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1 ZUSAMMENFASSUNG

Bei drohender Friihgeburt steht der Perinatalmedizin mit der pranatalen Glucocorticoid-
Therapie eine Behandlungsoption zur Verfigung, welche die Lungenreifung des Fetus
beschleunigt und so die Mortalitdt der Frihgeburtlichkeit deutlich senken kann.
Glucocorticoide (GC) stellen einen unspezifischen Reifungsstimulus dar, der jedoch nicht nur
die Lunge adressiert, da Glucocorticoid-Rezeptoren (GR) ubiquitdr vorkommen. Die
systemische Gabe beeinflusst somit auch die Reifung anderer Organsysteme, die gerade in
Entwicklung begriffen sind, wie die der HHN-Achse selbst, des vaskularen Systems oder des
Gehirns. So kann eine prdnatale GC-Exposition Uber eine epigenetisch vermittelte
Desensitivierung der in die negative Rickkopplung der HHN-Achse involvierten GR zu einer
zeitlebens verstarkter GC-Ausschittung fiihren und im spateren Leben flir stressassoziierte
Erkrankungen, wie zum Beispiel vaskuldre oder neuropsychiatrische Erkrankungen,
pradisponieren. Hierzu kdnnen unter anderem GC-vermittelte Effekte auf die Reifung des

vaskuldren Systems oder des Gehirns beitragen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese gepriift, ob eine pranatale
Glucocorticoidgabe im Mausmodell depressives Verhalten beglinstigt und ob die Intervention
zu grofleren Schlaganfdllen im adulten Nagergehirn sowie zu einem schlechteren
funktionellen Outcome fihrt. Zudem wurde untersucht, ob diese Parameter von der Aktivitat
der HHN-Achse und vom Geschlecht der Tiere abhangen. Hierzu wurden 15 weibliche und 10
mannliche Mause der Rasse C57/Bl6 an den Tagen E16 und E17 (Geburt an E21) pranatal mit
Dexamethason in der zur Lungenreifungsinduktion verwendeten Dosierung von je 0,17 mg pro
kg Korpergewicht (entspricht 12 mg fiir eine 70 kg schwere Schwangere) behandelt. Da die
HHN-Achse von Mausen als unreif geborene Spezies auch noch postnatal reift und somit ein
Stressreiz nach der Geburt ebenfalls einen potenziell programmierenden Effekt auf die
Stressachse hat, wurde bei weiteren 13 weiblichen und 10 mannlichen Tieren die
Mutterseparation an den postnatalen Tagen vier bis 14 als perinataler Stressor angewendet.
Im Alter von sechs Monaten durchliefen alle Tiere ein einheitliches Protokoll, bei dem die
Antwort der HHN-Achse auf einen zwanzigminitigen Restrainer-Stress untersucht und
depressives Verhalten mit einem Schwanzhalteversuch quantifiziert wurden. AnschlieBend
wurde durch eine dreiBigminltige Okklusion der A. cerebri media (MCAO) eine zerebrale
Ischamie induziert. Sieben Tage nach MCAO wurde das funktionelle Schlaganfalloutcome mit

dem Test nach Bederson und dem Gridwalk-Test beurteilt. Zudem wurde die InfarktgroRe
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volumetrisch mittels der Kresylviolettfarbung bestimmt. Das immunhistochemische Anfarben
der Proteine des Mikrotubli-assoziierten Proteins 2 (MAP2) und des sauren Gliafaserproteins
(GFAP) erlaubte Aussagen Uber die GroRe der Penumbra und der Gliosezone im Bereich des

Infarktes.

Nach pranataler GC-Gabe zeigten sowohl die mannlichen als auch die weiblichen Tiere im Alter
von sechs Monaten ein signifikant starker ausgepragtes depressives Verhalten. In Folge der
postnatalen Mutterseparation wiesen nur die Mannchen ein depressiveres Verhalten auf. Ein
vermutlich zu Grunde liegender Pathomechanismus, die Hyperaktivitat der Stressachse, liel3
sich sowohl nach pranataler GC-Gabe als auch nach Mutterseparation nur fiir die weiblichen
Tiere nachweisen. Dies lasst auf eine komplexe Genese der depressiven Stoérung schliellen, die
Uber eine alleinige Erklarung einer hyperresponsiven Stressachse hinausgeht. Nach MCAO
zeigten die Mannchen und die Weibchen in Folge einer pranataler GC-Gabe groflere
Infarktareale in der MAP2-Farbung und ein schlechteres funktionelles Schlaganfall-Outcome.
Da fiir die Mannchen keine Fehlregulation der HHN-Achse nachgewiesen werden konnte,
scheinen weitere Mechanismen wie die Programmierung eines erhohten zerebralen
Vasotonus mit verminderter gegenregulatorischer zerebraler Vasodilatation nach MCAO
ursachlich zu sein. Nach postnataler Mutterseparation zeigte sich bei beiden Geschlechtern
kein Effekt auf die InfarktgroRe und das Schlaganfall-Outcome. Dies konnte darauf
zurlickzufiihren sein, dass der Stressreiz entweder nicht stark genug war oder dass die
Mutterseparation zu einem Zeitpunkt einwirkte, an dem das GefaBsystem nicht vulnerabel fiir

diesen Stressreiz war.

Mit dem vorliegenden tierexperimentellen Versuch wurde gezeigt, dass eine pranatale
Exposition zu synthetischen GC, selbst wenn sie nur von kurzer Dauer ist, geschlechtsabhangig
die Programmierung einer Giberschielenden Stressantwort und depressiven Verhaltens sowie
ein verschlechtertes Schlaganfall-Outcome zur Folge haben kann. Die Gabe synthetischer GC
zur Lungenreifeinduktion sollte in Kenntnis dieser lebenslangen extrapulmonalen Effekte -
trotz seiner groRen klinischen Bedeutung in der Behandlung Friihgeborener - weiterhin mit
einer engen Indikationsstellung angewandt werden, solange keine weiterfliihrenden Studien

hinsichtlich der Langzeitwirkungen beim Menschen vorliegen.



2 EINLEITUNG

2.1 Die pranatale Glucocorticoid-Therapie und ihre klinische Bedeutung

In Deutschland wurden im Jahr 2015 etwa 64.000 Kinder vor Ablauf der 37.
Schwangerschaftswoche geboren (AQUA 2016). Dies entspricht einer Frihgeburtsrate von 8,9
%. Die Morbiditat von Frihgeborenen ist gepragt vom Atemnotsyndrom und seinen
Komplikationen (AQUA 2016). Mit der pranatalen Gabe von GC, welche die Reifung der Lunge
fordern, sodass die Atmung ermoglicht wird, verfligt die Perinatalmedizin Uber ein
wirkungsvolles Instrument, die Inzidenz und die Schwere jener Erkrankung abzumildern
(Liggins und Howie 1972, Schmidt et al. 2011). Es fand Mitte der 1990er Jahre Eingang in die
klinische Praxis, indem die amerikanischen National Institutes of Health (NIH) die pranatale

Anwendung von GC empfahlen (NIH 1995, Crowley 1995).

Die aktuellen Leitlinien sehen bei drohender Frithgeburt fiir Frauen zwischen der 24. und 34.
Schwangerschaftswoche eine einmalige Gabe von Betamethason (BM; 2x 12mg an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen) oder Dexamethason [DM; 4x 6mg alle 12 Stunden, (American
College of und Gynecologists Committee on Obstetric 2008, Sweet et al. 2007, DGGG 2008)]
vor. Die Behandlung kann neben Vorteilen in Bezug auf das Uberleben des Friihgeborenen
langfristig auch unglinstige Folgen auf den Organismus haben, da die pranatale GC-Therapie
einen pranatalen Stressreiz darstellt, flir den der Fetus hinsichtlich seiner Entwicklung

vulnerabel ist.

2.2 Fetale Programmierung

Pranataler Stress kann dazu fihren, dass der fetale Organismus Veranderungen erfahrt, die
Entwicklung der Struktur und Funktion unterschiedlichster Organe langfristig beeinflussen
(Cottrell und Seckl 2009). Dieser Prozess wird als fetale Programmierung bezeichnet (Cottrell
und Seckl 2009, Schwab 2009). Die wichtigsten prdnatalen Stressreize sind neben einer
pranatalen GC-Therapie miitterlicher psychologischer Stress wahrend der Schwangerschaft
und eine Mangelversorgung des Fetus. Aus evolutionsbiologischer Sicht sind
Anpassungsvorgdnge an intrauterin erlebte Umweltbedingungen sinnvoll, da sie dem
Organismus zum Beispiel in einer stressreichen Umgebung einen Uberlebensvorteil in Form
erhohter Wachsamkeit verschaffen oder bei vorherrschender Nahrungsmittelknappheit in
Form eines angepassten Stoffwechsels eine optimale Nahrstoffausbeute ermdéglichen (Glover

2011, Gluckman et al. 2005a). Bleiben die erwarteten Lebensumstdande nach der Geburt



jedoch aus oder besteht am Beispiel einer fetalen Mangelversorgung postnatal gar ein
Uberangebot an Nihrstoffen, kann eine solche Anpassung an pridnatal Stress zu einer
erhohten Pradisposition flr Krankheiten im spateren Leben fiihren, deren Spektrum von
psychiatrischen Auffilligkeiten wie Verhaltensstorungen und Depression bis hin zu
kardiovaskuldren Erkrankungen reicht (Cottrell und Seckl 2009). Dies konnte anhand einer
Vielzahl epidemiologischer Studien gezeigt werden (Louey und Thornburg 2005, Lupien et al.
2009, Barker 1998). Die genannten Krankheitsbilder stellen am Beispiel des Schlaganfalls und
der Depression aufgrund lhrer hohen Pradvalenz und des resultierenden Behandlungs-
aufwandes wichtige gesamtgesellschaftliche Herausforderungen unserer Zeit dar. Da sie im
Laufe des Lebens haufig erst nach der Reproduktionsphase phanotypisch manifest werden,
sind sie aus evolutionsbiologischer Sicht im Hinblick auf die Selektion nicht ausschlaggebend
(Schwab 2009). Das bedeutet, dass die transgenerationale Weitergabe einer erhohten
Pradisposition fiir Schlaganfall und Depression durch Evolutionsmechanismen nicht
verhindert wird. In der Pathogenese beider Erkrankungen spielt die fetale Programmierung
der HHN-Achse und des GefaRsystems durch pra-, aber auch durch friihe postnatale

Stressreize eine entscheidende Rolle.

2.3 Der Einfluss von perinatalem Stress und synthetischen Glucocorticoiden
auf die Entwicklung der Stressachse

2.3.1 Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse

Bevor im weiteren Verlauf auf die Beeinflussung der Aktivitdt der HHN-Achse im spéateren
Leben durch pranatalen Stress und die Applikation synthetischer GC (sGC) und deren
sekunddre Effekte eingegangen wird, soll zunachst grundlegend der Aufbau und die

Funktionsweise der Stressachse erlautert werden.

Neben der basalen Aktivitat der HHN-Achse, welche einer zirkadianen Rhythmik unterliegt
und unter anderem an der Regulation des Schlaf-Wachrhythmus beteiligt ist, wird die HHN-
Achse vor allem in Stresssituationen aktiviert (De Kloet et al. 1998). Das pulsatil freigesetzte
Corticotropin-Releasing Hormons (CRH) gelangt Uber den hypothalamisch-hypophysaren
Pfortaderkreislauf zur Hirnanhangsdriise und stimuliert dort basophile Zellen des
Hypophysenvorderlappens zur Produktion des adrenocorticotropen Hormons (ACTH). Ein
ACTH-Anstieg im systemischen Blutkreislauf bewirkt in der Nebennierenrinde wiederum die

Sekretion von Cortisol (Munck et al. 1984). Dieses wirkt auf den Ebenen von Hypophyse und



Hypothalamus seiner eigenen Neubildung entgegen, wodurch die Stressreaktion limitiert wird

(Aguilera 2011). Dieser Vorgang wird als negative Riickkopplung der Hormonachse bezeichnet.

Es lassen sich verschiedene Typen von Steroidrezeptoren nachweisen, Uber die das
speziesspezifische Effektorhormon der HHN-Achse [Cortisol beim Menschen, Corticosteron
(CORT) beim Nager; im Folgenden synonym verwendet] wirkt. Man unterscheidet
Mineralocorticoid- und GC-Rezeptoren (MR und GR). Wahrend GR im Gehirn ubiquitar
exprimiert werden, kommen MR innerhalb des Gehirns vor allem im Hypothalamus sowie in
Strukturen des limbischen Systems vor, insbesondere im Hippocampus (Reul und de Kloet
1985). Im Vergleich zu GR haben MR eine groRere Affinitdat zu CORT und zeigen bereits bei
hohen physiologischen Konzentrationen einen Sattigungseffekt (De Kloet et al. 1998). Dies
spricht dafiir, dass der MR die basale Aktivitat der HHN-Achse in Abwesenheit von Stressreizen
vermittelt (De Kloet et al. 1998). Im Rahmen einer Stressreaktion und bei
supraphysiologischen GC-Konzentrationen, wie einer pharmakologischen Gabe, bindet CORT
primar an GR (Veldhuis et al. 1982, de Kloet et al. 1987). GR sind in den negativen Feedback-
Mechanismus der HHN-Achse involviert (Dallman et al. 1992). Dariber hinaus beeinflussen
GC Uber den GR die Hirnfunktion. So fiihren langerfristig erhohte CORT-Konzentrationen zu
einer Verminderung der Erregbarkeit von Neuronen im Hippocampus, scheinen jedoch auch
eine Rolle bei Lernvorgdngen zu spielen (Oitzl et al. 1998, Joels et al. 2006, De Kloet et al.

1998).

Ist der beschriebene Regelkreis wahrend seiner Reifung intrauterinen sGC oder hohen CORT-
Spiegeln in Folge pranatalen Stresses ausgesetzt, so kann dies zu einer lebenslangen Stérung

in der Regulation der Stressantwort flihren, wie im folgenden Kapitel erlautert werden soll.

2.3.2 Die Programmierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-
Achse durch perinatalen Stress und synthetische Glucocorticoide
Pranataler Stress ist im Stande, den negativen Feedback-Mechanismus der HHN-Achse im
spateren Leben zu storen (Ladd et al. 2004). Ein relevanter Stressor ist wie schon beschrieben
psychologischer Stress der Mutter. So konnte bei jungen adulten Nachkommen gesunder
Mutter, die wahrend der Schwangerschaft einschneidende Lebensereignisse (Tod eines
Angehdorigen, Scheidung, Autounfall) erfahren hatten, nach Durchlaufen einer
standardisierten Stresssituation (Trier Social Stress Test) eine GiberschieBende CORT-Antwort

nachgewiesen werden (Entringer et al. 2009). Auch flihrte pranataler Stress und vermehrte



Angstlichkeit der Mutter zu einem gestdrten Verhalten der Kinder in der Adoleszenz im Sinne
einer erhohten Pravalenz von Aufmerksamkeit-Defizit-Hyperaktivitat-Syndrom und
Depression und war assoziiert mit einem abgeflachten CORT-Tagesprofil (Van den Bergh et al.
2008). In Kenntnis der Tatsache, dass Stress bei Einwirkung wahrend der Schwangerschaft zu
einer nachhaltigen Storung des Feedback-Mechanismus der HHN-Achse fihren kann, soll als
nachstes darauf eingegangen werden, wie dieser von der Mutter auf den Fetus Ubertragen

wird.

Da die fetale HHN-Achse beim Menschen bis in die spate Schwangerschaft hinein reift und die
Aktivitat der Stressachse des Fetus erst etwa eine Woche vor der Geburt in nennenswertem
MaRe ansteigt, reagiert er besonders empfindlich auf mitterliche Stresshormone (Kapoor et
al. 2006). Man geht in diesem Zusammenhang davon aus, dass mitterliches CORT Uber die
Plazenta Zugang zum fetalen Kreislauf hat (Gitau et al. 2001). Zwar existiert mit dem Enzym
11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 2 (11B-HSD2) eine Barriere zwischen maternalem
und fetalem Blutkreislauf, die mitterliches CORT beim Ubertritt in den fetalen Kreislauf zu
Uber 90% inaktiviert (Beitins et al. 1973, Dormer und France 1973, Murphy 1977, Sun et al.
1999). Bei hohen CORT-Konzentrationen zeigt das Enzym jedoch einen Sattigungseffekt,
wodurch in diesem Fall Gberproportional viel CORT in den fetalen Kreislauf (ibergeht (Staud et
al. 2006). Potenzierend wirkt, dass pranataler Stress die Expression der 113-HSD2 vermindern
und so auch auf diesem Weg zu hoheren fetalen CORT-Spiegeln flihren kann (Langley-Evans
et al. 1996, Lesage et al. 2001, Bertram et al. 2001, Togher et al. 2014). Die Aktivitat des
Enzyms unterliegt zudem physiologischen Schwankungen im Verlauf der Schwangerschaft. Es
konnte gezeigt werden, dass die 11B-HSD2 beim Menschen zwischen der 19. und 26.
Schwangerschaftswoche (in der Endphase der Neurogenese) in ihrer Aktivitdt vermindert ist,
wohingegen der Umsatz des Enzyms spater wieder zunimmt (Seckl und Meaney 2004). Dies
geht mit der Erkenntnis konform, dass Stressreize eine umso grofRere Wirkung auf das

Verhalten haben, je friiher sie in der Schwangerschaft einwirken (Van den Bergh et al. 2008).

Wahrend korpereigene GC durch die plazentare 11B-HSD2 inaktiviert werden, stellen sGC wie
DM und BM hingegen keine geeigneten Substrate flr das Enzym dar und treten ungehindert
in den fetalen Kreislauf Gber (Brown et al. 1996). Dies wird im Rahmen der prdanatalen GC-
Therapie in der spaten Schwangerschaft mit dem Ziel der Férderung der Lungenreifung durch
sGC genutzt, birgt aber im Hinblick auf die Programmierung der HHN-Achse Nachteile. Nicht

nur die fehlende Inaktivierung durch die Plazenta spielt bei der Wirkung von DM und BM auf
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den fetalen Organismus eine Rolle. Sie besitzen im Vergleich zu CORT auch eine vielfach
hohere Affinitat fir den GR, sind jedoch nur ein schlechter Ligand fiir MR (Kapoor et al. 2006).
Eine tagliche pranatale Applikation von DM (0,1 mg/kg Korpergewicht) im letzten
Schwangerschaftsdrittel war im Stande, bei Ratten die Expression von GR im Hippocampus bis
ins Alter von sechs Monaten hinein herunter zu regulieren (Levitt et al. 1996, Welberg et al.

2001).

Auf molekularer Ebene lassen sich zwei Mechanismen ausmachen, mittels derer GC eine
solche Programmierung der HHN-Achse bewirken (Fowden et al. 2016). Zum einen initiieren
Liganden bei Bindung an den GR, welcher als Transkriptionsfaktor hormonrezeptive
Abschnitte der DNA adressiert, die Genexpression von sich in Reifestadien befindlichen
Organen oder Zellpopulationen (Harris und Seckl 2011, Fowden et al. 2016). Diese diskreten
Veranderungen kdnnen Auswirkungen auf den Stoffwechsel von Zellen haben zum Beispiel in
Form von zeitlebens vermehrtem oxidativen Stress (Fowden et al. 2016). Zum anderen wird
fetale Programmierung durch pranatalen Stress liber epigenetische Veranderungen vermittelt
(Fowden et al. 2016). Die vermehrte Methylierung des GR-Promoters NR3C1 bewirkt demnach
eine dauerhaft verminderte Expression des Rezeptors im spateren Leben und bietet damit
eine mogliche Erklarung fiir die fetale Programmierung einer desensitivierten Stressachse und
damit fiir zeitlebens erhohte CORT-Spiegel, da - wie in Kapitel 2.3 beschrieben - der GR fiir den
negativen Feedback-Mechanismus der HHN-Achse wichtig ist (Oberlander et al. 2008, Palma-
Gudiel et al. 2015). Dies konnte an Neugeborenen von Mittern mit starkem psychosozialen
Stress in Form von traumatischen Kriegserlebnissen und an Nachkommen zum Zeitpunkt der
Schwangerschaft depressiver Frauen aufgezeigt werden (Kertes et al. 2016, Mulligan et al.
2012, Oberlander et al. 2008). Doch nicht nur supraphysiologische CORT-Konzentrationen,
sondern auch eine pranatale GC-Therapie hat epigenetische Veranderungen zur Folge. So
wurden im Nagermodell nach einer pranatalen Behandlung mit BM im letzten Trimenon im
Hippocampus Veranderungen in Form von Hypermethylierung und -Acetylierung einer
Vielzahl an GR-Promotern nachgewiesen, woraus die Autoren ableiteten, dass die
programmierende Wirkung sGC maRgeblich epigenetisch vermittelt wird (Crudo et al. 2013a,

Crudo et al. 2013b).

2.3.3 Vulnerable Phasen fiir eine perinatale Programmierung
Das Zeitfenster, in dem perinatale Stressreize einen programmierenden Effekt in der

erlauterten Form haben, ist zwischen verschiedenen Spezies sehr variabel (Seckl 2004, Talge
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et al. 2007). Im Nagermodell scheint es in Bezug auf die Entwicklung der HHN-Achse im letzten
Drittel der Schwangerschaft zu liegen (Darnaudery und Maccari 2008, Muneoka et al. 1997,
Shoener et al. 2006, Morley-Fletcher et al. 2003). Beim Menschen ist der Effekt von
pranatalem Stress auf die Entwicklung der HHN-Achse wahrscheinlich in einer friihen Phase
der Schwangerschaft hoher (Weinstock 2008). Die unterschiedlichen vulnerablen Zeitfenster,
welche zwischen Nagern und Sdaugern ermittelt wurden, sind dabei entscheidend auf den
Reifegrad des Neugeborenen zurlickzufiihren (Seckl 2004). Wahrend beim Menschen die
Reifung der HHN-Achse mit der Geburt nahezu abgeschlossen ist, entwickelt sich diese
beispielsweise bei Mausen in entscheidendem MaRe auch noch postnatal, indem die
Expression von GR im Hippocampus in den ersten beiden Wochen nach der Geburt deutlich
zunimmt (Dobbing und Sands 1979, Noorlander et al. 2006, Schmidt et al. 2003). Auch findet
sich bei Mausen und Ratten in den ersten beiden postnatalen Wochen eine Phase, in der ein
duBerer Stressreiz eine (im Vergleich zum spateren Leben) schwachere Aktivierung der HHN-
Achse zur Folge hatte (Levine 1994, Schmidt et al. 2003). Diese wird auch Stress-
hyporesponsive Periode (SHRP) genannt und kennzeichnet sich neben einer verminderten
CORT-Antwort auf kurzzeitigen Stress durch niedrige CORT-Basalspiegel aus (de Kloet et al.
2005b). Die Hyporesponsivitdat der HHN-Achse wird dabei maligeblich durch einen
voriibergehend verstarkten Feedback-Mechanismus der GR wahrscheinlich auf der Ebene der
Hypophyse vermittelt (Cole et al. 1993, Schmidt et al. 2005, de Kloet et al. 2005a). Die dadurch
wahrend der ersten beiden Lebenswochen niedrigen CORT-Spiegel sollen eine stérungsfreie
Entwicklung insbesondere GC-sensitiver Hirnregionen wie des Hippocampus gewahrleisten
(Lajud et al. 2012, Sapolsky und Meaney 1986). Eine Isolation von der Mutter in dieser Phase
der Entwicklung der Jungtiere bewirkte bei Ratten im Alter von 2 Monaten jedoch eine
verstarkte Aktivitdt der HHN-Achse sowohl in Ruhe als auch in Antwort auf Stress (Biagini et
al. 1998). Eine Uberaktivitit der Stressachse nach voriibergehender Separation von der
Mutter wahrend der Stress-hyporesponsiven Phase konnte auch noch bei zwei bis drei
Monate alten Ratten nachgewiesen werden und war bei diesen mit einer verminderten GR-

Dichte vergesellschaftet (Aisa et al. 2008).

Nachdem unter anderem mogliche Mechanismen erldutert wurden, mit denen pranataler
Stress — aber im Nagermodell auch die Separation der Nachkommen vom Muttertier in einer

friihen postnatalen Phase — eine in ihrer Funktion zeitlebens gestorte HHN-Achse



programmieren kann, soll im Folgenden auf sekunddre Folgen dieser Fehlregulation

eingegangen werden.

2.4 Der Einfluss von perinatalem Stress und synthetischen Glucocorticoiden

auf das Verhalten
Dauerhafte erhohte CORT-Spiegel sind mit einer Reihe von psychiatrischen Erkrankungen
assoziiert und umgekehrt finden sich insbesondere beim Krankheitsbild der Depression
Hinweise fir eine fehlregulierte Stressachse. So zeigten sich bei depressiven Patienten
erhohte Basalwerte fir CORT, eine insuffiziente Suppression der Hormonachse im DM-
Hemmtest (Carroll et al. 1976b, Carroll et al. 1976a, Carroll et al. 1980) sowie eine gesteigerte
CRH-Produktion (Lopez-Duran et al. 2009, Owens und Nemeroff 1991). CORT hemmt
Serotonin und fihrt moéglicherweise so zu depressiven Symptomen (Maletic et al. 2007). Diese
These wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass die Applikation von CRH im Nagermodell zu
vermehrtem depressiven Verhalten fiihrte, wohingegen CRH-Antagonisten im Tierversuch
antidepressiv und anxiolytisch wirkten (Owens und Nemeroff 1999, Holsboer und Ising 2008).

Diese Substanzklasse konnte damit kiinftig Eingang in die Therapie der Depression finden.

Die Gabe von selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmern hat reziprok Effekte auf
Komponenten der HHN-Achse. Sertralin bewirkte im Nagermodell eine gesteigerte
Neurogenese im Hippocampus, indem es bei langerfristiger Anwendung (>2 Wochen) die
Transkription GR-vermittelter Gene initiierte (Anacker et al. 2011a, Anacker et al. 2011b).
Dariliber hinaus fuhrte das derselben Stoffklasse zuzuordnende Medikament Sertralin zu einer
Normalisierung der im Modell einer Depression erhéhten hippocampalen CRH-Konzentration

bei der Ratte (Fernandez Macedo et al. 2013).

In Ubereinstimmung mit der beschriebenen Assoziation von erhdhten CORT-Spiegeln mit
depressivem Verhalten bei depressiven Patienten scheint pranataler Stress, welcher eine
verminderte negative Rickkopplung der HHN-Achse zur Folge haben kann (siehe Kapitel
2.3.2), beim Menschen fir affektive Erkrankungen im spateren Leben zu pradisponieren
(Kapoor et al. 2008). Dies konnte an Jugendlichen, deren Miuitter wahrend der
Schwangerschaft unter vermehrter Angstlichkeit litten, in Form einer erhéhten Prévalenz von
Depressionen gezeigt werden (Van den Bergh et al. 2008). Auch Nachkommen von Mittern,
die in der Schwangerschaft Opfer eines Erdbebens waren (Watson et al. 1999), den Tod eines

nahen Angehorigen verkraften mussten (Khashan et al. 2011) oder unter Hunger litten (Brown



et al. 2000), entwickelten als Jugendliche und junge Erwachsene signifikant haufiger eine
depressive Erkrankung. Die fetale Programmierung der affektiven Stérung war in den
genannten Studien Ubereinstimmend beim mannlichen Geschlecht starker ausgepragt, wobei
die Griinde hierflir noch weitgehend unklar sind (Khashan et al. 2011, Brown et al. 2000). Auch
im  Rattenmodell vermochte psychologischer Stress der Mutter depressive
Verhaltensdanderungen bei den zwei Monate alten Nachkommen auszuldsen (Abe et al. 2007).
Wahrend beim Menschen eine erhdhte Vulnerabilitat fur affektive Storungen in Folge einer
pranatalen GC-Therapie in prospektiven Studien noch nicht belegt ist, konnte bei drei Monate
alten Ratten ein solcher Effekt der pranatalen Gabe von Dexamethason in Form eines

vermehrt depressiven Verhaltens hingegen nachgewiesen werden (Roque et al. 2011).

Als Erklarung konnte herangezogen werden, dass in mehreren Versuchen an Nagern eine
pranatale GC-Therapie bei den entsprechenden Nachkommen eine verminderte synaptische
Konzentration von Serotonin und Noradrenalin in Neuronen des Hippocampus und des
Hypothalamus nach sich zog und moglicherweise auf diese Weise fiir depressives Verhalten
vermittelt (Muneoka et al. 1997, Peters 1982). Im Nagermodell konnte dariiber hinaus gezeigt
werden, dass pranatale Stressreize, zum Beispiel Immobilitdtsstress der Mutter in der spaten
Schwangerschaft, zu einer Degeneration des Hippocampus fiihren kénnen (Belnoue et al.
2013, Gobinath et al. 2014, Rayen et al. 2011). Eine Atrophie dieser Hirnstruktur ist wiederum
mit affektiven Storungen assoziiert (Sheline et al. 1996). So fanden sich bei depressiven
Patienten strukturelle Veranderungen wie eine Reduktion der Dichte von Neuronen im
Hippocampus, welche auch magnetresonanztomographisch in Form einer hippocampalen

Volumenminderung nachweisbar waren (Palazidou 2012, Videbech und Ravnkilde 2004).

2.5 Der Einfluss von perinatalem Stress und synthetischen Glucocorticoiden

auf die Immunantwort
Bei einer Hirnldsion nach einem ischamischen Schlaganfall spielt aus pathophysiologischer
Sicht neben dem nekrotischen Zelltod, welcher Folge einer akuten und andauernden
Perfusionsstérung ist, insbesondere die Schadigung durch Apoptose in dem Infarktkern
angrenzenden Gewebeanteilen, vor allem in der Penumbra, eine wichtige Rolle. Diese
sekunddre Lasion ist wesentlich durch eine inflammatorische Antwort auf die
Durchblutungsstorung vermittelt (Dirnagl et al. 1999). Die Hypoxie und der Anstieg von freien

Radikalen im Gewebe fiihren zur Expression von proinflammatorischen Genen, welche die
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Bildung von Entziindungsmediatoren wie Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa) und Interleukin 1 8
(IL-1B8) in Neuronen und Mikroglia induzieren (Wang et al. 2007). Diese regen die
Einwanderung von Neutrophilen, Makrophagen und Monozyten an (Dirnagl et al. 1999). Nach
der ersten, rein ischamischen Gewebsldsion folgt demnach eine zweite, entziindlich
vermittelte Schadigung. Deren zeitliche und rdaumliche Begrenzung wird mafigeblich durch die
Ausschittung von CORT vermittelt. So fuhrt II-1B zur Sekretion von CRH im Hypothalamus
(Sapolsky et al. 2000). Die damit aktivierte HHN-Achse schiittet letztlich CORT aus, was
wiederum zu einer Verminderung von Synthese und Wirksamkeit proinflammatorischer
Zytokine fiihrt (Sapolsky et al. 2000). Dies spricht fiir eine enge Verwobenheit von Stressachse
und Immunsystem. Es lasst sich ableiten, dass pranataler Stress liber eine Fehlregulation der
Stressantwort einen (sekundaren) Einfluss auf die Entzlindungsreaktion haben kénnte. So
hatte im Rattenmodell pranataler Immobilitdtsstress in der letzten Woche der
Schwangerschaft eine stdrkere Entziindungsreaktion nach Gabe des Endotoxins
Lipopolysaccharid sowie eine starkere Sekretion proinflammatorischer Zytokine zur Folge.
Vorstellbar ist, dass eine durch pranatale Programmierung einer hyperresponsiven HHN-
Achse modulierte inflammatorische Antwort vor allem in der Penumbra die sekundaren
Schaden verursacht und dadurch die Entziindungsreaktion und damit einhergehenden,
sekundaren Gewebsschaden nach zerebraler Ischamie verstarken kann (Ouyang 2013, Craft

und Devries 2009, Lindsberg und Grau 2003, Lakhan et al. 2009).

Die pranatale Programmierung einer desensitivierten HHN-Achse scheint jedoch nicht nur in
Bezug auf die dadurch veranderte Entziindungsreaktion negative Folgen im Hinblick auf eine
zerebrale Ischamie zu haben. Es gibt dariber hinaus Hinweise darauf, dass auch eine durch
pranatalen Stress verdnderte GefalRfunktion die Vulnerabilitdt fir kardiovaskulare

Erkrankungen beeinflussen kdnnte.

2.6 Der Einfluss von perinatalem Stress und synthetischen Glucocorticoiden

auf die GefaRfunktion

Pranataler Stress kann die Funktion des kardiovaskuldaren Systems (iber eine veranderte
Aktivitat der HHN-Achse beeinflussen. Eine Stressreaktion, zum Beispiel im Rahmen einer
zerebralen Ischamie, geht physiologisch kurzfristig stets mit einer Vasokonstriktion und einem
erhohten systemischen Blutdruck einher, was die Bedeutung einer Aktivierung der

Stressachse in der Regulation des Blutdrucks unterstreicht. Die (anhaltende) arterielle
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Hypertonie ist wiederum einer der wichtigsten Risikofaktoren fiir ischamische Schlaganfalle
(Meschia et al. 2014). Zwar scheint eine hyperresponsive Stressachse in Folge von pranatalem
Stress die Entwicklung einer Hypertonie zu beglnstigen und somit die Vulnerabilitat fir
kardiovaskulare Ereignisse zu erhdhen (Craft und Devries 2009). Der programmierende Effekt
von pranatalem Stress auf den postnatalen Blutdruck ist jedoch nicht Gbereinstimmend
belegt. Fand sich einerseits im Rahmen einer prospektiven Studie nach pranataler BM-Gabe
bei 30-jahrigen Probanden keine Abweichung in Bezug auf den Blutdruck (Dalziel et al. 2005),
so konnte andererseits bei Jugendlichen, die wegen drohender Frihgeburt ebenfalls eine
pranatale Therapie mit BM zur Lungenreifung erhalten hatten, im Alter von 14 Jahren ein

erhohter Blutdruck konstatiert werden (Doyle et al. 2000).

Im Nagerversuch fand sich bei vier Monate alten Ratten ebenfalls ein erhéhter Blutdruck in
Folge pranatalen Stress [Immobilitatsstress der Mutter in der letzten Schwangerschaftswoche
(Igosheva et al. 2007)]. Diese Beobachtung bestatigt sich im Modell des fetalen Schafs, bei
dem die Stressachse analog zum Menschen im letzten Trimenon reift und das sich deshalb als
Modell fur die menschliche fetale Entwicklung eignet. Die prdnatale Gabe von DM in der
frihen Schwangerschaft (Zeitpunkt 0.2 Gestation) hatte einen erhéhten Blutdruck bei den vier
Monate alten Nachkommen zur Folge (Dodic et al. 1998). Der Effekt war bei den Tieren auch
noch im Alter von sieben Jahren nachweisbar (Dodic et al. 2002b). Da zu diesem Zeitpunkt
jedoch keine veranderte Expression von MR und GR in Hypothalamus und Hippocampus
nachweisbar war, hielten die Autoren eine Fehlregulation der HHN-Achse als Ursache fir die
Programmierung der Hypertonie fiir unwahrscheinlich und zogen eine Modulation des

vegetativen Nervensystems in Betracht (Dodic et al. 2002a).

Die Aktivierung des Sympathikus flihrt physiologisch zu einer Erhéhung des peripheren
GefaRBwiderstandes und tragt somit zur Blutdruckregulation bei. Pranataler Stress kann eine
Steigerung des Sympathikotonus zur Folge haben und so fiir eine arterielle Hypertonie
pradisponieren (Alexander et al. 2015, Young 2002). Anhaltender Bluthochdruck war auch in
klinischen Studien mit einer verstarkten Aktivierung des sympathischen Nervensystems

assoziiert (Dogru et al. 2010).

Neben einem erhohten Vasotonus durch die vermehrte Aktivierung der HHN-Achse und des
Sympathikus kann auch die Aktivitdit wichtiger Vasomediatoren durch pranatale
Programmierung moduliert werden (Anwar et al. 2016). Die Dysbalance zwischen
gefdaBerweiternden und -verengenden Botenstoffen wird auch als endotheliale Dysfunktion
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bezeichnet. Wesentliche Vasokonstriktoren, die einer pranatalen Programmierung
unterliegen kénnen, sind beispielsweise Thromboxan A; (TX) und Endothelin 1 (ET 1). So hat
die DM-Gabe in der spaten Schwangerschaft im Schafmodell bei den fliinf Monate alten
Nachkommen eine Erhéhung der Sensitivitat auf ET 1 und damit einen gréBeren peripheren
GefaBwiderstand zur Folge (Molnar et al. 2003). Im Gegensatz hierzu war ebenfalls im
Schafmodell nach einer DM-Gabe in der frilhen Schwangerschaft eine verstarkte
vasokonstriktorische Antwort auf TX vor allem in den KoronargefdaBen und den Karotiden
nachweisbar (Roghair et al. 2005a, Roghair et al. 2005b). Den gefdRverengenden Mediatoren
gegenibergestellt gilt Stickstoffmonoxid (NO) als der bedeutendste Vasodilatator des
Endothels. Auch seine Funktion kann von pranataler Programmierung adressiert werden. So
vermindern pranatal applizierte sGC Uber eine Herunterregulierung der Expression des
Enzyms endogene NO-Synthase zeitlebens die Bioverfligbarkeit von NO und flihren damit zu
einer eingeschrankten Vasodilatation, was einen erhéhten GefaRtonus zur Folge hat (Anwar

et al. 2016).

Die in den beiden vorangegangenen Abschnitten erlduterten pranatalen
Programmierungsvorgange der Entziindungsreaktion und der GefalRfunktion bieten letztlich
Erklarungsmodelle fiir die Beobachtung, dass pranataler Stress nicht nur mit psychiatrischen
Erkrankungen wie der Depression assoziiert ist, sondern auch zu einer erhohten Pradisposition
fir kardiovaskuldare Erkrankungen fiihren kann. Das Krankheitsbild des ischdamischen
Schlaganfalls ist im Hinblick auf seine pranatale Programmierung zwar noch nicht gut
untersucht. Die dargestellten Programmierungsvorgange sind jedoch wahrscheinlich auch

hier von Bedeutung und potenziell anwendbar.

2.7 Epidemiologische und pathophysiologische Zusammenhange zwischen

Schlaganfall und Depression
Interessanterweise bieten sich eine Reihe pathophysiologischer Beriihrungspunkte zwischen
dem Krankheitsbild Schlaganfall und affektiven Stérungen. So fanden sich bei depressiven
Patienten Hinweise fiir eine endotheliale Dysfunktion und es konnte bei diesem Patientengut
unabhangig von Risikofaktoren wie Alter, arterielle Hypertonie, Arteriosklerose oder Diabetes
Mellitus ein erhohtes Schlaganfallrisiko nachgewiesen werden (Dong et al. 2012, Salaycik et
al. 2007, de Castro et al. 2008). Die endotheliale Dysfunktion konnte bei jungen, an einer

Depression erkrankten Frauen in Form einer verminderten NO-vermittelten Vasodilatation
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gezeigt werden (Tomfohr et al. 2008). Die verdanderte GefaRfunktion bei depressiven
Patienten ist demnach ein denkbarer Grund fiir das erhéhte kardiovaskuladre Risiko im Rahmen

affektiver Stérungen.

Umgekehrt entwickelt etwa jeder dritte Patient innerhalb von flinf Jahren nach einem
Schlaganfall depressive Symptome (Robinson und Jorge 2016). Ging man vor Jahrzehnten
noch von einer unvermeidlichen psychologischen Reaktion auf die kérperliche Behinderung in
Folge der Hirnlasion aus, so finden heute neurobiologische Aspekte zunehmend Eingang in
das Verstandnis der Pathophysiologie der Post-Stroke-Depression (PSD). Zum einen waren
unter anderem links-hemispharielle Lasionen des prafrontalen Cortex, dessen Bedeutung im
Hinblick auf die Entstehung affektiver Erkrankungen zwar erkannt, aber noch nicht vollstandig
verstanden ist, signifikant haufiger mit einer Depression in den ersten drei Monaten nach
Infarkt assoziiert (Morris et al. 1996, Shimoda und Robinson 1999, Koenigs und Grafman

2009).

Zum anderen spielt unabhangig von lasionsspezifischen Folgen die Entziindungsreaktion,
welche durch den Schlaganfall in Gang gesetzt wird, eine wichtige Rolle (siehe auch Kapitel
2.5). Proinflammatorische Zytokine wie Il 1B und TNFa, welche im Rahmen der Immunantwort
ausgeschitteten werden, waren auch bei depressiven Patienten erhoht nachweisbar (Tuglu
et al. 2003, Anisman et al. 1999, Levine et al. 1999). Beide Mediatoren kénnen den Umsatz
von Neurotransmittern wie Serotonin und Noradrenalin beschleunigen und damit deren
synaptische Konzentration in Strukturen des limbischen Systems vermindern, woraus sich ein
weiterer pathogenetischer Erklarungsansatz fir die Depression ergibt (Spalletta et al. 2006).
Im Sinne eines sich selbst verstarkenden Systems aktiviert die proinflammatorische Kaskade
die HHN-Achse (Maes et al. 1993). So fand man auch in epidemiologischen Studien bei
depressiven Patienten — wie in Kapitel 2.4 beschrieben — haufig eine hyperresponsive

Stressachse (Holsboer 2001).
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3 ZIELE DER ARBEIT

Wie in der Einleitung erldutert kann vorgeburtlicher Stress Auswirkungen auf die Reifung
verschiedener Organsysteme des Fetus haben, deren Folgen bis ins Erwachsenenalter
hineinreichen. Dies kann bei den Nachkommen unter anderem eine hdhere Inzidenz von
affektiven Storungen und kardiovaskuldare Erkrankungen zur Folge haben. Wahrend die
Effekte beispielsweise auf Blutdruck, Glucoseintoleranz und Herzerkrankungen in
retrospektiven, epidemiologischen Studien am Menschen sowie im Tierexperiment gut
untersucht sind (Alexander et al. 2015, Dalziel et al. 2005), ist das Wissen um die Einflisse von
vorgeburtlichem Stress und insbesondere einer pranatalen Glucocorticoid-Therapie auf die
Vulnerabilitat fir Schlaganfalle noch liickenhaft. Vor allem, in welchem Mal3e sich eine durch
pranatalen Stress vermittelte Fehlregulation der Stresshormonachse letztlich auf die GroRRe
eines Schlaganfalls und das resultierende motorische Defizit nach zerebraler Ischamie
auswirkt, ist bislang nicht hinreichend untersucht (Craft und Devries 2009). Auch die
Studienlage hinsichtlich der Frage, ob eine fetale Programmierung der HHN-Achse die
Pradisposition fiir eine Depression im spateren Leben erhdhen kdnnte, ist nicht eindeutig. Im
Kontext tierexperimenteller Studien zur Untersuchung von perinatalem Stress wurde im
Vorfeld nur selten (wie in den vorliegenden Untersuchungen) ein dhnliches experimentelles
Protokoll fiir Individuen beider Geschlechter angewandt, sodass hinsichtlich der gleichen
Fragestellung Aussagen Uber Individuen verschiedener Geschlechter getroffen werden
konnten. Dies ist von Bedeutung, weil Stressempfindlichkeit, insbesondere in Bezug auf die
Programmierung des Verhaltens, haufig geschlechtsspezifische Merkmale aufweist
(Weinstock 2007). Die klinische Relevanz der Untersuchung von Auswirkungen pranataler
Stressreize wie einer pranatalen Glucocorticoid-Therapie ergibt sich in erster Linie aus der
Tatsache, dass in Deutschland etwa jedes zehnte Kind zu frih auf die Welt kommt (AQUA
2016). Die drohende Frihgeburt macht dabei haufig eine pranatale Therapie mit
Glucocorticoiden zur Foérderung der Lungenreifung notwendig. Wir untersuchten deren
Effekte am Mausmodell, einem etablierten Modell in der Schlaganfallforschung. Um eine
Vergleichbarkeit hinsichtlich der Auswirkungen einer pranatalen GC-Therapie bei der Maus
mit einer solchen Behandlung beim Menschen zu erlauben, wurde die Behandlung bei den
Tieren in diesem Versuch analog zur leitliniengerechten Anwendung bei drohender

Frihgeburt zum einen im letzten Schwangerschaftsdrittel und zum anderen mit der beim
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Menschen in der klinischen Praxis angewandten, koérpergewichtsadaptierten Dosis

Dexamethason durchgefiihrt.
Hieraus leiten sich die folgenden Arbeitshypothesen ab:

1. Eine pranatale GC-Therapie und die postnatale Mutterseparation fihren
geschlechtsunabhangig zu einem héheren Mal} an depressivem Verhalten im spateren
Leben.

2. Eine pranatale GC-Therapie und die postnatale Mutterseparation fiihren
geschlechtsunabhangig zu einem groBeren Schlaganfallvolumen mit schlechterem
funktionellen Outcome.

3. Diese Veranderungen korrelieren geschlechtsunabhdngig mit einer hyperresponsiven

HHN-Ache.

Zur Prifung dieser Hypothesen wurde ein Teil der Versuchstiere mit einer pranatalen GC-
Therapie behandelt. Um spezifische Effekte einer prdanatalen GC-Gabe von denen
psychologischer Stressoren unterscheiden zu kénnen, wurde ein anderer Teil der Mause in
den ersten beiden postnatalen Wochen jeweils mehrere Stunden pro Tag von der Mutter
separiert. Mause bringen im Vergleich zum Menschen vergleichsweise unreife Nachkommen
zur Welt (Dobbing und Sands 1979). Das zentrale Nervensystem ist vor allem in den ersten
zwei Wochen nach der Geburt, die physiologisch von einer hyporesponsiven Stressachse
gepragt sind, noch in Reifung begriffen (Lajud et al. 2012, Schmidt et al. 2005). Eine zeitweise
Trennung vom Muttertier kann in dieser Phase dhnlich wie prdnataler Stress eine
Uberaktivitdt der HHN-Achse im spateren Leben programmieren (Lajud et al. 2012, Schmidt
et al. 2005). Um die Effekte einer pranatalen GC-Therapie und die einer Mutterseparation auf
die Entwicklung der Stressachse und die Vulnerabilitat fiir Schlaganfall und Depression zu
untersuchen, wurden die Versuchstiere einem experimentellen Protokoll unterzogen, dass es
uns erlaubte, mit am Nagermodell etablierten Methoden das Verhalten der Tiere und die
Aktivitat der HHN-Achse zu beurteilen sowie das funktionelle Outcome nach induziertem

Schlaganfall und dessen GroéRe zu quantifizieren.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Ubersicht des Versuchsablaufes

Alle Versuche erfolgten nach Genehmigung des Thiringer Landesamtes fir
Verbraucherschutz, Abteilung Tierschutz. Zur Untersuchung des Einflusses von perinatalem
Stress wurden insgesamt 86 Mause beider Geschlechter der Rasse C57/Bl6 entweder perinatal
keinem Stressreiz ausgesetzt (Kontrollgruppe k), pranatal mit GC behandelt (Gruppe GC
[E16/17]) oder in den ersten beiden postnatalen Wochen vom Muttertier separiert (Gruppe
MS, siehe Kapitel 4.2). Um den Einfluss der weiblichen Sexualhormone auf die nachfolgenden
Versuche zu minimieren, erfolgte eine Synchronisation des Ovarialzyklus auf einander
dhnliche Zyklusphasen (siehe Kapitel 4.3). Die Aktivitdt der HHN-Achse wurde anhand der
CORT-Stressantwort auf zwanzigminitigen Immobilitatsstress bestimmt (siehe Kapitel 4.4).
Depressives Verhalten wurde Uber die Dauer der Immobilitat im Schwanzhalteversuch
qguantifiziert (siehe Kapitel 4.5). Der Schlaganfall wurde durch Okklusion der A. cerebri media
(MCAO) herbeigefiihrt (siehe Kapitel 4.6). Das Niveau der motorischen Beeintrachtigung nach
dem Schlaganfall (Schlaganfall-Outcome) wurde anhand verschiedener motorischer Tests
ermittelt (siehe Kapitel 4.7). Sieben Tage nach MCAO wurden die Gehirne entnommen,
histologische Schnitte angefertigt und gefarbt sowie anschlieRend das Schlaganfallausmaf
histologisch volumetrisch bestimmt (siehe Kapitel 4.8). Sowohl der Schwanzhalteversuch als
auch die motorischen Tests wurden von ein und demselben Untersucher durchgefiihrt. In

Abbildung 1 ist das experimentelle Protokoll vereinfacht als Zeitstrahl dargestellt.

Peri- Geburt Vor MCAO MCAO -2d MCAO MCAO MCAO MCcAO
natal -1d +4d +7d

Perinataler Zyklus- Corticosteron- Beurteilung Induktion Motorische Perfus'ion und
Stress synchronisation Stressantv.vort des Verhaltens d?r ) Tests nach Gewinnung
und motorische Ischdmie der
MCAO
Tests vor MCAO koronaren
Hirnschnitte

Abbildung 1: Zeitstrahl des experimentellen Protokolls. Bei Tieren aus der Kontrollgruppe entfiel der perinatale

Stressreiz und bei den mannlichen Tieren die Zyklussynchronisation.

17



Abbildung 2 zeigt die Zusammenstellung der Gruppen. Zum Zeitpunkt des Schlaganfalls waren

die Tiere im arithmetischen Mittel 7,6 (+ 2,2) Monate alt.

Perinataler Stress
Prénatale Postnatale Kontroll-
Glucocorticoid Mutter- gruppe
-therapie separation
GC (E16/17) MS k
Weiblich Weiblich Weiblich
n=15 n=13 n=13
Mannlich Mannlich Mannlich
n=10 n=10 n=9

Abbildung 2: Aufteilung der Gruppen unter Angabe der
StichprobengrofRe.

4.2 Perinatale Glucocorticoid — oder Stressexposition
Die Applikation der perinatalen Stressreize wurde von Mitarbeitern der Serviceeinheit

Kleinnager am Forschungszentrum Lobeda des Universitatsklinikums Jena durchgefiihrt.

Glucocorticoid-Therapie

Als Medikament zur Behandlung der Muttertiere wurde Dexamethason (Praparat Fortecortin,
Firma Merck Serono, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Zur Anwendung des Arzneimittels
in der klinisch Gblichen Dosierung (2x 12 mg an zwei aufeinanderfolgenden Tagen) wurde ein
Korpergewicht der menschlichen Mutter von 70 kg angenommen und davon ausgehend eine
gewichtsadaptierte Dosis von DM von 0,17 mg/kg Korpergewicht fur die Versuchstiere
errechnet. An den Tagen 16 und 17 der Gestation (im Folgenden E16/17) wurde dem

entsprechenden Muttertier die errechnete Dosis des Medikamentes intraperitoneal injiziert.

Mutterseparation

In einer anderen Gruppe erfolgte postnatal ein nicht-pharmakologischer Stressreiz in Form
einer Separation der Mausesauglinge von der Mutter an den Tagen vier bis 14 (P4-14) nach
der Geburt. Dafilir wurden die Jungtiere fur jeweils drei Stunden pro Tag von der Mutter
getrennt in einem Inkubator gehalten und dann wieder in ihren Heimatkafig zuriickgesetzt.
Wahrend dieser Zeit waren Umgebungsfaktoren wie Temperatur und Luftfeuchtigkeit ahnlich
den physiologischen Umweltbedingungen, doch fehlte der soziale Kontakt zur Mutter. In
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Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe wurde die tagliche Dauer von drei Stunden ermittelt, da
sie kurz genug war, um eine problemlose Wiederannahme der Mausenachkommen durch die
Mutter zu gewahrleisten, jedoch hinreichend lang, um einen addquaten Stressreiz darstellen

zu kénnen.

4.3 Zyklussynchronisation

Dem weiblichen Geschlechtshormon Estradiol wird ein neuroprotektiver Effekt zugeschrieben
(Wise et al. 2001, Carswell et al. 2000a). Dieser stellt einen wichtigen Storfaktor in der
Schlaganfallforschung dar. So konnte bei Ratten innerhalb des Ovulationszyklus im Metestrus,
der durch einen niedrigen Estradiol-Spiegel gekennzeichnet ist, ein signifikant groRerer
Hirninfarkt im Modell einer experimentell induzierten fokalen Ischamie nachgewiesen werden
als unter ansteigenden Estradiol-Konzentrationen im Diestrus und Proestrus (Carswell et al.
2000b). Um den Einfluss des weiblichen Ovulationszyklus auf die GroRRe des Schlaganfalls
gering zu halten, wurden die Weibchen im Vorfeld der Versuche durch Anwendung von
Mannchenstreu im Heimatkafig auf einander dhnliche Zyklusphasen synchronisiert (Whitten
1958, Carswell et al. 2000b). Die Zyklusphase wurde per Vaginalabstrich am Tag der MCAO
und anschlieRender mikroskopischer Beurteilung in Kooperation mit Gisela Nothaft
(Gynakologische Zytologie, Hospital zum heiligen Geist, Frankfurt) bestimmt. Als Zielphasen
der Synchronisation wurden Proestrus und Estrus definiert. Zwar sinkt die Estradiol-
Konzentration wahrend des Eisprungs im zeitlichen Verlauf bereits wieder. Jedoch tritt die
veranderte Zytologie in Folge der Dynamik des Hormonstatus mit einer zeitlichen Verzégerung
ein. Aus diesem Grund kénnen wahrend dieser beiden Zyklusphasen ahnlich hohe Estradiol-

Spiegel angenommen werden.
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4.4 Corticosteron-Stressantwort

Um die Antwort der HHN-Achse auf einen kurzzeitigen Immobilitatsstress und damit die
Aktivitdt der HHN-Achse zu beurteilen, wurde den Versuchstieren zu drei definierten
Zeitpunkten (in Ruhe, unmittelbar nach Stress und 90 Minuten spater) Blut entnommen und

die jeweilige Serum-Konzentration von CORT bestimmt.

Mit der ersten Entnahme in Ruhe wurde der CORT-Basalwert generiert. Danach wurde jedes
Tier in einen Restrainer (Durchmesser 3 cm, Lange 10 cm; runde Luftlécher mit Durchmesser
5 mm, Eigenbau) verbracht. Durch Verschiebung eines Kunststoffzylinders im Restrainer
konnte dessen Linge so angepasst werden, dass das Tier in seiner Bewegung stark
eingeschrankt war und es auf diese Weise flir die Zeitdauer von 20 Minuten einem
Immobilitatsstress ausgesetzt wurde. Die zweite Blutentnahme unmittelbar nach Befreien des
Tieres aus dem Restrainer bildete den Peak-Wert und dokumentierte den CORT-Anstieg im
Blut im Rahmen der Stressreaktion. 90 Minuten nach dem Basalwertwurde wurde mit der
letzten Blutentnahme der Abklingwert generiert, der die im Rahmen der abklingenden
Stressreaktion fallende CORT-Konzentration abbildete. In der Zeit zwischen zweiter und
dritter Blutentnahme waren akustische oder mechanische Stressreize zu vermeiden. So
konnte bei allen untersuchten Tieren sichergestellt werden, dass der Abklingwert tatsachlich
niedriger war als der zugeordnete Peak-Wert. Nach erfolgreicher Blutentnahme wurde die
entsprechende Kapillare in eine Monovette entleert, beschriftet und auf Eis gelagert.
Innerhalb von maximal 90 min nach der jeweiligen Entnahme wurden die Proben zentrifugiert,

abgesert und bis zur laborchemischen Analyse bei -80 °C gelagert.

Alle Blutentnahmen wurden unter Narkose vorgenommen, die in einem Athertopf mit
wenigen Tropfen flissigen Isoflurans (Isofluran, Baxter, UnterschleiBheim, Deutschland) auf
einem Einmal-Papierhandtuch eingeleitet wurde. Sobald das Tier schlief, wurde es auf die
Arbeitsflache auf eine mit Vlies bedeckte Heizmatte (Temperatur 37 °C) verbracht und die
Narkose mit einem Gasgemisch aus 2% Isofluran (Isofluran, Baxter) sowie Distickstoffmonoxid
und Sauerstoff im Verhaltnis 20:60 liber eine Maske fortgefiihrt. Die Blutentnahme erfolgte
mit einer Glaskapillare aus dem retrobulbdren Venenplexus. Um die CORT-Werte nicht durch
einen Blutentnahmestress zu verfalschen, sollte die Zeitdauer der Blutenthnahme drei Minuten
nicht tGberschreiten. Das Volumen des entnommenen Blutes betrug pro Entnahme maximal

100 pl mit dem Ziel, eine Hypovolamie zu vermeiden. Zur zusatzlichen Vorbeugung dieser
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wurde dem jeweiligen Tier nach der letzten Blutentnahme 1 ml Natriumchlorid-Lésung 0,9 %

intraperitoneal injiziert.

Die Bestimmung der CORT-Konzentration im Serum wurde durch Mitarbeiter des Instituts fir
Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin des Universitatsklinikums Jena vorgenommen.
Die tiefgefrorenen Proben wurde mit einem lod'?>-Radioimmoassay (Corticosterone Double
Antibody RIA Kit, MP Biomedicals Germany, Eschwege, Deutschland) analysiert. Dieselbe
Probe wurde einer Doppelmessung unterzogen und der Mittelwert beider Resultate

bestimmt. Dieser Mittelwert wurde zur Auswertung herangezogen.

Insgesamt durchliefen die Versuche zur Corticosteron-Stressantwort 28 mannliche und 40
weibliche Tiere. Vier Tiere wurden ausgeschlossen, da mindestens eine Blutentnahme nicht
gelang, zu wenig Material fir die laborchemische Untersuchung gewonnen wurde oder die
Blutprobe hamolytisch war. Weitere funf Tiere wurden aufgrund Protokollverletzungen
ausgeschlossen (z. B. Dauer der Blutentnahme Ilanger als drei Minuten oder
Nichtgewahrleistung der geforderten Stressfreiheit in der Zeit zwischen erster und zweiter

Blutentnahme).
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Aus den drei Blutentnahmen ergaben sich neben Basal-, Peak- und Abklingwert auch die
Parameter Peak-Anstieg (Differenz aus Peak- und Basalwert) und Peak-Abfall (Differenz aus
Peak- und Abklingwert). Sie erlaubten Aufschlisse dariber, inwieweit die Tiere beispielsweise
Uberschiefende oder verzogert abklingende Stressreaktionen zeigten. Die Aktivitat der HHN-
Achse wurde anhand der in Abbildung 3 gezeigten Flache unter der Kurve (Area under the
Curve, AUC) bestimmt. Um den individuellen Stresslevel der Tiere bei der ersten
Blutentnahme herauszurechnen, wurde die gesamte AUC (gestreifte Fldache) auf den
Basalwert normiert und so der Parameter AUC-Antwort (gepunktete Flache) berechnet. Die
AUC-Antwort wurde in der Auswertung als ZielgroRe fiir die Aktivitdit der HHN-Achse
herangezogen. Sie charakterisiert die Reaktivitat von Hormonsystemen wie der HHN-Achse
besser als die auf den Nullpunkt normierte AUC, die eher Aufschluss (iber die
Gesamthormonausschiittung einer Hormonachse gibt (Pruessner et al. 2003). Letztlich weist
die AUC-Antwort auch eine geringere Streuung auf, da letztere maligeblich durch den

Basalwert bestimmt wird (Pruessner et al. 2003).

CORTICOSTERON
[ng/ml]

600—

% AuUC

L]
o%e®d AUC-
L]

o Antwort

ZEIT [min]

0 20 90
Cort_Res_A (Basal) Cort_Res_B (Peak) Cort_Res_C (Abklingwert)

Abbildung 3: Darstellung der Parameter CORT-Basal-, -Peak- und -Abklingwert sowie Peak-
Anstieg (Differenz [Peak - Basal]), Peak-Abfall (Differenz [Peak — Abklingwert]). Die Aktivitat der
Stressachse wurde anhand der Flache unter der Kurve (AUC) berechnet. Der fir die Auswertung
herangezogene Parameter war die Flache unter der Kurve, normiert auf den Basalwert (AUC-
Antwort).
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4.5 Beurteilung des Verhaltens

Das AusmaR depressiven Verhaltens wurde mit dem Schwanzhalteversuch beurteilt (van der
Heyden et al. 1987). Der Versuch wurde pro Tier einmal vor der MCAO durchgefiihrt.
Urspriinglich wurde er dahnlich dem Forced Swimming Test angewendet, um die Wirkung von
Antidepressiva in praklinischen Studien zu testen (Steru et al. 1985, Porsolt et al. 1977). Analog
zum Forced Swimming Test reagierten Tiere im Schwanzhalteversuch auf den Stressstimulus
einer Gefahrensituation ohne Fluchtmoglichkeit entweder mit motorischer Erregung oder mit
Immobilitdt (Cryan et al. 2005). Das zweitgenannte Verhalten ist ein Indikator fiir Depression
und wurde im hier geschilderten Versuchsaufbau genutzt, um die Versuchstiere hinsichtlich

dieser Eigenschaft zu charakterisieren.

Der Schwanzhalteversuch war schnell durchzufiihren, valide reproduzierbar und bedurfte
wenig materieller Ressourcen. Bendtigt wurden ein standsicheres Stativ aus massivem
Edelstahl (Hohe 50 cm), Fixierpflaster (Breite 3 cm) und ein Tierkadfig mit frischer Streu. Der
Schwanz des Versuchstieres wurde in 3 cm seines Verlaufes (entsprechend der Breite des
Pflasters) mit dem Pflaster am Stativ fixiert. Dabei musste darauf geachtet werden, dass die
Haut am Schwanz keinen direkten Kontakt mit der Oberflache des Stativs hatte, um eine
thermische Irritation des Tieres durch den kalten Stahl zu vermeiden. Zum Kafigboden nach
unten wurde ein Abstand von 15 cm eingehalten. Der Schwanz musste mindestens 3 cm frei
hangen, um ein seitliches Hochziehen der Maus auf das Stativ zu verhindern. Nachdem die
Maus in ihrer Position, die es ihr also weder erlauben durfte, mit den Vorderlaufen den Boden
zu erreichen, noch nach oben auf das Stativ zu klettern, fixiert worden war, wurde eine
Stoppuhr mit einem Countdown von 8 min gestartet (Uhr 1). Eine zweite Stoppuhr diente der
Zeitnahme der Inaktivitat des Versuchstieres (Uhr 2). Beide Uhren wurden zum Schallschutz
unterhalb der Tischebene positioniert. Innerhalb der 8 min Gesamtversuchszeit wurde die
Zeitdauer der Inaktivitat des Tieres registriert. Dies waren jene Phasen, in denen keine
Fluchtbewegungen (seitliches Hochziehen oder Laufbewegungen beziehungsweise

,Lufttreten”) zu verzeichnen waren.
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Die Inaktivitat wurde in Abschnitten von 5 s Abschnitten gemessen, wobei pro 5 s Inaktivitat
ein Inaktivitatspunkt (IA) vergeben wurde (Tabelle 1). Die Inaktivitatspunkte wurden addiert

und die errechnete Summe diente als Mal3 flr depressives Verhalten des jeweiligen Tieres.

Zeitdauer der Inaktivitat | Inaktivitdtspunkte (lA)
<5s OIA

>55bis10s 11A

>10s bis 15s 21A

>15s bis 20 s 31A

>20 s bis 25 s 41A

>25 g 5+xIA

Tabelle 1: Quantifizierung  der Inaktivitdit im
Schwanzhalteversuch

Fiel das Tier im Laufe des Versuches vom Stativ in den Kafig, so wurde Uhr 1 gestoppt und das
Tier wieder fixiert. Die Zeitnahme lief erst weiter, wenn das Tier eine zum Versuchsbeginn
vergleichbare Position innehatte. Das Herunterfallen des Tieres wurde entsprechend im
Protokoll vermerkt. Hatte ein Tier Kot oder Urin abgesondert, so wurde ein neuer Kafig mit

frischer Streu untergesetzt.

Mit dem beschriebenen Testverfahren wurden insgesamt 137 Mause untersucht. In die
Auswertung des Schwanzhalteversuches gingen neben den Mausen, die diesem
Verhaltenstest im Rahmen des experimentellen Protokolls zum Schlaganfall (siehe 4.1)
unterzogen wurden, auch 19 weibliche und 40 mannliche Tiere ein, die zu anderer Zeit separat
unter vergleichbaren Bedingungen getestet worden waren. Alle Versuchstiere waren zum
Messzeitpunkt zwischen 4 und 9 Monate alt. Es wurden alle Tiere von der Auswertung
ausgeschlossen, die sich wahrend des Versuches von der Vorrichtung l6sten und nicht

innerhalb 30 Sekunden wieder angebracht werden konnten.

4.6 Schlaganfallinduktion durch MCAO

Der MCAO-Eingriff wurde von in der Methode erfahrenen medizinisch-technischen
Assistentinnen unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt, um reproduzierbare Infarkte zu erzielen.
Die Narkoseeinleitung erfolgte mit einem Gemisch aus den Gasen Isofluran 3% (Isofluran,
Baxter) und Lachgas Uber eine Nasenmaske. Die Narkose wurde nachfolgend mit 1,5%
Isofluran (Isofluran, Baxter) aufrechterhalten. In Narkose wurde die Maus auf einer mit Vlies

bedeckten, auf 37 °C geheizten Decke in Riickenlage am Untergrund fixiert, die Halshaut
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rasiert, ein Hautschnitt median durchgefiihrt und das Bindegewebe eingeschnitten und
stumpf aufgetrennt. Sodann wurde die A. carotis communis dargestellt und sanft vom Nervus
vagus gelost. Das GefaR wurde zweimal mit einem diinnen Faden (Perma-Hand-Seide, Ethicon,
Norderstedt, Deutschland) umschlungen. Die Arterie wurde bis distal der Carotis-Bifurkation
unter weiterer Losung des Nervus vagus verfolgt. Dann wurde der Abgang der A. carotis
externa dargestellt und mit einem Faden ligiert (Perma-Hand-Seide, Ethicon). Dann wurde
eine GefaRklemme auf der Carotis-Bifurkation angesetzt und die proximale Gefal3schlinge
festgezogen. Die eigentliche Okklusion erfolgte mittels eines vorbereiteten
silikonbeschichteten Fadens (Medium MCAO suture, Doccol, Sharon, USA). Hierzu wurde die
A. carotis communis inzidiert und der silikonbeschichtete Faden 10 bis 11 mm unter Lésung
der Klemme auf der Bifurkation liber die A. carotis interna (ACI) bis in die A. cerebri media
(MCA) vorgeschoben. Der Faden wurde daraufhin per Gefal3clip fixiert, die Wunde verndht

und die Narkose ausgeleitet.

Nach einer Okklusionszeit von 30 min wurde das Tier wie oben beschrieben erneut
narkotisiert, der Faden aus der ACI entfernt, diese ligiert und die Wunde mittels Hautnaht
verschlossen. Die Blutversorgung Uber die kontralaterale ACI erlaubt bei der Maus eine
vollstandige Reperfusion, da die ACI anders als beim Menschen beim Nager integraler
Bestandteil des Circulus arteriosus ist (Lee 1995). Nach der Prozedur wurde den Tieren 1 ml

0,9%-ige Natriumchloridlésung peritoneal verabreicht, um einer Hypovoldamie vorzubeugen.

Im Rahmen der Versuche verstarben zwei Tiere innerhalb von sechs Stunden postoperativ,
was als direkte Operationsfolge gewertet wurde. Diese gingen somit nicht in die Auswertung
ein. Wie mit Tieren verfahren worden ist, die nhach Ablauf dieser sechs Stunden und vor
geplanter Perfusion sieben Tage nach MCAO verstarben, ist in Kapitel 4.7.3 (fur die
Beurteilung des Schlaganfall-Outcomes) und Kapitel 4.8 (fir die histologische Auswertung)

dargestellt.

Anhand eines scheinoperierten Tieres wurde sichergestellt, dass die Narkose selbst keine
histologische Auffalligkeit in einer der drei Farbungen und auch kein motorisches Defizit nach

sich zog. Ein Tier verstarb perioperativ und wurde aus der Auswertung ausgeschlossen.
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4.7 Beurteilung des funktionellen Outcomes nach MCAO

4.7.1 Score nach Bederson

Zur Evaluierung des funktionellen Outcomes der Tiere nach MCAO wurde neben dem
Gridwalk-Test (siehe Kapitel 4.7.2) der Score nach Bederson verwendet (Bederson et al. 1986).
Dieser besteht aus den Teilen Vorderlaufextension, lateral push und Kreislaufen, welche
nacheinander je einmal pro Tier nach MCAO durchgefiihrt wurden und im Folgenden einzeln
beschrieben werden. Der Versuch wurde auf einem feststehenden Tisch durchgefiihrt, dessen
Arbeitsflache mit einem Vlies ausgelegt war. Bei Urin- oder Kotabgang eines Tieres wurde der
Arbeitsplatz mit Desinfektionsmittel (Descosept AF, Dr. Schumacher, Malsfeld, Deutschland)
spriithdesinfiziert und das Vlies erneuert, um vergleichbare Voraussetzungen fiir alle Tiere zu

schaffen.

In Tabelle 2 ist die sequenzielle, ordinal skalierte Einteilung des Scores nach Bederson

dargestellt (Bederson et al. 1986).

Gradeinteilung | Funktionelles Outcome

Grad 0 Kein mit den nachfolgenden Tests erfassbares neurologisches
Defizit

Grad 1 Vorderlaufextension nicht seitengleich

Grad 2 Grad 1 und zusatzlich Lateral Push nicht seitengleich

Grad 3 Grad 2 und zusatzlich Kreislaufen positiv

Tabelle 2: Score nach Bederson (Bederson et al. 1986) zur Beurteilung des funktionellen Outcomes
von Kleinnagern nach MCAO.

Vorderlaufextension

Zum Test der Vorderlaufextension wurde das Tier etwa 3 cm Uber einer mit Vlies ausgelegten
ebenen Fldache 5-10 s durch den Untersucher kopfiiber am Schwanz festgehalten und dabei
auf die Bewegung der Vorderldufe geachtet. Tiere ohne Hemiparese streckten beide
Vorderlaufe im Sinne einer Fluchtbewegung zum Boden hin. Stattdessen bewirkte ein
Schlaganfall (in fiir die Motorik relevanten Hirnarealen) die Extension lediglich des
ipsilateralen Vorderlaufs und der kontralaterale Vorderlauf verblieb flektiert. Das
Testergebnis jeder Maus wurde entweder als seitengleiche oder nicht seitengleiche

Vorderlaufextension formuliert.
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Lateral Push

Fiir den Lateral Push Test wurde das Tier auf ein Vlies gesetzt und am Schwanz festgehalten.
Mit einer 1 cm breiten, auf Kérpertemperatur erwarmten Pinzette wurde ein Druck auf die
Rumpfseite des Tieres zwischen Vorder- und Hinterlaufen ausgelibt. Dieser Druck sollte in der
Lage gewesen sein, die Maus auf dem Vlies seitlich zu verschieben. Der Test wurde mehrfach
in beide Richtungen durchgefiihrt. Motorisch wenig oder unbeeintrachtigte Tiere stemmten
sich der passiven Bewegung nach beiden Seiten gleichermaBen entgegen. Hemiparetische
Mause leisteten dem Druck in Richtung der paretischen Seite hingegen weniger Widerstand
als in Richtung der gesunden Seite. Der Test wurde als nicht seitengleich gewertet, wenn in
Richtung der paretischen Seite gar kein oder weniger Widerstand geleistet wurde als bei Druck

in die Gegenrichtung, und andernfalls als seitengleich.

Kreislaufen

Fir diesen Versuchsteil wurde das Tier auf dem Vlies der freien Bewegung Uberlassen. Bei
einigen Tieren war hierbei zu beobachten, dass sie auRer Stande waren, eine Strecke von etwa
10 cm geradeaus zu laufen. Stattdessen drehten sie sich im Kreis in Richtung der Hemiparese.
Ein solcher Befund lieR auf eine schwerwiegende motorische Beeintrachtigung nach MCAO

schlielen und ging als Kreislaufen positiv in den Score nach Bederson ein.
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4.7.2 Gridwalk-Test

Der Gridwalk-Test ist ein motorischer Test, der die Fahigkeit von Versuchstieren beurteilt,
Uber ein Lochgitter zu laufen (Bresnahan et al. 1987), und der somit zur Quantifizierung des
funktionellen Outcomes nach Ischamien des zentralen Nervensystems herangezogen werden
kann (Behrmann et al. 1992). Er diente im hier beschriebenen Versuchsaufbau als Erganzung
zum Score nach Bederson. Seine Sensitivitat ist im Nagermodell in der frihen
postischamischen Phase (<30 d) in Bezug auf das motorische Defizit hoher als diejenige des
Scores nach Bederson, da er insbesondere innerhalb geringgradiger Defizite besser
differenziert (Zhang et al. 2002, Aronowski et al. 1996). Allerdings lassen sich schwere Defizite
in dem Fall nicht mehr differenzieren, wenn das Tier nicht mehr im Stande war, iber das Gitter
zu laufen. Gezdhlt werden bei diesem Test die Fehltritte, die ein Tier innerhalb von 2 min
reiner Laufzeit zur freien Exploration auf einem Lochgitter zu verzeichnen hatte. Da der
Gridwalk-Test so empfindlich ist, dass auch gesunde Tiere Fehltritte machen, wurde er einmal
vor der MCAO durchgefiihrt und einmal danach, um das durch den Schlaganfall verursachte
motorische Defizit als Quotient aus den Trittfehlern vor und den Trittfehlern nach MCAO
ausdriicken zu konnen (Gridwalk-Quotient). Um die Vergleichbarkeit der Tiere zu
gewahrleisten, wurde der Versuch vor MCAO jeweils zwei Tage vor dem Eingriff und der Test
nach MCAO am vierten Tag nach der Okklusion durchgefiihrt. Das Lochgitter (MaRe: 40 cm x
40 cm, LochgroéBe: 11 mm x 11 mm, Eigenbau; Aufbau siehe Abbildung 4) stand 10 cm
erhoht auf einem Tisch und wurde von vier Seiten durch eine geschlossene, 50 cm hohe
Plexiglaswand umrahmt, um das Versuchstier vor dem Herunterfallen zu schiitzen und ein

Beobachten von auflen zu ermdglichen.

Abbildung 4: Versuchsaufbau des Gridwalk-Tests
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Zudem wurden fiir den Test ein Camcorder (HDC-DX1, Panasonic, Osaka, Japan) zur
Videoaufzeichnung und zwei Stoppuhren bendétigt. Der Camcorder wurde neben das Gitter
auf der Tischplatte postiert, sodass das gesamte Lochgitter von schrag unten durch das Display
des Gerates einsehbar war. Eine der beiden Stoppuhren (im Folgenden Uhr 1) diente zur
Zeitnahme der 10 min Gesamtversuchszeit; die andere (Uhr 2), um die geforderten 2 min
Laufzeit des Tieres zu dokumentieren. Beide Uhren wurden zum Schallschutz unterhalb der

Tischebene positioniert.

Unmittelbar nach Starten der Videoaufzeichnung wurde das Versuchstier auf das Gitter
gesetzt. Uhr 1 wurde mit einem Countdown von 10 min gestartet, sobald das Tier auf dem
Gitter stand. Nur wahrend sich das Tier bewegte, wurde bei Uhr 2 der Countdown von 2 min
heruntergezahlt. Fehltritte wurden nur gezdhlt, wenn der Countdown von Uhr 2 aktiv war.
Gesetzt den Fall, das Versuchstier hatte nach 6 min (Uhr 1) noch nicht die geforderten 2 min
Laufzeit absolviert, so wurde es mit einer Lampe im Gesicht beleuchtet. Dieses Mandver
bewirkte in der Mehrzahl der Falle eine Wiederaufnahme der Lokomotion und das Erreichen
der 2 min Laufzeit. Waren die geforderten 2 min Laufzeit nicht innerhalb von héchstens 10
min erbracht, so wurde der Versuch als Abbruch gewertet und dementsprechend
dokumentiert. Die wahrend des Versuchs ausgezahlte Trittfehlerzahl wurde im Nachhinein
mit der Video-Software VLC Media Player (Version 1.1, VideoLAN, Paris, Frankreich) verifiziert.
Ein Fehltritt wurde definiert als ein Durchtritt einer Extremitat durch das Lochgitter iber das
Vorderlaufgrund- beziehungsweise Sprunggelenk hinaus (Abbildung 5). Dies duf3erte sich auch
in Form einer Stérung der Rumpfbalance mit Tiefertreten einer Schulter oder Hifte.
SchlielRlich wurde als ZielgrofRe der Quotient aus der Anzahl der Trittfehler nach und vor MCAO

gebildet (Gridwalk-Quotient).

Abbildung 5: Einzelbild aus einem Gridwalk-Test. Gezeigt ist ein
Lochdurchtritt, der als Fehltritt gewertet wurde, da zu erkennen ist,
dass das rechte Vorderbein inklusive Grundgelenk das Lochgitter

passiert hat.
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4.7.3 Global-Score zur Beurteilung des funktionellen Outcomes nach MCAO

Um das funktionelle Outcome nach MCAO, welches im Bederson-Score und im Gridwalk-Test
gemessen wurde, in einer Malizahl auszudriicken und quantifizieren zu kénnen, die zudem
das Versterben als schlechtestes Schlaganfall Outcome berlicksichtigt, bildeten wir eine
ordinale Malzahl. Diese wird im Folgenden als Global-Score bezeichnet wird. Dieser erlaubt
ausgehend vom sequenziellen, ordinal skalierten Score nach Bederson (Bederson et al. 1986)
mit Hilfe der Trittfehler im Gridwalk-Test eine feinere Differenzierung der Ausprdagung
geringgradiger motorischer Defizite als mit einer alleinigen Beurteilung durch den Bederson-
Score. Zudem berticksichtigt der von uns konzipierte Global-Score analog zu Scoring-Systemen
nach Schlaganfall beim Menschen anders als der Bederson-Score zusatzlich das Versterben als
schlechtestes Schlaganfall-Outcome. Wie Abbildung 6 zeigt, korrelierten die Ergebnisse von
Gridwalk und Bederson-Score in der vorliegenden Stichprobe auf signifikante Art und Weise
positiv (r = 0,495, p < 0,001), sodass eine Inklusion des Gridwalk-Tests in den Bederson-Score

vertretbar war.
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Abbildung 6: Korrelation des Bederson-Scores (Bederson et al. 1986) mit dem
Quotienten aus den Trittfehlern nach MCAO und den Trittfehlern vor MCAO. Es
zeigt sich eine signifikante Korrelation beider Parameter mit positivem
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman von r = 0,495 und einer Signifikanz p
< 0,001.
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Der im Gridwalk-Test als ZielgroRe angegebene, metrisch skalierte Gridwalk-Quotient ist
aufgrund des fehlenden Maximalwertes nicht zur Inklusion in den Bederson-Score, der eine
Ordinalskala darstellt und einen Maximalwert aufweist, geeignet. Deshalb ist eine
Umwandlung des Gridwalk-Quotienten in eine Ordinalskala noétig, die im Folgenden
beschrieben wird. Im Histogramm des Gridwalk-Quotienten fallen fiinf Haufigkeitsgipfel auf
(Abbildung 7). Basierend auf diesen Gipfeln wurde der Gridwalk-Quotient in finf Stufen
eingeteilt, die ahnlich wie der Bederson-Score eine ordinale Skala bilden, in der einer Stufe ein
definierter Wertebereich des Gridwalk-Quotienten zugeordnet ist, Abbildung 7 zeigt die
Wertebereiche des Gridwalk-Quotienten mit der entsprechenden Zuordnung zum Gridwalk-

Quotienten-Score.

Verteilung des Gridwalk-Quotienten
Einteilung des

8 M Gridwalk- Quotienten-
Scores
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.‘é und 1,5 2 Score 0,0
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E 4 .1,51—2,5&0,2
T
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Pzs51-45206
I I I ' . >4,5 und
O 171 I I Versuchsabbruch 2 0,8

0 5101520253035 4;0 455055860
Gridwalk-Quotient (n=73)

Abbildung 7: Histogramm zur Darstellung der Verteilung des Parameters
Gridwalk-Quotient Uber alle Versuchstiere. Beachte die eingefarbten Haufig-
keitsgipfel, auf denen die Stufen des Gridwalk-Quotienten-Score basieren.

Die Stufen des Gridwalk-Quotienten-Scores wurden in Form einer Dezimalzahl mit der
Vorkommastelle ,,0 und einer geraden Nachkommastelle zwischen 0 und 8 gewahlt, sodass
die niedrigste Stufe des Scores ,0,0 und die héchste ,0,8” ist. Neben einem Gridwalk-
Quotienten > 4,5 wurde auch ein Versuchsabbruch im Gridwalk-Test nach 10 min der hochsten
Stufe im Gridwalk-Quotienten-Score zugeordnet, da in diesem Fall von einem
schwerwiegenden motorischen Defizit ausgegangen werden musste. Die Inklusion des
Gridwalk-Quotienten-Score in den Bederson-Score erfolgte durch einfache Addition beider
Werte. Dieser modifizierte Score nach Bederson (im Folgenden Global-Score genannt) weist

somit auf jeder Stufe (0, 1, 2 und 3) des Bederson-Scores eine Nachkommastelle auf, die durch
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den Gridwalk-Quotienten-Score bestimmt wird. Dadurch werden die detektierten Defizite im
Bederson-Score hoher als diejenigen im Gridwalk-Test gewertet (siehe Tabelle 3). Auf diese
Weise wird der Tatsache Rechnung getragen, dass der Gridwalk-Test im Gegensatz zum
Bederson-Score ein motorischer Test ist, der eher zwischen geringgradigen motorischen
Defiziten zu unterscheiden vermag. Um auch das Versterben eines Tieres in Folge des
Schlaganfalls als Outcome abbilden zu kénnen, wurde jedem Tier, das nicht bis zum siebenten
Tag nach MCAO (iberlebte und dessen vorzeitiger Tod nicht als Operationsfolge (6 h nach
MCAQ) gewertet wurde, die Stufe ,4“ im Global-Score zugeordnet. Durch diese wurden in
diesem Versuch die Tiere mit dem schlechtesten Outcome reprasentiert. Die Zuordnung zur
Stufe ,,4“ wurde ungeachtet der vom jeweiligen Tier erzielten Ergebnisse im Bederson-Score

und im Gridwalk-Test vorgenommen.
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Tabelle 3 zeigt die Zuordnung der getesteten Tiere zu Bederson-Score, Gridwalk-Quotienten-

Score und Global-Score.

Bederson- | Gridwalk- |Global-| Anzahl
Score Quotienten-| Score | Tiere
Score

0 23
0,0 0,0 10
0,2 0,2 11
0,4 0,4 2
0,6 0,6 0
0,8 0,8 0

1 9
0,0 1,0 3
0,2 1,2 3
0,4 1,4 0
0,6 1,6 2
0,8 1,8 1

2 24
0,0 2,0 2
0,2 2,2 14
0,4 2,4 3
0,6 2,6 1
0,8 2,8 4

3 5
0,0 3,0 0
0,2 3,2 2
0,4 3,4 1
0,6 3,6 0
0,8 3,8 2

Bederson-Score Global-Score
4,0 7 Gesamtanzahl Gesamtanzahl
61 68

Tabelle 3: Anzahl der Tiere in Gridwalk-Quotienten-. Bederson- und Global-Score. Man beachte die
differenziertere Aufgliederung des Schlaganfall-Outcomes mit dem Global-Score durch Inklusion des Gridwalk-
Quotienten-Score in den Bederson-Score im Vergleich zum Bederson-Score allein und die Tatsache, dass durch
den Global-Score sieben Tiere mehr erfasst werden als durch den Bederson-Score allein, ndmlich zuséatzlich die
in Folge des Schlaganfalls verstorbenen Tiere.

Die Versuche zum Schlaganfall-Outcome wurden im Rahmen des experimentellen Protokolls
an insgesamt 40 weiblichen und 28 mannlichen Mausen durchgefiihrt. Sieben Tiere davon
verstarben vor Ablauf der geforderten sieben Tage nach MCAO, also vor Gewinnung der

Hirnschnitte.
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4.8 Histologische Beurteilung der SchlaganfallgroRe

Die Anfertigung der koronaren Hirnschnitte und der Farbungen oblag erfahrenen Medizinisch-
technischen Assistentinnen der Arbeitsgruppe, um Schnitte und Farbungen von vergleichbarer
und hoher Qualitat zu erhalten. Sieben Tage nach MCAO wurden die Hirne entnommen und
perfusionsfixiert. AnschlieBend wurden Kryoschnitte angefertigt, welche nach den im Anhang
(Kapitel 9.1) aufgefiihrten Protokollen in der Ubersichtsfarbung Kresylviolett sowie in den

immunhistochemischen Farbungen GFAP und MAP2 angefarbt wurden.

Insgesamt durchliefen die Versuche zur InfarktgrofRenbestimmung nach MCAQ in den drei
genannten Farbungen analog zu den Versuchen zum funktionellen Outcome 40 weibliche und
28 mannliche Tiere. In den sieben Tagen nach MCAO verstarben vier von 15 weiblichen und
eins von neun mannlichen Tieren in der Gruppe GC (E16/17), zudem zwei von zehn Mannchen
der Gruppe MS. Diese Tiere wurden ebenso aus der Auswertung der InfarktgroRe
ausgeschlossen wie ein weibliches Kontrolltier, bei dem mehrere koronare Hirnschnitte nicht

vollstandig auf dem Objekttrager abgebildet waren.

4.8.1 Kresylviolett-Farbung

Die Kresylviolett-Farbung ist eine Standardfarbung zur Darstellung untergegangener Neurone.
Sie farbt ischamisch geschadigte Neurone im Infarktkern (Tureyen et al. 2004). Kresylviolett
(CV) bindet als basischer Farbstoff der DNA im zentralen Nervensystem an die basophilen
Strukturen im neuronalen Zytoplasma, insbesondere an die RNA-reichen Ribosomen. So farbt
sich intaktes Zytoplasma in intaktem Gewebe dunkelblau, von Zelluntergang betroffenes
Gewebe hingegen in einem helleren Blau an (Tureyen et al. 2004). Zudem bindet CV im
Zellkern ans endoplasmatische Retikulum und dokumentiert so nach MCAO eine Hypotrophie
der Kernstrukturen (Karyolyse), was sich in einer Schrumpfung der Neurone und deren

Dreiecksform nach Ischamie widerspiegelt (Alvarez-Buylla et al. 1990, Bartus et al. 1995).

4.8.2 Immunhistochemische Farbungen

MAP2-Farbung

Mit Hilfe eines entsprechenden Antikorpers kann MAP2 mittels ABC-Technik angefarbt
werden (Schwab et al. 2001), welches der Stabilitit des Zytoskeletts und der
Nahrstoffversorgung der Nervenfortsdtze dient (Kitagawa et al. 1989). Die durch den
Energieverlust nach zerebraler Ischamie verminderte Synthese des Proteins fihrt demnach zu

einer verminderten MAP2-Immunreaktivitdt, welche valide histologisch quantifiziert werden
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kann (Dawson und Hallenbeck 1996). Areale mit verminderter MAP2-Immunreaktivitat
entsprechen dabei friih postischamisch geschadigtem, aber nicht nekrotischem Gewebe (Li et
al. 2000). Die verminderte Anfarbbarkeit von MAP2 nach zerebraler Ischdmie kann somit als
Surrogatparameter fir die Penumbra angesehen werden (Kitagawa et al. 1989, Dawson und

Hallenbeck 1996).

GFAP-Farbung

Das saure Gliafaserprotein (GFAP) kann mittels ABC-Methode mit einem Antikorper gegen
dieses Molekil angefarbt werden(Eng 1985). Es ist in Astrozyten des ZNS nachweisbar und
dort Hauptbestandteil des Zytoskeletts (Eng und DeArmond 1981). Ihm kommt insbesondere
nach zerebralen Ischamien eine wichtige Rolle bei Reorganisationsvorgangen im Rahmen der
reaktiven Astrogliose zu, die sich in geschadigtem Gewebe durch Immunreaktion eines
entsprechenden Antikdrpers gegen GFAP darstellt(Herrera und Cuello 1992). Auf diese Weise
kann mit der GFAP-Farbung naherungsweise die Infarktnarbe nach zerebraler Ischamie

visualisiert werden (McKeon et al. 1991).

4.8.3 Bestimmung der Infarktgrofle

Das Infarktvolumen wurde nach Berechnung der betroffenen Flache im jeweiligen Hirnschnitt
volumetrisch ermittelt und die ZielgroRe als Anteil des Infarktes an der ipsilateralen
Hemisphare definiert. Hierzu wurden die 30 um dicken histologischen Schnitte mit ein und
demselben optischen System, bestehend aus Lichtmikroskop (Axioplan2, Carl Zeiss, Aalen,
Deutschland), Kamera (AxioCam MRc5, Carl Zeiss), kompatiblen Objektiven (in den
VergrofRerungen 1,25x, 2,5x, 4x, 10x) und entsprechender Software (Axiovision 4.7 und Modul
MosaiX, Carl Zeiss), eingescannt und als TIFF-Dateien gespeichert. Den Schnitten wurde

jeweils eine Skalierung hinzugefigt.

Die Ermittlung der InfarktgroRe erfolgte mit Hilfe der Software Adobe Photoshop CS 4 (Adobe
Systems, San José, USA). Der erste fiir die Volumetrie zu wertende Schnitt wurde bei Bregma
-2,8 mm definiert, der letzte bei Bregma -4,5 mm. Jedem Hirnschnitt wurde ein Wert Bregma
+ x mm zugeordnet, um eine Lokalisation der Frontalschnitte auch in der Sagittalen

vornehmen zu kénnen.

Zunachst wurde fir jeden Schnitt die GroRe beider Hemispharen separat abziiglich der Flache
der Hirnventrikel bestimmt, um durch den Vergleich von ischdmischer und nicht-ischdamischer

Hemisphare ein eventuelles Infarktédem zu detektieren. Dann wurde mit Hilfe der Software
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fir den jeweiligen Hirnschnitt die als Infarkt zu wertende Flache markiert und der
Flacheninhalt berechnet. Die ermittelten Werte wurden in eine Tabelle der Software
Microsoft Excel 2010 (Microsoft, Redmond, USA) eingetragen und die folgenden
Berechnungen mit diesem Programm realisiert. Ein Volumen ergab sich letztlich aus der
Multiplikation der Hemisphdren- beziehungsweise Infarktfliche mit der Zahl der
ausgewerteten Schnitte und dem Abstand der Schnittebenen. AnschlieBend wurde der
prozentuale Anteil des Infarktvolumens am Gesamtvolumen der ischamischen Hemisphare
berechnet und als Zielgrofe fiir die InfarktgroBe herangezogen. Hatte ein Versuchstier nicht 7
Tage nach MCAO (iberlebt (lagen also keine Hirnschnitte vor), so wurde das Tier aus der

Auswertung zur InfarktgrofRe ausgeschlossen.

4.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software SPSS Statistics Version 24.0 (IBM,
Amonk, USA) fiir Windows. In den Diagrammen wurde eine Darstellung in Form von Boxplots
gewahlt, da die Parameter in den Stichproben haufig nicht normalverteilt waren und eine
Visualisierung der Verteilung so besser gelang. In den Boxplots spiegeln sich die Angaben fiir
den kleinsten und den gréRten nicht extremen Wert (5 %- und 95 %-Perzentil), fiir das 25 %-
und das 75 %-Perzentil sowie fir den Median wider. Ausreiller wurden in den Diagrammen
separat markiert. Fir die interindividuellen Gruppenvergleiche hinsichtlich aller Outcome-
Parameter wurden die Geschlechter getrennt betrachtet. Bei den Volumina beider
Hemisphdren lag im Shapiro-Wilk-Test eine Normalverteilung vor (Shapiro et al. 1968).
Deshalb wurde hier der T-Test fiir unabhangige Stichproben verwendet (Lew und Menon
1991). Alle anderen Parameter waren nicht normalverteilt, sodass im Ubrigen der Mann-
Whitney-U-Test zur Anwendung kam (Mann und Whitney 1947). Eine Korrelation zwischen
zwei Parametern wurde mit dem Spearman-Rho-Test gepriift (Spearman 1987). Fiir alle Tests
wurde als Signifikanzniveau 0,05 angenommen. Zur Adjustierung des Signifikanzniveaus bei
multiplen Paarvergleichen wurde eine alpha-Korrektur nach Bonferroni-Holm durchgefiihrt
(Aickin und Gensler 1996). Alle arithmetischen Mittelwerte werden als Mittelwert +

Standardabweichung angegeben.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Der Einfluss einer perinatalen Glucocorticoid- oder Stressexposition auf

die Aktivitit der HHN-Achse
Die Aktivitat der HHN-Achse wurde durch je eine Blutentnahme in Ruhe, nach 20 min
Restrainer-Stress und 90 min nach der ersten Blutentnahme (Abklingwert) und den daraus
berechneten Parametern (Peak-Anstieg, Peak-Abfall, AUC-Antwort) quantifiziert. Eingang in

die Auswertung fanden die Werte nur dann, wenn alle drei Blutentnahmen gelangen.

Corticosteron-Basal-, -Peak- und -Abklingwert

Ein zwanzigmintiger Restrainer-Stress erzeugte zuverlassig einen Anstieg der Corticosteron-
Konzentration von Basal- zu Peak-Wert (Abbildung 8, Signifikanzen in der Abbildung nicht
gezeigt). Weibliche Tiere der Gruppe MS, nicht jedoch pranatal mit GC behandelte Weibchen,
wiesen einen niedrigeren CORT-Basalwert auf als Kontrollen (Abbildung 8). Hinsichtlich Peak-

und Abklingwert gab es keine Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Basalwert: vor 20 min Restrainer-Stress
Fealkwert: unmittelbar nach 20 min Restrainer-Stress
Abklingwert 90 min nach Basalwert

Abbildung 8: Basal-, Peak- und Abklingwert der weiblichen Mause in Abhangigkeit des perinatalen Stressreizes.
k = Kontrollgruppe, GC (E16/17) = pranatale GC-Behandlung an den Tagen 16 und 17 der Gestation, MS =
postnatale Mutterseparation. MS-Weibchen weisen einen niedrigeren Basalwert auf als die Kontrollen (*** p <
0,001).
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Bei den mannlichen Tiere schien die MS keinen Einfluss auf den CORT-Basalwert zu haben.
Auch hinsichtlich der Peak- und Abklingwert zeigten sich keine Unterschiede von GC (E16/17)

und MS gegeniiber den Kontrollen (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Basal-, Peak- und Abklingwert der mannlichen C57/Bl6-M3use Mé&use in Abhangigkeit des
perinatalen Stressreizes. k = Kontrollgruppe, GC (E16/17) = prénatale GC-Behandlung an den Tagen 16 und 17
der Gestation, MS = postnatale Mutterseparation. Keine Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Corticosteron-Anstieg

Bei den Weibchen flihrten sowohl die pranatale GC-Therapie als auch die MS im Vergleich zur

Kontrollgruppe zu einer hoherem Anstieg der CORT-Peak-Konzentration nach 20-minitigem

Immobilitatsstress (Abbildung 10). Bei den Mannchen waren zwischen den Gruppen keine

Unterschiede erkennbar (Abbildung 11).
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Abbildung 10: Anstieg des CORT vom
Basal- zum Peakwert der Weibchen in
Abhéangigkeit des perinatalen Stressreizes.
k = Kontrollgruppe, GC (E16/17) =
prénatale GC-Behandlung an den Tagen 16
und 17 der Gestation, MS = postnatale
Mutterseparation. Sowohl die pradnatale
GC-Behandlung als auch die MS fiihren zu
einem hoheren Anstieg des CORT (*** p <
0,001; ** p<0,01).

Abbildung 11: Anstieg des CORT vom
Basal- zum Peakwert der Mannchen in
Abhéangigkeit des perinatalen Stressreizes.
k = Kontrollgruppe, GC (E16/17) =
prénatale GC-Behandlung an den Tagen 16
und 17 der Gestation, MS = postnatale
Mutterseparation. Keine Unterschiede
zwischen den Gruppen.
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Flache unter der Kurve (AUC-Antwort)

Um die Antwort der HHN-Achse auf den 20-minitigen Immbolititatsstress zu quantifzieren,

wurde die Flache unter der Kurve (AUC), normiert auf den individuellen Basalwert, berechnet

und im Folgenden als AUC-Antwort bezeichnet (siehe Kapitel 4.4). Sowohl eine pranatale GC-

Therapie als auch die MS fiihrten bei den Weibchen im Vergleich zu den Kontrolltieren zu einer

gesteigerten Stressantwort (Abbildung 12). Bei

den Mannchen zeigten sich keine

Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich der Aktivitat der HHN-Achse (Abbildung 13).
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Abbildung 12: Stressantwort der weiblichen
Mause in Abhangigkeit des perinatalen
Stressreizes. k = Kontrollgruppe, GC (E16/17)
= pranatale GC-Behandlung an den Tagen 16
und 17 der Gestation, MS = postnatale
Mutterseparation. Pranatale GC-Therapie
und MS flihren zu einer starkeren
Stressantwort (*** p < 0,001; * p <0,05).

Abbildung 13: Stressantwort der mannlichen
Mause in Abhangigkeit des perinatalen
Stressreizes. k = Kontrollgruppe, GC (E16/17)
= pranatale GC-Behandlung an den Tagen 16
und 17 der Gestation, MS = postnatale
Mutterseparation.  Keine  Unterschiede
zwischen den Gruppen.

Im Anhang (Kapitel 9.2) finden sich weitere statistische Daten zu allen verwendeten

Parametern in Form einer deskriptiven Statistik.
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5.2 Der Einfluss einer perinatalen Glucocorticoid- oder Stressexposition auf

das Verhalten
Der Schwanzhalteversuch ermdglichte eine Quantifizierung depressiven Verhalten der
Versuchstiere, da die gemessene Inaktivitdt, ausgedriickt in Inaktivitditspunkten, als ein
Surrogatparameter flir depressives Verhalten angesehen werden kann. Das theoretische
Maximum der Inaktivitatspunkte betrug in 8 min Versuchszeit 96 Punkte (siehe Kapitel 4.5).
Ein solches Ergebnis, das einer durchgehenden Inaktivitdit ohne Fluchtverhalten entspricht,
entfiel auf keines der untersuchten Tiere. Das HochstmalBR an Inaktivitat zeigte mit 44
Inaktivitatspunkten ein mannliches Versuchstier aus der Gruppe GC (E16/17). Acht von 137
Tieren, darunter sieben Kontrolltiere, zeigten innerhalb des Untersuchungszeitraumes von 8

min keinerlei Inaktivitat.

Die pranatale GC-Therapie flhrte zu einer erhohten Inaktivitdit der weiblichen Tiere im
Schwanzhalteversuch (Abbildung 14). Die postnatal von der Mutter separierten Weibchen
zeigten kein inaktiveres Verhalten als die Tiere der Kontrollgruppe. Bei den Mannchen hatte
sowohl eine pranatale GC-Therapie als auch als auch die MS ein depressiveres Verhalten im

Schwanzhalteversuch zur Folge (Abbildung 15).
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Abbildung 14: Inaktivitdt im Schwanzhalteversuch
Abhéangigkeit
perinatalen Stressreizes. k = Kontrollgruppe, GC
(E16/17) = prénatale GC-Behandlung an den Tagen 16
und 17 MS =
Mutterseparation. Die pranatale GC-Behandlung

der weiblichen Maéuse in des

der Gestation, postnatale

fUhrt zu einer hoheren Inaktivitat (* p < 0,05).
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Abbildung 15: Inaktivitdt im Schwanzhalteversuch
Abhéangigkeit
perinatalen Stressreizes. k = Kontrollgruppe, GC
(E16/17) = prénatale GC-Behandlung an den Tagen 16
und 17 MS = postnatale
Mutterseparation. die GC-
Behandlung als auch die Mutterseparation fiihren zu
einer héheren Inaktivitat (*** p < 0,01; * p < 0,05)

der mannlichen Mause in des

der Gestation,

Sowohl pranatale
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Im Vergleich zwischen weiblichen und mannlichen Tieren zeigten Mannchen nach pranataler
GC-Therapie eine hohere Inaktivitat als die Weibchen der selben Gruppe (Abbildung 16). Da
die Weibchen nach pranataler GC-Therapie im Vergleich zur Kontrollgruppe sowohl eine
hohere Inaktivitdat im Schwanzhalteversuch als auch eine héhere Aktvitat der HHN-Achse
aufwiesen (AUC-Antwort), war die Prifung einer statstischen Beziehung zwischen Inaktivitat
im Schwanzhalteversuch und Aktivitdat der HHN-Achse interessant. Dabei fand sich bei den
Weibchen ebenso wie bei den Mannchen in Folge eine pranatalen GC-Therapie keine
Korrelation zwischen Inaktivitatspunkten im Schwanzhalteversuch und AUC-Antwort

(Abbildung 17).
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Abbildung 17: Beziehung zwischen Inaktivitdt im Schwanzhalteversuch und Aktivitdt der HHN-Achse innerhalb
der Gruppe GC (E16/17). Fiir beide Geschlechter besteht keine Korrelation zwischen depressivem Verhalten und
Aktivitat der HHN-Achse (linker Teil der Abbildung: Weibchen; rechts: Mannchen).
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5.3 Der Einfluss einer perinatalen Glucocorticoid- oder Stressexposition auf

das funktionelle Outcome nach MCAO
Zur Beurteilung des funktionellen Outcomes nach induzierter zerebraler Ischamie wurde der
Global-Score (siehe Kapitel 4.7) herangezogen. Sowohl die mannlichen als auch die weiblichen
pranatal mit GC behandelten Tiere, aber nicht MS-Tiere beider Geschlechter, zeigten nach
MCAO ein schwerwiegenderes motorisches Defizit als die Tiere der Kontrollgruppe (Abbildung
18 und Abbildung 19). Auch die deskriptiven Parameter wiesen auf den Effekt hin, dass Tiere
in Folge einer pranatalen GC-Therapie offenbar schwerer betroffen waren. So verstarben in
den sieben Tagen nach MCAO vier von 15 weiblichen und eins von neun mannlichen Tieren in
dieser Gruppe, zudem zwei von zehn Mannchen der Gruppe MS. In der Kontrollgruppe
Uberlebten alle Tiere bis einschliellich sieben Tage nach MCAO. Hervorgehoben wird der
beschriebene nachteilige Effekt einer pranatalen GC-Therapie auf das funktionelle Outcome
nach MCAO durch die Tatsache, dass keines der pranatal mit GC behandelten Tiere nach der
MCAO motorisch unbeeintrachtigt war. Demgegeniiber wiesen 17 % der weiblichen und 11 %

der mannlichen Kontrollen kein motorisches Defizit nach MCAO auf.
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Abbildung 18: Motorisches Defizit der weiblichen
Mause nach MCAO in Abhéngigkeit des perinatalen
Stressreizes. k = Kontrollgruppe, GC (E16/17) =
pranatale GC-Behandlung an den Tagen 16 und 17 der
Gestation, MS = postnatale Mutterseparation. Die
pranatale GC-Behandlung flhrt zu
schwerwiegenderen motorischen Beeintrachtigung
(* p<0,05).

einer

Abbildung 19: Motorisches Defizit der mannlichen
Mause nach MCAO in Abhéngigkeit des perinatalen
Stressreizes. k = Kontrollgruppe, GC (E16/17) =
prénatale GC-Behandlung an den Tagen 16 und 17 der
Gestation, MS = postnatale Mutterseparation. Die
pranatale GC-Behandlung flhrt zu
schwerwiegenderen motorischen Beeintrachtigung
(* p<0,05).

einer
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Das Geschlecht schien im vorliegenden Experiment keinen Einfluss auf das funktionelle

Outcome zu haben (Abbildung 20).

Abbildung 20: Motorisches Defizit
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17 der Gestation, MS = postnatale
' Mutterseparation.
|
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Keine Unterschiede zwischen den
Geschlechtern innerhalb  der
Gruppen.
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5.4 Der Einfluss einer perinatalen Glucocorticoid- oder Stressexposition auf

die InfarktgrofRe nach MCAO
Die InfarktgroBe wurde als Anteil des Infarktes an der ipsilateralen Hemisphare berechnet. Die
durch die MCAO induzierten Hirninfarkte waren in allen Gruppen vor allem in Basalganglien,
Hippocampus sowie im frontoparietalen Kortex lokalisiert, was dem Versorgungsgebiet der

okkludierten A. cerebri media (MCA) entsprach.

Hemispharenvolumen

Bei Tieren beider Geschlechter ergaben sich in keiner der Gruppe relevante
GrolRenunterschiede zwischen der vom Infarkt betroffenen und der kontralateralen
Hemisphare (Abbildung 21). Damit war zum Zeitpunkt der Gewinnung der Hirnschnitte sieben

Tage nach Schlaganfall kein relevantes Hirnddem zu konstatieren.

Auch zwischen Tieren mit pranataler GC sowie MS und den Kontrolltieren konnten keine
Unterschiede im Volumen der vom Schlaganfall betroffenen Hemisphare festgestellt werden
(Abbildung 22), sodass der perinatale Stress keinen Einfluss auf das postischamische Odem zu

haben schien.
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Abbildung 21: Vergleich der Volumina beider Hemispharen. k =
Kontrollgruppe, GC (E16/17) = pranatale GC-Behandlung an den
Tagen 16 und 17 der Gestation, MS = postnatale
Mutterseparation. Es fand sich kein GréRenunterschied der vom
Infarkt betroffenen Hemisphéare gegeniiber der kontralateralen
Hemisphare und somit kein Infarktédem sieben Tage nach
MCAO.
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Abbildung 22: Volumen der vom Infarkt betroffenen Hemisphare weiblicher (links) und mannlicher Tiere
(rechts) in Abhangigkeit des perinatalen Stressreizes. k = Kontrollgruppe, GC (E16/17) = pranatale GC-
Behandlung an den Tagen 16 und 17 der Gestation, MS = postnatale Mutterseparation. Keine Unterschiede

zwischen den Gruppen.
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Kresylviolett-Farbung

Die CV-Farbung diente der Darstellung des Infarktkerns. In Abbildung 23 zeigt sich ein fiir den
vorliegenden Versuch typischer Infarkt im Bereich des Striatums unter besonderer Beachtung

von karyolytischen Zellkernstrukturen in Abbildung 24.

Abbildung 23: Beispiel fiir ein Infarktareal in der CV-Farbung (weil umrandet).

Abbildung 24: VergroRerter Bildausschnitt des Infarktareals aus Abbildung 23 mit
geschrumpften, karyolytischen Zellkernen in der ischamischen Hemisphare mit
teilweise typischer Dreiecksform. MaRstab: 1 cm auf Abbildung entspricht 50 um.
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Sowohl bei den Weibchen als auch bei den Mannchen hatten weder eine pranatale GC-

Therapie noch eine MS Einfluss auf die InfarktgrofRe in der CV-Farbung (Abbildung 25 und

Abbildung 26).
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Abbildung 25: Relatives Infarktvolumen der weiblichen
Tiere in der CV-Farbung in Abhdngigkeit des perinatalen
Kontrollgruppe, GC (E16/17) =
pranatale GC-Behandlung an den Tagen 16 und 17 der
Gestation, MS = postnatale Mutterseparation. Keine
Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abbildung 26: Relatives Infarktvolumen der mannlichen
Tiere in der CV-Farbung in Abhangigkeit des perinatalen
k = Kontrollgruppe, GC (E16/17) =
pranatale GC-Behandlung an den Tagen 16 und 17 der
Gestation, MS = postnatale Mutterseparation. Keine
Unterschiede zwischen den Gruppen.

Stressreizes.

47



MAP2-Farbung

Die MAP2-Farbung diente naherungsweise der Darstellung der Penumbra. In Abbildung 27
findet sich ein flr die MAP2-Farbung stellvertretendes Infarktareal im medialen Striatum mit
verminderter Immunreaktivitdt im Vergleich zur Gegenseite. Sowohl bei Weibchen als auch
bei Mannchen fiihrte eine pranatale GC-Behandlung, nicht jedoch MS, zu grofReren Infarkten

in der CV-Farbung (Abbildung 28 und Abbildung 29).

E : |
Abbildung 27: Beispiel flr ein Infarktareal in der MAP2-Farbung. Der
Infarkt ist die Flache mit verminderter Immunreaktivitat fir MAP2 (weild

umrandet).
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Abbildung 28: Relatives Infarktvolumen der Abbildung 29: Relatives Infarktvolumen der
weiblichen Tiere in der MAP2-Farbung in mannlichen Tiere in der MAP2-Farbung in
Abhdngigkeit des perinatalen Stressreizes. k = Abhédngigkeit des perinatalen Stressreizes. k =
Kontrollgruppe, GC (E16/17) = pranatale GC- Kontrollgruppe, GC (E16/17) = pranatale GC-
Behandlung an den Tagen 16 und 17 der Gestation, Behandlung an den Tagen 16 und 17 der Gestation,
MS = postnatale Mutterseparation. Eine pranatale MS = postnatale Mutterseparation. Eine pranatale
GC-Therapie fuhrt zu groReren Infarkten (* p < 0,05). GC-Therapie fihrt zu groReren Infarkten (* p < 0,05).
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GFAP-Farbung

Die GFAP-Farbung illustrierte die astrozytdare Reaktion im zentralen Nervensystem nach
Schlaganfall und entsprach damit naherungsweise der Infarktnarbe. In Abbildung 30 ist ein
Areal mit vermehrter GFAP-Immunreaktivitat im Striatum gezeigt, welches an den Infarktkern
angrenzend lokalisiert ist. Sowohl bei Weibchen als auch bei Mdnnchen hatten weder GC
(E16/17) noch MS statistisch signifikanten Einfluss auf die InfarktgroRe in der CV-Farbung
(Abbildung 31, Abbildung 32).

Abbildung 30: Beispiel fiir ein Infarktareal in der GFAP-Farbung. Der Infarkt ist die im Vergleich
dunklere, dem Infarktkern (innere weife Umrandung) angrenzende Gliosezone mit hdherer
Immunreaktivitat fir GFAP (zwischen innerer und duBerer weiler Umrandung).

& 040 @ 0,50

== EE

Zm o) <8 ©

=43 =2 a0

g £ 0 2E

| T M

— G — .

1-1 g4 o

520 T

= E_ = E_ 0,20 |

£3 £8 a

s T ® L

E E

0,00 T | 1 0,00 T I I
kin=11)  GC(E16/17) WS (n=13) k [n=3) GCIELE/) WS [n=8)

(n=11]) n=2]

Abbildung 31: Relatives Infarktvolumen der Abbildung 32: Relatives Infarktvolumen der
weiblichen Tiere in der GFAP-Farbung in Abhangigkeit mannlichen Tiere in der GFAP-Farbung in
des perinatalen Stressreizes. k = Kontrollgruppe, GC Abhangigkeit des perinatalen Stressreizes. k =
(E16/17) = prénatale GC-Behandlung an den Tagen 16  Kontrollgruppe, GC (E16/17) = pranatale GC-
und 17 der Gestation, MS = postnatale Mutter- Behandlung an den Tagen 16 und 17 der Gestation,
separation. Keine Unterschiede zwischen den MS = postnatale Mutter-separation. Keine

Gruppen. Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Vergleich der InfarktgroBe in den verschiedenen Farbungen

In Abbildung 33 ist die InfarktgrofRe in den drei verwendeten Farbungen CV, MAP2 und GFAP

far die Kontrollgruppe, fir die pranatal mit GC behandelten Tiere und flr Tiere nach MS

jeweils nach Geschlecht getrennt dargestellt. Der Infarkt kommt in der MAP2-Farbung in allen

Gruppen tendenziell groBere zur Darstellung als in CV- und GFAP-Farbung. Zwischen der

InfarktgroRe in CV- und GFAP-Farbung zeigt sich kein Unterschied.
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Abbildung 33: Vergleich der relativen Infarktvolumina (Anteil des Infarktvolumens am ipsilateralen

Hemispharenvolumen) zwischen den drei verwendeten Farbungen. w= weiblich, m=mannlich. Der Infarkt kommt
in der MAP2-Farbung in allen drei Gruppen beider Geschlechter tendenziell groRer zur Darstellung als in CV- und
GFAP-Farbung.
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6 DISKUSSION

6.1 Diskussion der Methoden

6.1.1 Die Maus als Versuchstier

Das verwendete experimentelle Modell mit einem Nager als Versuchstier bietet den Vorteil
einer langen Erprobung und einer breiten Anwendung insbesondere in der
Schlaganfallforschung (Dirnagl 2006). Sowohl fiir die Ratte als auch fiir die Maus existieren
valide Modelle fir fokale zerebrale Ischamien (Bederson et al. 1986, Engel et al. 2011),
darliber hinaus auch solche fiir affektive Stérungen wie die Depression (Dalvi und Lucki 1999,
Cryan et al. 2005). Dennoch ergeben sich fiir das Nagermodell Einschrankungen in der
Ubertragbarkeit auf den Menschen. So ist beispielsweise das Alter der Tiere zum
Untersuchungszeitpunkt ein wichtiger Faktor in der Interpretation der Ergebnisse. Im hier
beschriebenen Versuchsaufbau wurde mit sechs bis neun Monate alten Mausen der Rasse
C57/Bl6 gearbeitet. Setzt man die Lebensspanne der Spezies von etwa zwei Jahren als
Malistab, entspricht dies einem ungefahren Alter zwischen 30 und 45 Jahren beim Menschen
(Dutta und Sengupta 2016). Zwar wurde die zerebrale Ischdmie im Rahmen dieser Arbeit
durch MCAO experimentell induziert, die Antwort des juvenilen und des alten Gehirns der
Maus darauf unterscheiden sich jedoch. So zeigten 18 Monate alte Mause im Vergleich zu
zwei Monate alten Mausen 30 Tage nach MCAO sowohl groRere Infarkte als auch eine
langsamere Erholung von motorischen Defiziten (Manwani et al. 2011). Bei der Interpretation
der vorliegenden Ergebnisse sollte demnach das junge Erwachsenenalter der Mause

Bericksichtigung finden.

Zudem bestehen zwischen verschiedenen Spezies relevante Unterschiede vor allem im
Hinblick auf den Stand der Hirnreife zum Zeitpunkt der Geburt (Festing und Fisher 2000). Die
Proliferation und Migration der Neuronen ist beim menschlichen Feten etwa mit der 24.
Schwangerschaftswoche abgeschlossen — etwa dem Zeitpunkt der Schwangerschaft, ab dem
eine pranatale GC-Therapie bei drohender Friihgeburt in der klinischen Praxis angewandt
werden kann (Andersen 2003, Sweet et al. 2007). Der Entwicklungsstand menschlicher Feten
zu diesem Zeitpunkt entspricht ungefahr dem einer sieben Tage alten Maus, deren
Neuronenzahl sich zwischen Geburt und 16. Lebenstag noch einmal nahezu verdoppelt
(Clancy et al. 2001, Lyck et al. 2007). Mit der Gabe von sGC an den Tagen E16 und 17, was

einem spaten Schwangerschaftszeitpunkt bei der Maus entspricht, wurde beim vorliegenden
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Versuchsaufbau somit ein Kompromiss eingegangen zwischen einer Intervention innerhalb
des Zeitraums der Hirnreifung der Maus und einer Behandlung der Mutter, um der pranatalen
GC-Therapie beim Menschen moglichst dhnlich zu sein. Aus den Betrachtungen lasst sich
jedoch schlieBen, dass nicht nur eine pranatale Intervention, sondern auch ein postnataler
Stressreiz bei der Mause eine fetale Programmierung hervorrufen kann, da das Nagergehirn

auch noch postnatal reift.

6.1.2 Perinatale Glucocorticoid- oder Stressexposition

Wahl des verwendeten Medikaments zur pranatalen Glucocorticoid-Therapie

Die unterschiedliche Wirkung verschiedener sGC untereinander wie dem in diesem
Experiment verwendeten DM auf die sich in Reifung befindliche HHN-Achse hangt von vielen
Faktoren ab. Beispielsweise ist die biologische Halbwertszeit von sGC deutlich langer als die
des korpereigenen CORT (Czock et al. 2005). Auch binden sGC wie BM und DM im Vergleich
zu CORT mit einer hoheren Affinitdat an GR, welcher die programmierenden Effekte auf die
HHN-Achse maRgeblich vermittelt (Kapoor et al. 2008). CORT bindet erst in
supraphysiologischen Konzentrationen an den GR (de Kloet et al. 1987). Die hohere
Rezeptoraffinitat von sGC im Vergleich zu CORT ist somit ein moglicher Grund dafiir, dass sGC
einen starker programmierenden Effekt auf die HHN-Achse haben als psychologischer Stress
in der Schwangerschaft. DM und BM durchdringen bei erwachsenen Saugern die Blut-Hirn-
Schranke im Normalfall nicht, weil diese mit dem multidrug resistance protein 1la p-
Glykoprotein (iber einen Transporter verfiigt, der sGC im Gegensatz zu CORT am Ubertritt ins
zentrale Nervensystem hindert (De Kloet et al. 1998, Meijer et al. 1998). Beim Feten und
vermutlich auch noch bis in postnatale Zeitrdume hinein gelangen hingegen wirksame
Mengen an sGC ins Gehirn, da die Blut-Hirn-Schranke pranatal noch in Reifung begriffen ist
(Ballabh et al. 2004, Matthews 2001). Da sich jedoch weder die in Frage kommenden sGC in
der Eigenschaft der Durchgangigkeit der Blut-Hirn-Schranke wesentlich unterscheiden, noch
relevante Unterschiede im Reifegrad der Blut-Hirn-Schranke innerhalb der pranatalen
Entwicklungsphase bestehen, in welcher die pranatale GC-Therapie sowohl beim Menschen
als auch in unserem Versuch angewandt wird, spielten diese Uberlegungen in der Auswahl des

verwendeten sGC eine untergeordnete Rolle.
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Mutterseparation

Der in diesem Experiment applizierte Stressreiz MS ist ein hdufig verwendeter Stressreiz, um
im Nagermodell die fetale Programmierung insbesondere der HHN-Achse zu untersuchen
(Bailoo et al. 2014, Biagini et al. 1998, Marais et al. 2008). Werden Nager in den ersten beiden
Lebenswochen innerhalb der sogenannten Stress-hyporesponsiven Periode (SHRP), wahrend
derer ein Stressreiz im Vergleich zu einem spateren Applikationszeitpunkt eine gedampfte
Reaktion der HHN-Achse hervorruft, von der Mutter vereinzelt, so kann dies im spateren
Leben eine liberschieRende oder eine gedampfte Stressantwort vermitteln (Levine 1994, Aisa
et al. 2008, Lajud et al. 2012). Die Richtung und die Intensitat des programmierenden Effekts
der MS auf die HHN-Achse hdangen dabei unter anderem vom Zeitpunkt sowie von Dauer und

Frequenz der Applikation ab.

Zeitpunkt: Dass die Intensitat des Einflusses von MS auf die HHN-Achse abhdngig davon ist,
wann diese postnatal angewendet wird, konnte auf unterschiedliche Zeitfenster der Stress-
hyporesponsiven Periode von verschiedenen Nagerspezies zuriickzufiihren sein. So reicht die
SHRP bei Ratten etwa von P4 bis P14 und bei Mausen von P1 bis P12 (Levine et al. 1991,
Schmidt et al. 2003). Bei Mausen steigt ab P12 die basale Aktivitat der HHN-Achse wieder an
und die Reaktion auf Stressreize entspricht ab diesem Zeitpunkt nunmehr der erwachsener
Tiere (Schmidt et al. 2003). Zwar zeigten einige Studien, dass MS in der Mitte der SHRP einen
intensiveren programmierenden Effekt auf HHN-Achse und Verhalten im spateren Leben
hatte als eine Applikation fiir jeweils wenige Tage zu deren Beginn. Die MS wurde im hier
vorgestellten Versuchsaufbau jedoch von P4 bis P14 angewendet, sodass durch die
Applikation tGber insgesamt 11 Tage davon ausgegangen werden kann, dass sie innerhalb der

SHRP lag.

Dauer und Frequenz: Auch die Zeitdauer der MS hat einen entscheidenden Einfluss auf den
spateren Phanotyp. Wahrend eine kurzzeitige MS von 15 min taglich an mehreren
aufeinanderfolgenden Tagen potenziell zu einer hyporesponsiven HHN-Achse im spateren
Leben fiihrt, hat eine mehrstiindige MS beziehungsweise sogar der vollstandige Verlust an
Zuwendung fir mehrere aufeinanderfolgende Tage meist eine verstarkte Aktivitat der
Stressachse zur Folge (de Kloet et al. 2005b, Guijarro et al. 2007). Die Programmierung einer
gedampften HHN-Achse wird in diesem Kontext darauf zurlickgefiihrt, dass das Muttertier
nach der Rickkehr des Jungen eine verstarkte mitterliche Zuwendung zeigt, was Uber

niedrigere CORT-Spiegel beim Jungtier zu einer andauernden Hochregulation der GR im
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Hippocampus und so zu einem zeitlebens verstarkten Feedback-Mechanismus fiihrt (Lehmann
und Feldon 2000, de Kloet et al. 2005a, Guijarro et al. 2007, Plotsky und Meaney 1993). Eine
langer andauernde Abwesenheit der Mutter bedeutet hingegen einen Verlust an Brutpflege
und an diese stressreiche Umgebung passt sich das Jungtier mit einer zeitlebens

hyperresponsiven HHN-Achse an (de Kloet et al. 2005b, Lehmann und Feldon 2000).

Neben der Spezies, dem Zeitpunkt und der Dauer der MS stellen die Haltung wahrend der
Abwesenheit der Mutter und das Geschlecht weitere abhangige Faktoren dar (de Kloet et al.
2005b). Die uneinheitlichen Protokolle machen eine Interpretation der sehr heterogenen

Ergebnisse von Untersuchungen in Bezug auf die MS schwierig (Tractenberg et al. 2016).

6.1.3 Akuter Immobilitdtsstress als Modell fiir Kurzzeitstress

Mit einem Restrainer, der keine (Flucht)-Bewegung des Tieres zuldsst, wurde in diesem
Versuch eine standardisierte Stressreaktion erzeugt. Die zwanzigminitiger Immobilisation
war in unserem Versuch zuverlassig in der Lage, die CORT-Basalkonzentration im Serum der
Mause unabhangig von der Gruppenzugehorigkeit auf das Zwei- bis Vierfache zu steigern, was
sich mit den Literaturangaben deckt (Armario und Castellanos 1984). Die Methode bietet den
Vorteil der einfachen und kostengiinstigen Durchfiihrbarkeit und zieht, wenn sie lediglich
einmal pro Tier durchgefiihrt wird, keine Gewohnung nach sich, da zum einen kein Lerneffekt
entsteht und dem Tier zum anderen keine Moglichkeit geboten wird, den Stressor

abzuschwachen (Buynitsky und Mostofsky 2009).

Der Restrainer-Stress birgt den Nachteil einer moglichen Habituation innerhalb des Versuchs
(Glavin et al. 1994). Dauert der Stressreiz anders als im hier darstellten Experiment langer als
30 min an, lasst die Antwort der HHN-Achse in der Regel bereits wahrend der Stressreaktion
wieder nach, sodass der gemessene CORT-Peak-Wert falsch-niedrig erscheint (Buynitsky und
Mostofsky 2009). Aus diesem Grund wurde im vorliegenden Versuchsaufbau die Zeitdauer

von 20 Minuten gewabhlt.

Ein weiterer wichtiger Faktor, der bei der Forschung zu Stressreaktionen bei Nagern
betrachtet werden muss, ist die Tageszeit, zu der der Stressreiz appliziert wird. Zwar sind
Mause im Gegensatz zum Menschen nachtaktive Tiere, deren physiologischer CORT-Peak
gegen Abend auftritt, jedoch zog in friihen Arbeiten zur zirkadianen Rhythmik der HHN-Achse
eine Stressreaktion am Morgen und am Abend eine gleichermalen intensive CORT-Antwort

nach sich (Buckley und Schatzberg 2005, Zimmermann und Critchlow 1967). Auch da unser
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Versuchsaufbau ein enges Zeitfenster fiir die Applikation des Immobilitatsstressreizes von drei
Stunden ermoglichte und damit dhnliche Voraussetzungen fir alle Tiere und somit ein
systematischer Fehler in Bezug auf den Einfluss der zirkadianen Rhythmik angenommen
werden kdnnen, war es vertretbar, die Versuche am Vormittag wahrend der eigentlichen

Ruhephase der Tiere durchzufiihren.

6.1.4 Der Schwanzhalteversuch zur Quantifizierung depressiven Verhaltens

Zur Beurteilung des depressiven Verhaltens wurde mit dem Schwanzhalteversuch ein Test
verwendet, welcher seit den 1980er Jahren in praklinischen Studien von antidepressiven
Substanzen etabliert ist und die Immobilitat als Indikator von depressivem Verhalten in einer
Situation ohne Fluchtmoglichkeit objektiviert (Steru et al. 1985). Der in der Aussage Uber
depressives Verhalten dem Schwanzhalteversuch dhnelnde Forced Swimming Test birgt
gegeniber ersterem bei der Anwendung an Mausen Nachteile. Zum einen weisen die
Resultate bei nicht behandelter Tieren eine groRBere Streuung auf (Bogdanova et al. 2013).
Zum anderen stellt die thermische Irritation durch das kalte Wasser einen zusatzlichen
Stressreiz und dar und flihrt bisweilen sogar zu einer relevanten Hypothermie bei Mausen
(Porsolt et al. 1979, Cryan et al. 2005). Eine Weiterentwicklung beider Tests ist die isolierte
Betrachtung der Kopfbewegung, welche bei depressiven Tieren in geringerem Male zu
beobachten ist und durch Serotonin-Wiederaufnahmehemmer wie Sertralin im Nagermodell
gesteigert werden kann (Lockridge et al. 2013). Sie kann durch Agonisten und Antagonisten
am 5-HT,-Rezeptor gezielt beeinflusst werden, was einen Fortschritt in der préaklinischen

Erforschung antidepressiver Medikament darstellt (Lockridge et al. 2013).

Beobachtungen, dass Mause der Rasse C57BL/6, welche auch in dieser Arbeit verwendet
wurden, ungeeignet fir den Schwanzhalteversuch seien, da sie sich in bis zu 70% mit den
Vorderlaufen am eigenen Schwanz hochzogen (Mayorga und Lucki 2001), konnte im
vorliegenden Experiment nicht bestatigt werden. Ein solches Verhalten zeigte sich im in

Kapitel 4.5 vorgestellten Versuchsaufbau in weniger als 5 % der Falle.

6.1.5 Die Okklusion der A. cerebri media als Schlaganfallmodell

Beim Menschen lassen sich Schlaganfille in wenige klinische Subtypen einteilen, welche sich
in Atiologie, Bildgebung und Therapie beziehungsweise Ansitze in der Sekundarprophylaxe
unterscheiden (Adams et al. 1993). Um fokale Ischamien im Tierversuch abzubilden, existieren

mehrere Modelle, deren Auswahl sorgfiltig im Hinblick auf die Ziele des Experiments
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getroffen werden sollte. Da das vorliegende Versuchsprotokoll auch eine Evaluation des
funktionellen Outcomes nach Schlaganfall vorsah, kamen eine (Hemi-)Kraniektomie
erfordernde Varianten mit transtemporalem Zugangsweg nicht in Betracht, da eine solche
Intervention die im postoperativen Zeitfenster geplanten motorischen Tests nicht zugelassen
hatte (Kanemitsu et al. 2002, Tamura et al. 1981). Die von Tamura beschriebene distale
GefaRokklusion, welche ebenfalls eine Kraniektomie vorsieht, hat indes den Vorteil, dass
kleinere Hypoxieareale entstehen, welche eher den Schlaganfallen beim Menschen dhneln
(Carmichael 2005, Tamura et al. 1981). Eine weitere Methode der Schlaganfallinduktion ist die
des photochemisch induzierten Infarktes (Dietrich et al. 1986, Watson et al. 1985). Sie ist
wenig invasiv, stereotaktisch hinsichtlich der zu ladierenden Hirnareale planbar und bietet die
Moglichkeit, elektrophysiologische Vorgange im Areal gezielt zu untersuchen (Hagemann et
al. 1998, Carmichael 2005). Durch die Ausbildung eines sowohl intra- als auch extrazellularen
Odem:s ist die photochemisch induzierte Ischdmie jedoch in ihrer Pathophysiologie eher mit
einer traumatischen Hirnschadigung zu vergleichen als mit einer fokalen Ischamie beim
Menschen, wo eher das zytotoxische Odem dominiert (Carmichael 2005). Auch eine

Reperfusion wird in diesem Modell nur ungentigend simuliert (Carmichael 2005).

Im vorliegenden Experiment wurde sich letztlich fir eine intraluminale Okklusion der MCA mit
einem silikonbeschichteten Faden entschieden. Eine Kraniektomie sieht das
Operationsprotokoll nicht vor (Clark et al. 1997). Es birgt charakteristische unerwiinschte
Effekte wie Subarachnoidalblutungen [in bis zu 8 % der Falle (Schmid-Elsaesser et al. 1998b)]
oder eine vorzeitige Reperfusion [in bis zu 26 % der Falle (Schmid-Elsaesser et al. 1998b)],
welche auch von der Verwendung eines Faden ohne oder mit Silikonspitze abhangig sind
(Schmid-Elsaesser et al. 1998a). Eine Aussage Uber die Inzidenz von Subarachnoidalblutungen
kann fir das vorliegende Experiment nicht getroffen werden, da eine Obduktion der vorzeitig
verstorbenen Tiere nicht erfolgte. Geht man hypothetisch davon aus, dass sowohl die beiden
perioperativ verstorbenen als auch die sieben innerhalb der sieben Tage nach MCAO
verstorbenen Tiere eine Subarachnoidalblutung erlitten haben, so wirde dies eine
Komplikationsrate der MCAO in Bezug auf eine letale Blutung von 12,7 % bedeuten, die jedoch
in Wirklichkeit niedriger sein dirfte, da innerhalb der verstorbenen Tiere auch ein grolRer

Infarkt oder eine Infektion als Todesursache in Frage kommen.

Das Fadenmodell erlaubt die gezielte Okklusion eines GefdlRes anhand der gewaihlten

Fadendicke, eine variable Ischamiezeit und die addaquate Reperfusion des MCA-Stromgebietes
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(Braeuninger und Kleinschnitz 2009). Dabei besteht eine Abhadngigkeit der InfarktgrofRe von
der Okklusionsdauer. Langere Okklusionszeiten fihrten zu groReren Schlaganfallen (Engel et
al. 2011, Carmichael 2005, Belayev et al. 1999). Eine dreiRigmin(tige Ischamiezeit bei C57BI/6-
Madusen ist laut Literatur in der Lage, einen Infarkt von einer GrofRe von 10 - 40% der
betroffenen Hemisphare (gemessen nach 24 Stunden Reperfusionszeit) zu verursachen
(Carmichael 2005). Die von uns ermittelten Infarkte in der Kontrollgruppe waren kleiner
(Median ca. 7 %). Auffallig ist auBerdem, dass die Infarkte in vorliegendem Experiment zumeist
kortikal im Striatum gelegen waren. Diese Lokalisation kann damit erklart werden, dass nach
Reperfusion der Cortex eher wieder einen normalen zerebralen Blutfluss erlangt als die
Basalganglien, in denen auch in unseren Versuchen haufig der Infarktkern lokalisiert war

(Takagi et al. 1995).

Zusammenfassend wurde im Rahmen dieser Arbeit ein kliniknahes Modell ein kliniknahes
Modell einer zerebralen Ischamie genutzt, das sowohl eine Reperfusion als auch die
sekundare Entziindungsreaktion beriicksichtigte. Dabei waren sowohl InfarktgréfRe als auch

das funktionelle Outcome mit der Literatur vergleichbar.

6.1.6 Motorische Tests zur Beurteilung des funktionellen Outcomes
Die im vorliegenden Experiment durchgefiihrten motorischen Tests zur Evaluierung des
funktionellen Outcomes nach MCAO wurden zwei Arbeiten entlehnt, welche urspriinglich

Ratten als Versuchstiere beinhalteten (Bederson et al. 1986, Hernandez und Schallert 1988).

Der Score nach Bederson ist ein etabliertes Instrument zur Beurteilung motorischer Defizite
nach zerebraler Ischamie im Nagermodell (Bederson et al. 1986). Er ist schnell und einfach zu
erheben, weist jedoch Einschrankungen auf. So sind die beinhalteten Tests in ihrer Bewertung
subjektiv (Schaar et al. 2010). Im Falle der vorliegenden Arbeit wurde der Bederson-Score von
ein und demselben Experimentator erhoben, um eine vergleichbare Beurteilbarkeit zu
gewadhrleisten. Er wurde um die Resultate des Gridwalk-Tests und das Schlaganfall-Outcome
,Versterben” zur ZielgréBe Global-Score erweitert, deren Herleitung in Kapitel 4.7.3 erlautert
wurde. Der Gridwalk-Test, neben dem Bederson-Score als zweiter Bestandteil des Global-
Scores, ist anhand der Auszahlung der Trittfehler auf einem Lochgitter unter freier Exploration
in der Lage, die feinmotorische Funktion, welche nétig war, um das Gitter ohne Fehler zu
Uberqueren, abzubilden. Die videoassistierte Auswertung des Tests erfolgte unter Auszahlung

der absoluten Trittfehler wdhrend der Versuchsdauer von zwei Minuten. Auf eine
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seitengetrennte Auswertung der Trittfehler wurde verzichtet, da dies eines aufwendigeren
Versuchsaufbaus mit mehreren Kameras bedurft hatte, um verschiedene Perspektiven auf das
Lochgitter zu gewinnen. Diese Anordnung hatte zudem neben einem erhohten
Personalaufwand einen vermehrten akustischen Stress durch Bedienung der Gerate nach sich
gezogen. Auch mit der Berlicksichtigung der absoluten Trittfehler konnte ein hinreichend
guter Eindruck Giber die motorischen Defizite nach Schlaganfall gewonnen werden, was sich
auch darin widerspiegelt, dass die Ergebnisse des Gridwalk-Tests positiv mit denen des

Bederson-Scores korrelierten.

Vor MCAO besaRen alle Tiere die niedrigste Ausprdagung im Global-Score, waren demnach
ohne relevantes neurologisches Defizit. Nach fokaler Ischamie entfiel dieses fehlende Defizit
im Global-Score auf 9 von 75 Tieren (12 %; nur den Bederson-Score einbezogen, sogar auf 32
% der Tiere). Tiere mit gutem funktionellen Outcome wiesen einen kleineren Schlaganfall auf.
Global-Score und InfarktgrofRe korrelierten positiv. Sehr kleine Infarktareale kénnten auf eine
vorzeitige Reperfusion bei der MCAO-Operation dieser Mause zurlickzufiihren sein. Die
Differenz von 34 % zu 16 % der Tiere, welche nur im Gridwalk-Test ein Defizit aufwiesen (nicht
jedoch im Bederson-Score), zeigte, dass der Score nach Bederson vornehmlich
schwerwiegende motorische Defizite detektiert. Diese Interpretation wird durch die
Beobachtung gestiitzt, dass es nur wenige Tiere gab, die ein Defizit im Bederson-Score
aufwiesen, jedoch keines im Gridwalk-Test (8 %). Das Erfordernis der Kombination beider
Tests ergibt sich zuletzt daraus, dass es Tiere gab, die zwar noch im Bederson-Score bewertet
werden konnten, im Gridwalk-Test aufgrund des neurologischen Defizits aber einen
Versuchsabbruch verzeichneten. Beim in der vorliegenden Arbeit verwendeten Test zur
Quantifizierung des Outcomes nach MCAO wurde zudem analog zur modifizierten Skala nach
Rankin das Versterben als schlechtestes Outcome-Ereignis nach Schlaganfall beriicksichtigt.
Auf diese Weise konnten 10 % mehr Tiere in die Auswertung eingeschlossen werden als nur
mit dem Bederson-Score, durch den die vorzeitig verstorbenen Tiere nicht reprasentiert

gewesen waren.

Insgesamt konnte mit dem Global-Score eine sehr feine Differenzierung motorischer Defizite
getroffen werden, die zudem gut mit der bestimmten InfarktgrofRe in allen verwendeten
Farbungen korrelierte. Dies konnte Eingang in zukiinftige Arbeiten finden, die beispielsweise
einen Langzeitverlauf des Schlaganfall-Outcomes zum Gegenstand haben. Durch den Verzicht

auf aufwendige histologische Verfahren zugunsten des Global-Scores kénnte somit der Einsatz
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an Versuchstieren reduziert werden, da fir die Gewinnung von Hirnschnitten zur
histologischen Untersuchung ein Toten der Tiere noétig ist, zur Erhebung des Global-Scores

jedoch nicht.

6.1.7 Verwendete Farbungen zur Darstellung des Hirninfarktes

Kresylviolett-Farbung

Kresylviolett (CV) bindet, wie in Kapitel 4.8.1 beschrieben, als basischer Farbstoff an saure,
RNA-reiche Strukturen des Zellkerns wie Ribosomen, die auch als Nissl-Schollen bezeichnet
werden (Alvarez-Buylla et al. 1990). Da in Folge einer Minderperfusion des Gehirns und der
damit einhergehenden Hypoxie die Ribosomen zu Grunde gehen, erscheinen infarzierte
Areale in der CV-Farbung heller als intakte Zellen (Tureyen et al. 2004). Sie sind somit, wie
auch im vorliegenden Versuch gezeigt werden konnte, verladsslich von nicht angefarbtem
Gewebe zu unterscheiden. Der durch die CV-Farbung visualisierte Bereich, in dem Neuronen
durch eine zerebrale Ischamie auf die beschriebene Weise strukturell geschadigt sind, kann in
Abgrenzung zur Penumbra (Regionen mit gestdortem Metabolismus, aber noch intakter

Zellstruktur) mit dem Infarktkern gleichgesetzt werden (Liu et al. 2009, Popp et al. 2009).

MAP2-Farbung

Das Mikrotubuli-assoziierte Protein 2 (MAP2) ist ein zytoskelettaler Marker, der sich im reifen
Gehirn von Nagern im Bereich der Dendriten von Neuronen findet (Dawson und Hallenbeck
1996, De Camilli et al. 1984). Ist seine Anfarbbarkeit, also die Reaktivitadt eines entsprechenden
Antikorpers mit dem Molekil, nach einer zerebralen Ischamie vermindert, so kann dies als
Marker flr geschadigte, aber noch nicht untergegangene Neuronen herangezogen werden
(Kitagawa et al. 1989). Dies leitet sich daraus ab, dass MAP2 im ZNS einem schnellen
Proteinumsatz unterliegt, wodurch das Protein bereits in einer friihen postischamischen
Phase nur noch vermindert nachweisbar ist, da sein Abbau sehr rasch geschieht und seine
Synthese letztlich zum Erliegen kommt, noch bevor der Zelltod eintritt (Sanchez et al. 2000).
Eine verminderte Immunreaktivitat flir MAP2 nach einem ischdamischen Schlaganfall korreliert
mit einem erhohten Glukoseumsatz in Neuronen, der einen gestérten Stoffwechsel von
Mitochondrien im Falle einer Hypoxie anzeigt (Gilland et al. 1998, Kitagawa et al. 1989). Ob
Neuronen im Rahmen eines Schlaganfalls sofort oder erst im Rahmen eines sekundaren
Zellschadens bei fortdauernd ausbleibender Sauerstoff-versorgung untergehen, hangt

malgeblich vom zerebralen Blutfluss ab, der wiederum erst ab einer bestimmten Minderung
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einen erhohten Glukoseumsatz in den Nervenzellen zu Folge hat (Paschen et al. 1992). Die
Schwelle des zerebralen Blutflusses, unterhalb derer die Neuronen im Sinne einer Anpassung
an den Sauerstoffmangel einen gesteigerten Glukosemetabolismus zeigen, ist héher als
diejenige, unterhalb derer ATP als Energietrager nicht mehr hinreichend bereitgestellt werden
kann, was den Zelltod zu Folge hat (Paschen et al. 1992). Die GroRRe der Penumbra, die Areale
von geschadigten, aber noch nicht untergegangenen Neuronen anzeigt und wie beschrieben
naherungsweise mit der MAP2-Farbung dargestellt werden kann, ist demnach abhangig vom
Grad des Blutflusses wahrend Okklusion und Perfusion in der betroffenen Hirnregion (Schwab

et al. 1998, Hossmann 2006).

Den vorangegangenen Erlduterungen folgend, sollte das Areal mit verminderter MAP2-
Immunreaktivitat nach einer MCAO grofRer sein als dasjenige des Infarktkerns, der durch die
CV-Farbung reprasentiert wird, da es neben der Penumbra auch den Infarktkern einschlieft
(Popp et al. 2009). Dies bestatigte sich im hier gezeigten Versuch (siehe Kapitel 5.4). Zudem
war die MAP2-Farbung zuverldssig in der Lage, bei allen Tieren den Infarkt nach MCAO
anzufarben, und erwies sich demnach mit dem in Kapitel 4.8.2 aufgefiihrten Protokoll als sehr

valide Methode.

GFAP-Farbung

Wie in Kapitel 2.5 erldutert wurde, kommt im Rahmen einer nach einer zerebralen
Perfusionsstérung nach dem initialen nekrotischem Zelltod durch Gewebehypoxie eine
sekunddre Immunantwort mit Einwanderung immunaktiver Zellen in Gang, die unter anderem
den apoptotischen Untergang von Neuronen in dem Infarkt angrenzenden Arealen initiiert
(Dirnagl et al. 1999, Wang et al. 2007). Dabei spielen Astrozyten eine wichtige Rolle, die in
Antwort auf den Gewebsschaden hypertrophieren und unter anderem die lonen- und
Wasserhomoostase nach zerebraler Ischdmie regulieren, die extrazellulare Konzentration des
exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat senken und pro- sowie antiinflammatorische
Zytokine ausschitten (Kawano et al. 2012). Die Aktivierung der Astrozyten geht dabei
innerhalb des ersten Tages nach zerebraler Ischamie mit einer Hochregulation des sauren
Gliafaserproteins (GFAP) als Bestandteil des Zellgeriists von Astrozyten einher (Kawano et al.
2012). Dieser Prozess, in dem ruhende Astrozyten in Folge einer verminderten Perfusion im
Gehirn in einen aktiven Zustand versetzt werden, wird als reaktive Astrogliose und der

resultierende Gewebsschaden als Infarktnarbe bezeichnet (Sofroniew 2009). Diese konnte im

60



vorliegenden Experiment durch eine verstarkte Immunreaktivitdit von GFAP mit einem

entsprechenden Antikorper zuverlassig visualisiert werden.
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6.2 Diskussion der Ergebnisse

Dem folgenden Kapitel soll zur besseren Ubersicht eine Tabelle vorangestellt werden, welche

die wichtigsten Ergebnisse der verschiedenen Versuchsteile kurz zusammenfasst.

Gruppe und Aktivitit der HHN- | Depressivitat | InfarktgroRe und motorisches Defizit
Geschlecht Achse nach MCAO
GC weiblich gp 0 0
(E16/17) mannlich = O 0
MS weiblich & = =
mannlich = N =

Tabelle 4: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der Gruppen GC (E16/17) (prénatale GC-Therapie an
den Tagen 16 und 17 der Gestation) sowie MS (Mutterseparation an den Tagen P4 bis P14 nach der Geburt)
gegeniber der weiblichen bzw. mannlichen Kontrollgruppe in den drei Versuchsteilen (siehe Kapitel 5). Das
Symbol ,, N weist auf einen Effekt der jeweiligen Intervention hin. Das Symbol ,=“ zeigt an, dass kein signifikanter
Effekt im Vergleich zur Kontrollgruppe besteht.

6.2.1 Der Einfluss einer perinatalen Glucocorticoid- oder Stressexposition auf die
Aktivitdt der HHN-Achse

Pranatale Glucocorticoid-Therapie

Die Aktivitait der HHN-Achse wurde im Alter von sechs Monaten im Rahmen einer
standardisierten, zwanzigminitigen Immobilitatsstress-Situation beurteilt (siehe Kapitel 4.4).
Daraus ging hervor, dass eine pranatale GC-Therapie an den Tagen E16 und E17 bei
weiblichen, nicht jedoch bei mannlichen Tieren, eine U(berschielende Stressantwort
programmierte. Dies deckt sich mit den Literaturangaben, denn Nagern wird in Folge einer
pranatalen Gabe DM im spateren Leben eine hyperresponsive HHN-Achse zugeschrieben
(Bakker et al. 1995). Sind die Feten in einem vulnerablen Zeitfenster (bei Nagern in der letzten
Schwangerschaftswoche) exzessiven GC-Spiegeln oder sGC ausgesetzt, so fluhrt das zu einer
verminderten Expression von GR und MR bereits pranatal, was eine Stérung des negativen
Feedback-Mechanismus der HHN-Achse zur Folge hat (Noorlander et al. 2006). Dass auch bei
drei Monate alten Ratten nach pranatalem Stress noch eine Herunterregulierung von MR und
GR im Hippocampus zu beobachten war, ist eine mogliche Erklarung fir die auch im
Erwachsenenalter persistierend liberschiefende Stressachse im vorliegenden Experiment und

spricht fur einen langfristigen, programmierenden Effekt (Henry et al. 1994).

Der aktuelle Kenntnisstand insbesondere in Bezug auf die geschlechtsspezifische Wirkung

einer pranatalen GC-Gabe wird durch unser Experiment vertieft und erweitert, da Weibchen
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und Mannchen ein analoges Versuchsprotokoll durchliefen und damit anders als in vielen
anderen Studien, in denen lediglich ein Geschlecht untersucht wurde, ein unmittelbarer

Vergleich von Weibchen und Mannchen moglich ist.

Die in den vorliegenden Experimenten nachweisbare geschlechtsspezifische Wirkung einer
pranatalen GC-Behandlung hinsichtlich der Programmierung einer hyperresponsiven HHN-
Achse deckt sich mit der aktuellen Studienlage (Weinstock 2007). So fiihrte im Rattenversuch
akustischer (Weinstock et al. 1992) beziehungsweise Immobilidtsstress (Szuran et al. 2000)
wahrend der letzten Schwangerschaftswoche bei sechs beziehungsweise zwolf Monate alten,
weiblichen Nachkommen zu einer hyperresponsiven HHN-Achse, wohingegen Mannchen des
selben Alters keine veranderte Stressachse boten. Allerdings ist beziiglich mannlicher Tiere
die Studienlage nicht eindeutig (Weinstock 2007). So fanden sich in weiteren Studien, deren
Protokolle jedoch im Hinblick auf verwendete Spezies, Art des pranatalen Stressors, Zeitpunkt
der Applikation und das Alter der Tiere heterogen sind, bei adulten mannlichen Tieren sowohl
Hinweise fir eine verminderte (Liu et al. 2001, McCormick et al. 1995) als auch fiir eine
gesteigerte Reaktivitat der HHN-Achse (Koehl et al. 1999, Henry et al. 1994). Einen Effekt auf
die Entwicklung der HHN-Achse scheint pranataler Stress bei mannlichen Nagern erst bei
intensiverem vorgeburtlichen Stressoren zu haben, wohingegen bei weiblichen Nachkommen,
nicht jedoch bei Mannchen, bereits einmal taglich applizierter Immobilitatsstress wahrend der
letzten Gestationswoche zu einer verstarkten CORT-Antwort auf akuten Stress fiihrt (Gobinath
et al. 2014). Dies kdonnte auch die selektive Wirkung einer pranatalen GC-Therapie auf die
Weibchen in unserem Experiment erklaren, bei dem eine hohere Dosis oder ein langerer
Behandlungszeitraum moglicherweise auch Auswirkungen auf die HHN-Achse der Mannchen

gehabt hatte.

Die geschlechtsabhangig unterschiedliche Auswirkung von pranatalen Stressreizen birgt

|ll

evolutionsbiologische Beziige (Glover und Hill 2012). Laut dem ,,Mismatch-Modell“ tragt ein
vorgeburtlicher Stressreiz zur Adaption des Fetus an eine stressreiche Umgebung im spéateren
Leben bei (Gluckman und Hanson 2004). So kann eine UberschieRende und prolongierte
Stressreaktion weiblichen Saugern im spateren Leben in einer stressbehafteten Umgebung
Uberlebensvorteile sichern, da sie mit einer erhdhten Wachsamkeit in der Aufzucht der
Jungtiere einherginge, wie an Primaten gezeigt werden konnte (Glover und Hill 2012, Vieau et

al. 2007). Evolutionsbiologische Nachteile in Form einer erhohten Anfalligkeit fur

verschiedene Erkrankungen erbringen diese Anpassungsvorgdnge den Individuen aus Sicht
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der Mismatch-Hypothese erst dann, wenn eine antizipierte stressreiche Umgebung im

spateren Leben nicht eintritt (Gluckman et al. 2005b).

Mutterseparation

Die Auswirkungen einer MS auf die Entwicklung der HHN-Achse decken sich in unserem
Experiment mit denen einer pranatalen GC-Therapie. Wahrend im vorliegenden Versuch eine
MS von je drei Stunden an den Tagen P4 bis P14 auf die Aktivitat der HHN-Achse méannlicher
Tiere keinen relevanten Effekt hatte, boten die Weibchen im spateren Leben eine

Uberschiefende Stressantwort.

Der Einfluss der MS auf die Entwicklung der HHN-Achse in Abhangigkeit vom Geschlecht der
untersuchten Spezies ist im Hinblick auf Ratten gut untersucht, die Studienlage jedoch nicht
eindeutig (Weinstock 2007). Fir Mause existieren hier nahezu keine Daten. Das in dieser
Arbeit beschriebene Experiment liefert eine wichtige Erganzung zum aktuellen Kenntnisstand.
In einer Studie fuhrte MS (taglich 4,5 h in den Tagen P1 bis P21) im Rattenmodell
beispielsweise bei zwei Monate alten Mannchen, nicht jedoch bei Weibchen, zu einer
verminderten Reaktion der HHN-Achse auf akuten Stress (Renard et al. 2007). Ein anderer
Versuch zeigte bei Ratten im Alter von fliinf Monaten einen gegenlaufigen Effekt, ndmlich eine
in Folge von MS (taglich 3 h an den Tagen P3 bis P10) gesteigerte Stressantwort mannlicher,
nicht jedoch weiblicher Ratten auf einen milden emotionalen Stressreiz (Wigger und
Neumann 1999). Dies legt auch fir den Einfluss einer MS auf die Entwicklung der HHN-Achse
eine altersabhangige Wirkung nahe; wahrend zwolf Monate alte Tiere nach MS (24 h an P3)
in einer weiteren Studie am Rattenmodell eine UberschieRende Stressantwort aufwiesen,
zeigten drei und dreiBig Monate alte Tiere eine verminderte Antwort der HHN-Achse auf
kurzzeitigen Immobilitatsstress (Workel et al. 2001). Die Daten des vorliegenden Versuchs
zeigen im Hinblick auf die Aktivitat der Stressachse im Mausmodell anders als bei Ratten eine
starkere Beeinflussung der Weibchen durch die MS, was sich auch mit den bereits erlduterten

Ergebnissen in Bezug auf die pranatale GC-Therapie deckt.

Ein moéglicher Mechanismus, liber den eine MS zu einer Fehlregulation der Stressachse im
spateren Leben fihrt, konnte die bereits wahrend der MS einsetzende und bis ins
Erwachsenenalter anhaltende Herunterregulierung von GR und dem damit gestorten
Feedback-Mechanismus der HHN-Achse sein (de Kloet et al. 2005a, Vazquez et al. 1996, Ladd
et al. 2004). Bei acht Wochen alten Ratten fanden sich in Folge einer MS (taglich 4 h an den
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Tagen P2 bis P13) neben einer verstarkten CORT-Antwort auf akuten Immobilitatsstress,
epigenetische Verdanderungen wie eine vermehrte Hypermethylierung des CRH-Promoters
CRE (cAMP-response element) und damit eine verstarkte Transkription des CRH-Gens in
Reaktion auf die Stresssituation, was eine UberschieBende Aktivierung der HHN-Achse

impliziert (Chen et al. 2012).

Der im Vergleich zur Kontrollgruppe trotz hyperresponsiver Stressachse verminderte CORT-
Basalwert der Weibchen widerspricht Effekten einer MS in der Mehrzahl vorangegangener
Studien, in denen der Basalwert bei erwachsenen Nagern durch MS entweder nicht
beeinflusst [taglich 3 h von P3 bis P15, (Plotsky et al. 2005)] oder erhéht war [taglich 3 h von
P2 bis P14 beziehungsweise taglich 6 h von P2 bis P15, (Ladd et al. 2004, Roque et al. 2014,
van Bodegom et al. 2017)]. Lediglich ein Versuch zeigte analog zu den hier erhobenen
Ergebnissen bei drei Monate alten Rattenweibchen einen verminderten Basalwert nach einer
MS [taglich 3 h an den Tagen P3 bis P15, (Slotten et al. 2006)]. Da die weiblichen MS-Tiere in
unserem Versuch dasselbe Protokoll durchliefen wie die tbrigen Tiere, ist ein entscheidender
Einfluss der Methodik, etwa durch eine effektiver eingehaltene Kafigruhe wahrend der
Versuche, welche den niedrigeren Basalwert prinzipiell erklaren kdnnte, unwahrscheinlich.
Warum die Tiere, wenngleich sie eine starkere CORT-Ausschiittung nach akutem Stress
hatten, im Vergleich zur Kontrollgruppe verminderte Basalwerte aufwiesen, bleibt nach

aktuellem Kenntnisstand noch ungeklart.

6.2.2 Der Einfluss einer perinatalen Glucocorticoid- oder Stressexposition auf das
Verhalten

Pranatale Glucocorticoid-Therapie

Mit Hilfe des Schwanzhalteversuches wurde der Einfluss von perinatalem Stress auf die
Inaktivitat in einer Situation ohne Fluchtmoglichkeit quantifiziert. Die Inaktivitdt kann dabei
als Surrogatparameter fiir depressives Verhalten herangezogen werden (Cryan et al. 2005)
Sowohl mannliche als auch weibliche Mause mit pranataler GC-Behandlung wiesen in diesem

Test im Vergleich zur Kontrollgruppe ein depressiveres Verhalten auf.

Die Einwirkung von pranatalen Stressreizen wird sowohl im Tierexperiment als auch in
humanexperimentellen Studien mit einer hoéheren Pradisposition fiir psychiatrische
Erkrankungen wie Depression, Schizophrenie und Angststérungen in Verbindung gebracht

(Huang 2011, Weinstock 2008). Dies konnte unter anderem direkt auf erhohte CORT-Spiegel,
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welche wie in der Einleitung beschrieben Folge einer Programmierung der HHN-Achse sein
kdnnen, zuriickzufiihren sein. So korrelierte bei unbehandelten Ratten im Forced Swimming
Test, der ebenso wie der Schwanzhalteversuch Auskunft liber depressives Verhalten gibt, eine
langandauernde Inaktivitat mit hheren CORT-Spiegeln wahrend des Versuchs, wohingegen
eine medikamentos herbeigefiihrt Reduktion der CORT-Konzentration durch Metopiron auch
die Inaktivitdt reduzierte (Baez und Volosin 1994). Zudem konnten bei vier Monate alten,
perinatal gestressten Ratten (Restrainer-Stress der Mutter in der letzten Gestationswoche),
welche im Forced Swimming Test ein inaktiveres Verhalten gezeigt hatten als Kontrolltiere,
eine verminderte Dichte an MR und GR im Hippocampus nachgewiesen werden und dariiber
hinaus auch eine hohere Konzentration an prafrontal gelegenen 5-HT1a-Rezeptoren (Morley-
Fletcher et al. 2004, Celada et al. 2013). Beide Verdnderungen waren mittels einer
langerfristigen antidepressiven Behandlung mit dem nichtselektiven Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer Imipramin reversibel, was auf die antidepressive Wirkung einer
Aktivierung von 5-HTia-Rezeptoren durch das Medikament zurlickzufiihren sein konnte
(Morley-Fletcher et al. 2004, Celada et al. 2013). Die hippocampalen Serotonin-
Konzentrationen waren passend zu dieser Beobachtung bei zwei Monate alten Mdusen nach
Immobilitatsstress der Mutter in der letzten Gestationswoche vermindert (Hayashi et al. 1998,
Ishiwata et al. 2005). Dies zeigt, dass in Folge pranataler Stressreize nicht nur der GC-, sondern
auch der Monoamin-Stoffwechsel gestort ist und sich beide Systeme wechselseitig
beeinflussen. In den dorsalen Raphe-Kernen, wo die zentralen Serotonin-sezernierenden
Neuronen lokalisiert sind, finden sich vermehrt GR-immunreaktive Zellen (Harfstrand et al.
1986, Morimoto et al. 1996). Sowohl Stressreize als auch exogene GC-Zufuhr sind in der Lage,
den Serotoninumsatz in Cortex und Mittelhirn zu steigern und die Serotoninausschiittung in
den zentralen Amygdala-Kernen tber eine Aktivierung des CRH-Rezeptors zu erhéhen (Singh
et al. 1990, Mo et al. 2008, Lanfumey et al. 2008). Ein Erkldrungsansatz fur die Resultate der
weiblichen Tiere ist demnach eine fehlregulierte HHN-Achse, die auch das monoaminerge
Neurotransmittersystem beeinflusst. Im Rahmen des desensitivierten Feedback-
Mechanismus der HHN-Achse zirkulieren mehr GC im Organismus, die unter anderem den
Serotoninumsatz erhéhen, wodurch weniger Molekiile des Neurotransmitters im
synaptischen Spalt verfligbar sind — ein fiir die fetale Programmierung der unipolaren

Depression denkbarer Pathomechanismus.
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Der programmierende Effekt auf das Verhalten durch perinatalen Stress ist in dieser Arbeit
bei mannlichen Madusen der Rasse C57/Bl6 starker ausgepragt als bei weiblichen. Derlei
Geschlechtsunterschiede perinataler Programmierungsvorgange des Verhaltens sind gut
untersucht im Nagermodell an verschiedenen Spezies wie Meerschweinchen, Ratten und
Mausen (Weinstock 2008). Bei adulten Mausen ist eine hohere Pradisposition der mannlichen
Nachkommen fiir depressives Verhalten nach verschiedenartigen Stressreizen wahrend der

Schwangerschaft bekannt (Mueller und Bale 2008).

Da die mannlichen Tiere im durchgefiihrten Experiment zwar ein depressiveres Verhalten
zeigten, die HHN-Achse in Folge einer pranatalen GC-Therapie jedoch nicht beeinflusst war,
spielen womoglich geschlechtsspezifisch weitere Mechanismen eine Rolle, Giber die pranataler
Stress depressives Verhalten vermittelt. Bei Mausen, deren Miitter in der letzten
Schwangerschaftswoche mit DM behandelt worden waren, manifestierte sich beispielsweise
depressives Verhalten erst im Alter von zwolf Monaten und zudem lediglich bei mannlichen
Tieren (Spulber et al. 2015). Zudem war bei den Ratten auch bereits zu friiheren Zeitpunkten
die zirkadiane Rhythmik der HHN-Achse und die Neurogenese im Hippocampus gestort
(Spulber et al. 2015, Koehl et al. 1999). Beide Veranderungen lassen sich sowohl in
Tiermodellen fir die Depression als auch beim Menschen finden, wie anhand MR-
Tomographie- und post-Mortem-Studien gezeigt werden konnte (Miller und Hen 2015).
Unklar ist jedoch, ob die gestorte Neurogenese im Hippocampus ursachlich fur die affektive
Stérung ist oder mit dieser in Tiermodellen der Depression lediglich korreliert und damit
Ausdruck einer gestérten Funktion des Hippocampus im Rahmen der Erkrankung ist (Petrik et

al. 2012).

Neben dem Hippocampus ist die Amygdala eine weitere Hirnstruktur, deren Entwicklung
offenbar durch pranatalen Stress beeinflusst wird und der eine Rolle in der Pathogenese von
Angsterkrankungen und affektiven Stérungen zugeschrieben wird (Weinstock 2008, Pezawas
et al. 2005, Frodl et al. 2002). Nachkommen von Ratten, die in der letzten Gestationswoche
mildem Stress in Form von taglichen Kochsalz-Injektionen ausgesetzt waren, zeigten im Alter
von vier Monaten erhohte Konzentrationen von CRH und dessen Rezeptor in der Amygdala
sowie eine Volumenvermehrung der lateralen Amygdala (Cratty et al. 1995, Ward et al. 2000,
Salm et al. 2004). Ein erhéhter CRH-Umsatz war im Mausmodell nach pranatalem Stress im
Alter von vier Monaten mit einem vermehrt depressivem Verhalten assoziiert (Mueller und

Bale 2008). Zudem fand sich bei den Tieren eine verminderte Expression GR und eine
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verminderte Konzentration von Serotonin-Transportern im Hippocampus (Mueller und Bale
2008). Anders als im hier gezeigten Versuch waren diese Veranderungen jedoch auch mit einer
hyperresponsiven Stressachse bei Mannchen assoziiert. Dies spricht wiederum dafiir, dass
pranataler Stress nicht nur auf einem Weg Verhalten im spateren Leben programmiert,
sondern dass sich die Effekte auf einzelne biologische Systeme wie HHN-Achse und

psychoaktive Neurotransmitter wechselseitig beeinflussen.
Mutterseparation

In dem in dieser Arbeit darstellten Versuch fihrte damit anders als bei pranataler GC-Gabe
die MS bei den mannlichen, nicht aber bei den weiblichen, Mausen zu einem depressiveren
Verhalten, das wie im Falle der pranatal mit sGC behandelten Mannchen nicht mit einer

Hyperaktivitat der HHN-Achse vergesellschaftet war.

Vorangestellt sei, dass sich insbesondere in Bezug auf die Effekte der MS auf das Verhalten in
der Literatur eine groRe Diskrepanz der Ergebnisse bietet, die laut einem aktuellen Review in
erster Linie auf methodische Differenzen der Studien (siehe auch Kapitel 6.1.2) zurtickgefiihrt
werden sollte (Tractenberg et al. 2016). Dass die MS bei Mausen im spateren Leben eine
hohere Vulnerabilitat fiir eine Depression nach sich zieht, erscheint jedoch eine belastbare

Erkenntnis zu sein (Tractenberg et al. 2016)

CRH konnte, wie im vorangegangen Abschnitt fiir die sGC- Gabe angedeutet, bei der
Programmierung von affektiven Stérungen auch in Folge der MS eine Rolle spielen. Eine MS
von P2 bis P14 (taglich 3 h) flihrte bei vier Monate alten mannlichen Ratten zu einer erhéhten
CRH-Konzentration im Hippocampus (Plotsky und Meaney 1993). In einem dhnlichen Protokoll
fand sich geschlechtsspezifisch bei vier Monate alten Mannchen ebenfalls eine erhéhte CRH-
Expression — jedoch nicht im Hippocampus, wo kein Unterschied bestand, sondern in der
Amygdala (Barna et al. 2003). Wie bereits beschrieben, ist die Depression sowohl beim
Menschen als auch im Tiermodell haufig mit einer erhhten CRH-Konzentration assoziiert.
Zudem konnte bei zwei Monate alten mannlichen Ratten im Alter von 3 Monaten, die im
Forced Swimming Test ein vermehrt depressives Verhalten gezeigt hatten, eine verminderte
Serotonin-Ausschiittung nachgewiesen werden (Bogdanova et al. 2013, Kirby et al. 1995).
Wahrend in einem weiteren Versuch zur MS (taglich 6 h von P5 bis P20) in einer Post-mortem-
Untersuchung im Hippocampus beider Geschlechter verminderte Serotonin-Konzentrationen

nachweisbar waren und diese Reduktion bei Mannchen starker war, fand sich eine solche
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Hormonverminderung im prafrontalen Kortex lediglich von Mannchen, was eine
geschlechtsspezifische Beeinflussung dieses Hirnareals durch die MS vermuten lasst
(Matthews et al. 2001). Zusammenfassend kommen hinsichtlich der Programmierung von
depressivem Verhalten durch eine MS und durch eine pranatale GC-Therapie wahrscheinlich
multiple einander Uberschneidende pathophysiologische Vorgange zum Tragen, die die

ahnliche Richtung und Intensitat der Effekte erklaren.

6.2.3 Der Einfluss einer perinatalen Glucocorticoid- oder Stressexposition auf das
Schlaganfall-Outcome

Pranatale Glucocorticoid-Therapie

Unser Experiment zeigte nach einer pranatalen GC-Therapie bei Mausen, die einen
experimentell induzierten Schlaganfall erlitten, ein schlechteres funktionelles Outcome und
grofRere Infarktareale in der MAP2-, nicht jedoch in der CV- und der GFAP-Farbung. Dies betraf

beide Geschlechter gleichermallen.

Der groRere Verlust der MAP2-Immunreaktivitat in Folge der MCAO kénnte insbesondere auf
eine Programmierung der GefaRfunktion und des GefdRtonus zurlickzuflihren sein. So
unterliegen beispielsweise verschiedene vasokonstriktorische und -dilatatorische Agenzien
wie ET-1, TX und NO in Folge pranataler Stressreize einer verdanderten Expression,
beziehungsweise dandert sich die Empfindlichkeit der Gefdlle flir diese Mediatoren, wie in
Kapitel 2.6 bereits dargestellt wurde (Anwar et al. 2016). Eigene unveroffentlichte Ergebnisse
unserer Arbeitsgruppe konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass im Rattenmodell eine
pranatale DM-Behandlung an den Tagen E19 und E20 Veranderungen der zerebralen
Vasoreagibilitdt bei den erwachsenen, 6-Monate alten Nachkommen bedingte. Die fetale
Programmierung der Vasoreagibilitdit umfasste sowohl vasokonstriktorische als auch
vasodilatative Signalwege mit geschlechtsspezifischen Unterschieden. Bei mannlichen Ratten
waren die endothelabhdngige ET-1-vermittelte und die endothelunabhéangige
Vasokonstriktion auf Kalium verstarkt. Diese verstarkte Vasokonstriktionsleistung kann bei
mannlichen Tieren Uber die Verstarkung des zerebralen Vasotonus und Minderung der
zerebralen Reservekapazitit zu einer VergroRerung des von der Ischamie betroffenen
Hirnareals nach MCAO beitragen. Bei beiden Geschlechtern fand sich zudem eine vermehrte
Prostaglandin-vermittelte Vasodilatationsleistung, welches als moglicher

Kompensationsmechanismus interpretiert werden kann. Da die pranatale GC-Behandlung
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aber zu einer VergroRerung des Schlaganfallareals nach MCAO bei beiden Geschlechtern
flhrte, scheint dieser kompensatorische Mechanismus hinsichtlich einer potenziellen

Protektion nicht ausreichend zu sein.

Auch kann sowohl mitterlicher psychologischer Stress als auch die pranatale Gabe von sGC
einen erhohten Sympathikotonus im spateren Leben zur Folge haben (Alexander et al. 2015,
Young 2002). Als Antwort auf akuten Stress in Form eines Schmerzreizes fanden sich
beispielsweise bei flinf Monate alten Ratten, welche wahrend der gesamten Schwangerschaft
wiederholt unvorhergesehenen physikalischen Stressreizen ausgesetzt waren, hdhere
Konzentrationen von Katecholaminen in Antwort auf einen elektrischen FuBschock, was fiir
einen verstarkte Aktivitdt des sympathischen Nervensystems spricht (Weinstock et al. 1998).
Auch ohne vorangegangenen akuten Stressreiz war der Adrenalinumsatz im zentralen
Nervensystem bei zwei Monate alten Ratten in Folge psychologischen Stresses wahrend der
Gestation erhoht (Takahashi et al. 1992). Ein gesteigerter Sympathikotonus wiederum konnte
als Risikofaktor fiir kardiovaskuldre Ereignisse identifiziert werden (Parati und Esler 2012,
Curtis und O'Keefe 2002). Dies konnte im Falle einer zerebralen Ischamie darin begriindet sein,
dass insbesondere zentrale GefdlRe durch Fasern des sympathischen Nervensystems
innerviert werden und eine GefaRBengstellung bewirken (Hamel 2006, van Lieshout und Secher
2008, Paulson et al. 1990). Im Falle einer vermehrten Aktvierung des Sympathikus werden
zerebrale GefalRe in ihrer Autoregulation in Richtung einer GefaRengstellung beziehungsweise
einer ungeniigenden maximalen Vasodilatation gestért, was im Rahmen eines Schlaganfalls
die Perfusion des Hirngewebes und somit das spatere Outcome verschlechtern kann (van

Lieshout und Secher 2008)

Auch die Entziindungsreaktion im spdteren Leben kann durch pranatalen Stress nachhaltig
beeinflusst werden, was zerebrale Strukturen vulnerabler fiir hypoxische Zustande macht. So
konnten bei finf Monate alten, ovarektomierten Nachkommen von pranatal gestressten
Mausen (Immobilitatsstress wahrend der Gestation) hohere hippocampale Konzentrationen
des proinflammatorischen Zytokins IL-1B nachgewiesen werden (Diz-Chaves et al. 2012). Dies
kann wiederum (ber eine Stimulation der Ausschittung von CRH zu einer Aktivierung der
HHN-Achse beitragen (Barbazanges et al. 1996, Diz-Chaves et al. 2012, Sapolsky et al. 1987).
Wahrend IL-1B Uberwiegend durch ortsstandige Monozyten und Makrophagen des Gehirns
ausgeschuttet wird, sind T-Lymphozyten eine weitere Zellpopulation, die fiir die sekundare

Entziindungsreaktion nach einem Schlaganfall eine Rolle spielen (Tobin et al. 2014). Sie
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wandern im Falle einer zerebralen Ischamie Uber die durch den Zellschaden geschadigte
Bluthirnschranke ein, sezernieren weitere proinflammatorische Zytokine wie Interferon-y
(IFN-y) und halten auf diese Weise die Entziindungsreaktion in Gang (Tobin et al. 2014). Eine
die T-Lymphozyten adressierende experimentelle Intervention kann demzufolge
wahrscheinlich Uber eine verdnderte Entziindungsreaktion das Schlaganfall-Outcome
beeinflussen, denn Knock-out-Mause der Rasse C57/BI6 mit ausgeschaltetem CD8(Cluster of
Differentiation)-Rezeptor auf T-Lymphozyten sowie IFN-y-defiziente Versuchstiere wiesen
nach MCAO signifikant kleinere Infarkte auf (Yilmaz et al. 2006). Dariiber hinaus gibt es
Hinweise, dass eine prdanatale GC-Therapie sowohl vermittelt durch GC als auch uber das
noradrenerge System zu einer Verminderung der CD4*/CD8*-Ratio im spateren Leben fiihren
kann (Viltart und Vanbesien-Mailliot 2007). Ist der Anteil an CD8-positiven Lymphozyten also
durch perinatal erhohte GC-Spiegel vermehrt, hat dies im adulten Organismus unter anderem
die verstarkte Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen und damit eine starkere
lokale inflammatorische Antwort zur Folge. Auch kann eine intensivere Entziindungsreaktion
durch eine inadaquate sympathische Aktivierung induziert werden, da noradrenerge Fasern
den Thymus innervieren (Elenkov et al. 2000). Zwar ist eine verstarkte postischdamische
Entziindungsreaktion des Gehirns eine mogliche Ursache fiir die Verschlechterung des
Schlaganfall-Outcomes. In der GFAP-Farbung fand sich bei den mit DM vorbehandelten Tieren
aber kein entsprechendes Korrelat in Form eines groReren Astrogliose-Areals. Um diesen
moglichen Pathomechanismus in kiinftigen Experimenten naher nachvollziehen zu kénnen,
konnte beispielswiese die Bestimmung der Konzentration von Entziindungsmediatoren wie

TNF-a, IL-1B oder IFN-y aus dem Infarktareal erfolgen.

Mutterseparation

Im vorliegenden Versuchsaufbau hatte die MS an den Tagen P4 bis P14 im Unterschied zur
pranatalen GC-Therapie weder bei weiblichen noch bei mannlichen Tieren einen Effekt auf die

InfarktgroRe und das funktionelle Outcome nach MCAO.

Die Studienlage im Hinblick auf die fetale Programmierung des Outcomes nach fokalen
Ischamien in Folge postnataler Stressreize wie der MS ist sparlich. Ein Experiment untersuchte,
wie sich eine MS (taglich 3 h von P1 bis P6) auf eine durch permanente Okklusion der ACI
induzierte Ischamie auswirkte, und fand bei sieben Tage alten Weibchen und Mannchen
keinen relevanten Unterschied in der InfarktgroRe (Tata et al. 2015). Auch bei drei Monate

alten Ratten (MS taglich 8 h von P3 bis P7) fanden sich keine Unterschiede in der InfarktgrofRe
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(Hays et al. 2013). Darliber hinaus war auch die Angiogenese im Gehirn nicht verandert (Hays
et al. 2013). Im Falle einer weiteren Studie hatte eine MS (taglich 15 min von P1 bis P15) bei
mannlichen Mausen eine hyporesponsive HHN-Achse zur Folge, die mit grofleren Infarkten in
Folge einer MCAO im Alter von vier Monaten vergesellschaftet war (Craft et al. 2006). Die
hohere Vulnerabilitdt fiir Schlaganfille dieser stresshyporesponsiven Spezies wurde unter
anderem damit erklart, dass durch die in Antwort auf die zerebrale Ischamie im Vergleich zu
Kontrolltieren verminderte CORT-Ausschittung eine schwachere Immunsuppression erfolgt
und damit eine schwerwiegendere sekundare Entziindungsreaktion des ZNS mit erhéhten
Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine wie TNFa und IL-1B sowie einem grofReren
Odem einhergeht (Craft et al. 2006, Stoll et al. 2002). Neben der verdnderten Immunantwort
weist das ZNS im Falle einer hyporesponsiven Stressachse auch eine grofRere Empfindlichkeit
gegeniber GC-vermittelter neuronaler Toxizitdt auf, da GR im Falle einer gedampften HHN-
Achse hochreguliert sind (Craft et al. 2006, Babenko et al. 2015). In dieser Arbeit wurde der
postnatale Stressreiz jeweils fiir nur 15 min am Tag angewendet, was eine Vergleichbarkeit
mit den anderen zitierten Studien sowie dem vorliegenden Versuch einschrankt, die jeweils
mehrstiindige Vereinzelung der Jungtiere von der Mutter vorsahen (Craft et al. 2006, Hays et
al. 2013, Tata et al. 2015). Wie in Kapitel 6.1.2 beschrieben, fiihrt eine kurze MS potenziell
eher zur Entwicklung einer hyporesponsiven HHN-Achse, eine langer andauernde MS kann
hingegen eine hyperresponsive Stressachse zu Folge haben. Zwar wiesen die MS-Weibchen
im hier darstellten Experiment eine liberschieBende Stressantwort auf. Einen Effekt auf die
Vulnerabilitat fur zerebrale Ischamien zeigte sich jedoch anders als bei den weiblichen Tieren
der Gruppe GC (E16/17), die ebenfalls eine hyperresponsive HHN-Achse hatten, nicht. Dies
spricht dafiir, dass - wie bereits diskutiert - eine fehlregulierte Stressantwort nicht der einzige
Mechanismus zu sein scheint, (ber den perinataler Stress zu einer Programmierung der
Anfalligkeit fiir zerebrale Ischamien im spéateren Leben fihrt. Weitere Wege, Uber welche
moglicherweise die Programmierung eines schlechteren Schlaganfall-Outcomes durch einen
postnatalen Stressreiz erfolgt, kdnnten den vorangegangenen Ausflihrungen zu Folge ahnlich
wie bei einer pranatalen sGC-Gabe die Modulation von GefaRtonus und -Funktion sowie der

Entziindungsreaktion im adulten Gehirn sein.
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7 SCHLUSSFOLGERUNGEN UND AUSBLICK

Diese Arbeit konnte zeigen, dass eine pranatale Behandlung mit DM, wie sie in der klinischen
Praxis zur Lungenreifung bei drohender Frithgeburt angewandt wird, bei adulten Mausen die
GrolRe von Schlaganfillen und das funktionelle Outcome nach zerebraler Ischamie negativ
beeinflussen kann. Bei den weiblichen Tieren konnte dariiber hinaus eine hyperaktive HHN-
Achse nachgewiesen werden. Die UberschieBende Stressachse ist dabei eine mogliche
Erklarung fir das schlechtere Schlaganfall-Outcome der Weibchen. So kann die gestorte
negative Riickkopplung der Stressachse als Folge einer Desensitivierung der zerebralen GR zu
einer zeitlebens vermehrten CORT-Exposition fiihren (Schwab 2009). Dies kdnnte unter
anderem eine verminderte Suppression der sekundaren Entziindungsreaktion nach
Schlaganfall zur Folge haben und auf diesem Weg den sekundaren apoptotischen
Zelluntergang verstarken (Diz-Chaves et al. 2012, Wang et al. 2007). Eine hyperaktive HHN-
Achse bei den weiblichen Tieren war im vorliegenden Versuch zudem mit depressivem
Verhalten assoziiert. Fiir diese Beobachtung, die sich auch in epidemiologischen Studien
zeigte, ist moglicherweise eine verminderte Bioverfligbarkeit des Neurotransmitters

Serotonin in Folge der hoheren CORT-Spiegel ursachlich (Holsboer 2001).

Unbeantwortet bleibt letztlich die Frage, warum dieselbe pranatale Intervention bei
Weibchen, nicht jedoch bei Madnnchen, einen programmierenden Effekt auf die HHN-Achse
hatte, sich aber bei beiden Geschlechtern ein schlechteres Schlaganfall-Outcome zeigte.
Demnach koénnten weitere Mechanismen fiir das schlechtere Schlaganfalloutcome
verantwortlich sein, wie zum Beispiel die pranatale Programmierung eines erhohten
GefaRtonus, der zu einer verstarkten Vasokonstriktion nach Schlaganfall und dadurch zur
VergroRerung des Infarktes fliihren kann (eigene unveroffentlichte Ergebnisse). Zur genaueren
Charakterisierung des Phanotyps der pranatal programmierten Tiere ist in kiinftigen
Versuchen dariiber hinaus eine Erhebung von inflammatorisch wirksamen Zytokinen wie TNF-
a, IL-1B oder IFN-y (mdglichst auch aus dem Infarktgewebe) wiinschenswert. So koénnte
festgestellt werden, ob sowohl eine nicht verdnderte Stressantwort bei den Mannchen als
auch eine UberschieRende Antwort der HHN-Achse im Falle der Weibchen mit einer
veranderten Ausschittung dieser Entzindungsmediatoren einhergeht. Mit der zusatzlichen
Bestimmung von CRH und ACTH wadre eine Lokalisation der funktionellen Stérung innerhalb
der HHN-Achse moglich. Auch bietet sich im Mausmodell die gentechnische Veranderung von

Rezeptoren der Entziindungskaskade an, um den Einfluss verschiedener Komponenten zu
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untersuchen, die Einfluss auf die Stressantwort haben. Welche Faktoren zu einem
geschlechtsabhangigen Effekt von perinatalem Stressreizen filihren, sollte ebenfalls

Gegenstand kiinftiger wissenschaftlicher Arbeiten sein.

Die Versuche zur Depression betreffend, stellt sich die Frage, ob eine antidepressive
Behandlung der Mause den eine Depression programmierenden Effekt in Abhangigkeit des
pranatalen Stressreizes abzumildern vermag. Hierbei ware interessant, welche durch
verschiedene Medikamente zu adressierenden Neurotransmittersysteme fir diesen

reversiblen Effekt verantwortlich sein konnten.

Eine weitere Variable, die vermutlich sowohl die Pathogenese von Schlaganfallen als auch die
der affektiven Stérungen beeinflusst, ist die Neurogenese im adulten Gehirn (Chen et al.
2013). Diese war nicht Gegenstand des vorliegenden Experiments, unterliegt jedoch ebenso
wie die untersuchte HHN-Achse vermutlich einer Programmierung durch pranatalen Stress
(Lemaire et al. 2000). Insbesondere Wachstumsfaktoren wie BDNF (brain derived
neurotrophic factor) kénnten eine wichtige Rolle bei Reparaturvorgiangen nach zerebralen
Ischamien spielen, sodass eine Programmierung der Neurogenese durch pranatalen Stress als

Pathomechanismus denkbar ist (Boersma et al. 2014, Chen et al. 2013, Lasek-Bal et al. 2015).

Noch nicht eindeutig charakterisiert sind die Zeitpunkte in der Schwangerschaft, wahrend
derer einzelne Organsysteme, zum Beispiel die HHN-Achse, vulnerabel fir eine pranatale
Programmierung durch die Gabe synthetischer GC sind. Perspektivisch kdnnte eine genauere
Eingrenzung stressvulnerabler Zeitpunkte beim Menschen den selektiven Einsatz einer
pranatalen GC-Therapie zu Schwangerschaftszeitpunkten erméglichen, in denen langfristige

negative Effekte auf die spatere Funktion bestimmter Organe weniger wahrscheinlich sind.

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit an einem kliniknahen Mausmodell Folgen einer
kurz andauernden pranatalen GC-Gabe fiir die Gesundheit im spateren Leben aufgezeigt
werden. Die Bedeutung dieser Behandlung in der Perinatalmedizin ist zwar unbestritten, doch
sollte vor dem Hintergrund des aktuellen Wissensstandes auf dem Forschungsfeld der fetalen
Programmierung der Einsatz der Therapie erst nach sorgfaltiger Nutzen-Risiko-Abwagung
erfolgen, solange nicht weitere experimentelle und epidemiologische Daten zu den

Langzeitfolgen im spateren Leben vorliegen.
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9 ANHANG

9.1 Farbeprotokolle

Nachfolgend ist das Protokoll fiir die Durchfiihrung der Kresylviolettfarbung aufgefihrt.

Farbeprotokoll fir Kresylviolett-Gefrierschnitte

1. Schnitte entparaffinieren und mit destilliertem Wasser rehydratisieren 5 min
2. Farben mit Kresylviolett-Losung 5 min bei 60 °C
(300 ml destilliertes Wasser, 1,6326 g Natriumacetat, 2,88 ml Eisessig,
100 mg Kresylviolett)
ca. 15 min bei 60 °C I6sen und filtrieren)
3. Destilliertes Wasser Kurz spiilen
4. Isopropanol 70 % 2 xje 3 min
5. Isopropanol 96 % 2xje3 min
6. Isopropanol 100 % 2 xje5min
7. Xylol 5 min
8. Xylol 10 min
9. Balsameinschluss
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Nachfolgend sind die Protokolle fir die immunhistochemischen Farbungen MAP2 und GFAP

dargestellt.

Farbeprotokoll fir MAP2- und GFAP-Gefrierschnitte

Tag1 Tris-Buffered Saline (50 mM + 150 mM Nacl O/N
Tris-Buffered Saline with tween (TBS-T)) 3 x 15 min
0,24% H,0, (200pl 30% H,0,in 25 ml TBS-T) 30 min
mit Sieb
TBS-T 3x 15 min
Schritt nur Vorinkubation mit: 3 % Normal donkey serum (NDS) 2 h bei
im Falle ohne Sieb 2 % Rinderserumalbumin (BSA) Raumtemper
MAP2 nétig atur
3 % Milchpulver
1: 200 Fab-Fragment
TBS-T 3x 15 min
Primdrer Antikorper: O/N, 4 °C
MAP2-Farbung:
monoclonal mouse anti MAP2 (2a+2b), clone AP-20, (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Minchen, Deutschland)
GFAP-Farbung:
GFAP (Synaptic Systems, Gottingen, Deutschland)
Verdiinnung jeweils 1:10000 in 3 % NDS
ohne Sieb
Tag 2 TBS-T 3 x 15 min
3 % NDS 15 min
mit Sieb
Sekundérer Antikorper: 2 h bei
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MAP2-Farbung: Raumtempe-

Donkey anti mouse, biotinyliert (Dianova, Hamburg, Deutschland) ratur
GFAP-Farbung:

Donkey anti rabbit, (Dianova, Hamburg, Deutschland)

Verdiinnung jeweils 1:500 in 3 % NDS

ohne Sieb

TBS-T 3x15min

AB-Komplex (50 ul Reagenz A + 50 ul Reagenz B in 2,5 ml TBS-T), 1h
30min vor Gebrauch ansetzen (ABC Standard Kit, Vectorlab, PK-6100)

ohne Sieb

TBS-T 3x 15 min
DAB-Reaktion (je 1 Tablette DAB bzw. H,0; in 5 ml TBS-T I6sen) 15 min
ohne Sieb

TBS-T 3 x 60 min
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9.2 Deskriptive Statistik zur Corticosteron-Stressantwort

AUC-
Basal-  Peak- Abkling Antwort Peak- Peak-
wert  wert  wert [(ng/ml)* Anstieg  Abfall

Geschlecht Gruppe [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] min) [ng/ml]  [ng/ml]

Weiblich k N 12 12 12 12 12 12

Median 363,13 690,13 367,10 17746,00 292,14 374,19

Minimum 84 377 182 7592 143 45

Maximum 591 855 570 38428 537 484

Perzentil 25 256,23 630,03 286,95 14095,25 243,72 211,70

50 363,13 690,13 367,10 17746,00 292,14 374,19

75 528,88 761,46 412,00 26689,00 380,53 425,20

GC N 13 13 13 13 13 13
(E16/17)

Median 243,53 713,10 338,77 35728,00 509,87 394,09

Minimum 53 570 51 3902 75 136

Maximum 594 888 493 46150 617 703

Perzentil 25 122,39 639,28 260,32 24469,50 452,03 256,97

50 243,53 713,10 338,77 35728,00 509,87 394,09

75 378,43 823,83 448,59 42107,50 576,04 556,60

MS N 12 12 12 12 12 12

Median 110,26 713,61 295,44 36287,00 583,95 459,36

Minimum 10 482 69 15198 267 3

Maximum 305 1029 479 71196 1019 688

Perzentil 25 56,22 595,08 162,71 26878,75 411,25 289,67

50 110,26 713,61 295,44 36287,00 583,95 459,36

75 215,21 829,73 425,03 54143,50 758,69 663,82
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Basal-  Peak- Abkling Peak- Peak-
wert wert wert  AUC-Antwort Anstieg Abfall

Geschlecht Gruppe [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [(ng/ml)*min) [ng/ml] [ng/ml]

Mannlich  k N 7 7 7 7 7 7

Median 134,29 394,57 198,92 18353,00 284,73 204,63

Minimum 73 277 72 2494 99 148

Maximum 203 473 264 26223 341 277

Perzentil 25 96,16 365,81 111,27 8081,00 185,32 147,79

50 134,29 394,57 198,92 18353,00 284,73 204,63

75 177,76 419,72 246,92 25969,00 321,35 273,90

GC N 6 6 6 6 6 6
(E16/17)

Median 105,55 327,09 136,78 14489,50 212,99 186,81

Minimum 91 304 125 7864 131 143

Maximum 174 343 189 17037 252 207

Perzentil 25 99,45 305,18 126,61 9385,75 161,33 152,65

50 105,55 327,09 136,78 14489,50 212,99 186,81

75 156,16 343,27 159,67 16872,75 243,66 206,37

MS N 9 9 9 9 9 9

Median 91,00 339,29 68,06 15077,00 212,52 252,64

Minimum 63 211 43 7025 143 117

Maximum 156 416 226 20073 353 359

Perzentil 25 70,80 286,76 52,72 8850,50 180,01 150,33

50 91,00 339,29 68,06 15077,00 212,52 252,64

75 125,39 377,36 148,67 18534,00 278,42 276,46
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