggf. nachfolgender Gberschietender Immunantwort fiihren [344]. Isofluran,
welches auch in diesem Forschungsvorhaben fir die Anasthesie verwendet wurde, flhrt so
z.B. in alteren Mausen (14 Monaten) zu einer Inflammation im Hippocampus sowie kognitiven
Einschrankungen [345]. Aufgrund der Tatsache, dass die in diesem Forschungsprojekt
verwendeten Mause allerdings deutlich jinger waren (8-12 Wochen) und auch Sham+MRC1-
WT-Mause fir die gleiche Zeitdauer mit Isofluran anasthesiert wurden und keinerlei
vergleichbare Reaktionen aufwiesen, ist dies eher unwahrscheinlich. Grundsatzlich ware es
auch moglich, dass allein der operative Eingriff zu einer Aktivierung des Immunsystems gefuhrt
hat [346]. Dieser musste dann aber ebenfalls in beiden Versuchsgruppen sichtbar sein, was
in diesem Forschungsprojekt nicht festgestellt werden konnte. Méglich ware dennoch, dass
die Auswirkungen der Anasthesie bzw. des operativen Eingriffs in den MRC1-KO aufgrund der
Einschrankungen in der Immunabwehr deutlicher ausfallen und deshalb in den -WT-Mausen
keine vergleichbare Reaktion erkennbar ist. Diese Hypothese kann nur endgultig durch
RNAseq von Nativtieren, welche keinerlei Analgetika und Anasthetika verabreicht bekommen
haben, ausgeschlossen werden.

All diese Hypothesen erklaren dennoch nicht, warum in der GSEA keinerlei inflammatorische
Reaktion in den CCI+MRC1-KO vs. -WT ersichtlich war. Ein moglicher Erklarungsansatz fir
die Diskrepanz ist, dass eine bereits vorhandene basale Inflammation im Gehirn auch in einer
verminderten inflammatorischen Reaktion des Korpers auf ein neuronales Trauma resultieren
kann (siehe auch 5.2). Einige Autoren konnten neuroprotektive Effekte in Form von einer
Verminderung neuronaler Apoptose im Hippocampus [260] sowie signifikant reduzierte
Astrogliose in der Nahe des Corpus callosum [347], als auch positive Auswirkungen auf die
Verhaltensleistungen und den histologischen Hirnschaden feststellen [259]. Diese wurden
insbesondere durch die pra-operative LPS-induzierte Proliferation und Aktivierung von
Mikroglia vermittelt [348]. Die LPS Gabe kurze Zeit vor Traumainduktion versetzt den Korper
bereits in eine positive Alarmbereitschaft und bereitet auf die zukinftige Verletzung vor (,pre-
conditioning®). Dies geschieht sowohl peripher, als auch im Gehirn; denn LPS kann direkt und
indirekt die BBB schadigen und dort eine Neuroinflammation auslésen [349]. Diese
Erkenntnisse wirden zwar erklaren, warum keine inflammatorische Reaktion bzw. gar keine
Reaktion in der RNA-Sequenzierung der CCI+MRC1-KO-Gruppe sichtbar ist, lassen sich aber

mit anderen  Ergebnissen, wie der gréReren Hirnschadigung und den
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Verhaltenseinschrankungen nicht in Einklang bringen. Gleichzeitig wirde man tendenziell
hochregulierte heilungsfordernde ,hallmark®“s erwarten. Des Weiteren ist aufgrund des Alters
der Mause und den Ergebnissen der RNA-Sequenzierung der Sham+MRC1-KO Mause davon
auszugehen, dass der MRC1-KO bereits zu einer chronischen Neuroinflammation auf
niedrigem Level vor SHT geflhrt hat. Ob eine chronische Neuroinflammation vor SHT im
Gegensatz zu einer kurzfristig ausgelésten Entziindungsreaktion auch zu einer geringeren
Inflammationsantwort nach SHT fihrt, ist deshalb fraglich. Der Umstand, dass allein eine
chronische Neuroinflammation schon zu einer Mikroglia Aktivierung im Gehirn und
schlechteren raumlichen Gedachtnisleistungen fihrt [350], spricht jedenfalls nicht dafir.
Weitere Forschung auf diesem Gebiet ist allerdings notwendig, um dies abschlielend klaren
zu kénnen.

Naheliegender ist, dass Auswirkungen der MRC1-Defizienz nach einem SHT durch die
gemeinsame Auswertung von mannlichen und weiblichen Mausen maskiert werden. Fur diese
These spricht, dass erst die geschlechtsabhangige GSEA zu signifikant hochregulierten
biologischen Prozessen und Zustanden in CCI+MRC1-KO vs. -WT fihrt, was bei
geschlechtsunabhangiger Auswertung nicht der Fall war. In beiden Geschlechtern kénnen
diese” hallmarks“ mit der Reaktion auf ein SHT in Verbindung gebracht werden. In mannlichen
CCI+MRC1-KO-Mé&usen resultiert die GSEA in einer Tendenz zu einer verstarkten
inflammatorischen Antwort. In weiblichen CCI+MRC1-KO-Mausen resultiert diese in
Prozessen, welche sowohl mit reparativen MalRnahmen als auch der Schadigung selbst
assoziiert sind. Ebenfalls fir die Maskierung spricht, dass die Top 150 DEGs beider
Geschlechter der CCI+MRC1-KO vs. -WT keine Schnittmenge aufweisen. (siehe Abbildung
29 B). Weiterhin spricht fir diese These, dass neben den Knock-outs auch die Wildtypen von
diesem Phanomen betroffen sind. Eine gemeinsame Auswertung beider Geschlechter
resultiert in einer deutlichen inflammatorischen Antwort auf das SHT. Diese ist auch in
weiblichen CCI+MRC1-WT-Mausen deutlich sichtbar. Mannliche CCI+MRC1-WT-Mause
weisen hingegen keinen Prozess auf, der direkt auf eine Inflammation hindeutet; wenngleich
aufgrund der verstarkten Hypoxie auf ein induziertes Trauma geschlossen werden kann.
Erganzend festzustellen ist, dass bereits bekannt ist, dass einzelne Beobachtungen maskiert
werden, wenn ,gepoolte® Daten ausgewertet werden [351], weshalb diese Hypothese
naheliegend erscheint. Dagegen spricht, dass nur einzelne Beobachtungen in einer
gemeinsamen Auswertung maskiert werden, wobei an dieser Stelle fraglich ist, ob die GSEA
Ergebnisse als einzelne Beobachtungen innerhalb dieses gesamten Forschungsprojekts
gesehen werden konnen. Gleichwohl ist festzustellen, dass durch die gemeinsame
Auswertung Erkenntnisse verloren gehen, weshalb in zukinftigen Untersuchungen — nicht nur

in Bezug auf MRC1 — stets eine getrenntgeschlechtliche Auswertung favorisiert werden sollte.
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AbschlieRend lasst sich aufgrund der vermehrten Inflammation in Sham+MRC1-defizienten
Mausen sowie schlechterer neurologischer Fahigkeiten, beeinflusstes angstahnliches
Verhalten, starkere Hirnschadigung, Veranderungen auf zelluldrer Ebene sowie weiteren
veranderten Parametern in CCI+MRC1-KO-Mausen feststellen, dass der MRC1 mit Sicherheit
eine immunregulatorische bzw. -modulierende Aufgaben im gesunden sowie im erkrankten
Gehirn Ubernimmt. In welchem Ausmal der MRC1 Einfluss auf die Pathogenese des SHTs
nimmt, welche Auswirkungen die MRC1-Defizienz auf den restlichen Korper bzw. auf das
Gehirn in alteren Mausen hat, lasst sich mit den durchgefiihrten Analysen zu diesem Zeitpunkt

noch nicht feststellen und bedarf weiterer Untersuchungen.

5.5 Limitationen dieses Forschungsprojekts

Dieses Forschungsprojekt war mit einigen Einschrankungen verbunden, die bertcksichtigt
werden sollten.

Erstens wurden nur Gehirne von CCI- bzw. ,Sham“-Mausen beider Genotypen fur die RNA-
Sequenzierung eingeschickt und analysiert. Gehirne von ganzlich unbehandelten MRC1-WT
und -KO Nativmausen wurden nicht untersucht.

Zweitens wurden keinerlei molekularbiologische Untersuchungen in der Langzeitiberleben-
Kohorte durchgefiihrt. Diese Entscheidung wurde aufgrund fehlender statistisch signifikanter
histopathologischer Evidenzen flir Genotyp-spezifische Unterschiede getroffen, sollte aber
aus wissenschaftlichem Interesse in der Zukunft durchgefiihrt werden.

Drittens war aufgrund des ungleichen Genotyp- und Geschlechtsverhaltnisses nach Re-
Genotypisierung keine Aussage Uber geschlechtsspezifische Effekte in der chronischen Phase
nach einem SHT mdglich.

Viertens wurden nur Effekte im Gehirn und keine systemischen Effekte des MRC1-KO

untersucht.

5.6 Fazit und Ausblick

In diesem Forschungsprojekt wurde die Rolle des MRC1 im Zusammenhang mit einem
experimentell induzierten SHT-Mausmodell in einer Kurz- und Langzeitiberleben-Kohorte
untersucht. Bisherige Untersuchungen zu MRC1 deuteten auf eine wichtige Rolle in der
Immunabwehr des Gehirns hin [173, 178, 190, 267], weshalb der Rezeptor in den Fokus
unserer Forschung geraten ist.

Diese Ergebnisse der umfangreichen Untersuchungen fihren zu dem Fazit, dass der MRC1
insbesondere in der frihen Phase eines SHTs immunregulatorische und —modulierende
Aufgaben im Gehirn Ubernimmt und wichtig fir die Aufrechterhaltung der Immunhomoostase

sowohl in gesunden als auch in krankhaften Zustanden ist.
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Trotz zahlreicher gewonnener Erkenntnisse auf einem bislang wenig erforschten Gebiet,
bleiben offene Fragen, die nur durch zukinftige Forschungsvorhaben beantwortet werden
kdnnen. Gleichzeitig verdeutlichen die Ergebnisse, dass einige Themen in der Forschung
bislang zu wenig Beachtung erfahren haben.

Durch die Ergebnisse dieses Forschungsprojekts wird vor allem ersichtlich, dass
geschlechtsspezifische Unterschiede in der Pathophysiologie eines SHTs eine bedeutsame,
bislang aber oft unterschatzte Rolle spielen. Dies liegt zum einen daran, dass vermehrt
mannliche Versuchstiere in Forschungsprojekten verwendet werden [137] bzw. Frauen in
klinischen Studien unterreprasentiert sind [352] oder wie in diesem Forschungsprojekt,
Ergebnisse aufgrund unvorhersehbarer Probleme nicht geschlechtsabhangig ausgewertet
werden konnen. Geschlechtsspezifische Unterschiede stellen Forschende bislang und auch
zukulnftig vor zahlreiche Herausforderungen. Einerseits ist die Interpretation der Ergebnisse
ohnehin schon schwierig und komplex, andererseits sind die zugrundeliegenden
Mechanismen bislang nicht oder nur unzureichend bekannt [294], was die Interpretation
zusatzlich erschwert. Zukiinftige Forschungsprojekte sollten also sowohl beide Geschlechter
bertcksichtigen als auch getrenntgeschlechtlich auswerten, um neue Erkenntnisse zu
gewinnen.

Weiterhin ist aufgrund der RNA-Seq Ergebnisse der Sham+MRC1-KO-Mause sowie im
direkten Vergleich zu Sham+MRC1-WT-Mausen sehr wahrscheinlich, dass die MRC1-
Defizienz im Gehirn zu einem proinflammatorischen Milieu fuhrt. Dennoch sollte zur
endgultigen Klarung eine RNA-Seq von Nativtieren durchgeflihrt werden. Diese kdnnte bei
geeigneter Probenwahl, neben dem Gehirn, ebenfalls Aufschluss Uber Auswirkungen der
MRC1-Defizienz auf den restlichen Kérper geben. Daran anschliel3end ist bislang unklar, wie
sich die MRC1-Defizienz langfristig im Gehirn bzw. dem gesamten Kdrper auswirkt. So ware
es in diesem Zusammenhang sinnvoll altere, native Mause (>52 Wochen)
verhaltensbiologisch zu untersuchen und anschlieBend histopathologische und
molekularbiologische Untersuchungen sowie RNA-Seq von Gehirn und anderen Organen
durchzufihren.

Eine Fragestellung, die gleichermalRen weiterer Untersuchungen bedarf, ist die genaue Rolle
des MRC1 im Zusammenhang mit einem SHT. Neue Mdglichkeiten diese Fragestellung zu
beantworten, ergeben sich durch stetige Weiterentwicklung technischer Moglichkeiten wie
,oingle-Cell RNA Sequencing” (scRNA-seq). Bislang ermdglichten Transkriptomanalysen die
Entschlusselung molekularer Mechanismen z.B. im gesamten Gehirn, welches eine Vielzahl
an Zellen enthalt und deshalb die Beurteilung einzelner Zellen nicht mdglich machte [353]. Mit
scRNA-seq ist es nun moglich Aussagen zu einzelnen Zellen in raumlich-zeitlicher Auflésung
treffen zu kénnen. So kdnnte scRNA-seq genutzt werden, um die Rolle von MRC1 auf CAMs

detaillierter zu charakterisieren und neue Hypothesen fiur zukinftige Projekte aufzustellen.
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Bislang ist diese Technik allerdings sehr teuer und es wird wohl noch einige Zeit dauern, ehe
sie allen Forschenden zuganglich ist.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse dieses Forschungsprojekts ein
weiteres Puzzleteil im Verstandnis der Pathophysiologie eines SHTs liefern. Zukiinftige
Forschungsprojekte an MRC1 erscheinen vielversprechend, um weitere offene Fragen
beantworten zu kénnen und in ferner Zukunft, aufgrund besseren Verstandnisses der

Pathophysiologie, SHT Patienten besser behandeln zu kénnen.
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6 Zusammenfassung

Das Schadel-Hirn-Trauma (SHT) ist ein komplexes Krankheitsbild, welches sich durch eine
hohe Mortalitat, aber auch eine Vielzahl von Langzeitfolgen auszeichnet. Trotz unzahligen
Forschungsprojekten auf diesem Gebiet besteht nach wie vor Unklarheit Gber die sekundaren
pathophysiologischen Vorgange, die im Gehirn nach einem SHT ablaufen, was die
Entwicklung universeller Therapiemoglichkeiten schwierig macht und sowohl Human- als auch
Veterinarmediziner vor Herausforderungen im Umgang mit den SHT-Patienten stellt.
Einigkeit besteht in der Bedeutung inflammatorischer Prozesse in der Pathophysiologie des
SHT und viele experimental-therapeutische Interventionen zielen daher auf diese Prozesse
ab, um das Ausmal} der Hirnschadigung zu begrenzen. Vor diesem Hintergrund wurde in der
vorliegenden Arbeit die pathophysiologische Rolle des Mannose Rezeptor C-Typ | (MRC1)
untersucht. MRC1 wird seit vielen Jahren als Marker flr antiinflammatorisch polarisierte ZNS-
assoziierte Makrophagen und Mikroglia verwendet. Funktionell wird MRC1 als
Zelloberflachenrezeptor beschrieben, der in der Erkennung und Internalisierung von
Pathogenen und Serumproteinen und ggfs. in der Prasentation von Antigenen eine Rolle
spielt, was zur immunologischen Uberwachung des Gehirns beitragt.

Um die Relevanz von MRC1 fir die Pathophysiologie des SHTs zu untersuchen, wurden
transgene MRC1-defiziente Mause und ihre Wildtyp-Gescchwister beider Geschlechter einem
standardisierten SHT mittels Controlled Cortical Impact (CCl) unterzogen und sowohl Kurz-
als auch Langzeiteffekte untersucht. Scheinoperierte Tiere (,Sham®) wurden parallel als
Kontrollen fur das SHT untersucht.

Zu den Untersuchungsmethoden zahlten Verhaltenstests, histopathologische und
molekularbiologische  Analysen sowie = RNA-Sequenzierung mit anschlieRenden
Transkriptomanalysen.

MRC1-KO Mause zeigten im Gegensatz zu ihren Wildtyp-Geschwistern schlechtere
Leistungen in den Verhaltenstests sowie eine Reduktion angstahnlichen Verhaltens in der
frihen und spaten Phase des SHTs. Auch wiesen MRC1-defiziente Mause ausgepragtere
strukturelle Hirnschaden finf Tage nach Trauma auf. Zudem wiesen mannliche MRC1-KO
Mause zu diesem Zeitpunkt groRBere intrazerebrale Hamatome auf. Unabhangig vom
Geschlecht war die Anzahl perildsionaler CD68*-Makrophagen/-Mikroglia in MRC1-KO
Mausen 5 Tage nach SHT signifikant verringert, was auf eine reduzierte Aktivierung hindeutet.
30 Tage nach SHT waren keine signifikanten Unterschiede in der strukturellen Hirnschadigung
zwischen MRC1-defizienten und Wildtypmausen feststellbar, was auf einen zunachst
aggravierten aber schlieRlich normtypischen Verlauf nach SHT hindeutet.
RNA-Sequenzierung gefolgt von Transkriptomanalysen von verletzten Gehirnen 5 Tage nach

SHT zeigten starke geschlechtsspezifische Unterschiede. In der mannlichen MRC1-KO
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Gruppe waren mehr Gene reguliert, die mit Inflammation assoziiert sind, was auf eine starkere
Entziindungsreaktion auf das Trauma hindeutet. In den mannlichen MRC1-WT M&usen ergab
eine Gene Set Enrichment Analysis (GSEA), Assoziationen mit verschiedenen Gensatzen, die
auf eine ausgepragtere Reaktion auf das SHT gegeniiber MRC1-KO Mausen hindeutet. In
weiblichen Mausen konnte kein klarer Genotyp-abhangiger Unterschied nach SHT festgestellt
werden.

In Sham+MRC1-KO Mausen resultierte die GSEA in einem Uberraschenden Ergebnis. Der
MRC1-KO fuhrte zu einem erhohten inflammatorischen Status im Gehirn dieser Tiere.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine MRC1-Defizienz zu einer Dysbalance der
Immunhomoostase im gesunden Gehirn fihrt, dass er aber auch regulatorische Funktionen
nach einem induzierten SHT Ubernimmt und sein Verlust in starken geschlechtsspezifischen

Unterschieden resultiert.
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7 Abstract

Traumatic brain injury (TBI) is a complex condition characterized by high mortality and a
multitude of long-term consequences. Despite intensive research, a lack of understanding of
the secondary pathophysiological processes following TBI hinders both the development of
universal therapies and the treatment by doctors or veterinarians. Inflammatory processes
seem to play a central role in the pathophysiology of TBls and many current experimental-
therapeutic interventions aim to address this process in order to limit the extent of brain
damage. Consequently, the following project aimed to elucidate the pathophysiological role
of the Mannose Receptor C-Type | (MRC1). MRC1 is a marker for anti-inflammatory,
polarized macrophages and microglia associated with the central nervous system. As a cell-
surface receptor, MRC1 binds and internalizes pathogens and serum proteins. Alongside its
proposed involvement in antigen presentation, MRC1 thereby contributes to the
immunological surveillance of the brain.

Here, to investigate the relevance of MRC1 in the pathophysiology of TBI, transgene MRC1-
deficient mice (MRC1-KO) and their wild-type-siblings (MRC1-WT) of both sexes underwent
a standardized form of TBI via controlled cortical impact (CCl), after which short- and long-
term effects were assessed. Sham-operated mice (Sham) were used in parallel as controls.
The assays used included behavioral tests, histopathological and molecular biological
assays, as well as RNA-sequencing followed by transcriptome analysis.

In contrast to their wild-type siblings, MRC1-KO mice exhibited poorer performance in the
behavioral tests and a reduction in anxiety-like behavior in the early and late phases after
TBI. Additionally, MRC1-KO mice displayed more pronounced structural brain damage five
days following trauma. Furthermore, male MRC1-KO mice had larger intracerebral
hematomas at this stage. Regardless of sex, a significant decrease in perilesional CD68*
macrophages/microglia was observed in MRC1-KO mice five days after TBI, indicating a
reduced activation. In contrast, no significant differences in structural brain damage was
evident after 30 days, suggesting an eventually normal progression of TBI follows this initially
aggravated state. RNA-sequencing followed by transcriptome analysis of injured brains five
days after TBI revealed strong sex-specific differences. The male MRC1-KO group was
enriched for genes associated with inflammation, indicating enhanced inflammation in
response to the trauma. Gene set enrichment analysis (GSEA) for the male MRC1-wildtype
(MRC1-WT) mice revealed various gene sets, indicating a more pronounced reaction to TBI
in comparison to the MRC1-KO mice. In contrast, no clear genotype-dependent differences
following TBI were evident for female mice.

GSEA of the Sham-operated MRC1-KO mice surprisingly revealed a heightened

inflammatory status in the brains of these animals.
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In summary, the deficiency of MRC1 leads to an imbalance in immune homeostasis in the

healthy brain and affects the response to TBI in a highly sex-specific manner.
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