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Der Gberwiegende Teil der Arbeiten der Antragstellerin hat sich mit zerebrovaskuldren Veranderungen
nach experimentellem Hirnschaden und den zugrundeliegenden Mechanismen befasst, so dass die

schriftliche Habilitationsleistung als kumulative Habilitationsschrift erbracht wird.

1. Einleitung

Das Schadel-Hirn Trauma (SHT) ist ein weit verbreitetes und sehr heterogenes Krankheitsbild. Es reicht
von der einfachen Commotio bis zur schweren Contusio, mit oder ohne knécherne Verletzung oder
intrazerebrale Blutung (Maas, Stocchetti, and Bullock 2008). Es gibt viele verschiedene Ausléser wie
einen Sturz, einen Schlag auf den Kopf (beispielsweise auch beim Sport) oder ein Schleudertrauma. Ein
SHT ist mit hoher Letalitdt und Morbiditdt vergesellschaftet und weiterhin weltweit der haufigste
Grund fur eine lebenslange Behinderung von Kindern und jungen Erwachsenen (Maas, Stocchetti, and
Bullock 2008; Peeters et al. 2015). Dies liegt vor allem daran, dass bisher keine kausale Therapie
verfligbar ist. Die aktuellen Behandlungsoptionen reduzieren sich auf symptomatische

Therapieanséatze (Grande and Romner 2012; Jha, Kochanek, and Simard 2019; Marklund et al. 2019).

Der initiale Schaden, welcher durch die akute mechanische Krafteinwirkung verursacht wird, der
sogenannte Primarschaden, entsteht unmittelbar wahrend des Traumas und ist irreversibel. Durch das
initiale Ereignis und den Primarschaden werden im weiteren Verlauf eine Vielzahl von Mechanismen
in Gang gesetzt, die sowohl auf zellularer wie auch auf subzelluldarer Ebene zu weiteren Veranderungen
fihren (Sahuquillo, Poca, and Amoros 2001; Jha, Kochanek, and Simard 2019; Plesnila 2016). Die
pathophysiologischen Prozesse kénnen sich in Abhdngigkeit vom jeweiligen Schadensmechanismus im
Detail unterscheiden. So fiihrt beispielsweise ein Schleudertrauma vor allem zu einem diffusen
Axonschaden, wahrend eine Kontusion hauptsachlich eine lokalisierte Zerstérung von Gewebe
verursacht (Sahuquillo, Poca, and Amoros 2001; Jha, Kochanek, and Simard 2019). Dennoch gibt es
einige grundsatzliche gemeinsame Mechanismen, welche die Pathophysiologie nach SHT wesentlich
beeinflussen. So kommt es unter anderem zu einer Schwellung im Bereich des geschadigten Gewebes,
welche aufgrund des durch den Schadel begrenzten Raumes letztendlich zu einem Anstieg des
intrakraniellen Druckes (ICP) und somit zu Verminderung der zerebralen Perfusion fiihrt. Hieraus folgt
eine Unterversorgung des Parenchyms mit Sauerstoff, und zwar auch in Bereichen des Gehirns, die
primar nicht geschadigt wurden. Diese Minderperfusion fiihrt zum Absterben weiterer Zellen und
somit zu einer VergroRerung des urspriinglichen Gewebeschadens (Jha, Kochanek, and Simard 2019;
Sahuquillo, Poca, and Amoros 2001). Je nach Schadensmechanismus kann sich der verzogerte
Zellschaden diffus oder lokal ausbreiten. Bei Kontusionen ist vor allem die unmittelbare Umgebung des
Primarschadens, die sogenannte Penumbra, betroffen (Bramlett and Dietrich 2004; Sahuquillo, Poca,

and Amoros 2001; Plesnila 2007). Dieser zuséatzliche Gewebeschaden wird als sekundéarer Hirnschaden
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bezeichnet. Durch die zeitliche Verzégerung von Stunden bis Tagen nach dem Initialschaden ist der

sekundare Hirnschaden prinzipiell durch Therapien beeinflussbar.

Hierbei kann zwischen zwei Begriffen unterschieden werden: Zum einen gibt es die sekundare
Nekrose-Ausbreitung, welche in histologischen Proben gemessen wird. Dieser histologisch messbare
Schaden erreicht in dem fiir die hier vorliegenden Studien verwendeten Modell (Controlled Cortical
Impact, CCl) nach 24 bis 48 Stunden sein Maximum (Zweckberger et al. 2006; Kochanek et al. 1995;
Fournier et al. 2021). Das zerebrale Gewebe, welches sekundar nekrotisch wird, liegt in der
traumatischen Penumbra. Das Ausmall des Gewebeschadens korreliert hierbei mit funktionellen
Defiziten. Zum anderen spricht man von sekunddrem Hirnschaden, wenn explizit auch neurologische
und funktionelle Aspekte im langfristigen Verlauf bericksichtigt werden. Dieser sekundare
Hirnschaden entwickelt sich deutlich prolongiert (Tage bis Monate nach Trauma), hat jedoch haufig
kein greifbares histomorphologisches Korrelat. Der sekundare Hirnschaden ist komplexer zu erfassen
als die reine sekundéare Nekrose-Ausbreitung (Hall et al. 2008; Maas, Stocchetti, and Bullock 2008; Mao
et al. 2020). Eine andere Einteilung unterscheidet entsprechend zwischen einem akuten (innerhalb 24-

48 Stunden entstehend) und einen chronischen Hirnschaden (Sahuquillo, Poca, and Amoros 2001).

Fiir die Entwicklung neuer Therapieansatze ist eine genaue Charakterisierung der Pathomechanismen
nach SHT auf physiologischer, zellularer und molekularer Ebene sowie deren Bedeutung fiir die
Entwicklung eines akuten und chronischen Hirnschadens erforderlich (Sahuquillo, Poca, and Amoros
2001; Maas et al. 1999; Jha, Kochanek, and Simard 2019; Plesnila 2016). Ebenso hat der zeitliche
Verlauf der pathophysiologischen Prozesse eine zentrale Bedeutung, da dieser den Rahmen fir

therapeutische Interventionen, das therapeutische Fenster, determiniert.

Eine Vielzahl der Pathomechanismen des SHT konnten tierexperimentell untersucht werden
(Morganti-Kossmann, Yan, and Bye 2010; Sahuquillo, Poca, and Amoros 2001). Allerdings waren die
Untersuchungen oft technisch limitiert (Jha, Kochanek, and Simard 2019; Sahuquillo, Poca, and Amoros
2001; Bruce et al. 2015). Sie beschrankten sich haufig auf einzelne Zeitpunkte, an denen das Gehirn
entnommen und mittels histologischer Methoden untersucht wurde. Dazu kamen funktionelle
Untersuchungen mit neurologischen Tests (Morganti-Kossmann, Yan, and Bye 2010). Untersuchungen
am lebenden Gehirn waren lange Zeit nur bei gréReren Tieren wie Kaninchen méglich. Bei diesen war
allerdings die Verfligbarkeit von genetisch veranderten Tieren im Gegensatz zu kleineren Spezies,
insbesondere im Vergleich zu Mausen, nicht vorhanden. Auch an Mausen wurden in vivo
Untersuchungen durchgefiihrt, jedoch meist nicht unter addquater Narkoseflihrung (beispielsweise
ohne kontrollierte Beatmung). Zudem wurden wichtige physiologischen Parameter wie Temperatur,
Blutdruck oder Blutgase nicht erfasst oder kontrolliert (Schwarzmaier and Plesnila 2014). Eine direkte
Untersuchung der Pathomechanismen nach SHT in vivo, in (transgenen) Md&usen, und zwar unter
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physiologischen Bedingungen und (iber einen langeren Zeitraum, war lange Zeit aufgrund von
technischen Einschrankungen nicht moglich (Bruce et al. 2015; Jha, Kochanek, and Simard 2019; Thal
and Plesnila 2007).

Aufgrund der oben geschilderten Limitationen wurde von der Antragstellerin zunachst ein Modell
etabliert, welches eine in vivo Untersuchung der zerebralen Mikrozirkulation bei Mausen mit einem
klinisch relevanten experimentellen SHT-Modell kombiniert. Das Trauma wurde mit dem Controlled
Cortical Impact Modell (CCl) appliziert (Dixon et al. 1991; Lighthall, Dixon, and Anderson 1989; Fournier
et al. 2021). Dieses verursacht eine standardisierte Kontusion mit sehr gut reproduzierbarer
sekundarer Nekrose-Ausbreitung bzw. sekunddrem Hirnschaden (Kochanek et al. 1995; Zweckberger
et al. 2006). Es wurde ein Narkoseprotokoll verwendet, welches eine kontrollierte Beatmung sowie
eine kontinuierliche Uberwachung wesentlicher physiologischer Parameter wie Temperatur, end-
tidalem pCO2, und mittlerem arteriellem Blutdruck erlaubt (Thal and Plesnila 2007). Nur die Versuche,
in denen die Parameter innerhalb des physiologischen Toleranzbereichs blieben, wurden fiir die

Auswertung verwendet.

2. Material und Methoden

Tiere

In jeder Studie wurden mannliche C57BI6 Mause, n=6-10/Gruppe verwendet. Falls transgene Mause

oder Knockout-Mause verwendet wurden, ist dies bei den einzelnen Studien angegeben.
Trauma

Das Trauma wurde mittels Controlled Cortical Impact (CCl) appliziert. Hierbei wird zunachst tiber dem
rechten parietalen Kortex eine Trepanation durchgefiihrt und der Knochen entfernt. AnschlieRend
wird Uber einen pneumatisch angetriebenen Stempel eine standardisierte Kontusion appliziert. Das
Ausmal der Kontusion wird durch Stempeldurchmesser, Eindringtiefe und Eindringgeschwindigkeit
bestimmt. Unmittelbar nach Applikation des Traumas wird die Trepanation wieder mit dem vorher
entnommenen Knochendeckel verschlossen. Das Modell verursacht einen standardisierten
mechanischen Schaden, sowie eine gut reproduzierbare sekunddre Nekrose-Ausbreitung bzw.
sekundaren Hirnschaden (Lighthall, Dixon, and Anderson 1989; Kochanek et al. 1995; Zweckberger et
al. 2006; Bryan, Cherian, and Robertson 1995).
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Narkose und Monitoring

Flr kurze Eingriffe (klrzer als 45 min, beispielsweise fiir die Applikation des Traumas) wurden die Tiere
mit Isofluran per inhalationem in einem Gemisch aus 35% O, und 65% N,O sowie Buprenorphin s.c.

analgosediert.

Die Intravitalmikroskopie inklusive der operativen Vorbereitung wurde in Intubationsnarkose
durchgefiihrt. Die Tiere wurden mittels Medetomidin, Midazolam, und Fentanyl narkotisiert,
endotracheal intubiert, volumenkontrolliert beatmet und physiologisch tGberwacht, d.h. es erfolgte
eine kontinuierliche Uberwachung von Temperatur, end-tidalem pCO,, mittlerem arteriellen Blutdruck
(invasiv via A. femoralis) sowie eine Bestimmung von Blutgasen und Elektrolyten am Ende des

Versuchs.

Intravitalmikroskopie

Die Untersuchungen wurden anfangs mit einem Auflicht-Fluoreszenzmikroskop durchgefiihrt, spater

mittels 2-Photonenmikroskopie (siehe unten).

Fir die Beobachtung der Mikrozirkulation wurde ein kranielles Fenster pradpariert. Dieses wurde
unmittelbar frontal zur priméaren Kontusion platziert (Abbildung 1). Das ermaoglichte eine Beobachtung
von gesundem Gewebe sowie von Gewebe innerhalb der traumatischen Penumbra, das heit in dem

Bereich, der innerhalb von 24 Stunden nekrotisch wird.

Zunéachst wurden die pialen Gefidlle, das heillt die GefalRe an der Oberflache des Gehirns, durch ein
,offenes” kranielles Fenster mittels Fluoreszenzmikroskopie beobachtet (Schwarzmaier et al. 2010;
Schwarzmaier et al. 2015; Schwarzmaier et al. 2013). Es wurden Veranderungen der
GefaBdurchmesser sowie die Reaktionen von Thrombozyten und Leukozyten beobachtet. Als
Fluoreszenzmarker wurden FITC Dextran fir Plasma und Rhodamin 6G fiir Leukozyten und
Thrombozyten verwendet, welche Uber die Femoralvene injiziert wurden. Ein Austrocknen des

Fensters wurde durch die Applikation von NaCl 0,9% verhindert.
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Abbildung 1: Lokalisation des untersuchten Bereichs. Darstellung der Lokalisation von Kontusion
(schwarz), Penumbra (grau) und kraniellem Fenster auf dem Gehirn einer Maus. Die Lage des kraniellen
Fensters war flr die oberflachlichen Untersuchungen sowie fiir die Untersuchungen mittels 2PM
identisch. Es wurden immer drei Regionen von proximal nach distal zur Kontusion untersucht (R1-R3).
Mit 2PM wurden zudem Veranderungen im Parenchym bis 300 um Tiefe beobachtet.

In den Untersuchungen, welche Verdnderungen innerhalb der ersten 120 Minuten nach Trauma
beschreiben, wurde vor Applikation des Traumas die Mikrozirkulation im gesunden Gewebe
(Ausgangsbedingungen/Baseline) gemessen. Fiir Untersuchungen zu einem spateren Zeitpunkt nach
Trauma wurde das Protokoll adaptiert: Die Tiere erhielten fir die Indiktion des SHT eine Kurznarkose
(Lachgas oder Frischluft mit jeweils 33% Sauerstoff und Isofluran 1,5-2% per Inhalationem sowie
Buprenorphin s.c.) und wurden zu einem spateren Zeitpunkt fir die intravitalmikroskopische

Untersuchung wie oben beschrieben vorbereitet (Abbildung 2).

Operation VM Cccl VM Fixation
45 min baseline 15 min 90 min PFA
" - ] a
CCl QOperation VM Fixation
15 min 45 min 90 min PFA

- -

Abbildung 2: Beispiele fiir Versuchsprotokolle. A: Nach der operativen Vorbereitung wurden zunachst
die Ausgangsbedingungen (Baseline) gemessen. AnschlieRend wurde das Trauma appliziert und die
Mikrozirkulation fiir weitere 90-120 Minuten beobachtet. B: Fiir Untersuchungen zu einem spateren
Zeitpunkt wurde das Trauma in Kurznarkose appliziert und die Tiere erholten sich anschlieBend in einer
temperierten ,Recovery Chamber” von der Narkose. Intubation, Operation und Intravitalmikroskopie
erfolgten zu spateren Zeitpunkten (Schwarzmaier et al. 2013).
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Um die pathophysiologischen Prozesse nach SHT abbilden zu kénnen, ist eine Untersuchung der
oberflachlichen GefdBe jedoch nicht ausreichend. Deshalb wurde das Untersuchungsmodell
weiterentwickelt und um die Technik der 2-Photonenmikroskopie ergdnzt (s. unten). Somit war nun
eine Untersuchung des Parenchyms, indem sich der Schaden tatsdchlich entwickelt, in drei
Dimensionen und mit hoher Aufldsung moglich. Hierflir wurde den Tieren ein geschlossenes kranielles
Fenster implantiert: nach Praparation des Fensters (Trepanation) wurde die Dura mater vorsichtig

entfernt und ein Glasplattchen wurde in die Trepanation implantiert.

Auswertung

Die in vivo generierten Bilder wurden anschlieRend verblindet ausgewertet. Hierflir wurden unter
anderem Programme zur Digitalisierung von Videos verwendet sowie die Bildanalysesoftware Image J

(https://imagej.net/ii/).

Histologie

Postoperativ wurden die Tiere in tiefer Narkose mittels zervikaler Dislokation oder Perfusionsfixierung
getdtet und die Hirne wurden entnommen. Histologische Untersuchungen wurden entweder an
gefrorenen Proben oder nach Perfusion der Tiere mit Paraformaldehyd 4% durchgefiihrt. Hierfiir

wurden die Hirne mittels eines Kryostaten, eines Mikrotoms oder eines Vibratoms geschnitten.

Gruppeneinteilung und Statistik

Die Tiere innerhalb einer Studie wurden den einzelnen Versuchsgruppen (Trauma, Scheinoperation,
gef. Therapie oder Placebo) randomisiert und verblindet per Losverfahren zugeteilt. Nach Erhebung
aller Daten wurden diese verblindet ausgewertet. AnschlieRend wurde die Verblindung aufgehoben
und die Daten analysiert. Fir die statistische Auswertung wurden nicht parametrische Tests

verwendet.
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3. Charakterisierung der Veranderungen in der zerebralen Mikrozirkulation

nach SHT
3.1. Mechanismen der Minderperfusion in der Penumbra nach SHT

Hintergrund

Unmittelbar nach Insult kommt es zu einem signifikanten Abfall der zerebralen Perfusion im Bereich
der Penumbra, und zwar noch bevor dies durch einen Anstieg des ICPs mit konsekutiver Uberlastung
der zerebralen Compliance-Mechanismen erklart werden kann (Bryan, Cherian, and Robertson 1995;
Engel et al. 2008). Dies stellt eine klinisch hoch relevante Problematik dar, da eine zerebrale Ischdmie
rasch zum Absterben von Hirngewebe fihrt (Plesnila et al. 2003; Bouma et al. 1991; Bramlett and
Dietrich 2004). Die zugrundeliegenden Mechanismen waren jedoch nicht geklart. Ursachlich wurden
unter anderem eine Vasokonstriktion, eine Schwellung der Endothelzellen im Rahmen der
Odembildung oder Thrombosen diskutiert (Sahuquillo, Poca, and Amoros 2001; Plesnila et al. 2003;
Bullock et al. 1991; Stein et al. 2002).

Ziel der Studie und Versuchsaufbau

Auf Ebene der Mikrozirkulation wurden die Mechanismen, die den akuten Abfall der Durchblutung in

der Penumbra nach SHT verursachen, mittels in vivo Fluoreszenzmikroskopie untersucht.

Ziel der Studie war die Beobachtung von Verdnderungen des arteriellen GefaRdurchmessers, der
Leukozyten-Endothel Interaktion und der Bildung von Mikrothromben in pialen Arteriolen und
Venolen innerhalb der ersten 120 Minuten nach SHT im Vergleich zu Ausgangwerten oder

Scheinoperation.

Ergebnisse

Es zeigte sich, dass es unmittelbar nach Trauma zu einer Vasodilatation zerebraler Arterien kommt.
Dementsprechend konnte eine arterielle Vasokonstriktion als Ursache fiir die posttraumatische
Ischdmie ausgeschlossen werden. Interessanterweise kam es jedoch nach Trauma zur Ausbildung von
Leukozyten-Thrombozyten Aggregaten sowie von zerebralen Mikrothromben, die teilweise in
zerebralen Arteriolen, vielmehr jedoch in zerebralen Venolen detektiert wurden. Dies ging einher mit
einem signifikanten Abfall der Blutflussgeschwindigkeit in den jeweiligen Gefdllen und dem
nachgeordneten Kapillargebiet. In scheinoperierten Tieren konnten keine derartigen Veranderungen
der Mikrozirkulation beobachtet werden (,Temporal Profile of Thrombogenesis in the Cerebral

Microcirculation after Traumatic Brain Injury in Mice”, in J Neurotrauma)(Schwarzmaier et al. 2010).
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Die Studie demonstriert, dass Mikrothromben eine wesentliche Ursache fir die friihen Stérungen der
zerebralen Mikrozirkulation nach SHT darstellen. Des Weiteren zeigte sich eine Aktivierung
intravasaler Leukozyten, die zu Bildung von Leukozyten-Thrombozyten Aggregaten fihrte sowie zu

einer Interaktion mit der venésen GefalBwand.

Aus diesen Ergebnissen ergaben sich weitere Fragestellungen a) nach den Mechanismen der
beobachteten Prozesse auf zelluldrer und subzelluldrer Ebene und b) nach deren pathophysiologischer
Wirkung, d.h. ob diese Mechanismen protektiv fiir das Gehirn sind oder den sekundaren Hirnschaden

verstarken.

3.2. Mechanismen und Effekt der arteriellen Vasodilatation nach Trauma

Ziel der Studie und Versuchsaufbau

In der Studie sollten die Mechanismen der oben beschriebenen arteriellen Vasodilatation sowie die

Auswirkungen auf die Pathophysiologie nach SHT untersucht werden.

Hierfir wurde die endotheliale NO-Synthase (eNOS), ein bekanntes wesentliches Enzym fiir die
Steuerung der Durchmesser von GefdaRen (Cherian, Hlatky, and Robertson 2004; Faraci and Brian
1994), medikamentos Uber einen NO-Synthase Inhibitor (VAS203) ausgeschaltet. Zudem wurde die
GefaRreaktion in Knockout Mausen (eNOS -/-) untersucht. Wiederum wurde die Mikrozirkulation

zunachst unter physiologischen Bedingungen und anschlieRend fiir 120 Minuten nach SHT beobachtet.

Ergebnisse

Nach Inhibition der eNOS konnte der dilatative Effekt in den Arteriolen post-Trauma deutlich reduziert
werden (,Endothelial Nitric Oxide Synthase Mediates Arteriolar Vasodilatation After Traumatic Brain
Injury in Mice” in J Neurotrauma (Schwarzmaier et al. 2015). Eine Verminderung der Perfusion tber
das bekannte MaR hinaus wurde nicht beobachtet. Nach Scheinoperation kam es nicht zu einem
Anstieg des GefdaRdurchmessers der Arteriolen. Die Inhibition von eNOS hatte in den scheinoperierten
Tieren keinen Effekt auf den GefaRdurchmesser. Die Dilatation der Arteriolen ist demnach zumindest
teilweise durch die eNOS vermittelt. Der protektive Effekt von der medikamentésen Reduktion des
Durchmessers im arteriellen (,,Hochdruck”) Stromgebiet basiert wahrscheinlich auf einer Erh6hung der

zerebralen Compliance, da mehr Platz fiir eine zerebrale Schwellung zu Verfligung steht.
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3.3. Bildung von Mikrothromben nach SHT

Hintergrund:

Die Bildung von Mikrothromben kann protektive und schadliche Auswirkungen haben. Stérungen der
Mikrozirkulation, die eine Minderperfusion verursachen, sind sicher schadlich. Im Gegensatz dazu
hatte die Verhinderung von Blutungen durch Mikrothromben oder ein Abdichten der Blut-Hirn
Schranke einen protektiven Effekt. Im klinischen Alltag wird eine Antikoagulation nach Schadel-Hirn
Trauma sehr kritisch gesehen, da hier vor allem ein weiterer Schaden durch intrazerebrale Blutungen

verhindert werden muss (Maas, Stocchetti, and Bullock 2008; Stein and Smith 2004).

Obwohl die Mikrothromben eindeutig mit einer signifikanten Minderperfusion in den betroffenen
GefalRen korrelierten (Schwarzmaier et al. 2010), war somit bei einem therapeutischen Ansatz vor

allem die Verhinderung von Blutungskomplikationen zu beriicksichtigen.

Ziel der Studie und Versuchsaufbau

Ziel der folgenden Studie war es einerseits, die Mikrothrombosen zu reduzieren, welche zu einer
Perfusionsminderung fiihren, und andererseits keine zerebralen Blutungskomplikationen zu

verursachen.

Flr diese Studie wurde deshalb Faktor XI untersucht, ein Faktor, welcher der plasmatischen Gerinnung
zugerechnet wird und der keine maligebliche Rolle fiir die primare Hamostase spielt (Berndt et al.
1995; Rivera et al. 2009). In der Studie wurde Faktor XI medikamentds inhibiert oder in Knockout
Mausen untersucht. Die Inhibition von Faktor XI wurde anhand einer deutlichen Verdanderung der
aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (aPTT) bei den Mausen verifiziert. Die Verdnderungen der
Mikrozirkulation wurden 1,5-2,5 Stunden nach Trauma oder Scheinoperation beobachtet und die

Auswirkungen der Therapie auf die sekundare Nekrose-Ausbreitung nach 24 Stunden evaluiert.

Ergebnisse

Es zeigte sich keine Verdanderung von zerebraler Thrombogenese, sekundarer Nekrose-Ausbreitung
oder Schwellung der ipsilateralen Hemisphare im Vergleich zur Kontrollgruppe (,The Formation of
Microthrombi in Parenchymal Microvessels after Traumatic Brain Injury Is Independent of Coagulation
Factor XI“ in J Neurotrauma)(Schwarzmaier et al. 2016). Allerdings wurde auch keine Zunahme oder

Verschlimmerung von intrazerebralen Blutungen beobachtet.

Demnach spielt Fakor Xl fir die Entwicklung der zerebralen Mikrothromben keine maRgebliche Rolle.

Da eine Inhibition von Faktor Xl in der Studie jedoch zu einer signifikanten Verlangerung der aPTT
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flhrte, ohne die intrazerebrale Blutung zu verstarken, konnte dies einen vielversprechender Ansatz fur

eine Antikoagulation bei Patienten mit SHT zur Thromboseprophylaxe (z.B. TVT) darstellen.
3.4. Einfluss von Leukozyten auf die sekundadre Nekrose-Ausbreitung nach SHT

Hintergrund

Eine inflammatorische Komponente, welche die sekundare Nekrose-Ausbreitung verstarkt, wurde in
der Literatur vielfach diskutiert (Holmin et al. 1995; Jassam et al. 2017; Sahuquillo, Poca, and Amoros
2001). Auch in unserer Studie (siehe 3.1.) zeigten sich bereits in der Akutphase nach Trauma vermehrt
Leukozyten-Thrombozyten Aggregate wie auch einzelne Leukozyten, die mit dem Endothel (vor allem
in post-kapilldren Venolen) interagierten, d.h. an der GefaBwand entlang rollten oder adhérierten
(Schwarzmaier et al. 2010). Dies wird als Leukozyten-Endothel-Interaktion (LEl) bezeichnet. Ein
kausaler Zusammenhang zwischen Inflammation und sekunddrer Nekrose-Ausbreitung sowie die

zugrundeliegenden Mechanismen waren jedoch nicht ausreichend untersucht.

Ziel der Studie und Versuchsaufbau

Ziel war die Untersuchung der Rolle der intravaskularen Inflammation fur die sekundare Nekrose-

Ausbreitung nach experimentellem SHT.

Hierfir wurde die intravaskulare LEI zu unterschiedlichen Zeitintervallen bis 18 Stunden nach Trauma
mittels Intravitalmikroskopie beobachtet und die Migration inflammatorischer Zellen bis 48 Stunden

nach Trauma anhand von histologischen Schnitten untersucht.

Ergebnisse

Nach Trauma zeigte sich eine deutliche Zunahme der LEI und Aggregat- Endothel- Interaktion (Rollen
an der Gefdlwand sowie Adhdasion) im Vergleich zur scheinoperierten Gruppe (,/In vivo temporal and
spatial profile of leukocyte adhesion and migration after experimental traumatic brain injury in mice”
in J Neuroinflammation)(Schwarzmaier et al. 2013). Eine medikament6se Inhibition dieses Effekts iber
eine Inhibition des Adhéasionsmolekiils CD18 hatte jedoch keine Auswirkung auf die sekundare
Nekrose-Ausbreitung. Des Weiteren zeigte sich, dass Leukozyten in das Gewebe von Kontusion und
Penumbra einwanderten, allerdings erst nachdem das Gewebe nekrotisch geworden war. Hierbei
handelte es sich vor allem um Monozyten und Granulozyten. Es wurden keine migrierenden T- oder B-
Lymphozyten detektiert. Diese Studie demonstriert, dass weder die intravaskuldre LEI noch eine
Migration der Leukozyten eine relevante Rolle fiir die sekundare Nekrose-Ausbreitung innerhalb der

ersten 24 Stunden nach SHT spielen.
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3.5. Diskussion und Bedeutung fiir das wissenschaftliche Feld

Die verminderte zerebrale Perfusion in der Penumbra wurde vielfach beschrieben (Engel et al. 2008;
Bryan, Cherian, and Robertson 1995; Robertson et al. 1992). So wurde die Perfusion in verschiedenen
Hirnarealen mittels Laser Doppler Flow (Bryan, Cherian, and Robertson 1995) oder in vivo
Fluoreszenzmikroskopie pialer GefaRe (Hartl, Medary, et al. 1997b) beobachtet. In diesen Studien
spielte jedoch Anisthesie, Beatmung und Uberwachung der physiologischen Parameter keine oder nur
eine untergeordnete Rolle. Untersuchungen der Mechanismen wurden nur ex vivo, d.h. beispielsweise
in histologischen Untersuchungen (Dietrich et al. 1998; Whalen et al. 1998) oder mit Autoradiographie
(Engel et al. 2008) durchgefiihrt. Ex vivo Methoden bieten keine Moglichkeit der dynamischen
Messung und kdonnen das komplexe Zusammenspiel von Prozessen in der Mikrozirkulation nicht

ausreichen abbilden.

Mit der hier beschriebenen Methode der Intravitalmikroskopie war erstmals eine Untersuchung in
vivo, in einem Kklinisch relevanten tierexperimentellen SHT-Modell und in Kombination mit einem

hochwertigen Anisthesie- und Uberwachungsprotokoll moglich.

Mit den oben angefiihrten Studien wurde gezeigt, dass die initiale Reduktion der Perfusion nicht durch
eine arterielle Vasokonstriktion verursacht wird sondern durch die Bildung von Mikrothromben und
Leukozyten-Thrombozyten Aggregaten. Diese entstehen bereits innerhalb der ersten zwei Stunden

nach Trauma und gehen mit einer deutlichen Reduktion der zerebralen Durchblutung einher.

Arterieller GefaRdurchmesser

Bisher wurde neben der Bildung von Thromben auch eine arterielle Vasokonstriktion beziehungsweise
eine Lumenverengung aufgrund einer Schwellung von Gliazellen als Ursache fiir die posttraumatische
zerebrale Minderperfusion diskutiert (Bullock et al. 1991; Schroder et al. 1995). Andere Studien
wiederum beschrieben eine Dilatation der Arteriolen (Dewitt et al. 1986; Hartl, Medary, Ruge, Arfors,
Ghahremani, et al. 1997). Mit unserer Studie haben wir gezeigt, dass Arteriolen innerhalb der ersten
Minuten nach Trauma dilatieren und dieser Effekt mindestens bis 120 Minuten nach Trauma anhilt.
Interessanterweise dilatieren die Arteriolen also noch vor der Entstehung eines Hirnédems und einer
sich daraus entwickelnden intrakraniellen Hypertonie. Wahrend Venolen bei steigendem ICP drainiert
werden, ist das im arteriellen Stromgebiet aufgrund der hdheren intravasalen Druckwerte nicht
moglich. Die arterielle GefaRerweiterung fiihrt demnach zu einer Reduktion der zerebralen
Compliance-Mechanismen nach Trauma und beschleunigt bzw. beférdert den intrakraniellen

Druckanstieg.

Weiterhin wurde gezeigt, dass die Vasodilatation zumindest teilweise durch eNOS vermittelt ist und

durch Gabe eines NOS Inhibitors (VAS203) vermindert werden kann. Interessanterweise zeigte die
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Inhibition der NO Synthasen mittels VAS203 in einer weiteren Studie aus unserer Arbeitsgruppe
positive Effekte nach SHT, wie eine Verminderung des ICPs, eine Reduktion des Hirnédems und eine
Verbesserung des neurologischen Outcomes (Terpolilli et al. 2009). Der protektive Effekt in der
Frihphase nach Trauma wird dadurch erklart, dass die Verminderung der GefalRerweiterung im
arteriellen Stromgebiet zu einer Erhéhung der zerebralen Compliance fihrt und damit den Anstieg des
ICP verzogert. Im weiteren Verlauf ist am ehesten die Inhibition der induzierbaren NO Synthase (iNOS)

maRgeblich fiir die neuroprotektiven Effekte.

Bildung von Mikrothromben

Mikrothromben waren bereits in histologischen Untersuchungen sowohl tierexperimentell (Dietrich,
Alonso, and Halley 1994; Lu et al. 2004) wie auch in klinischen Studien (Stein et al. 2004) beschrieben
worden. Es war jedoch unklar, ob die Thromben Ursache der Durchblutungsstérungen sind oder erst

im spéateren Verlauf als Folge von Minderperfusion entstehen.

Eine direkte Korrelation von Thrombosebildung und folgender Abnahme der Blutflussgeschwindigkeit
konnte erst mit unserer Studie gezeigt werden. Die therapeutische Intervention gestaltet sich jedoch
schwierig. Dies liegt vor allem daran, dass Blutungskomplikationen unbedingt vermieden werden
missen. Mit dem Ansatz Faktor Xl zu hemmen konnte leider kein protektiver Effekt erreicht werden.
Allerdings wurden auch keine Zunahme zerebraler Blutungskomplikationen beobachtet. Dies ist
klinisch relevant, da eine prophylaktische Antikoagulation von Patienten nach SHT ein h&ufiges
Problem im klinischen Alltag darstellt (Maegele et al. 2017; Steyerberg et al. 2019). Weitere
Untersuchungen zur Thromboseprophylaxe nach SHT mittels Inhibition von Faktor Xl waren - vor allem

flr die Therapie von immobilisierten Patienten - von grofem klinischen Interesse.

In einer weiteren Studie in Kollaboration mit Prof. S. Thal, Universitat Mainz, wurde der Effekt von
Plasminogen Activator Inhibitor-1 auf die Pathophysiologie nach SHT untersucht. Plasminogen
activator inhibitor-1 (PAI-1) hemmt die Fibrinolyse und verstarkt die Bildung von Mikrothromben. Die
Hypothese war, dass eine Dysregulation der Fibrinolyse zu Mikrothrombosen und sekundar zu
weiteren Hirnschaden fiihrt. Eine Hemmung von PAI-1 mit PAI-039 reduzierte das sekundare
Nekrosewachstum und verbesserte die neurologische Funktion. Intravitalmikroskopisch zeigten sich
weniger Thrombosen in der Penumbra. Die Studie zeigt, dass die Beeintrachtigung der Fibrinolyse nach
Trauma mit einem grofBeren sekundaren Hirnschaden einhergeht (,,Plasminogen Activator Inhibitor-1
Augments Damage by Impairing Fibrinolysis after Traumatic Brain Injury” in Annals of Neurology)

(Griemert et al. 2019).
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Intravaskulare Inflammation und Leukozyten-Endothel Interaktion

Die inflammatorische Reaktion nach SHT wurde vielfach untersucht (Bourgeois-Tardif et al. 2021;
Jassam et al. 2017; Schwarzmaier and Plesnila 2014). Sie kann in eine intravaskuldre und eine
intraparenchymale Komponente eingeteilt werden. Andererseits gibt es eine zeitliche Einteilung in
eine akute (Auftreten wenige Stunden nach SHT), eine subakute (Tage) und eine langfristige (Wochen
bis Monate) Immunreaktion. Sowohl protektive wie auch schadliche Aspekte wurden je nach System
und Zeitpunkt nach SHT beschrieben (Jassam et al. 2017). Auf Ebene der intravaskuldren Inflammation
flhrte beispielsweise die Depletion von Neutrophilen nach experimentellem SHT zu einer Reduktion
des Hirnédems (nach 48 Stunden) und des Kontusionsvolumens (nach 7 und 14 Tagen) (Kenne et al.
2012). Ein protektiver Effekt wurde auch in einem anderen experimentellen SHT-Modell, das vor allem
einen diffusen Axonschaden verursacht (Fluid Percussion Injury) beschrieben (Bao et al. 2012; Utagawa
et al. 2008). Andere Studien konnten jedoch keinen Zusammenhang zwischen einer intravaskularen
Inflammation und dem akuten Hirnschaden nach SHT feststellen (Whalen et al. 1999; Hartl, Medary,

et al. 1997a).

Mit unserer Studie wurde der Einfluss der LElI auf die sekunddre Nekrose-Ausbreitung nach
experimentellem SHT untersucht. Somit lag der Fokus auf der intravasalen Immunreaktion einerseits
und der akuten Phase nach experimentellem SHT andererseits. Obwohl eine ausgepragte
intravaskulare Inflammation beobachtet wurde, zeigte die medikamentose Inhibition der LEIl keinen
Einfluss auf die sekunddre Nekrose-Ausbreitung nach 24 Stunden. Dies erlaubt jedoch keine Aussage
Uber die Rolle der intravaskuldren Inflammation in der subakuten und langfristigen Phase nach SHT
(Jassam et al. 2017; Jha, Kochanek, and Simard 2019). Pathophysiologische Prozesse, die nach den
ersten 24 bis 48 Stunden eine Rolle spielen, kénne durchaus von einer Entziindungsreaktion

beeinflusst werden.

Zudem wurde in unserer Studie nur das CD18 Adhasionsmolekil inhibiert. Je nach Subtyp der
inflammatorischen Zellen wird die LEI jedoch {iber unterschiedliche Adhdsionsmolekiile vermittelt
(Mazzone & Ricevuti, 1995; Wilkes, 2006). Wahrend CD11a/CD18 auf allen myeloiden Zellen exprimiert
wird, werden beispielsweise CD11b/CD18 und CD11c/CD18 vor allem auf Monozyten, Makrophagen

oder Natural Killer Zellen exprimiert.

Um die Rolle der intravaskularen Inflammation fiir den sekundaren Hirnschaden genauer zu
untersuchen, missen deshalb in zukilinftigen Studien zwei Aspekte beriicksichtigt werden: Einerseits
der zeitliche Faktor, mit Fokus auf den sekundéaren Hirnschaden, welcher im Verlauf von Tagen und
Wochen eintritt. Andererseits eine spezifischere Untersuchung der einzelnen inflammatorischen

Zellen, deren Adhasion und Einwanderung ins Gehirn Uber unterschiedliche Adhasionsmolekiile
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vermittelt werden. Neben moglichen protektiven Effekten unterscheiden sich die Therapieansatze
wahrscheinlich auch in ihrem Nebenwirkungsprofil (Immunsuppression). Dies ist vor allem relevant in

Bezug auf protektive inflammatorische Effekte wie beispielsweise neuronales Remodelling.

In einer Ubersichtsarbeit hat die Autorin dieser Arbeit die Daten zusammengefasst, welche die
Entziindungsreaktion nach Trauma in vivo untersucht haben. Insgesamt zeigte sich, dass die
systemische zelluldre Inflammation (Leukozyten) nach Trauma einen eher geringen Einfluss auf die
sekunddre Nekrose-Ausbreitung hat. Der Effekt auf den sekundaren Hirnschaden in Bezug auf
neurologische Funktion, Remodelling und Langzeitschaden ist nicht vollstandig geklart. Die residuale
Inflammation, vor allem die Aktivierung von Mikroglia, kann protektive und pathologische
Auswirkungen auf den sekundaren Hirnschaden haben, wobei die Aktivierung in der akuten Phase
(Stunden) eher protektiv zu sein scheint, wihrend sich eine chronische Aktivierung eher negativ
auswirkt (,Contributions of the immune system to the pathophysiology of traumatic brain injury —
evidence by intravital microscopy” in Frontiers in Cellular Neuroscience, invited Review)(Schwarzmaier

and Plesnila 2014).

3.6. Limitationen

Die oben beschriebenen Studien untersuchen alle die Pathophysiologie in der akuten Phase, d.h.
innerhalb der ersten 24 (bis 48) Stunden nach experimentellem SHT. Innerhalb dieser Zeit ist die
histologisch quantifizierbare sekundare Nekrose-Ausbreitung nach CCl abgeschlossen (Zweckberger et
al. 2006; Kochanek et al. 1995). Klinisch sowie tierexperimentell ist jedoch bekannt, dass es auch nach
dieser akuten Phase zu sekundaren Pathologien (d.h. einem sekundaren Hirnschaden) kommen kann
(Jha, Kochanek, and Simard 2019; Maas, Stocchetti, and Bullock 2008). Insbesondere die
Entziindungsreaktion durchlduft verschiedene Phasen, in welchen unterschiedliche zellulare und
molekulare Mechanismen die Pathophysiologie nach SHT beeinflussen kénnen (Plesnila 2016; Jassam

et al. 2017; Morganti-Kossmann et al. 2002).

Die Aussagen der hier aufgefiihrten therapeutischen Studien sind auf die sekundadre Nekrose-
Ausbreitung nach 24 Stunden beschrankt (mit Ausnahme der Studie zu PAI-Hemmung, hier war der
Untersuchungszeitraum funf Tage). Die neurologische Funktion nach Therapie und/oder die
langfristigen Auswirkungen der Therapien auf den sekundaren Hirnschaden missen zu spéateren
Zeitpunkten nach SHT untersucht werden, d.h. nach 1-2 Wochen, und zusatzlich, wie in

entsprechenden Studien am Menschen, nach drei oder sechs Monaten.

Eine weitere relevante Limitation fiir die Untersuchungen in vivo war die Eindringtiefe in das Gewebe.

Mit der Auflicht-Fuoreszenzmikroskopie, die in den ersten Studien verwendet wurde, konnte nur die
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Oberflache, das heilft nur die piale Mikrozirkulation, untersucht werden. Eine Untersuchung der
tieferen Gewebeschichten war nicht méglich. Deswegen wurde in den folgenden Studien auch die 2-

Photonen Mikroskopie eingesetzt, mit der auch das Parenchym untersucht werden konnte.

3.7. Weiterentwicklung des Modells

Die Beschrdankung der Untersuchungsebene wurde durch die Technik der 2-Photonenmikroskopie
(2PM) Gberwunden (Helmchen and Denk 2005). Hierbei werden Fluoreszenzmolekiile mit sehr kurzen
(Femtosekunden) Laserpulsen angeregt. Am Ort der héchsten Photonendichte, d.h. im Fokuspunkt des
verwendeten Objektives, kommt es zum 2-Photonen-Effekt (Goeppert-Mayer 1931): dort gelegene
Fluoreszenzmolekiile nehmen zwei langwellige, energiearme Photonen auf, geben aber nur ein Photon
mit der doppelten Energie/Wellenldnge wieder ab. Dieser Effekt hat viele Vorteile: durch die
Verwendung langwelligen Anregungslichts kbnnen Photonen tief in das Gewebe eindringen. Damit ist
eine Untersuchung des Gewebes bis zu einer Tiefe von 500 um, das bedeutet innerhalb der ersten
Zellschichten des Kortex, moglich. Zudem kann aufgrund der punktuellen Fluoreszenzentstehung und
des damit verbundenen sehr hohen Signal-zu-Rauschverhaltnisses mit relativ geringer Intensitat
angeregt werden. Dadurch wird ein phototoxischer Schaden oder ein Ausbleichen des Gewebes
deutlich reduziert und die detaillierte 3D-Bildgebung des Gewebes in vivo ermdoglicht. In zwei der
bislang genannten Studien kam die 2PM ergdanzend zum Einsatz. So konnte die oben beschriebene
Leukozyten-Endothel Interaktion sowie die Bildung von Mikrothromben nach Trauma auch im

zerebralen Parenchym gezeigt werden (Schwarzmaier et al. 2013; Schwarzmaier et al. 2016).

Mit Hilfe der 2PM wurden die Untersuchungsmoglichkeiten der Antragstellerin deutlich erweitert und
verfeinert. Mit den neuen technischen Moglichkeiten konnten nun weitere relevante Fragestellungen
zu zerebrovaskularen Veranderungen nach SHT bearbeitet werden. Zudem wurde das Zeitfenster der

Untersuchungen deutlich ausgeweitet, das heifdt von 24 Stunden auf 7 Tage.

4. Charakterisierung des vasogenen Hirnédems nach SHT

Hintergrund

Nach SHT kommt es zur Ausbildung eines Hirnddems mit konsekutiver Schwellung des Gewebes und
einem Anstieg des intrakraniellen Druckes, sobald die zerebrale Compliance ausgereizt ist (Jha,
Kochanek, and Simard 2019; Donkin and Vink 2010). Es wird vor allem zwischen vasogenem Odem
(Vasogenic Brain Edema, VBE) und zytotoxischem Odem (Cytotoxic Brain Edema, CBE) unterschieden
(Klatzo 1967; Unterberg et al. 2004). Weitere Odemformen, wie ionisches (osmotisches), interstitielles
(hydrocephales) oder hydrostatisches Odem spielen nach Trauma wahrscheinlich nur eine

untergeordnete Rolle (Unterberg et al. 2004; Badaut 2017).
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Das VBE wird durch einen pathologischen Anstieg der Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke (Blood
Brain Barrier, BBB) verursacht und breitet sich im Interstitium aus. Es kommt zu einer Extravasation
von proteinreicher Flissigkeit und zu einem netto Anstieg des intrakraniellen Wassergehaltes und
Volumen. Im Gegensatz dazu entsteht das CBE intrazelluldr, vor allem in Astrozyten, welche unter
anderem fir die Aufrechterhaltung der extrazellularen Homoéostase im Gehirn zustandig sind. Werden
durch ein Trauma grofRere Mengen toxischer Substanzen, z.B. Glutamat, Kaliumionen oder Protonen,
freigesetzt, werden diese gemeinsam mit Na-lonen und Wasser von Astrozyten aufgenommen und es
kommt zur Zellschwellung. (Jha, Kochanek, and Simard 2019; Donkin and Vink 2010; Lukaszewicz,

Soyer, and Payen 2011; Maas, Stocchetti, and Bullock 2008; Plesnila 2017; Kempski 2001).

Bislang war jedoch nicht geklart, welche Form des Hirnédems nach SHT dominiert und wie sich der
genaue zeitliche Verlauf der Odementstehung darstellt. Auch die zugrundeliegenden Mechanismen
waren nicht ausreichend untersucht (Jha, Kochanek, and Simard 2019; Grande and Romner 2012;

Maas, Stocchetti, and Bullock 2008; Donkin and Vink 2010).

Dies lag auch daran, dass die Untersuchungsmoglichkeiten zu VBE und CBE technisch deutlich reduziert
waren. Sie waren beschrankt auf ex vivo Ansdtze, die nur eine punktuelle und keine dynamische
Untersuchung erlauben. Es gab auch in vivo Ansdtze, zum Beispiel mittels MRT oder
Auflichtmikroskopie, welche jedoch nur eine indirekte Bestimmung des Odems mit vergleichsweise
geringer Auflésung ermoglichten und oft keine saubere Differenzierung zwischen VBE und CBE
erlaubten (Jha, Kochanek, and Simard 2019; Donkin and Vink 2010). Mit Hilfe der 2PM war nun eine
detaillierte in vivo Messung der Odementstehung méglich. Zunichst wurde ein Modell zur

Charakterisierung des VBE nach SHT etabliert.
4.1. Identifizierung der vaskuldren Quelle

Ziel der Studie und Versuchsaufbau

Die Entstehung des VBE sollte in vivo, im Gewebe der Penumbra und in Abhangigkeit der

GefalRkategorie charakterisiert werden.

Als Parameter fiir die Entstehung des VBE wurde die Extravasation eines fluoreszierenden Farbstoffes
mit einem Molekulargewicht von 40 kDa verwendet (Albumin hat etwa 70 kDa). Dieser Farbstoff
(Tetramethylrhodamin, TMRM) kann die BBB nur unter pathophysiologischen Bedingungen
Uberwinden (Reyes-Aldasoro et al. 2008). Nach Trauma wurde den Tieren TMRM intravaskular
verabreicht und unmittelbar anschlieBend wurde das Gewebe mittels 2PM untersucht. Anschliefend
wurde die Extravasation in das Parenchym alle 30 Minuten fiir insgesamt 90 Minuten untersucht. In

der Auswertung mit der Bildanalysesoftware Image J wurde die Fluoreszenzintensitdt im Parenchym
18/29



Dr. med. Susanne Schwarzmaier - Habilitationsschrift

sowie unmittelbar im perivaskuldaren Raum von Arteriolen und Venolen nach Trauma oder

Scheinoperation bestimmt.

Ergebnisse

Diese Studie zeigte, dass es nach experimentellem SHT zu einer deutlichen Zunahme der Extravasation
Gber die BBB im Vergleich zur scheinoperierten Gruppe kommt (, Identification of the Vascular Source
of Vasogenic Brain Edema following Traumatic Brain Injury Using In Vivo 2-Photon Microscopy in Mice”
in J Neurotrauma)(Schwarzmaier, Gallozzi, and Plesnila 2015). Die Extravasation war in der Penumbra
am deutlichsten ausgepragt und in Arteriolen oder Venolen ahnlich stark, jedoch insgesamt weniger
ausgepragt als die Gesamtextravasation. Hieraus ergibt sich, dass das VBE in der akuten Phase vor

allem Uber eine Extravasation aus zerebralen Kapillaren verursacht wird.

4.2. Zeitlicher Verlauf

Hintergrund

Im klinischen Alltag stellt das Hirnddem mit konsekutivem intrakraniellen Hypertonus eine haufige und
wichtige Problematik innerhalb der ersten Tage bis Wochen nach SHT dar (Jha, Kochanek, and Simard
2019). Bislang war jedoch umstritten, welche Form des Odems zu welchem Zeitpunkt nach SHT auftritt
(Unterberg et al. 2004; Jha, Kochanek, and Simard 2019; Donkin and Vink 2010). Dies ist vor allem
deshalb relevant, da sich aufgrund der unterschiedlichen Pathophysiologie unterschiedliche

therapeutische Ansatze ergeben.

Ziel der Studie und Versuchsaufbau:

Die Ausbildung des VBE sollte bis sieben Tage nach experimentellem SHT charakterisiert werden.
Hierflr wurde die Extravasation von TMRM in das Parenchym zu verschiedenen Zeitpunkten, d.h. 4,
24, 48, 72 Stunden und 7 Tage nach Trauma oder 48 Stunden nach Scheinoperation, mittels in vivo 2-

PM untersucht.

Ergebnisse:

Die Studie zeigt, dass sich die Offnung der BBB in zwei Phasen unterteilt (,Longitudinal
Characterization of Blood—Brain Barrier Permeability after Experimental Traumatic Brain Injury by In
Vivo 2-Photon Microscopy” in J Neurotrauma)(Hu et al. 2021). Die erste Phase entsteht innerhalb der
ersten Stunden nach Trauma und ist wahrscheinlich auf akute Schadigungsmechanismen wie
GefdlRzerrungen mit direkter Schadigung der GefdBwand zurlickzufiihren. Die VBE Entstehung

(genauer: die Geschwindigkeit der Extravasation des Fluoreszenzmarkers) ist 24 Stunden nach Trauma,
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zum Zeitpunkt der groBten Auspragung der sekundaren Nekrose-Ausbreitung, zunachst ricklaufig.
Interessanterweise gibt es jedoch eine zweite Phase, die sich ab 48 Stunden nach Trauma ausbildet

und erst sieben Tage nach Trauma ricklaufig ist.

4.3. Diskussion und Bedeutung fiir das wissenschaftliche Feld

Lange Zeit wurde postuliert, dass der strukturelle Hirnschaden nach SHT innerhalb von wenigen
Stunden bis maximal Tagen entsteht und sich anschliefend nicht mehr signifikant verandert. Neue
Studien zeigen jedoch, dass es auch Tage, Wochen und Monate nach Trauma noch zu sekundaren
Schadigungen kommen kann (Steyerberg et al. 2019; Jha, Kochanek, and Simard 2019; Stocchetti and
Maas 2014).

Die hier aufgefiihrten Ergebnisse zeigen, dass die Odementstehung bis sieben Tage nach SHT auftritt,
also noch lange nachdem die sekundare Nekrose-Ausbreitung ihr Maximum erreicht hat. Dies kann zu
weiteren neurologischen Defiziten flihren (sekundéarer Hirnschaden). Durch die zeitliche Verzégerung
kommen Mechanismen infrage, die ebenfalls zeitlich verzogert auftreten. Hierbei sind vor allem
inflammatorische Reaktionen als auslosende Faktoren denkbar, wie beispielsweise eine Aktivierung
intravaskularer Leukozyten oder der residenter Mikroglia, sowie die Effekte von Chemokinen und
Zytokinen, beispielsweise Interleukine (z.B. IL2), Metalloproteinasen (z.B. MMP-9), Bradykinin (B2)
oder Perforin. Auch ein Absterben von Endothelzellen oder Perizyten, entweder aufgrund einer
Minderperfusion oder einer inflammatorischen Reaktion, kommt als Schadigungsmechanismus der
BBB infrage (Jha, Kochanek, and Simard 2019; Lukaszewicz, Soyer, and Payen 2011; Donkin and Vink
2010). Dies eroffnet neue therapeutische Optionen: Einerseits erweitert sich das therapeutische
Fenster flr Interventionen. Andererseits kdnnten mit antiinflammatorischen Therapien erstmals

kausale - nicht nur symptomatische - Behandlungsmaoglichkeiten entwickelt werden.

4.4, Limitationen

Mit der Methode der 2PM kann das VBE detailliert in vivo untersucht werden. Allerdings ist der Fokus
raumlich auf einen kleinen Teil des Gehirns eingeschrankt (ein Untersuchungsfeld misst etwa 425 x
425 x 300 um (Lange x Breite x Tiefe), maximal sind bis zu 500 um Eindringtiefe mit guter Auflosung
moglich. Informationen zu Geschehnissen im gesamten Gehirn waren jedoch wiinschenswert. Zudem
gibt es bislang nur ein 2PM Modell fiir die Untersuchung des VBE und nicht flir das CBE. Auch hier ware
eine detaillierte Charakterisierung in Bezug auf zeitliche und ortliche Ausbreitung sowie eine genauere
Beschreibung der Mechanismen dringend erforderlich, um neue Therapien zu entwickeln.

Entsprechende Methoden werden gerade in der Arbeitsgruppe entwickelt.
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5. Aktueller Stand und Ausblick

Die aufgefiihrten Studien haben wichtige Fragen zur Mikrozirkulation, Inflammation und
Odementstehung beantwortet. Es haben sich jedoch auch neue Fragestellungen ergeben, die in
zuklinftigen Studien untersucht werden konnten. Hierbei werden aktuell vor allem zwei Ansatze
verfolgt: Die Untersuchung der Mechanismen der VBE Entstehung sowie die Charakterisierung des CBE

nach experimentellem SHT.

Ursachen der verzogerten VBE Entstehung

Hierfir kommen vor allem Mechanismen infrage, die sich Uber einen langeren Zeitraum entwickeln
oder prolongiert beziehungsweise chronisch auftreten. Dies sind beispielsweise inflammatorische
Reaktionen, wobei sowohl intravaskuldre wie auch intraparenchymatose Prozesse eine Rolle spielen
kénnen (Jassam et al. 2017; Jha, Kochanek, and Simard 2019; Donkin and Vink 2010; Schwarzmaier and
Plesnila 2014). Wichtige Fragestellung flr zuklinftige Projekte sind demnach die Rolle der
intravaskuldaren und der intraparenchymatdsen Inflammation fir die Entstehung der verzogerten

Phase des VBE.

Charakterisierung des zytotoxischen Odems nach experimentellem SHT

Das zytotoxische Hirnédem wurde bisher nicht in vivo charakterisiert, da dies bislang aufgrund
technischer Limitationen nicht moglich war. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass das CBE sowohl nach
Trauma wie auch in weiteren zerebralen Schadigungen eine relevante Rolle spielt (Donkin and Vink
2010; Jha, Kochanek, and Simard 2019; Unterberg et al. 2004; Marmarou 2003). Aktuell werden zwei
Methoden entwickelt, die eine detaillierte Untersuchung des CBE in vivo ermdglichen. Die erste
Methode basiert auf in vivo 2-Photonenmikroskopie an Mausen, bei deren ein Fluoreszenzmolekl im
Zytosol von Astrozyten exprimiert wird (Kim et al. 2018). Die zweite Methode beruht auf einem neuen
Protokoll fir Magnetresonanztomographie (MRT), welches die Differenzierung von extrazelluldarem
und intrazellulirem Wasser erlaubt (Free Water Diffusion MRI)(Pasternak et al. 2009; Duering et al.
2018). Mit dieser Methode kdnnen CBE und VBE im gesamten Gehirn dargestellt werden. Zudem ist

die Bildgebung nicht-invasiv, sodass die Tiere repetitiv untersucht werden kénnen.
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