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Es ist allgemein anerkannt, dass ischamisch-induzierte Schlaganfalle die adulte
Neurogenese im Gyrus dentatus der Hippocampusformation stimulieren. Vorherige
Studien konnten diesbezuglich nachweisen, dass neben den regular integrierten
neugebildeten Neuronen der Schlaganfall auch aberrante fehlintegrierte Neuronen
generiert und dies zu maladaptiven Prozessen flhren kann. Inwieweit die post-
ischamische Neurogenese die kognitive Funktion beeinflusst und welche
Auswirkungen zusatzliche korperliche Aktivitat hat, ist groftenteils ungeklart und sollte
in der vorliegenden Arbeit analysiert werden. Es wurde bei C57BL/6-Mausen die
Arteria cerebri media mit dem MCAO-Modell verschlossen und dadurch ischamische
Schlaganfalle induziert. Die Tiere wurden nach Ischamie-Induktion unter
Standardbedingungen oder unter Standardbedingungen mit freiem Zugang zu
Laufradern Uber einen Zeitraum von sieben Wochen gehalten. Zur Analyse der
Neurogenese erhielten die Mause den Proliferationsmarker 5-Ethynyl-2'-deoxyuridine
intraperitoneal einmal taglich Gber einen Zeitraum von 13 Tagen und einen GFP-
gekoppelten retroviralen Vektor am vierten Tag postoperativ intrahippocampal injiziert.
Um die Gedachtnisleistung zu untersuchen, wurde eine modifizierte Version des
Wasserlabyrinths nach Morris angewendet, welches eine Differenzierung zwischen
Hippocampus-abhangigen und Hippocampus-unabhangigen Strategien ermdglichte.
Nach der transkardialen Perfusion wurden die Hirne aufgearbeitet,
immunhistochemische Verfahren und die konfokale Laser-Scanning Mikroskopie
genutzt. Mit dem Analyseprogramm Neurolucida wurden die morphologischen
Veranderungen der Neuronen ausgewertet. Die Analysen ergaben, dass der
Schlaganfall die adulte Neurogenese signifikant steigerte. Morphologische
Rekonstruktionen retroviral markierter Neuronen zeigten insbesondere nach der
cerebralen Lasion die Bildung aberranter Neuronen mit basalen Dendriten und einer
ektopen Lokalisation (z.B. im Hilus). Des Weiteren bewirkte der Schlaganfall eine
Beeintrachtigung der kognitiven Fahigkeiten, die mit einer Reduktion von
Hippocampus-abhangigen Suchstrategien im Wasserlabyrinth nach Morris einherging.
Das zusatzliche Laufradtraining steigerte signifikant die Anzahl neuer Neuronen
gegenuber der Kontrollgruppe. Bei den Tieren mit induziertem Schlaganfall kam es
durch die korperliche Aktivitat zu einer weiteren Steigerung der Neurogenese, die mit

einem grolleren Anteil aberranter Neuronen einherging. Im Verhaltenstest wies das
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post-ischamische Laufradtraining au’erdem keine Verbesserung des raumlichen
Denkvermogens gegenuber Tieren mit Schlaganfall unter Standardhaltung auf.

Die vorliegende Studie konnte erstmalig zeigen, dass ischamische Hirninfarkte
hippocampusbezogene Gedachtnisstorungen hervorrufen, welche mit einer
aberranten Neurogenese im Gyrus dentatus assoziiert sind. Ein zusatzliches post-
ischamisches Laufradtraining bewirkte keine Verbesserung der Kognition und flihrte
zu einer vermehrten Bildung aberranter Neuronen. Diese Ergebnisse deuten auf eine
Ischamie-induzierte maladaptive Funktion neugebildeter Neuronen im Hippocampus
hin.
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4.1 Der Schlaganfall und die aktuelle Therapie

Der Schlaganfall ist eine der schwersten bekannten Krankheiten, da er 2015 weltweit
die haufigste Ursache flr schwere und mittelschwere Behinderungen und die
zweithaufigste Todesursache darstellte (Group 2017, Katan und Luft 2018). Global
betrachtet wurden 2015 6,5 Millionen Todesfalle durch diese Erkrankung festgestellt,
wobei der groRte Anteil der Betroffenen in den alternden Gesellschaften der
Industrielander zu beklagen ist (Katan und Luft 2018). Dabei sind die Inzidenz und die
Beeintrachtigung der Lebensqualitat durch den ischamischen Schlaganfall deutlich
ausgepragter als durch den hamorrhagischen (Group 2017, Katan und Luft 2018). Bei
der Pathologie des ischamischen Schlaganfalls kommt es zu einem Verschluss oder
einer hochgradigen Verengung der hirnversorgenden Gefal3e mit einem Absterben der
umliegenden Nervenzellen (Donnan et al. 2008). Falls die Patienten nicht an der
Erkrankung versterben, kommt es haufig zu dauerhaften korperlichen
Einschrankungen. Der Neuronenuntergang fuhrt zu Storungen im Bereich von
Sensorik, Motorik, Gleichgewicht und Sprache, aber auch kognitive und psychiatrische
Schadigungen koénnen im Verlauf der Erkrankung auftreten (Vermeer et al. 2003).
Viele Veranderungen lassen sich dabei mit dem Untergang der flr die Region
verantwortlichen Nervenzellen erklaren. Die kognitiven Veranderungen, im Sinne einer
Reduktion der Denkgeschwindigkeit, der Merkfahigkeit und des
Orientierungsvermdgens, treten aber unabhangig von der Lokalisation der Lasion auf
(Prins et al. 2005, Blum et al. 2012). Diese Formen der Beeintrachtigung werden haufig
in der akuten Behandlungshase nicht erkannt, obwohl in aktuellen Studien, abhangig
von Definition und Methodik, kognitive Defizite bei bis zu 70 % der Probanden
festgestellt wurden (Jokinen et al. 2015). Zudem konnten diese Veranderungen auch
bei ansonsten klinisch erfolgreich rehabilitierten Patienten nachgewiesen werden
(Jokinen et al. 2015). Das kognitive Defizit ist dabei chronisch und konnte zwei Jahre
nach dem Ereignis anhaltend bei 70 % der Patienten nachgewiesen werden (Rasquin
et al. 2005). Nach zehn Jahren traten diese Veranderungen noch bei 50 % der
Probanden auf und auch 15 Jahre spater konnten noch Defizite gefunden werden
(Teasdale und Engberg 2005, Schaapsmeerders et al. 2013). Die Pathophysiologie,
die zu diesen von den direkten Lasionen unabhangigen Veranderungen fuhrt, ist noch
immer unklar. Die Therapie von Schlagfallen ist derzeit weitgehend auf eine akute

Reduktion der ischamischen Hirnschadigung und ein Rehabilitationstraining flr das
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geschadigte Areal reduziert (Donnan et al. 2008, Pollock et al. 2014). Aulierdem
werden  Praventionsprogramme zur Vermeidung der Risikofaktoren flr
kardiovaskulare Erkrankungen und zur Erkennung der Symptomatik durch die
Patienten selbst eingesetzt (O'Donnell et al. 2010).

Bei zugiger Diagnosestellung und Behandlung kann in einem Zeitfenster von drei bis
sechs Stunden nach Beginn der Symptomatik bei einem geringen Teil der Patienten
eine Therapie durch eine systemische Thrombolyse durchgefuhrt werden (Hacke et al.
1995, Brott und Bogousslavsky 2000, Donnan et al. 2008). Neben dieser Therapie
wurde in den letzten Jahren die endovaskulare Thrombektomie als weitere Methode
fur grolle Gefalverschllisse etabliert, welche dabei der alleinigen Thrombolyse
uberlegen ist und in einem verlangerten Zeitraum von 6 bis 24 Stunden noch ein
Benefit fur die Patienten erbringt (Berkhemer et al. 2015, Campbell et al. 2015, Bracard
et al. 2016, Nogueira et al. 2018). AulRer diesen, nur bei einem Teil der Patienten
durchfuhrbaren, Interventionen gibt es keine Moglichkeiten einer Verhinderung des
neuronalen Zelluntergangs. Die zunehmend angewendeten akuten Behandlungen des
Schlaganfalls flihren aber zu einem deutlich besseren Uberleben der Patienten, jedoch
kommt es dadurch zu einer immer grof3er werdenden Zahl an Betroffenen von
schlaganfallassoziierten Behinderungen (Lackland et al. 2014). Um diese
Einschrankungen der geschadigten Patienten im alltaglichen Leben zu reduzieren,
besteht in der Rehabilitation ein weiteres wichtiges Therapiekonzept (Pollock et al.
2014).

Rehabilitatives Training ist schon seit langem bekannt und sollte so friih wie mdglich
bereits in dem behandelnden Krankenhaus begonnen werden (Twitchell 1951, Evans
et al. 1995, Kollen et al. 2006). Die physio- und ergotherapeutischen
Behandlungskonzepte zielen dabei auf die synaptische Plastizitat des Gehirns ab,
wodurch eine Wiederherstellung der verlorenen Fahigkeiten moglich ist (Logan et al.
2004, Wolf et al. 2008, Rabadi et al. 2008). Eine Behandlung der kognitiven
Veranderungen wird mittlerweile in der chronischen Behandlungsphase ebenfalls
durchgefuhrt, aber ein klares pathophysiologisches Konzept oder ein apparativer bzw.

laborchemischer Nachweis existieren noch nicht (Mijajlovic et al. 2017).

4.2 Adulte Neurogenese

Neben der synaptischen Plastizitat im Gehirn existiert eine weitere zerebrale Dynamik

im Rahmen einer Neubildung von Nervenzellen. Diese, als adulte Neurogenese
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bezeichnete, zellulare Plastizitdt wurde, entgegen des Dogmas einer im adulten
Gehirn sistierten Neurogenese, erstmals in den 60er Jahren im Hippocampus und im
Bulbus olfactorius bei Ratten beschrieben (Altman und Das 1965, Altman 1969). Der
Nachweis erfolgte dabei initial mit dem radioaktiv markierten Thymidinanalogon [3H]-
Thymidin, die im Weiteren durch Proliferationsmarker wie 5-Brom-2-desoxyuridin
(BrdU) und 5-Ethinyl-2'-Desoxyuridin (EdU) ersetzt wurde (del Rio und Soriano 1989,
Chehrehasa et al. 2009). Dabei wird die Substanz intraperitoneal injiziert und
anschlieBend wahrend der Mitose statt Thymidin eingebaut, wodurch die
neugebildeten Neuronen nachweisbar waren (siehe Abb. 1) (Kluska et al. 2005, Kunze
et al. 2006, Keiner et al. 2008). Die Generierung neuer Neuronen war so in
verschiedenen Tieren moglich und konnte schlieRlich Uber zur Tumordiagnostik
appliziertes BrdU, auch beim Menschen nachgewiesen werden (Eriksson et al. 1998).
Das Ausmal’ der humanen Neurogenese konnte spater durch radioaktive Rickstande
von Nukleartests im menschlichen Kérper mit 700 Zellen pro Tag genau quantifiziert

werden (Spalding et al. 2013).

B1 B2
So, EdU NeuN EdU-NeuN

Abb. 1: Darstellung des Gyrus dentatus des Hippocampus (A) mit reifen Neuronen (blau,
Antikérper gegen NeuN) und dem Proliferationsmarker EdU (rot). (B1/B2/B3) Ausschnitt einer
neuen Nervenzelle mit EAU (B1: rot), mit NeuN (B2: blau) und EdU-NeuN (B3: rot (iber blau).
Eine mit konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie durchgefiihrte Kolokalisation zeigt die
Bildung einer neuen Nervenzelle (B3). Der Mal3stabsbalken entspricht 100 um (A1) bzw. 10
um (B1-B3).
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Der Ursprung der, in der englischen Literatur als Adult Born Neurons (ABN)
bezeichneten, im adulten Gehirn generierten Nervenzellen besteht in sogenannten
neurogenen Nischen. In diesen werden Uber verschiedene Entwicklungsschritte auf
der Grundlage von neuralen Stammzellen neue Neuronen generiert. Im Hippocampus
entwickeln sich die Vorlauferzellen in der Subgranularzone (SGZ) des Gyrus dentatus,
migrieren in die Kornerzellschicht, differenzieren und integrieren sich in das
bestehende Netzwerk (Kaplan und Hinds 1977, van Praag et al. 2002). Zum Bulbus
olfactorius migrieren die Zellen ausgehend von der Subventrikularzone (SVZ) der
Seitenventrikel Uber den rostralen Migrationsstrom und differenzieren schlieRlich im
Riechhirn (Kaplan und Hinds 1977, Alvarez-Buylla und Nottebohm 1988, Lois und
Alvarez-Buylla 1993).

Da der Hippocampus im adulten Gehirn fur Lernprozesse und die raumliche
Orientierung verantwortlich ist, spielt die Neurogenese am ehesten in der Pathogenese
und Rehabilitation des Schlaganfalls eine Rolle (Scoville und Milner 1957, Morris et al.
1982, Moscovitch et al. 2005). Die Integration der neugebildeten Neuronen und ihr
Anteil an der Funktion des Hippocampus konnten in zahlreichen Studien
nachgewiesen werden (van Praag et al. 2002, Adlaf et al. 2017).

Die Neuronenbildung in der SGZ ist physiologisch dabei strengen
Regulierungsvorgangen unterworfen und nur ein kleiner Teil der neuen Neuronen zeigt
eine abweichende Morphologie (Shapiro und Ribak 2005). Diese Entwicklung verlauft
uber mehrere Wochen in sechs Stufen, wobei von den Vorldaufern unterschiedliche
spezifische Marker exprimiert werden (Kempermann et al. 2004). Die neuronalen
Stammzellen, von denen die Neurogenese ausgeht, werden als Typ-1-Zellen
bezeichnet. Aus diesen Zellen konnen durch asymmetrische mitotische Teilung
durchschnittlich dreimal Progenitorzellen hervorgehen, bis sie sich zu Astrozyten
umwandeln (Encinas et al. 2011). Die Progenitorzellen kdnnen in drei verschiedene
Stadien (Typ 2a-, 2b- und 3-Zellen) mit unterschiedlicher mitotischer Teilungsaktivitat
und Differenzierung unterteilt werden (siehe Abb. 2) (Kempermann et al. 2004). Diese
einzelnen Subpopulationen konnen durch ihre spezifische Markerexpression
analysiert werden. Wahrend der Differenzierung der Vorlauferzellen, gepragt von
umfassenden Regulierungsmechanismen, entstehen schliefl3lich aus einem geringen
Teil der Progenitorzellen unreife Neuronen (Kempermann et al. 1998, Kempermann et
al. 2004, Encinas et al. 2011, Sierra et al. 2015, Toda und Gage 2018). Diese reifen

weiter aus und integrieren sich in das bestehende neuronale Netzwerk durch die
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Ausbildung apikaler Dendritenbaume und eines basalen Axons (van Praag et al. 2002,
Laplagne et al. 2006, Zhao et al. 2008, Adlaf et al. 2017, Toda und Gage 2018).

mitotisch

Calretinin Calbindin
Typ1 Typ2a Typ 2b Typ 3
' Unreifes Reifes
Stammzelle Vorlauferzellen Neuron Neuron Gliazelle

Abb. 2 Darstellung der Phasen der adulten Neurogenese im Gyrus dentatus der
Hippocampusformation. Die neurale zur asymmetrischen Teilung fahige Stammzelle oder
auch Typ-1-Zelle exprimiert Nestin und GFAP (saures Gliafaserprotein). Nach der Teilung
vollzieht sich die Entwicklung zur Typ-2a-Zelle, die kein GFAP exprimiert. Bei der ndchsten
Stufe der Typ-2b-Vorléduferzelle sind Nestin und den neuronalen Marker Doublecortin (DCX)
nachweisbar und bei der Typ-3-Zelle ausschliel3lich DCX. In der postmitotischen Phase
unterscheiden sich die NeuN bildenden Neuronen, in Abhéngigkeit ihres Reifegrades, durch
die Bildung von Calretinin und Calbindin. AuBerdem kbnnen aus den Stammzellen S1008-
positive Astrozyten entstehen.

4.3 Morphologie der neu gebildeten Neuronen

Die Untersuchung der Morphologie der ABN ermdglichte die intrahippocampale
Injektion eines retroviralen Vektors, welcher Uber Transfektion teilender Zellen eine
Expression von grinfluoreszierendem Protein (GFP) auslost (van Praag et al. 2002).
Die Zellen besitzen nach sieben bis zehn Tagen Eigenschaften, welche eine Definition
als Neuronen zulassen und beginnen ihre Integration in das bereits bestehende
Netzwerk mit der Bildung des Axons in Richtung des Hilus und der Cornu-Ammonis-
3-Region (CA3-Region) (Markakis und Gage 1999, van Praag et al. 2002). Spater folgt
der Dendrit mit Verzweigungen in der Molekularzellschicht, an dessen Dendritenbaum
nach 14 Tagen ein Besatz mit Dornfortsatzen nachweisbar ist, welcher in weiteren

9
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zwei Wochen vollstandig auswachst (Vadodaria und Gage 2014). Der bekannte
Marker fur reife Neuronen NeuN kann, abhangig von der untersuchten Spezies, ab der
dritten Woche nachgewiesen werden (Snyder et al. 2009b). Zur Einbindung in das
bestehende Netzwerk ist anschlieBend eine elektrophysiologische Reifung notig,
welche bei Nagern Uber einen Zeitraum von zwei bis sieben Wochen stattfindet
(Overstreet-Wadiche und Westbrook 2006, Ge et al. 2006, Zhao et al. 2006). Die
Existenz von Dornfortsatzen ist dabei ein wichtiger Indikator fur die Integration, da
anhand dieser Strukturen eine Verbindung Uber Synapsen mit den bereits
bestehenden Neuronen festgestellt werden kann (Toni et al. 2007, Toni et al. 2008).
Aulerdem ist der Nachweis einer Integration durch synaptische Proteine wie Synapsin
moglich und wurde auch schon bei ABN nach Schlaganfall gezeigt (Niv et al. 2012).
Teilweise kann es im Reifungsprozess der eigentlich unipolaren Neuronen zeitweilig
zur Ausbildung eines basalen Dendriten zum Hilus kommen, welcher aber im Verlauf
wieder abgebaut wird (Rao und Shetty 2004). Schlussendlich kbnnen nach einem
Zeitraum von 28 Tagen die ABN schlieR3lich morphologisch nicht mehr von den bereits
vorhandenen Kornerzellen unterschieden werden, wohingegen elektrophysiologische

Unterschiede bei Affen bis zu sechs Monate nachweisbar sind (Kohler et al. 2011).

4.4 Beeinflussung der Neurogenese

Die umfassende Regulation der Neurogenese im Hippocampus wird durch
verschiedene Stimuli beeinflusst (Kempermann 2011, Vadodaria und Gage 2014).
Typische Reize sind dabei physiologische Faktoren, wie bestimmte genetische
Voraussetzungen, Alterung, Stress und geistige oder korperliche Aktivitat (Kuhn et al.
1996, Kempermann et al. 1997b, Kempermann et al. 1997a, Kempermann et al. 1998,
van Praag et al. 1999a, Kempermann et al. 2002, Walter et al. 2011). In der
Erforschung des Prozesses werden immer neue beeinflussende biochemische
Faktoren entdeckt, welche eine Veranderung der Neurogenese durch das Uberleben
oder die Proliferation der Zellen auslosen (Vadodaria und Gage 2014). Bekannte
Beispiele sind Transkriptionsfaktoren wie Brain-derivated growth factor (BDNF) und
Neurotransmitter wie Gamma-Aminobuttersaure (GABA), welche von speziellen
Interneuronen produziert werden (Tozuka et al. 2005, Ge et al. 2006, Rossi et al. 2006,
Duveau et al. 2011, Choi et al. 2018, Toda und Gage 2018). Die experimentell am
haufigsten angewendeten Stimulationen stellen dabei die korperliche Aktivitat mit

Laufradtraining und die Haltung in einer reizreichen Umgebung dar. Obwohl| beide
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Interventionen zu einer Steigerung der Neurogenese flhren, ist der zugrundeliegende
Mechanismus unterschiedlich. Laufradtraining fihrt grof3tenteils Uber eine Steigerung
der Proliferation der Progenitorzellen zu einer erhohten Anzahl von ABN, wohingegen
die reizreiche Umgebung zu einer besseren Uberlebensrate ausreifender Neuronen
fuhrt (Kempermann 2011, Vadodaria und Gage 2014, Toda und Gage 2018).

Die Neurogenese wird aber auch durch Pathologien wie Schlaganfalle, Hirnlasionen,
psychiatrische Erkrankungen oder epileptische Anfalle beeinflusst (Parent et al. 1997,
Liu et al. 1998, Jin et al. 2001, Sharp et al. 2002, Tureyen et al. 2004, Wang et al.
2011, Chambers 2013, Jessberger und Parent 2015, Yu et al. 2016). Deren zellularen
Mechanismen der Beeinflussung von Proliferation, Reifung und Integration sind erst

teilweise aufgeklart.

4.5 Neurogenese nach Schlaganfallen

Im Rahmen der pathologischen Beeinflussung der Neurogenese kommt es bei
experimentell induzierten Schlaganfallen durch eine Erhdhung von Proliferation der
Stammzellen, abhangig von der GroRe der Infarkte, zu einer Steigerung der
Neurogenese (Liu et al. 1998, Jin et al. 2001, Sharp et al. 2002, Kluska et al. 2005,
Geibig et al. 2012). Die positive Korrelation der Neurogenese mit dem
Schlaganfallvolumen zeigt sich bei den Modellen der Photothrombose (PT) und des
transienten Verschlusses der Arteria cerebri media, in der englischen Literatur als
middle cerebral arterie occlusion (MCAQ) beschrieben, (Carmichael 2005, Niv et al.
2012). Bereits kurze Zeit nach der induzierten Ischamie kommt es zu einem Anstieg
bestimmter Vorlauferzellen in der SGZ des Hippocampus, die zu reifen Neuronen
ausdifferenzieren (Kunze et al. 2006).

Die vermehrte Neurogenese kann durch Interventionen verandert werden. So zeigt
sich im Rahmen von rehabilitativem Training im Sinne einer Beubung der gelahmten
Extremitat, Laufradtraining und reizreicher Umgebung eine weitere Steigerung der
Zahl der ABN nach Schlaganfall (Wurm et al. 2007, Luo et al. 2007, Matsumori et al.
2006, Geibig et al. 2012, Sun et al. 2019). Mittlerweile wurde eine Vielzahl, der im
Rahmen der cerebralen Schadigung ausgeschutteten, biochemischen Faktoren in
Beziehung zu diesem Phanomen gesetzt (Hazell 2007, Lindvall und Kokaia 2015).
Neben der post-ischamischen Steigerung der Vorlauferpopulationen und der
neugebildeten Neuronen konnte aullerdem eine vermehrte Anzahl morphologisch

veranderter aberranter Neuronen festgestellt werden (Niv et al. 2012). Unter MCAO
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konnte dabei ein Anteil von 10 % gefunden werden, wohingegen unter physiologischen
Bedingungen nur circa 1 % der Neuronen diese morphologischen Abweichungen
aufweisen (Niv et al. 2012). Als aberrante Nervenzellen werden bipolare Neuronen mit
einem zusatzlichen basalen Dendriten oder Zellen mit einer ektopen Lage des
Zellkerns aulRerhalb des Gyrus dentatus (meist im Hilus) bezeichnet (Abb. 3) (Parent
et al. 1997, Ribak et al. 2000). Eine aberrante Neurogenese lasst sich auch nach den
anderen Neurogenese-induzierenden cerebralen Pathologien wie traumatischen
Hirnschadigungen und Epilepsie nachweisen (Bielefeld et al. 2019). Insbesondere
nach epileptischen Anféllen kdnnen sehr hohe Raten von bis zu 34 % nachgewiesen
werden (Jessberger et al. 2007a). Die aberranten Neuronen werden in das bestehende
Netzwerk integriert (Parent et al. 1997, Jessberger et al. 2007a, Walter et al. 2007, Niv
et al. 2012). Diese Integration fuhrt zu einer Beeinflussung des bestehenden
Netzwerks und wird mit kognitiven Verschlechterungen und Epileptogenese in
Verbindung gebracht (Cho et al. 2015, Jessberger und Parent 2015, Bielefeld et al.
2019).

Apikaler ; '
Dendritenbaum

basaler
Dendritenbaum

unipolar bipolar
L

normosom aberrant

Abb. 3: Darstellung requlér- und aberrant-integrierter Neuronen. Von links nach rechts: Erstes
Neuron ist regelrecht-integriert mit apikalem Dendritenbaum, basalem Axon und einer Lage in
der GZS dargestellt. Rechts davon ist eine aberrante bipolare Zelle mit zusétzlichem basalem
Dendritenbaum. Am rechten Bildrand ist eine ektop im Hilus liegendes Neuron dargestellt.
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4.6 Neurogenese und Kognition

Die ABN werden nach ihrer Integration in die Funktionen des Hippocampus
eingebunden (Shors et al. 2002). Da der Hippocampus entscheidende kognitive
Funktionen im Gehirn, insbesondere im Lernverhalten und im Erinnerungsvermoégen,
einnimmt, ist davon auszugehen, dass die neuen Neuronen diese Prozesse
beeinflussen (O'Keefe und Nadel 1978, Eichenbaum 2000). Dabei wurden
verschiedene Verhaltensexperimente mit Nagern unter Beeinflussung der
Neurogenese durchgefiuhrt, wobei sich insbesondere eine Veranderung der Fahigkeit
zur raumlichen Orientierung und zur Mustererkennung darstellte (Shors et al. 2002,
Dupret et al. 2007, Sahay et al. 2011, Rangel et al. 2014). Bisherige
Forschungsergebnisse zeigen eine Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten nach
einer Steigerung der Neurogenese und eine Verschlechterung nach Ablation (Gould
et al. 1999, van Praag et al. 1999b, Leuner et al. 2006, Saxe et al. 2006, Imayoshi et
al. 2008, Clelland et al. 2009, Jessberger et al. 2009, Toda und Gage 2018). Bei
Reduktion der Neurogenese konnte eine Verschlechterung der kognitiven Funktion
durch verschiedene Verhaltensexperimente zur raumlichen Orientierung wie dem
Barnes Maze, Radial Arm Maze und dem Morris Water Maze oder zum
Erinnerungsvermogen wie dem Context Fear Conditioning, Object Recognition Task
und dem Eyeblink Conditioning nachgewiesen werden. Insbesondere das Morris
Water Maze (MWM), bei dem die Nagetiere eine versteckte Plattform in einem
Wasserbecken finden mussen, wurde als Test der rdumlichen Orientierung etabliert
(van Praag et al. 1999b, Deng et al. 2009, Garthe und Kempermann 2013). So kam es
zu einer Verbesserung der Leistungen im MWM nachdem die Neurogenese von
Nagern durch koérperliche Aktivitat mit Hilfe einer Laufradhaltung gesteigert wurde (van
Praag et al. 1999b, van Praag et al. 2005). Eine Reduktion der Neurogenese flhrte
hingegen zu Lerndefiziten in dem Test (Dupret et al. 2008, Jessberger et al. 2009).
Auch pathologische Stimuli der Neurogenese wurden mit dem Verhaltenstest
untersucht. Nach Induktion von Schlaganfallen und Epilepsie konnte eine
Verschlechterung der kognitiven Fahigkeiten trotz gesteigerter Neurogenese
nachgewiesen werden (Markgraf et al. 1992, Luo et al. 2007, Zhao et al. 2009, Fares
et al. 2013, Han et al. 2016, Jin et al. 2017, Svensson et al. 2017).

Modifikationen am Morris Water Maze ermdoglichten die Detektion von Umlernen bzw.
von flexiblem Lernen (Garthe und Kempermann 2013, Garthe et al. 2014). Diese

speziellen Lernformen wurden als spezifische Funktion der neugebildeten Neuronen
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publiziert (Garthe et al. 2009, Garthe et al. 2014). Die ABN werden dabei nach
derzeitigem Kenntnisstand fur eine flexible Anpassung an neue Situationen diskutiert
(Garthe et al. 2009). In Studien mit diesem neuen Paradigma fuhrte eine Deletion der
Neurogenese zu einer deutlichen Verschlechterung dieses Umlernens (Garthe et al.
2009, Garthe et al. 2014). Bei einer vermehrten Anzahl an ABN, durch Haltung in einer
reizreichen Umgebung, konnte so eine Verbesserung des Umlernens detektiert
werden (Garthe et al. 2009, Garthe et al. 2014, Garthe et al. 2016).

A N (4) B

visuelle Landmarken

Plattform

Arbeitsplatz
NW | NO
W (3)

0 (1,5)

SW | SO

Startpunkte

Wassergefiilltes
Becken

S(2)

Abb. 4 Schematische und bildliche Darstellung des Versuchsaufbaus des modifizierten MWM
nach Garthe et al, 2009 A: Darstellung der Plattformpositionen, der Quadranten und der
verschiedenen Startpunkte (jeweiliger Tag in Klammern hinter den Himmelsrichtungen). B:
Photographie des Versuchsraums mit Wasserbecken, Plattform, Landmarken und
Arbeitsplatz.
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5 Zielstellung

Der Schlaganfall fihrt nicht nur im Bereich der Infarktumgebung zu massiven
zellularen Veranderungen, sondern auch in Hirnregionen, die primar nicht von der
Lasion betroffen sind, wie der Gyrus dentatus der Hippocampusformation. Der Gyrus
dentatus gehort zu den wenigen neurogenen Nischen des erwachsenen Gehirns. Der
Schlaganfall 16st innerhalb von Stunden einen massiven Proliferationsanstieg
verschiedener Vorlauferpopulationen aus, die zu einer signifikant gesteigerten
Neurogenese innerhalb von sechs Wochen fuhren. Diese postischamische
Neurogenese ist von der Bildung aberrant-integrierter Neuronen begleitet, die einen
bipolaren Dendritenbaum aufweisen oder ektop in den Hilus migrieren.
In der vorliegenden Arbeit sollte der Zusammenhang zwischen der postischamischen
Neurogenese und dem Hippocampus-abhangigen raumlichen Lernvermdgen nach
Schlaganfall untersucht werden. Im Weiteren sollte der Einfluss von korperlicher
Aktivitat (Laufradhaltung) als Form eines rehabilitativen Trainings auf die
postischamische Neurogenese und das raumliche Gedachtnis analysiert werden.
Es stellten sich folgende Fragen:

e Geht die erhdhte Neurogenese nach dem Schlaganfall mit einer Verbesserung

oder Verschlechterung des raumlichen Gedachtnisses einher?

e Wie hoch ist der Anteil von neugebildeten aberranten Nervenzellen?

¢ Inwieweit beeinflusst Laufradtraining die post-ischamische Neurogenese?

¢ Inwieweit verandert Laufradtraining die Bildung aberranter Neuronen?
FiUr die Beantwortung der Fragen wurden experimentell-induzierte Schlaganfalle mit
Hilfe des MCAO-Modells ausgelost. AnschlieRend wurden die Tiere in Kafigen mit oder
ohne Laufrader gehalten. Die Analyse der neugebildeten Neuronen erfolgte mit Hilfe
des intraperitoneal applizierten Proliferationsmarkers EdU und retroviralen GFP-
gekoppelten Vektoren, die nur in teilenden Zellen nach intrahippocampaler Injektion
nachweisbar sind. Zur Beurteilung des raumlichen Gedachtnisses wurde ein spezieller
modifizierter Test des Morris Water Maze eingesetzt, der es erlaubt, spezifische
Hippocampus-abhangige Defizite zu detektieren, die als Folge von Anderungen der

Neurogenese im Gyrus dentatus auftreten.
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Abstract

Stroke significantly stimulates neurogenesis in the adult dentate gyrus, though the functional
role of this postlesional response is mostly unclear. Recent findings suggest that newborn
neurons generated in the context of stroke may fail to correctly integrate into pre-existing
networks. We hypothesized that increased neurogenesis in the dentate gyrus following
stroke is associated with aberrant neurogenesis and impairment of hippocampus-depen-
dent memory. To address these questions we used the middle cerebral artery occlusion
model (MCAO) in mice. Animals were housed either under standard conditions or with free
access to running wheels. Newborn granule cells were labelled with the thymidine analoque
EdU and retroviral vectors. To assess memory performance, we employed a modified ver-
sion of the Morris water maze (MWM) allowing differentiation between hippocampus depen-
dent and independent learning strategies. Newborn neurons were morphologically analyzed
using confocal microscopy and Neurolucida system at 7 weeks. We found that neurogen-
esis was significantly increased following MCAQ. Animals with MCAO needed more time to
localize the platform and employed less hippocampus-dependent search strategies in
MWM versus controls. Confocal studies revealed an aberrant cell morphology with basal
dendrites and an ectopic location (e.g. hilus) of new granule cells born in the ischemic brain.
Running increased the number of new neurons but also enhanced aberrant neurogenesis.
Running, did not improve the general performance in the MWM but slightly promoted the
application of precise spatial search strategies. In conclusion, ischemic insults cause hippo-
campal-dependent memory deficits which are associated with aberrant neurogenesis in the
dentate gyrus indicating ischemia-induced maladaptive plasticity in the hippocampus.

Introduction

Ischemic brain insults are a leading cause of mortality and chronic disability in humans. In
addition to causing a broad spectrum of physical symptoms, stroke increases the risk of
dementia and brings about a steeper decrease in cognitive function in elderly people [1].
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Recent studies support this concept and provide evidence that stroke impairs hippocampal
function and accelerates age-associated memory decline in humans although the insults do
not primarily affect the temporal lobe [2,3]. The cellular mechanisms of how ischemic infarcts
cause alteration of hippocampal function are only partially understood.

The hippocampus is one of the neurogenic regions of the adult brain where neurons are
continuously generated throughout life. The new granule cells (GC) are born in the subgranu-
lar zone of the dentate gyrus (DG), migrate in the granule cell layer, and become functionally
integrated into neuronal networks within four to six weeks. The generation and integration
seems to be strictly regulated and aberrant GC are extremely rare (< 1%) in the intact brain
[4]. Analysis of the function of the newly born GCs has been challenging in the past but recent
studies reveal that they are centrally involved in the formation and retrieval of spatial memo-
ries, particularly in the separation of complex visual patterns [5-7].

Ischemic insults stimulate adult neurogenesis in the DG [8]. However, the presence of
more new neurons in the ischemic brain is not reliably associated with better outcome in
memory tasks [9]. Recent findings even suggest that a significant portion of newborn neurons
generated in the context of stroke reveal aberrant morphology and fail to correctly integrate
into pre-existing networks [10]. Thus, stroke might rather negatively affect adult neurogenesis
and subsequently impair spatial learning in mice.

In the present study, we asked the question of whether more new neurons are generated in
the DG of mice with focal infarcts and whether they reveal specific hippocampus-dependent
memory deficits in behavioural testing. And if so, whether there is evidence for aberrant hip-
pocampal neurogenesis following stroke? To answer these questions, we employed a modified
version of the Morris water maze that allows assessment of spatial memory and differentiation
of hippocampus-dependent versus hippocampus-independent search strategies [11]. Notably,
neurogenesis does not appear to be beneficial for hippocampal memory per se but rather con-
tributes to highly specific functional aspects of spatial learning. Hence, the modified MWM
includes specific features (complex visual landmarks, no curtain, goal reversal after day 4)
which challenge the function of newly generated neurons [7,12,13].

Quantification and morphological analysis of new neurons was performed following dis-
tinct labeling techniques with retroviral vectors or with the thymidine analogue 5-ethynyl-2’-
deoxyuridine (EdU). In a second set of experiments, we used running as a strong neurogenic
stimulus and investigated whether this further enhances neurogenesis and possibly improves
memory performance poststroke.

Methods
Animals and stroke model

The study was performed on a total number of 40 adult male C57BL/6] mice (11 to 15 weeks
of age, 19-28 g). Animals were purchased from Charles River (Sulzfeld, Germany) and bred in
our local facilities. Twenty-four animals received ischemic infarcts and 16 animals were sham
operated. Infarcts were induced by using the middle cerebral artery occlusion model (MCAO).
Briefly, mice were anesthetized with 2.5% isoflorane in a N,0:0, (3:1) mixture. Through a
middle neck incision the right common carotid artery (CCA), the external carotid artery
(ECA) and the internal carotid artery (ICA) were carefully dissected from surrounding nerves
and fascia. The left common and external carotid artery was occluded with a 7.0-polyfilament
(Medicon eG, Tuttlingen, Germany) and subsequently an arteriotomy was performed in the
common carotid artery. A 6.0-monofilament suture (Doccol cooperation, Sharon, MA) with a
rounded tip was inserted into the common carotid artery and advanced through the internal
carotid artery to the ostium to occlude the middle cerebral artery. After 45 minutes, the suture
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was removed, the wound was closed, and the mice were allowed to recover. During the MCA
occlusion body temperature was maintained at physiological level using a heating pad. Sham
animals underwent anesthesia and surgical procedure in a similar manner to the treatment
group with exception of occlusion of the middle cerebral artery.

The study was carried out in strict accordance with the recommendations of the European
Commission on the protection of animals used for scientific purposes. All experimental proce-
dures were performed according to the ARRIVE guidelines [14] and approved by the local spe-
cific authority for regulating animal experimentation (Landesamt fiir Verbraucherschutz, Bad
Langensalza, Thuringia, Germany, Permit Number 02-053/12). All surgeries were carried out
under isoflurane anesthesia, and all efforts were made to minimize the suffering of animals.
Postoperative care included monitoring animals twice daily. The application of analgesics was
not necessary. No adverse events occurred during postoperative care.

Retroviral vectors

To label newly generated granule neurons, we used the retroviral vectors CAG-green fluores-
cent protein (GFP) or CAG-red fluorescent protein (RFP)[10]. The viral vectors were devel-
oped from a murine moloney leukemia virus and were produced by cotransfecting HEK 293 T
cells with the compound promotor CAG, the reporter Gens GFP or RFP, the CMV enhancer
protein, the coating glycoprotein of rabies virus VSV-G and the posttranscriptional regulator
element Woodchuck Hepatitis-Virus (WPRE). The final titer reached was approximately
1x10”colony-forming units/mL.

Experimental design

Adult mice were randomly allocated to four experimental groups (S1 Fig). Mice either under-
went MCAO in the left hemisphere or were sham operated at day 0. Following surgery they
were either housed under standard conditions or had free access to a running wheel for 7
weeks: 1. MCAO and standard housing (MCAO-ST, n = 12). 2. MCAO sham surgery and
standard housing, (Sham-ST, n = 8). 3. MCAO and running wheel (MCAO-RU, n = 12). 4.
MCAO sham surgery and running wheel (Sham-RU, n = 8). Four days after stroke mice were
anesthesized and stereotactically injected with 1 pl of CAG-GFP retrovirus into the dentate
gyrus (coordinates from the bregma were, x = 3.1 mm; y = 1.5 mm; z = 4.0 mm). Additionally,
mice received daily injections of thymidine analogue, 5-ethynyl-2'-deoxyuridine (EdU, 50 mg/
kg) from days 3 to 15.

Morris water maze (MWM)

At six weeks poststroke, mice were trained in the reference memory version of the Morris
water maze task to locate a hidden escape platform in a circular pool (1.80 m diameter). Water
was made opaque with a non-toxic white milk powder and kept at a temperature of 20-21°C.
Each mouse underwent 6 trials per day for 5 consecutive days with an inter-trial interval (ITI)
of 30 mins. Mice were released from one of four possible starting points and allowed to search
for up to 120 s for the platform. The starting position remained constant each day. If mice did
not find the platform within 120 s, they were guided to the platform and allowed to remain
there for at least 15 s. On day 4, the platform was moved to the opposite northwestern quad-
rant (reversal) where it also remained on day 5. Probe trials lasting 60 s were performed on day
4 (before starting the reversal learning) and on day 5 (after finishing reversal learning) without
a platform, respectively. Swim paths were recorded using VideoMod 2 (TSE Version 6.04; Ros-
tock, Deutschland) and further analyzed using Matlab (The Mathworks, USA).
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Tissue preparation and immunocytochemistry

At day 46 animals were deeply anesthetized with isoflurane and perfused through the ascend-
ing aorta with 4% paraformaldehyde in phosphate buffer (0.15 mol/L, pH 7.4). Following
perfusion brains were postfixed in paraformaldehyde and sliced into 40-pm sections. EAU
staining was conducted using Click-iT™ EdU imaging kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) according
to a modified manufacturer’s protocol. After washing the slices were incubated for 1 hour
using a Click-iT™ reaction cocktail containing Click-iT™ reaction buffer, CuSO4, Alexa
Fluor(®) 555 Azide, and reaction buffer additive.

In addition, immunofluorescence standard methods were applied to double-, triple- or
quadruple-label cells as previously described [15]. The following primary and secondary anti-
bodies were used: goat anti-GFP antibody (1:500; Acris, Herford, Germany), rat anti-RFP anti-
body (1:500; Abcam, Cambridge, UK), mouse antineuronal nuclei antigen (1:500; Chemicon,
Temecula, CA), Cy5 antimouse (1:500; Dianova, Hamburg, Germany), Alexa Fluor 488 anti-
goat (1:500; Invitrogen, Carlsbad, CA) and Rhodamine antirat (1:500; Dianova, Hamburg,
Germany),. Additionally, 6-diamidin-2-phenylindoldihydrochlorid (DAPI, Sigma-Aldrich-
Chemie) was employed for nuclear staining in immunofluorescence.

Immunofluorescence stainings were analyzed by confocal laser scanning microscopy and
peroxidase stained cells were evaluated by light microscopy.

Quantification and statistical analysis

Basic analysis of MWM included quantification of latencies (time to find the platform), dis-
tance (path lengths) and time that animals spent in the quadrants. Further detailed analyses
were undertaken based on the raw time-tagged xy-coordinates using Matlab, Version 2012b
(The Mathworks, Ismaning, Germany). Search strategies were classified according to parame-
ters and an algorithm previously described by Garthe et al.[11]. EdU imaging Kit stained sec-
tions were analysed by using confocal fluorescence microscopy (LSM 710, Carl Zeiss Jena,
Germany) with an 40x objective. EdU+ cells were counted on every sixth section (240 pm
intervals) of the complete ipsi- and contralateral dentate gyrus (DG) for subgranular zone
(SGZ) and granule cell layer (GCL) The SGZ was defined as a two cell soma thin layer between
the GCL and the hilus in line with previous reports (Jin et al., 2001; Walter et al., 2010). Colo-
calisation studies of multiply labeled fluorescence sections were performed by using confocal
microscopy (LSM 710, Carl Zeiss Jena, Germany).

To quantify neurogenesis, the phenotypes of EdU+ cells of both hippocampi were analyzed
on every sixth section (240 pm interval) from the complete rostro-caudal extension of the den-
tate gyrus according to their coexpression of EAU and NeuN. Total numbers of newly gener-
ated neurons were then determined by calculating the ratio of the percentage of EdU+/NeuN
+ cells to the total number of immunofluorescence stained EAU+ cells in the dentate gyrus.

To analyze phenotype and dendritic complexity of the virus-labeled cells, we employed con-
focal microscopy, z-stack imaging and the semiautomatic Neurolucida system (MicroBright-
field, Colchester, VT) as previously reported [10]. Neurons with aberrant morphology were
defined as: 1) bipolar cells in the granule layer of the DG with basal dendritic processes
directed toward the hilus; and (2) ectopically positioned cells located either beneath the sub-
granular zone in the hilus or in the extension of the adjacent CA region.

Statistical analyses were performed using SPSS 22.0 for Windows. Differences were assessed
using one way analysis of variance (ANOVA) and post hoc Bonferroni correction for multiple
testing (Comparison of cell numbers, Fig 1), ANOVA for repeated measurements (Compari-
sons of latencies and distance in MWM, Fig 2) and general equation estimation (GEE, com-
parsion of strategies in MWM, Figs 3 and 4) that allows estimation of odds ratios. Data are
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given as mean + SEM unless otherwise noted. P values < 0.05 were considered statistically
significant.

Results
Morphology of the ischemic infarcts

All animals analyzed in the MCAO subgroups showed typical focal infarcts covering the basal
ganglia in the left middle cerebral artery territory (S1 Fig). The median infarct volume was
6.88 + 3,40 mm’ (n = 11). It did not significantly differ between the MCAO-ST and MCAO-
RU groups. Animals with extended ischemic damage affecting the hippocampus were ex-
cluded from the analysis (n = 4).

EdU-NeuN

C = sham

[ MCAO
5000 4

4500 -
4000 7
3500 s
3000
25001
2000
1500
1000
500

EdU*NeuN* cells

standard running

Fig 1. Stroke stimulates neurogenesis in adult dentate gyrus. A, Representative confocal image of
dentate gyrus with newly generated neurons (red). B, Higher magnification of new neurons show colabeling of
proliferation marker EdU (red) and mature neuronal marker NeuN (blue). C, Quantification of new neurons in
animals housed under standard conditions or with free access to running wheels. Bars represent mean + SEM.
Asterisks indicate significant differences (p < 0.05). Scale bars represent 100 um (A1), 10um (B1).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0183463.g001
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Stroke significantly increases hippocampal neurogenesis

To quantify neurogenesis in adult DG following stroke, we analyzed the number of EAU posi-
tive cells which coexpressed the neuronal marker NeuN using confocal microscopy (Fig 1).
The thymidine analogue EAU is incorporated by dividing precursor cells and remains immu-
nohistochemically detectable following their differentiation into neurons (Fig 1A). Quantifica-
tion of EdU+/NeuN+ cells revealed a significantly higher number of new neurons at day 49
following stroke versus control (1.5-fold, p<0,002 versus Sham-ST, Fig 1B). No significant dif-
ference was observed between the ipsi- and contralateral side in stroke or control animals.

In a second set of experiments, we used running to stimulate neurogenesis and carried out
a similar quantification of EdU+/NeuN+ coexpression. Therefore, animals were housed in
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Fig 2. Spatial learning is impaired following stroke. A/C, Graphs reveal time (latencies) to navigate to the
platform in MWM either following standard housing (A) or free access to running wheels (C), red = MCAO,
grey = sham. B/D Heat maps of probe trails at days 4 and 5. Dark-red zones indicate a high presence
probability. In the upper panel of A-B, the platform position is schematically illustrated. During the probe trails,
the platform is removed and the putative position is marked with x.
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PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0183463 September 14,2017 6/16


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0183463.g002
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0183463

o @
@ : PLOS | ONE Aberrant neurogenesis and memory deficits poststroke

A

hippocampus-dependent hippocampus-independent

SPSDISUICENS

direct focal directed || chaining scanning random

swim search search search
] O O O [ | [ |
B an @ M A D
dY e\ U/

2 100% 1

g

E = 75%

® a‘;‘ sham 50%

S Q standard

s E 25% !

85 0% k

°% 100%

53 75%

S8 McAo o

22 standard

= 2 25%

s 0

[E] 0/OIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
day 1 day 2 day 3 day 4 day 5

significant differences trails 1-6  trails 1-6  trails 1-6  trails 1-6 trails 1-6

in contribution "

(for days, p < 0.05) BoE u = o

C

.% 100% N 4

‘E < 75%

® =  sham 50%

g ] running

i o K

3 E 0% | A

o "q:, 100%

w Q

g a 75% \

=

£ 2 running %

28 25%

| 5

(3] OA)IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

significant differences day 1 day 2 day 3 day 4 day 5

in contribution trails 1-6 trails 1-6 trails 1-6 trails 1-6  trails 1-6

v

for days, p < 0.

( ys, p < 0.05) m O ]| O

Fig 3. Stroke animals employ less hippocampus-dependent search strategies. A, Schematic illustration
of distinct hippocampus-dependent and -independent search strategies in MWM. B/C, Contribution of single
search strategies to group performance in MCAO- and sham operated animals either following standard
housing (B) or free access to running wheels (C). Color code as indicated in A.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0183463.g003

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0183463 September 14,2017 7/16


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0183463.g003
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0183463

@' PLOS | ONE

Aberrant neurogenesis and memory deficits poststroke

A Y D (D e D

_ 100 1 standard sham
9 X —— MCAO
S 80 - 4
(o]
3
o
9 60 -
S
8 404 §
(7]
[rem
(o]
S 20 -
]
£
° 0
1 2 3 4 5
B day
_ 100 1 running
= *
8 80 - i
(o]
Q
©
s 60 -
(7]
S
2 40 -
(7]
s
E 20 -
]
g
O T T T T 1
1 2 3 4 5
day

Fig 4. Contribution of pooled hippocampus-dependent search strategies. A/B, Graph depicts
percentage of all hippocampus-dependent strategies (direct swim, focal search, directed search) in MCAO-
and sham-operated animals either following standard housing (A) or free access to running wheels (B).
Graphs represent mean + SEM. Asterisks indicate significant differences (p < 0.05).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0183463.g004

cages with free access to running wheels. The number of EdU+/NeuN+ cells was significantly
increased in both running groups compared with animals housed under standard conditions
(Fig 1B). Quantification yielded 1.32-fold increase in MCAO-RU (p<0,05 versus MCAO-ST)
and 1.89-fold increase in sham operated runners (p<0,001 versus Sham-ST, Fig 1B).

Stroke impairs spatial learning in Morris water maze

Next, we related our morphological results to behavioral data. To assess spatial memory fol-
lowing stroke, we trained our animals using a reference memory version of the MWM task
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with 6 trials per day for 5 days and a new platform position (reversal) on the beginning of day
4 [11]. The experimental set up of MWM included a high number of complex visual landmarks
around the pool (e.g. different photographs with landscapes) and no curtain around the pool.
Consequently mice were required to apply learning strategies that are more dependent on hip-
pocampal neurogenesis [13].

In the first step, we analyzed the basic parameter of MWM comprising latencies (“time to
find the platform”) and distance (“path lengths”) that mice needed to navigate to the platform.
We found that following stroke mice generally needed more time to locate the platform. The
longer latencies were detected throughout all five days during the acquisition and reversal
period in stroke animals. The most prominent difference was observed at day 5 (26.73 sec)
after goal reversal in MCAO-ST versus Sham-ST. The comparison of latencies between
MCAO-ST and Sham-ST over 5 days reached statistical significance (p = 0.026, F6.607,
ANOVA with multiple measures, Fig 2A). The length of the swim path in stroke animals was
also significantly increased in MCAO-ST versus Sham-ST (p = 0.042, F5.318). Notably, the
swim speed was not different in both groups (p = 0.904, F0.015, ANOVA with multiple
measures).

Considering the latencies in both running groups, running did not improve the perfor-
mance but even induced a more pronounced difference between stroke and control animals
(Fig 2B, MCAO-RU vs Sham-RU, p = 0.010, F9.733).

In general, post hoc analysis yielded consistently shorter distances and latencies in all ani-
mals on day 3 compared to day 1 indicating a general successful task acquisition.

Comparing both controls, Sham-ST versus Sham-RU, we found no difference in the latencies
(p = 0.492, F0.499, ANOVA using multiple measures). A similar result was obtained by compar-
ing the latencies in both stroke groups, MCAO-ST versus MCAO-RU (p = 0.239, F1.593).

In summary, analysis of latencies and distance indicate that stroke animals show an
impairment of spatial memory in the MWM despite the animals having a higher number of
new neurons in the dentate gyrus.

In the next step, we investigated the quality of spatial learning. First, we plotted the proba-
bility of presence in the circular water maze at day 4 and could visualise a slower reversal learn-
ing in stroke animals (Heatmaps, Fig 2B). Second, we analyzed both the efficacy of the chosen
search strategies and also whether the animals used more hippocampus-dependent or -inde-
pendent strategies to locate the platform (Fig 3). The classification of search strategies was per-
formed by using a mat lab algorithm as reported previously [11]. Statistical analysis employing
generalized estimation equation revealed that in the acquisition phase, MCAO-ST used spatial
strategies such as direct swimming, focal search, and the direct search significantly less fre-
quently compared to the control (Fig 3). The estimated odds ratios yielded a >3-fold higher
relative probability for controls (Sham-ST) to use spatial navigation from D1 to D3 (OR 7.62,
p =0.008 on D1, OR 3.15, p = 0.067 on D2. OR 3.82, p = 0.034 on D3, summarized in Fig 4).
Analyzing all three hippocampus-dependent strategies following reversal of the platform, we
found a robust trend showing that Sham-ST also used more specific spatial navigation versus
MCAO-ST, however no significant difference was detected (OR 2.55, p = 0.11 on D4. OR 3.12,
p = 0.13 on D5, Fig 4). On considering single strategies, we observed that direct swimming as
the most efficient navigation to the platform was only employed by Sham-ST and not by
MCAO-ST mice on days 4 and 5 indicating a important difference between both groups (Fig
3B). Taken together, analysis of single strategies unveils that stroke particularly decreases the
application of hippocampus-dependent strategies in MWM.

Next we analyzed whether running as strong neurogenic stimulus might affect spatial learn-
ing in MCAO or sham-operated animals. We found that mice living in cages with free access
to running wheels following MCAO still revealed an impaired memory performance although
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they experienced a further increase of new neurons in the DG. The latencies in the MWM
between MCAO-RU and MCAO-ST were not significantly different from D1 to D5 (p = 0.239,
F 1.593, Fig 2). The sham operated runners (Sham-RU) also needed almost identical times to
localize the platform during acquisition and reversal similar to sham animals housed under
standard conditions (Sham-ST, p = 0.492, F 0.499, Fig 2). Hence, running revealed no signifi-
cant effect on the latencies in both control and stroke animals.

Analyzing the strategies in both running groups, animals with stroke (MCAO-RU) used a
less efficient navigation strategy to find the platform. Hippocampal-dependent strategies were
employed more frequently by the Sham-RU. The odds ratios calculated by general equation
estimaton were constantly > 1 but significance was reached only at day 5 (OR 2.37, p = 0.419
on D1, OR 1.59, p = 0.289 on D2. OR 1.52, p = 0.532 on D3, OR 1.65, p = 0.437 on D4. OR
3.32, p = 0.042 on D5). The MCAO-RU rarely employed the efficient hippocampus-dependent
strategies “direct swimming and focal search” particularly after goal reversal (Fig 3B). Here,
focal search was used with a 2.96-fold higher probability by Sham-RU (p = 0.017).Similarly
direct swimming was applied at 4.95-fold (OR) but the difference was not statistically signifi-
cant (p = 0.118). However, the number of totally applied spatial strategies in the runnings
groups compared to standard housing is more alike mainly during the acquisition phase (Fig
4), This finding indicates a beneficial effect of running on spatial memory following ischemia.

Thus, running does not improve the performance of MWM in general but promotes the
application of spatial strategies in the acquisitions phase following ischemic insults.

Impaired spatial memory performance correlates with aberrant
hippocampal neurogenesis

In another set of experiments we addressed the question of whether the newly generated neu-
rons reveal an aberrant morphology and location which is associated with malfunction of the
hippocampal network [16,17]. In the intact brain, the mature GC reveal a stereotypic bipolar

morphology with apical dendrites and an basal axon forming the mossy fiber tracts mainly in
the hilar region [18].

Using retroviral labeling, we detected a significant number of new GC with atypical mor-
phology and dendritic branching following ischemia. In particular, we observed GC displaying an
additional dendritic tree extending from the basal pole towards the hilus (Fig 5) which is consid-
ered an immature feature of GC (MCAO-ST, n = 5/162 (3,09%), MCAO-RU, n = 8/91 (8,79%)
Interestingly, running increased the number of neurons with aberrant dendritic branching post-
stroke (Fig 5) and we additionally oberserved singular ectopic granule cells in MCAO-RU. In the
controls, Sham-ST and Sham-RU, we found only two cells with atypical morphology (n = 2/178
(1,12%). Taken together, ischemia increases the number of new born neurons but promotes aber-
rant dendritic branching indicating maladaptive plasticity in the DG.

Finally, we analyzed whether the aberrant neurons express spines as postsynaptic structures
indicating network integration. Mushroom-shaped spines are considered mature whilst thin
spines as immature. Quantification of spines by confocal microscopy revealed an almost simi-
lar number of mushroom spines on aberrant and regular granule cells (Fig 5D1). The ratio of
mushroom and thin spines was similar in both granule cell types (Fig 5D2). In summary, the
expression of mature mushroom spines by aberrant cells suggest that they are synaptically inte-
grated and can influence the hippocampal network.

Discussion

Stroke significantly stimulates neurogenesis in the adult dentate gyrus, although the functional
role of this postlesional response is mostly unclear. Notably, higher numbers of new neurons
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Fig 5. Stroke induces aberrant neurogenesis. A, Morphology of regular (“non-aberrant”) GFP-positive
neurons after retroviral tracing in sham operated control. B1-4, Distinct examples of aberrant neurons
following stroke expressing additional basal dendrites toward the hilus (bipolar cells). C1, Regular granule cell
with characteristic dendritic tree spanning the granule cell layer. Right panel: higher magnification of one
dendrite with spines. C2, Aberrant granule cell extending dendrites towards hilus. Right panel: higher
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magnification of one dendrite with spines. D1-D2, Quantification of spines in aberrant and regular granule
cells (D1, total number of spines. D2, percentage of mushroom spines). Scale bars: 10pm (C1, C2 left) and
5um (C1, C2right).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0183463.9005

do not reliably correlate with better outcome poststroke [9]. Recent findings even suggest that
a significant portion of new neurons become aberrantly integrated [10]. Here, we asked the
question whether stroke in fact increases the number of new granule cells but thereby also pro-
motes aberrant neurogenesis which subsequently impairs specific learning capabilities that
involve newly generated granule cells in the hippocampus.

Using a modified version of the Morris water maze [13] and distinct labeling methods of
new neurons, we demonstrate that following middle cerebry artery occlusion, mice revealed a
significant impairment relating to the hippocampus-dependent memory tasks. Further, a
detailed morphological analysis yielded aberrant neurogenesis in the DG after stroke. Thereby,
the total number of newborn neurons increased following MCAO.

In the physiological state, newborn GC in the adult DG undergo a multi-stage maturation
process before becoming fully integrated in the pre-existing neuronal circuitry. The neurite
outgrowth follows an orderly spatiotemporal pattern. The immature neurons initially send out
many short processes. One process from the basal cell pole elongates more rapidly to become
the axon. The emergence of this axon extending to the CA3 region within 7-10 days coincides
with the appearance of apical dendrites [18]. Basal dendrites are also formed a few days earlier
but are merely a development feature of GC and are mostly retracted at day 7. After a period of
maximal neurite and spine growth as well as enhanced synaptic plasticity, the new GC form
relatively stable synaptic connections within four to six weeks. This process is strictly regulated
and < 1% of new neurons reveal aberrant connections in the intact brain [4]. Different brain
insults can significantly change the differentiation and integration of GC in the DG. In the
rodent model of temporal lobe epilepsy, about 10% of GC display persistent hilar basal den-
drites [4] forming aberrant circuitries which contribute to hyperexcitability in the hippocam-
pus [19,20]. Besides aberrant dendritic branching, ectopic GC in the hilus can also be observed
in the epileptic brain indicating an ectopic migration of some neurons [4]. Importantly, in epi-
lepsy models, aberrant new neurons were regularly associated with a general increase of neuro-
genesis in DG [21,22].

In the ischemic brain, we previously demonstrated that increased neurogenesis was associ-
ated with aberrant dendritic connections and ectopic location of new GC in rats [10] although
the functional impact of this observation remained unclear. In the present study, we now
prove that aberrant neurogenesis also occurs in the murine hippocampus and is associated
with poorer performance in hippocampal-dependent memory tasks following focal infarcts.

The number of viral-labelled aberrant neurons in our study is low which might question
their functional impact and possibly limit the significance of our findings. Our approach of
using a single stereotactic injection of retroviruses into the intrahippocampus allows labelling
of only a small fraction of the cells. This is because, in order to be labelled, transfected cells
need to be close to the injection site and be in a process of cell division. And because aberrant
integration occurs in only 10-20% of newly born neurons in the lesioned brain, the probability
of labeling an aberrant neuron is further reduced.

In epilepsy models in which neurogenesis is generally more enhanced in comparison to mod-
els using ischemic infarcts, viral labeling of newly generated cells has also been performed. In
these models, the extent of aberrant neurogenesis was also low but had a significant impact on
network function [23,24]. Myers et al. recently demonstrated that even a small population of aber-
rant granule cells (about 5%) caused a significant impairment of spatial memory by changing the
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backprojections from the CA3 region [25]. In summary, these studies conclusively indicate that
even a low number of aberrant neurons severely affects hippocampal function.

The analysis of the functional impact of adult neurogenesis in behavioral experiments or
cognitive tasks remains challenging. The water maze still represents the gold standard for test-
ing hippocampal function in rodents. However, the application of standard protocol and the
analysis of basic parameters of the MWM yielded conflicting data related to adult neurogenesis
in the DG.

The newly generated neurons do not appear to be beneficial for hippocampal function per
se, but rather contribute to highly specific functional aspects of spatial learning that become
apparent only when certain task demands are encountered or when the spatial memory is
stressed [13]. The new neurons particularly improve the ability to separate distinct complex
visual contexts [5,26] and allow rapid adaptation to a new context. Here we employed a modi-
fied version of the MWM comprising complex visual landmarks and goal reversal at day 4,
which challenges the hippocampal function. We additionally used read out parameters that are
more specifically related to the functional contribution of adult neurogenesis [11]. Rapid adap-
tion is particularly challenged after the platform position is changed on days 4 and 5 in MWM.
We observed the major difference of latencies at day 5 and a complete lack of the precise search
strategy “direct swim” in MCAO-ST in comparison to Sham-ST.

Running which is considered as a classic neurogenic stimulus, further increased the num-
ber of newly generated neurons but also enhanced aberrant neurogenesis poststroke. By
increasing neurogenesis in the hippocampus, running apparently also raises the probability of
aberrant integration and does not successfully counteract maladaptive hippocampal plasticity
in the ischemic brain. The analysis of the latencies in MWM consistently revealed a significant
difference between MCAO and Sham in both running groups, particularly after goal reversal
(Fig 2B). However, comparing the strategies, the MCAO-RU animals used a similar level of
spatial navigation (Fig 4B) as Sham-RU, particularly on days 1-3, indicating at least a modest
benefit from the increased hippocampal neurogenesis.

Although running is associated with more new neurons in the hippocampus, we observed
no significant improvement in MWM (comparing Sham-RU vs Sham-ST)in the sham oper-
ated groups, This finding can be explained by the fact that adult neurogenesis only becomes
involved in spatial memory when the information processing capacity in the DG is sufficiently
stressed [13] e.g. poststroke. Under more “physiological conditions” the sensitivity of our
MWM might be not high enough to show minor differences between runners and non-run-
ners in the sham operated groups with sample sizes of 7-8 animals per group.

Finally, stroke also induced differences in MWM strategies that are considered hippocam-
pal independent (Fig 3) pointing to a stroke-induced broader disruption of hippocampal cir-
cuitry which goes beyond the effect of aberrant neurogenesis.

Although clinical obervations indicate that stroke survivors frequently develop mild to
moderate cognitive deficits [2,27] related to the hippocampus, the etiology of this phenome-
non is not yet understood. Our data provide a possible clue to the cellular mechanisms that
might contribute to memory impairment poststroke.

Conclusions

Taken together our results demonstrate that ischemic insults cause hippocampal-dependent
memory deficits which are associated with aberrant neurogenesis in the dentate gyrus indicat-
ing an ischemia-induced maladaptive plasticity in remote brain areas. More studies are needed
to clarify whether tailored rehabilitative and therapeutic approaches might counteract aberrant
neurogenesis and improve hippocampal-dependent memory performance.
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free access to running wheels, respectively. Proliferation marker EAU was injected for 2 weeks
starting 3 days postsurgery. GFP-retrovirus was injected 4 days after surgery. Spatial learning
was assessed in the Morris water maze (MWM) at days 42 to 46. B, Representative images of
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7 Diskussion

Die vorliegende Studie konnte nachweisen, dass sowohl der Schlaganfall als auch das
Laufradtraining die Neurogenese signifikant steigern. Eine Verknupfung dieser beiden
Faktoren wurde bisher nicht ausreichend untersucht und war Hauptfokus der
vorliegenden Doktorarbeit. Es konnte gezeigt werden, dass ein zusatzliches
Laufradtraining nach einem ischamischen Schlaganfall die Neurogenese weiter
steigert. Ein signifikanter Unterschied zu Tieren mit Laufradtraining ohne Ischamie
zeigte sich nicht. Dabei konnte die Studie erstmals aberrante Neuronen nach
Schlaganfall bei Mausen nachweisen, deren Anzahl durch die Verknupfung von
Ischamie und Laufradtraining erhéht wurde.

Mit Hilfe von intrahippocampalen Injektionen retroviraler Vektoren konnte neben der
morphologischen Untersuchung der regularen und aberranten Neuronen auch eine
Charakterisierung der Dornfortsatze durchgefuhrt werden. Hierbei zeigten sich keine
Unterschiede zwischen den regular- und aberrant integrierten Neuronen. Die
Ausbildung synaptischer Verbindungen deutet auf eine Integration der Neuronen in
das bestehende Netzwerk hin.

Zusatzlich wies die post-ischamisch gesteigerte Neurogenese in der modifizierten
Version des MWM, mit einem Plattformwechsel an Tag vier, eine Verschlechterung
des raumlichen Gedachtnisses auf. Dabei zeigten sich Verschlechterungen im
Erlernen des Tests und im Umlernen nach Plattformwechsel.

Die Studie konnte klar nachweisen, dass die Kombination aus Schlaganfall und
motorischem Training in Form von Laufradtraining zwar die Neurogenese signifikant
steigert, aber zu einem hoheren Anteil integrierter aberranter Neuronen flhrt. Dabei ist
anzunehmen, dass diese aberranten Neuronen die kognitive Leistung im MWM

beeinflussen.

7.1 Adulte Neurogenese nach Laufradhaltung

Die adulte Neurogenese kann durch zahlreiche endogene und exogene Faktoren
beeinflusst werden (Vadodaria und Gage 2014, Toda und Gage 2018). In der
vorliegenden Studie wurde der Einfluss der korperlichen Aktivitat auf die Neurogenese
in Form von Laufradhaltung untersucht und eine Verdoppelung der Anzahl neuer
Neuronen festgestellt. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der Literatur und wurde
erstmals 1999 durch die Arbeitsgruppe von van Praag gezeigt (van Praag et al. 1999a).

Seitdem konnte dieser Einfluss in der beschriebenen GrdélRenordnung in weiteren
17
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Studien konsistent repliziert werden und eine detaillierte Betrachtung zeigte einen
massiven Proliferationsanstieg der neuronalen Vorlauferzellen innerhalb der ersten
zwei Wochen (van Praag et al. 1999a, Eadie et al. 2005, Kempermann et al. 2010,
Vivar et al. 2013, Vadodaria und Gage 2014). Dabei kommt es insbesondere zu einer
vermehrten Teilung der Typ-2-Progenitorzellen (Kronenberg et al. 2003, Steiner et al.
2008). Im Gegensatz dazu steht die dauerhafte motorische Aktivierung, die langfristig
zu einer Abnahme der Proliferation fiihrt, aber das Uberleben der Neuronen wahrend
der Ausreifung verbessert (Kronenberg et al. 2006, Snyder et al. 2009a). Die
Teilungsrate der Vorlauferzellen fallt nach zwei Wochen wieder auf das
Ausgangsniveau ab (Kronenberg et al. 2006). Die Studien zeigen somit, dass
Laufradtraining in den ersten zwei Wochen die Proliferation neuronaler Vorlauferzellen
steigert und ein langanhaltendes Laufradtraining das Uberleben der neu entstandenen
Neuronen verbessert (Kronenberg et al. 2006, Kempermann 2011). Angewendet auf
die vorliegende Studie, mit einer Laufradnutzung Uber sieben Wochen, kann postuliert
werden, dass in den ersten zwei Wochen die neuronalen Vorlauferzellen zur
Proliferation angeregt wurden und im Weiteren das Uberleben der neugebildeten
Neuronen verbessert wurde. Aulierdem entspricht die gemessene Steigerungsrate der
Neurogenese den konsistenten Daten der Literatur und zeigt damit eine erfolgreiche

Anwendung der Methode der Laufradhaltung (van Praag et al. 1999a).

7.2 Adulte Neurogenese nach Schlaganfall

Ein weiterer Einflussfaktor auf die Neurogenese ist der Schlaganfall. Die Neubildung
der Nervenzellen stellt dabei eine weitere Form der zerebralen Plastizitat dar, welche
als Regenerationsfahigkeit nach der Hirnschadigung interpretiert wurde. Bisher konnte
deren physiologische Rolle aber noch nicht aufgeklart werden. Zahlreiche Studien
konnten bereits nachweisen, dass sowohl die Proliferation, Migration und
Differenzierung neuronaler Vorlauferzellen sowie das Uberleben und die Integration
neuer Nervenzellen signifikant durch die Induktion eines Schlaganfalls beeinflusst
werden (Yagita et al. 2001, Arvidsson et al. 2001, Jin et al. 2001, Zhang et al. 2004,
Niv et al. 2012). Bei der Betrachtung der Literatur sind die genutzten Infarktmodelle,
das Injektionsschema der Proliferationsmarker und die Uberlebenszeitrdume der Tiere
zu beachten. In der vorliegenden Studie flhrte dies zu einer Steigerung der
Neurogenese von circa 60 % gegenuber den Kontrolltieren sieben Wochen nach dem

Schlaganfall. Dabei wurden sich teilende Zellen von Tag 3 bis Tag 14 postischamisch
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markiert. Diese Steigerungsrate von 60 % steht im Einklang mit bereits publizierten
Daten mit ahnlichem Untersuchungsaufbau. Diese vergleichbaren Studien zeigen eine
Steigerungsrate der Neurogenese von 40 % durch kleine kortikale Infarkte gegenuber
einer Kontrollgruppe (Kluska et al. 2005, Walter et al. 2010). Auch nach einer Injektion
von Proliferationsmarkern lediglich am sieben Tag nach der Infarktinduktion, konnte
weitere vier Wochen danach eine Steigerung von 50 % nachgewiesen werden
(Takasawa et al. 2002). Nach einer Zellmarkierung an Tag zwei bis sechs
postischamisch konnte vier Wochen nach dem Infarkt ebenfalls eine Erhohung der
Neurogenese von 50 % festgestellt werden (Sun et al. 2019). Dabei spiegeln die
Uberlebenszeitraume der Tiere nach Applikation der Proliferationsmarker wichtige
Stadien der adulten Neurogenese wider, wie beispielsweise Proliferation,
Differenzierung, Uberleben und Integration der neuentstandenen Neuronen
(Kempermann 2011, Vadodaria und Gage 2014, Toda und Gage 2018). Nach
Induktion eines Schlaganfalls kommt es innerhalb von zwei Wochen nach dem
Ereignis zu einem massiven Anstieg der Proliferation der verschiedenen
Vorlauferzellen (Yagita et al. 2001, Liu et al. 1998, Arvidsson et al. 2001, Jin et al.
2001). So konnte elf Tage nach dem Infarkt sogar eine Erhéhung der Teilungsrate auf
das Zwolffache gegenlber Kontrolltieren festgestellt werden (Liu et al. 1998). Die
Proliferationsrate steigt dabei wenige Tage nach dem Infarkt erstmalig an und nach
dem Maximum zu Beginn der zweiten Woche kommt es wieder zu einem Abfall auf
das Kontrollniveau (Liu et al. 1998, Yagita et al. 2001, Arvidsson et al. 2001). So konnte
im infarzierten Gehirn bereits acht Stunden postischamisch eine messbare vermehrte
Teilung der endogenen Stammzellen festgestellt werden, auf die die
Vorlauferpopulationen innerhalb von drei Tagen folgen, wobei insbesondere die Typ-
2-Zellen reagieren (Kunze et al. 2006, Walter et al. 2010, Keiner et al. 2010). Der
schnelle Abfall dieser Teilungsrate konnte in zahlreichen Studien zwei Wochen nach
dem Schlaganfall nachgewiesen werden, da die Teilungsrate im Gyrus dentatus zu
diesem Zeitpunkt wieder der der Kontrolltiere entsprach (Liu et al. 1998, Jin et al. 2001,
Yagita et al. 2001, Arvidsson et al. 2001). Luo und Kollegen konnten hingegen sogar
eine Reduktion der Neurogenese zwei Wochen postischamisch nachweisen (Luo et
al. 2007).

Trotz dieser signifikanten Steigerung der Teilungsrate konnte, wie zuvor beschrieben,
nach Ausreifung der Neuronen ab vier Wochen postischamisch nur eine Steigerung

der Neurogenese um 50 % gegenuber den Kontrolltiere nachgewiesen werden
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(Takasawa et al. 2002, Kluska et al. 2005, Walter et al. 2010, Sun et al. 2019) Dies
liegt in der fehlende Stimulation der Uberlebensrate ausreifender Neuronen nach
Schlaganfall begrindet (Takasawa et al. 2002, Vadodaria und Gage 2014). Vielmehr
kommt es zum Absterben eines Groldteils der vermehrt neugebildeten Zellen durch
Apoptose und die Uberlebensrate der proliferierten Zellen ist nach dem Schlaganfall
deutlich geringer als bei Kontrolltieren (Takasawa et al. 2002, Tureyen et al. 2004).
Einige, der im Rahmen des Hirninfarkts gebildeten Zellen, Uberleben dennoch, da
diese auch sieben Monate nach der Schlaganfallinduktion nachgewiesen werden
konnen (Sharp et al. 2002, Takasawa et al. 2002).

In der vorliegenden Studie wurde der Proliferationsmarker 3 bis 14 Tage post-
ischamisch appliziert. Dieses gewahlte Zeitfenster begunstigte somit die Markierung
stark proliferierender Vorlauferzellen nach dem Schlaganfall. Der Zeitraum der
Gewebefixierung sieben Wochen nach dem Infarkt untersucht die nach der
Proliferationssteigerung Uberlebenden ausgereiften Zellen. Die dabei gemessene

Neurogenesesteigerung fugt sich gut in die bestehende Literatur ein.

7.3 Postischamische adulte Neurogenese mit zusatzlichem

Laufradtraining

Die vorliegende Studie untersuchte die Auswirkungen motorischer Aktivitat in Form
von Laufradtraining auf die postischamische adulte Neurogenese. Diesbezuglich
bewirkte ein siebenwdchiges Laufradtraining nach dem Schlaganfall gegenuber Tieren
mit Hirninfarkt ohne Laufradtraining eine signifikante Steigerung der Neurogenese von
circa 50 %. Eine signifikante Steigerung bei Tieren mit Schlaganfall und
Laufradtraining gegenuber Tieren mit Scheinoperation und Laufradtraining trat jedoch
nicht auf.

In Tierexperimenten wird korperliche Aktivitat durch Laufradhaltung als Modell der
Rehabilitation nach Schlaganfallen schon seit circa 40 Jahren verwendet (Stummer et
al. 1994, Stummer et al. 1995). Nachdem Hirnischamie und korperliche Aktivitat als
Einflussfaktoren der Neurogenese detektiert wurden, erfolgte die Untersuchung der
Neubildung von Neuronen nach der Verknupfung beider Stimuli (Luo et al. 2007, Zhao
et al. 2009, Geibig et al. 2012, Ahn et al. 2016, Sun et al. 2019). Im Vergleich dieser
Studien mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit muss die Variabilitat der
verschiedenen relevanten Parameter betrachtet werden. Dabei handelt es sich um
Beginn und Dauer des Laufradtrainings, freiwilliges oder erzwungenes Laufradtraining,
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Art des Schlaganfallmodells, Alter und Art der verwendeten Spezies sowie die
Markierungsmethoden zur Analyse der Neurogenese. Insbesondere fallt bei der
Betrachtung der uns bekannten Literatur das Fehlen einer Untergruppe mit
Scheinoperation und Lauftraining auf. Daher konnte die fehlende signifikante
Steigerung der Neurogenese durch Schlaganfall und Laufradtraining gegentber
Tieren mit Laufradtraining ohne Hirnischamie erstmalig in der vorliegenden Studie
gezeigt werden. Diese erste Evidenz konnte darauf hindeuten, dass Laufradtraining
per se einen grofen Stimulator der Neurogenese darstellt und diese infarktabhangig
nicht weiter gesteigert werden kann.

Im Gegensatz dazu wurde die weitere Steigerung der postischamischen Neurogenese
durch Laufradtraining gegenuber Tieren mit Schlaganfall ohne zusatzliche korperliche
Aktivitat schon mehrfach nachgewiesen. Durch Sun und Kollegen wurde bei einem
ahnlichem Versuchsaufbau durch Laufradtraining ebenfalls eine Steigerung der
postischamischen Neurogenese um circa 50 % erzielt (Sun et al. 2019). Auch bei der
Anwendung von forciertem Laufradtraining konnte diese Steigerungsrate bestimmt
werden (Zhao et al. 2009). Die Arbeitsgruppe von Luo und Kollegen konnte sogar
einen Anstieg um 200 % nachweisen (Luo et al. 2007). Ein wesentlicher Unterschied
bei Luo und Kollegen zu der vorliegenden Arbeit ist der Zeitpunkt der Applikation des
Proliferationsmarkers. Diese erfolgte bei Luo und Kollegen in der dritten Woche nach
der Ischamieinduktion. Auf Grundlage der Literatur ist davon auszugehen, dass die
schlaganfallinduzierte Proliferationssteigerung zu diesem Zeitpunkt bereits wieder auf
das Ausgangniveau abgefallen war (Jin et al. 2001, Arvidsson et al. 2001). Die von
Luo und Kollegen gemessene Steigerung von 200 % beschreibt daher wahrscheinlich
einen Einfluss der korperlichen Aktivitat auf die Neurogenese bereits nach Ablauf der
ischamisch induzierten Proliferationssteigerung. Die vorliegende Studie hingegen
erfasst aufgrund des gewahlten Messzeitraums der Proliferation an Tag 3 bis 14 nach
Schlaganfallinduktion explizit den Einfluss auf die ischamisch induzierte Neurogenese.
Dieser unterschiedliche Versuchsaufbau kdnnte die abweichenden Werte bezuglich
der durch postischamisches Laufradtraining bedingten weiteren
Neurogenesesteigerung erklaren. In einer Studie von Geibig und Kollegen wurde eine
Steigerungsrate der Neurogenese von 100 % durch postischamisches Laufradtraining
gegenuber Tieren mit Schlagfall in Standardhaltung gemessen (Geibig et al. 2012).
Dabei wurden kleine kortikale photothrombotische Infarkte verwendet, welche zu

einem geringen Proliferationsanstieg fuhren. Die geringere Neurogenesesteigerung
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durch den kleinen Infarkt kdnnte die gréliere Steigerungsrate durch postischamisches
Laufradtraining bei Geibig und Kollegen gegenuber der vorliegenden Studie
womaglich erklaren.

Betrachtet man die Ergebnisse aus der vorliegenden Studie in Zusammenschau mit
der Literatur, ist von einer weiteren Steigerung der Neurogenese durch
postischamisches Laufradtraining gegenliber Tieren mit Schlaganfall ohne
Laufradtraining auszugehen. Dieser weitere Anstieg betragt in Abhangigkeit von der
Grolde der Infarkte zwischen 50 % und 100 %. Erstmalig konnte gezeigt werden, dass
die Neurogenesesteigerung nach Schlaganfall und Laufradtraining nicht gegenuber
der alleinigen Steigerung durch Laufradtraining, bei Tieren ohne Schlaganfall, erhoht

ist.

7.4 Morphologie adult gebildeter Neuronen nach Schlaganfall und

Laufradtraining

Neben der Steigerung der Neurogenese ist die Integration der neu gebildeten
Neuronen fur deren Einfluss auf das bestehende hippocampale Netzwerk von
entscheidender Bedeutung. Die morphologische Untersuchung der neu gebildeten
Neuronen gelang erstmals van Praag und Kollegen durch Transfektion sich teilender
Zellen mit einem GFP-gekoppelten Retrovirus (van Praag et al. 2002). Niv und
Kollegen wendeten diese Methode bei Tieren mit Schlaganfallen an und konnten bei
einem signifikanten Teil der Zellen eine vom physiologischen Zustand abweichende
aberrante Morphologie nachweisen (Niv et al. 2012). Diese aberranten Zellen zeigten
einen zusatzlichen basalen Dendriten oder eine Migration in den Hilus. Der
Reifungsprozess der ABN ist durch verschiedene biochemische Faktoren reguliert
(Toda und Gage 2018). Im Rahmen dieser Entwicklung bilden die reifenden Neuronen
fur einen gewissen Zeitraum einen basalen Dendriten aus (Rao und Shetty 2004).
Dieser basale Dendrit, welcher ein typisches Merkmal aberranter Zellen ist, bildet sich
aber im Verlauf des Reifungsprozesses wieder zurlick. So entstehen nach vier bis
sechs Wochen schlie3lich Zellen mit stabilen synaptischen Verbindungen, wobei der
Anteil aberranter Neuronen mit einem weiterhin bestehenden basalen Dendriten oder
einer Lokalisation im Hilus physiologisch unter einem Prozent betragt (Shapiro et al.
2008).

In der Betrachtung der Daten der morphologischen Auswertung der ABN in der

vorliegenden Studie erflllten nach Schlaganfall und Standardhaltung 3,1 % der Zellen
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die Kriterien fur eine Aberration und bei Schlaganfall mit zusatzlicher Laufradhaltung
8,9 % der Neuronen. Bei den Kontrolltieren ohne Schlaganfalle wurden diese Zellen
nur zu 1,4 % bei Standardhaltung und zu 0 % bei Laufradhaltung detektiert. Nach
Schlaganfall mit Laufradexposition war der Unterschied zu Tieren mit Laufradhaltung
und Scheinoperation signifikant. Bei den Tieren mit Schlaganfall unter
Standardhaltung gegenuber Tieren mit Standardhaltung ohne Hirnischamie hingegen
zeigt sich dieser Unterschied nicht.

Zur Einordnung der Ergebnisse der vorliegenden Studie lassen sich bisher zwei
Studien mit morphologischen Untersuchungen der ABN nach Schlaganfall
heranziehen (Niv et al. 2012, Cuartero et al. 2019). Die Analyse durch Cuartero und
Kollegen zeigte dabei bei Mausen nach Schlagfallinduktion und Virusinjektion keinerlei
aberrante Neuronen. Dieses Ergebnis lasst sich am ehesten durch den
unterschiedlichen Untersuchungszeitraum bei Cuartero und Kollegen und der
vorliegenden Studie erklaren. Bei Cuartero und Kollegen erfolgte die Injektion des
Virus erst zwei Wochen nach Infarktinduktion. Wie bereits dargestellt, wird davon
ausgegangen, dass zu diesem Zeitpunkt die postischamische Proliferationssteigerung
im Hippocampus bereits wieder auf das Ausgangsniveau abgefallen ist (Arvidsson et
al. 2001, Jin et al. 2001, Yagita et al. 2001). Daher kdnnte auch die Entstehung
aberranter Zellen zwei Wochen nach dem Schlaganfall wieder dem Kontrollniveau
entsprechen und die unterschiedlichen Ergebnisse widersprechen sich aufgrund der
verschiedenen Injektionszeitpunkte nicht. Die Studie von Niv und Kollegen konnte bei
Ratten nach MCAO eine Rate aberranter Neuronen von etwa 10 % und nach kleinen
photothrombotischen Infarkten von etwa 5 % nachweisen (Niv et al. 2012). Diese
deutlichen Unterschiede bei Tieren mit Standardhaltung und Infarktinduktion durch
MCAO von 10 % bei Niv und Kollegen, gegenuber 3 % in der vorliegenden Arbeit, ist
auffallig. Bei gleichem Injektionszeitpunkt der beiden Studien, vier Tage nach der
Hirnischamie, konnte der kirzere Uberlebenszeitraum und die Verwendung von
Ratten bei Niv und Kollegen ein Erklarungsansatz sein.

So zeigt sich dieser Unterschied zwischen Mausen und Ratten auch in einer anderen
pathologischen Stimulation der aberranten Neurogenese. Nach Epilepsie ist die
aberrante Neurogenese umfangreicher untersucht und es konnten besonders hohe
Raten an aberranten Neuronen von bis zu 34 % bei Ratten detektiert werden. (Patel
et al. 2004, Austin und Buckmaster 2004, Jessberger et al. 2007b, Shapiro et al. 2008).

Auch in den Epilepsiestudien war das Auftreten von aberranten Zellen mit einer
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Erhdhung der Neurogenese vergesellschaftet (Parent et al. 1997, Jessberger et al.
2007a, Jessberger et al. 2007b). Die Grundlage dieser epilepsieinduzierten
Neurogenesesteigerung ist, analog zur Stimulation durch den Schlaganfall, ein starker
Anstieg der Proliferation der Vorlauferzellen (Parent et al. 1997, Jessberger et al. 2005,
Lugert et al. 2010) In den Epilepsiestudien wurde groéfltenteils mit Ratten
experimentiert. In den wenigen Untersuchungen mit Mausen zeigt sich eine geringere
Anzahl aberranter Neuronen als bei den Experimenten mit Ratten (Hester und Danzer
2013, Beamer et al. 2018). Diese in Epilepsiestudien gemessene reduzierte Menge
aberranter Neuronen bei Mausen gegenuber Ratten konnte die ebenfalls reduzierte
Anzahl in der vorliegenden Studie mit Mausen gegenuber der von Niv und Kollegen
mit Ratten erklaren.

Eine Einordnung des deutlich erhohten Anteils von aberranten Neuronen nach
postischamischem Laufradtraining ist bisher nicht moglich. Sowohl bei Studien mit
Schlaganfall und Laufradhaltung als auch bei Studien mit Epilepsie und Laufradhaltung
wurden noch keine morphologischen Analysen der ABN durchgefuhrt (Chen et al.
2006, Geibig et al. 2012, Gorantla et al. 2016, Sun et al. 2019).

Spekulativ kdnnte eine Erklarung des signifikant erhdhten Anteils aberranter Neuronen
durch Laufradhaltung nach Schlaganfallinduktion in den zugrundeliegenden
biochemischen Faktoren liegen. Eine veranderte Produktion verschiedener Molekule
zur Regulation des Reifungsprozesses konnten bereits in Studien zu aberranten Zellen
detektiert werden (Gorter et al. 2014, Mooney et al. 2016, Bielefeld et al. 2019). Auch
die Proliferationssteigerung nach Schlaganfall wird mit einer Aktivierung verschiedener
Signalwege uber Molekule wie BDNF, Fibroblast growth factor 2 (FGF-2), Insulin-like
growth factor 1 (IGF-1) und mit Wnt in Verbindung gebracht (Wiltrout et al. 2007, Cho
et al. 2015, Marlier et al. 2015, Lindvall und Kokaia 2015). Diese Faktoren spielen auch
in der Neurogenese bei korperlicher Aktivitat eine wichtige Rolle. Hierbei wurden
insbesondere BDNF, FGF-2, IGF-1 und Nerve growth factor (NGF) in der Literatur
beschrieben (Neeper et al. 1996, Gomez-Pinilla et al. 1997, Trejo et al. 2001, Cotman
et al. 2007, Vivar et al. 2013). Eine weitere Stimulation dieser, bereits durch den
Schlaganfall aktivierten Signalwege, koénnte daher ein Erklarungsansatz fir die
signifikant erhdhte Entstehung aberranter ABN durch postischamisches
Laufradtraining sein. So konnte auch durch eine Fehlregulation im Reifungsprozess,
ausgelost durch Blockierung der Apoptose, eine Steigerung der Neurogenese und eine

signifikant vermehrten Entstehung aberranter Zellen induziert werden (Scharfman et
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al. 2007, Myers et al. 2013, Jessberger und Parent 2015). Insgesamt weist die
vorliegende Studie erstmals eine signifikant vermehrte Bildung aberranter Zellen nach
Schlaganfall und Laufradhaltung auf. Es sind hier aber weitere Studien noétig, um die
diesem Phanomen zugrundliegenden Prozesse genauer zu untersuchen.

Bei den Untersuchungen der viral transfizierten Zellen wurden neben der Lokalisation
im Hippocampus und dem Dendritenbaum auch der Dornfortsatzbesatz der
neugebildeten Neuronen betrachtet. Die vorliegende Studie konnte diesbezuglich
keine Unterschiede in der Dichte des Dornfortsatzbesatzes zwischen den regular
gebildeten und aberranten Neuronen nach Schlaganfall nachweisen. Genauere
Untersuchungen der synaptischen Ausstllpungen Uber den Anteil von reifen und
unreifen Dornfortsatze ergaben ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen
aberranten und regularen Neuronen.

Im Vergleich dieser Ergebnisse mit der Literatur konnte bei aberranten Zellen nach
epileptischen Anfallen ebenfalls keine signifikante Veranderung oder eine Reduktion
der Dichte des Dornfortsatzbesatzes gegenuber regularen Zellen nachgewiesen
werden (Jessberger et al. 2007a, Murphy et al. 2011, Beamer et al. 2018). Der Anteil
an reifen synaptischen Ausstulpungen zeigte ebenfalls keine signifikante Unterschiede
im Vergleich der beiden Zellpopulationen (Jessberger et al. 2007a, Beamer et al.
2018). Diese Studien stutzen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit einer
ahnlichen gemessenen Anzahl an Dornfortsatzen auf einen definierten Abschnitt von
50 ym und einem ahnlichen Anteil an reifen synaptischen Ausstilpungen. In der
einzigen uns bekannten Vergleichsstudie zur Betrachtung von Dornfortsatzen bei
aberranten Zellen nach Schlaganfall von Niv und Kollegen zeigen sich von der
vorliegenden Studie abweichende Ergebnisse. Niv und Kollegen konnten eine
signifikant vermehrte Anzahl von Dornfortsatzen und einen signifikant hoheren
Reifungsgrad nach Schlaganfall gegentber den Kontrolltieren nachweisen. Dabei
wurde von Niv und Kollegen insgesamt eine deutlich geringe Anzahl an Dornfortsatzen
mit insgesamt deutlich hoherem Reifegrad festgesellt als in der bekannten Literatur.
Zusammenfassend ist anhand des Besatzes mit reifen Dornfortsatzen bei aberranten
Zellen von einer Integration in das hippocampale Netzwerk auszugehen. Ob und
inwieweit sich die Integration der fehilgeformten Zellen und die gesteigerte
Neurogenese nach Schlaganfall auf die kognitiven Fahigkeiten der Tiere auswirkt, ist

unklar.
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7.5 Kognitive Fahigkeiten im MWM nach Schlaganfall und
Laufradhaltung

Nach wie vor ist bei Experimenten mit Nagern das Morris Water Maze (MWM) eine
gangige und gut reproduzierbare @ Methode zur Untersuchung der
Hippocampusfunktion und wird mittlerweile auch virtuell beim Menschen angewandt
(Astur et al. 1998, Driscoll et al. 2003). Im derzeitigen Diskurs wird davon
ausgegangen, dass die adulte Neurogenese nicht die gesamte Hippocampusfunktion,
sondern nur einen speziellen Bereich des hippocampalen Aufgabenspektrums bedient
(Kempermann 2012, Toda und Gage 2018). Diese spezielle Funktion kann nur durch
spezifische, darauf ausgelegte Untersuchungsbedingungen aufgezeigt werden
(Garthe und Kempermann 2013). So wird davon ausgegangen, dass die neu
gebildeten Neuronen zur schnellen Anpassung an kleine Veranderungen in einer
komplexen Umgebung beitragen (Clelland et al. 2009, Deng et al. 2010, Sahay et al.
2011). Diese Fahigkeit wurde in Verhaltenstests durch Umlernen adressiert
(Jessberger et al. 2009, Burghardt et al. 2012). Bei Ablation der Neurogenese konnte
in Studien mit mehreren verschiedenen Verhaltenstests nur mit den Neurogenese-
spezifischen Verfahren eine signifikante Verschlechterung der Tiere ohne ABN
nachgewiesen werden (Zhang et al. 2008, Dupret et al. 2008).

Entsprechend wurde in der vorliegenden Studie eine Neurogenese-spezifische
Weiterentwicklung des MWM, mit einer komplexen visuellen Umgebung und einem
Wechsel der Plattform (im englischen als ,Reversal® beschrieben) an Tag vier,
angewendet (Garthe et al. 2009, Garthe et al. 2014, Garthe et al. 2016). In diesem
sogenannten ,Reversal-Protokoll“ wird, die von den neu gebildeten Neuronen
abhangige schnelle Anpassung, insbesondere beim Umlernen nach dem Wechsel der
Plattformposition an Tag vier und funf, beansprucht. Mit einem Ablationsmodell der
Neurogenese konnte so mit dem Reversal-Protokoll ein signifikanter Unterschied
detektiert werden, welcher beim klassischen Aufbau des MWM ohne Umlernen nicht
feststellbar war (Garthe et al. 2014). Diese Ergebnisse beruhen auf Parametern wie
Ziellatenz, Schwimmstrecke  und Schwimmgeschwindigkeit  und einer
Strategieanalyse. Zur Einteilung des Suchverhaltens in verschiedene Hippocampus-
abhangige und Hippocampus-unabhangige Strategien wurden Schwimmpfade der
Tiere aufgezeichnet und diese mit einem computerbasierten Algorithmus analysiert
(Garthe et al. 2009).
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In der vorliegenden Studie konnten mit diesem Reversal-Protokoll durchgehend Uber
alle funf Untersuchungstage eine schlechtere Leistung der Tiere mit Schlaganfall
gegenuber den Kontrolltieren mit Scheinoperation nachgewiesen werden. Dabei
zeigten die Tiere in der Phase des Umlernens nach dem Plattformwechsel an Tag vier
und finf eine noch schlechtere Leistung als in der Phase des Erlernens der
ursprunglichen Position an Tag eins bis drei. Dies konnte Uber eine verlangerte
Ziellatenz und eine verlangerte Schwimmstrecke sowie einem geringeren Anteil
Hippocampus-abhangiger Strategien bei den Tieren mit Schlaganfall nachgewiesen
werden. Nach dem Umlernen konnten die Schlaganfalltiere so die effektivste
Hippocampus-abhangige Strategie ,direct swim“ nicht mehr anwenden, obwohl sie
diese zuvor gezeigt hatten. Diese Ergebnisse entsprechen denen der bisher einzigen
uns bekannten Studie, welche die kognitiven Auswirkungen des Schlaganfalls mit dem
Reversal-Protokoll des MWM untersucht hat. Kathner-Schaffert und Kollegen konnten
ebenfalls eine Verschlechterung der Schlaganfalltiere gegenliber den Kontrolltieren
uber den gesamten Testzeitraum, mit einem besonders starken Unterschied nach
Plattformwechsel, zeigen (Kathner-Schaffert et al. 2019). Winter und Kollegen haben
bereits 2004 eine andere Variante eines MWM mit Umstellung der Plattform
angewendet (Winter et al. 2004). Hierbei mussten die Tiere nach einer Phase des
Erlernens der ersten Position Uber sieben Tage, am achten Tag eine aus dem Wasser
herausragende, sichtbare Plattform im gegenuberliegenden Quadranten aufsuchen.
Dabei zeigten Tiere mit Schlaganfall ebenfalls eine schlechtere Leistung Uber den
gesamten Testzeitraum, mit einem Maximum nach Plattformwechsel (Winter et al.
2004). Im Vergleich der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit den Ablationsstudien
zur Etablierung des Reversal-Protokolls zeigen sich hingegen Abweichungen (Garthe
et al. 2009, Garthe et al. 2014). Bei den Ablationsstudien fallt nur ein geringes
Lerndefizit in den ersten drei Tagen sowie eine deutlich vermehrte Nutzung der
Strategie ,Perseverance” bei den Tieren mit ablatierter Neurogenese auf (Garthe et al.
2009, Garthe et al. 2014, Garthe et al. 2016). Tiere nach Schlaganfall zeigen in der
vorliegenden Arbeit und bei Kathner-Schaffert und Kollegen nur wenig vermehrt die
Strategie ,Perseverance“ (=Beharren) und haben signifikante Defizite Uber den
gesamten Untersuchungszeitraum von funf Tagen (Kathner-Schaffert et al. 2019).
Perseverance ist durch ein Aufsuchen der vormaligen Position, statt des neuen Ziels
nach Plattformumstellung, gekennzeichnet und gilt als wichtiger Indikator fur gestortes

Umlernen (Garthe et al. 2009). Die Ischamie-induzierte Neurogenese fuhrt im MWM
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mit Reversal-Protokoll zu deutlichen kognitiven Defiziten, welche sich anders
darstellen als Defizite bei einer Abwesenheit neu gebildeter Neuronen. Zur weiteren
Einordnung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ist eine Betrachtung von Studien
mit dem konventionellen Modell des MWM ohne Plattformwechsel notig. Hier zeigte
sich bei Erlernen einer Plattformposition meist Uber einen Zeitraum von sieben Tagen
ebenfalls ein Defizit des raumlichen Denkens bei den Tieren mit Schlaganfall
gegenuber Kontrolltieren (Luo et al. 2007, Zhao et al. 2009, Schmidt et al. 2015, Han
et al. 2016, Sun et al. 2019). Damit deuten alle Studien zum MWM und Schlaganfall,
inklusive der vorliegenden, darauf hin, dass die Tiere nach einer Hirnischamie bei
gesteigerter Neurogenese Defizite im raumlichen Lernen aufzeigen, wobei neuere
Studien insbesondere ein schlechteres Umlernen nachweisen (Kathner-Schaffert et al.
2019).

In der Betrachtung des Einflusses des Laufradtrainings auf die Leistungen der Tiere
im Reversal-Protokoll des MWM in der vorliegenden Studie, konnte sowohl bei den
Tieren mit Schlaganfall als auch bei den Tieren mit Scheinoperation keine signifikante
Veranderung detektiert werden. Tiere mit Schlaganfall und Laufradtraining zeigten
nach dem Umlernen zwar wieder die effektivste Hippocampus-abhangige Strategie
wdirect swim“, aber dies flhrte zu keiner signifikanten Verbesserung der Strategien
oder der Ziellatenz gegenuber den Tieren mit Schlaganfall unter
Standardbedingungen. Der erhdhte Anteil aberranter Neuronen nach
postischamischen Laufradtraining fihrte aber auch zu keiner weiteren
Verschlechterung der raumlichen Denkleistung gegenuber den Tieren mit Schlaganfall
und Standardhaltung. Eine Einordnung dieser Untersuchung des postischamischen
Laufradtrainings mit dem Reversal-Protokoll in die Literatur ist nicht direkt moglich.
Anhand der uns bekannten Datenlage ist lediglich ein Vergleich mit Studien mdglich,
welche bei Tieren mit Laufradhaltung und Schlaganfall ein konventionelles MWM
Protokoll ohne Plattformwechsel anwendeten (Luo et al. 2007, Zhao et al. 2009, Sun
et al. 2019). Hierbei kam es meist zur Untersuchung der Tiere Uber sieben Tage, wobei
postischamisches Laufradtraining zu einer Verbesserung der Leistung im MWM
gegenuber Tieren mit Schlaganfall ohne Laufradtraining fuhrte. Diese Diskrepanz in
den Ergebnissen ist moglicherweise auf die fehlende Neurogenesespezifitat der
konventionellen Protokolle zurtickzufihren. So konnte Garthe und Kollegen auch bei
gesunden Tieren zeigen, dass mit dem Reversal-Protokoll des MWM durch

Laufradhaltung keine Verbesserung gegenuber Tieren unter Standardbedingungen
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auftritt (Garthe et al. 2016). Dies steht im Gegensatz zu zahlreichen Untersuchungen
mit konventionellen MWM-Protokollen (van Praag et al. 1999a, van Praag et al. 2005,
Ang et al. 2006, Garthe et al. 2016). Moglicherweise sind die Verbesserungen durch
die Laufradhaltung nicht durch die ABN zu erklaren und kdonnen daher in dem
Reversal-Protokoll nicht detektiert werden. In Schlaganfallstudien am Menschen
konnten ebenfalls keine kognitiven Verbesserung nach Kkorperlicher Aktivitat
nachgewiesen werden (Livingston-Thomas et al. 2016). Die zuvor postulierte positive
Rolle der korperlichen Aktivitat in der Schlaganfallbehandlung erscheint damit aktuell
fragwirdig und es sind weitere Studien zu diesem Thema nétig.

Allgemein ist anzunehmen, dass aufgrund des breiten Schadigungsmusters des
Schlaganfalls sensomotorische Defizite die Durchfuhrung der Verhaltenstests
beeinflussen konnen. Sowohl die vorliegende als auch bereits publizierten Studien
konnten mit Hilfe von unveranderten Schwimmgeschwindigkeit zwischen
Schlaganfalltiere und Kontrollen so kdrperliche Einflussfaktoren ausschlie3en (Winter
et al. 2004, Schmidt et al. 2015).

Insgesamt konnten die Verhaltenstests mit dem Reversal-Protokoll des MWM nach
Schlaganfall, sowohl mit als auch ohne Laufradhaltung, eine Verschlechterung der
raumlichen Gedachtnisleistung, insbesondere beim Umlernen, nachweisen. Der
Mechanismus dieser kognitiven Beeintrachtigung durch die postischamische
Neurogenesesteigerung und der Anteil des Einflusses von aberranten Neuronen ist
noch unklar. In der Epilepsieforschung wurde der Einfluss aberranter Neuronen auf
kognitive Fahigkeiten bereits umfangreich untersucht. Hierbei wird davon
ausgegangen, dass die Beeinflussung des bestehenden hippocampalen Netzwerks
durch die aberranten Neuronen zu kognitiven Verschlechterungen und Epileptogenese
fuhrt (Cho et al. 2015, Jessberger und Parent 2015, Bielefeld et al. 2019). Die
aberrante Neurogenese konnte dabei mit einer gesteigerten Erregbarkeit des
Hippocampus in Verbindung gebracht werden (Patel et al. 2004, Austin und
Buckmaster 2004). Bei Tieren mit Schlaganfall konnte ebenso eine Ubererregbarkeit
heranreifender Neuronen gegenuber Kontrolltieren nachgewiesen werden, sodass
auch hier eine negative Beeinflussung des hippocampalen Netzwerks durch die
postischamische Neurogenese mdglich ist (Ceanga et al. 2019). Ein weiteres Indiz fur
die aberrante Neurogenese als Ursache von kognitiven Defiziten bei Schlaganfall und
Epilepsie ist eine Verbesserung der Tiere durch die Reduktion der Neuronenbildung.

So konnte nach epileptischen Anfallen durch die Applikation von antiepileptischen
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Medikamenten eine Reduktion der Neurogenese und eine kognitive Verbesserung
erzielt werden (Jessberger et al. 2007b). Auch nach der Ablation von neugebildeten
Neuronen zeigte sich in Epilepsiemodellen eine Reduktion des kognitiven Defizits
(Jung et al. 2004, Cho et al. 2015). Bei Schlaganfallmodellen konnte zuletzt ebenfalls
eine Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten durch eine Ablation der Neurogenese

nachgewiesen werden (Cuartero et al. 2019)
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8 Fazit

Zusammenfassend zeigen die zellularen und behavioralen Ergebnisse eine
Beeinflussung der Hippocampusstruktur und -funktion durch den ischamischen
Schlaganfall. Eine kognitive Rehabilitation der Tiere, mit einer Verbesserung der
raumlichen Lernleistung durch korperliche Aktivitat, konnte nicht nachgewiesen
werden. Nach Schlaganfall konnte sowohl bei Standardhaltung als auch bei
Laufradhaltung eine deutliche Verschlechterung der kognitiven Leistungsfahigkeit bei
erhohter Neurogenese verifiziert werden. Mit der vermehrten Anzahl an neu gebildeten
Neuronen geht ein hoherer Anteil aberranter Zellen einher, welche in das bestehende
Netzwerk integriert werden. Dieser Anteil wird durch ein postischamisches
Laufradtraining weiter gesteigert. Diese zusatzliche Steigerung des Anteils aberranter
Zellen durch korperliche Aktivitat nach Schlagfall fuhrt nicht zu einer weiteren
kognitiven Verschlechterung gegenuber Tieren mit Schlaganfall ohne Laufradhaltung.
Der Einfluss der aberranten Zellen auf das raumliche Denkvermogen bleibt weiterhin
unklar.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen sich mit klinischen Studien, bezuglich
postischamischer kognitiver Defizite, bei Menschen korrelieren (Prins et al. 2005,
Rasquin et al. 2005, Blum et al. 2012, Brainin et al. 2015). Bisher sind die zellularen
Hintergrinde dieser Schlaganfall-induzierten Verschlechterung der kognitiven
Fahigkeiten noch vdllig unklar. Um die Relevanz der regularen und aberranten
Neurogenese beim Menschen aufzuklaren, sind weitere Studien noétig. Aufderdem gilt
es herauszufinden, ob der Einfluss von kdrperlicher Aktivitat auf die Neurogenese, mit
einer verstarkten Bildung aberranter Zellen, nach Schlaganfallen konsistent ist. Im
Weiteren stellt sich die Frage, ob auch beim Menschen durch korperliche Aktivitat in
der Rehabilitation, vermehrt aberrante Neuronen auftreten und 2zu einer
Verschlechterung der kognitiven Leistungen fuhren. Die vorliegende Studie zeigt
erstmalig Korrelationen zwischen aberrant-integrierten Neuronen, kognitiver
Verschlechterungen und motorischer Aktivitdt nach einem Schlaganfall und bietet

damit neue Ansatzpunkte zur Aufklarung und Therapie von Schlaganfallpatienten.
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