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v Abstract

ABSTRACT

Traumatic brain injury is one of the main causes of functional loss in the central nervous
system after injury. These functional deficits are often not permanent but can be par-
tially regained from the brain often surprisingly and partly spontaneously in the first few
weeks after the lesion. A small number of retinal ganglion cells (10-20 %) are sufficient
to spontaneously recover lost functions. It is now necessary to acquire more knowledge
about the role of activating residual neurons in the recovery of vision after partial optic
nerve damage as this is of high clinical relevance. To learn more about this issue, a de-
fined optic nerve crush (ONC) in adult rats was used to analyse the functional recovery
by using behaviour and cell biological methods. First, the in vivo confocal neuroimag-
ing (ICON) was used for the non-invasive visualization of individual retinal ganglion
cells (RGCs), and second an automated test system to study the psychophysics of rat
vision (VIST). By applying these two procedures significant new insights have been
gained regarding neurobiological mechanisms of functional recovery after partial injury
of the visual system:

+ It is possible to use two different fluorescent markers under in vivo conditions in
order to observe retrograde axonal transport in RGCs in living rats. With this design
an effective protocol is in place to observe the temporal pattern of recovery of retro-
grade axonal transport in injured RGCs.

* By ONC the axons of the RGCs are damaged which results in a temporary loss of
axonal transport. The results from the double-labelling studies described here show
that there is an intrinsic repair of damaged axons. The axonal transport in the injured
optic nerve recovered within 2-3 weeks and consequently the visual function, too.
As expected, axotomy did not allow such recovery.

* The in vivo imaging of calcium dynamics in individual RGCs is an important indica-
tion of the function or injury of these cells. Surviving RGCs show a delayed moder-
ate (“compensatory”) calcium activation, which is significantly different from cell
death-associated massive calcium influx, which occurs immediately after the injury.

* The repeated stimulation of the visual system following ONC has a positive effect
on the recovery of vision. It could be observed, that “visual enrichment” produced a
faster recovery of vision in rats compared to rats kept under normal dark/light condi-
tions or rats held in total darkness.

These results show that activating residual neurons is a very important mechanism in
recovery of vision. Through these new findings it is possible to understand the role of
residual neurons much better and it allows new approaches for the development of po-
tential therapies.
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ZUSAMMENFASSUNG

Eine der Hauptursachen fiir funktionelle Verluste des zentralen Nervensystems (ZNS)
nach Verletzung sind Schidel-Hirn-Trauma und Schlaganfall. Eine Verbesserung von
Therapie und Rehabilitation setzt ein grundlegendes Versténdnis der neurobiologischen
Prozesse, die zum Tod von Nervenzellen und damit zur Schidigung des Nervensystems
fithren, voraus. Fiir die Konzeption neuer Therapieverfahren ist die genaue Kenntnis der
posttraumatischen Plastizitdt derjenigen ZNS-Strukturen, die die Schiddigung tberlebt
haben, von Bedeutung. Hierbei ist die Rolle der Aktivierung von Residualstrukturen bei
der ZNS-Reparatur besonders hervorzuheben. Dies ergibt sich aus der Beobachtung,
dass eine geringe Anzahl von Nervenzellen (10-20 %) ausreicht, um zunédchst verlorene
Funktionen durch Spontanerholung zu einem erheblichen Anteil wiederzuerlangen (Sa-
bel, 1997 und 1999b).

Hauptschwerpunkt der vorliegenden Dissertation war daher die Klarung der Bedeutung
dieser residualen Strukturen fiir die Funktionserholung nach partieller Schidigung des
visuellen Systems. Insbesondere galt es zu priifen, in welchem Umfang Training und
Aktivierung tiberlebender Nervenzellen die funktionelle Erholung anregen konnen. Zur
Klarung dieser Fragestellung wurde die kontrollierte Quetschung des Nervus opticus
der adulten Ratte genutzt, um die funktionelle Erholung durch verhaltens- und zellbio-
logische Methoden zu analysieren. Zundchst wurde der axonale Transport vor und nach
partieller Verletzung des Nervus opticus mit Hilfe des In Vivo Confocal Neuroimaging
Verfahrens (ICON) untersucht, und anschlieBend durch Nutzung des automatisierten
Verhaltenstest (VIST) die Psychophysik der Funktionserholung nach partieller Nervus
opticus Lasion dokumentiert. Durch Anwendung dieser beiden Verfahren konnten we-
sentliche neue Erkenntnisse tiber neurobiologische Mechanismen der funktionellen Er-
holung nach partieller Schiadigung des visuellen Systems gewonnen werden:

* Durch die Verwendung von zwei verschiedenen Fluoreszenzmarkern ist die Beo-
bachtung des retrograden axonalen Transports in retinalen Ganglienzellen (RGZ)
unter in vivo Bedingungen moglich. Somit konnte ein geeignetes Untersuchungspro-
tokoll zur Darstellung des retrograden axonalen Transport und der axonalen Regene-
ration in verletzten RGZ etabliert werden.

*  Wichtige Aspekte zur Axonreparatur konnten durch Verwendung dieser Doppel-
markierung von RGZ zur Darstellung des axonalen Transports und der axonalen
Regeneration in tiberlebenden RGZ nach Sehnervquetschung herausgefunden wer-
den. Es zeigte sich, dass sterbende RGZ einen dauerhaft gestorten axonalen Trans-
port nach Sehnervquetschung hatten und zu keinem Zeitpunkt nach Lésion eine Er-
holung stattfand. Im Gegensatz dazu gab es eine Subpopulation von RGZ, die einen
voriibergehend unterbrochenen axonalen Transport nach Lision des Sehnerven hat-
ten, der sich jedoch spéter wieder erholte. Diese Effekte traten in allen drei Lisi-
onsgruppen auf und konnen als Beleg fiir interne Axonreparatur angesehen werden.



VI Zusammenfassung

* Die Sichtbarmachung der Kalziumaktivitit in retinalen Ganglienzellen ist von funk-
tioneller Bedeutung, da physiologische Kalziumaktivitit in intakten Zellen die Folge
von reizabhéngigen Aktionspotentialen ist. In den Retinae unoperierter Kontrolltiere
traten weder Anderungen in der Fluoreszenzintensitit noch in der ZellgroBe auf. Im
Gegensatz dazu ergaben sich nach partieller Verletzung des Sehnervs zum Teil sehr
drastische Anderungen in der Kalziumkonzentration. Die Schidigung von RGZs
fithrte zundchst zu deutlichen Verdnderungen in der Fluoreszenzstirke bevor dann
zusétzlich auch morphologische Verdnderungen eintraten. In Abhéngigkeit vom
Grad der Verletzung konnten unterschiedliche Zelltypen definiert werden. Nach ei-
ner milden Verletzung des Sehnervs (0.2 mm, definiert durch den Abstand der Pin-
zettenspitzen) zeigten 23 % aller markierten RGZ nach einer anfénglichen Abnahme
der Fluoreszenzintensitit eine schnelle Fluoreszenzintensitédtszunahme. Nach Licht-
stimulation konnte in diesen Zellen eine Kalzium-Hyperaktivitit beobachtet werden.
Bei 19 % der RGZ kam es nach moderater Verletzung des Sehnervs (0.1 mm) zu-
néchst zu einer zogerlichen Abnahme der Fluoreszenzintensitét, mit einer anschlie-
Benden Zunahme. Eine Hyperaktivitit konnte in diesen Zellen jedoch nicht beo-
bachtet werden. Des weiteren gab es in beiden Lésionsstirken noch Zellen ohne
Anderungen und absterbende Zellen. Die dargestellten Ergebnisse zeigen, das die in
vivo Darstellung von Kalzium in RGZs ein wichtiger Hinweis auf die Funktionsfé-
higkeit (oder Schadigung) einzelner Zellen ist. Wéhrend iiberlebende RGZ eine ver-
zogerte moderate Kalzium-Aktivierung zeigten, erfolgte in sterbenden Zellen unmit-
telbar nach Verletzung ein Zelltod-assoziierter massiver Kalziumeinstrom.

* Die wiederholte Stimulation des visuellen Systems nach partieller Schadigung des
Sehnervs wirkte sich positiv auf die Regeneration des Sehens aus. So fiihrte ein 2
Stunden andauerndes ,,visual enrichment* zu einer schnelleren Erholung der Sehfé-
higkeit bei Ratten gegeniiber im normalen Hell/Dunkel Rhythmus bzw. in vélliger
Dunkelheit gehaltenen Tieren. Dies stimmt mit der Hypothese iiberein, dass eine vi-
suelle Erfahrung ein entscheidender Faktor fiir die Wiederherstellung der Sehfunkti-
on ist. Es unterstiitzt zudem die Hypothese, dass eine zusétzliche visuelle Stimulie-
rung die Reparatur im geschadigten Gehirn verbessert.

Die hier dargestellten Untersuchungen stehen in direktem Zusammenhang zu klinischen
Fragen der Wirkung von Gesichtsfeldtraining auf die Verbesserung der Sehleistung bei
Patienten mit Sehfeldausfillen nach Schédel-Hirn-Trauma. So konnte in zwei unabhén-
gigen klinischen Studien nachgewiesen werden, dass tigliches Restitutionstraining zu
einer deutlichen Gesichtsfeldvergréferung bei Patienten fiihrt (Kasten & Sabel, 1995;
Kasten et al., 1998). Die durchgefiihrten Studien haben dazu beigetragen, diese klinisch
relevante Neuroplastizitdt des visuellen Systems neurobiologisch zu erkldren, so dass
aus dieser Erkenntnis heraus Ansitze fiir eine Verbesserung des Trainingserfolgs zur
Anwendung kommen koénnen.
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