Aus der Kiinik fur Neurologie
der Medizinischen Fakultat der Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Verhaltenskorrelate neuropsychiatrischer und
neuropsychologischer Storungen nach milder zerebraler

Ischamie im Mausmodell

Zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat der Charité —
Universitatsmedizin Berlin

von

Benjamin Winter
aus Starnberg



Dekan: Prof. Dr. med. Martin Paul

Gutachter: 1. Prof. Dr. med. Matthias Endres
2. Prof. Dr. med. Otto Witte
3. PD Dr. med. Lorenz Hirt

Datum der Promotion: 9. Juli 2007



Meinen Eltern

Christel und Rudolf Winter



Inhaltverzeichnis

AbkUrzungsverzeichnis

Abstrakt

1 Einleitung

2 Zielstellung

3  Methodik

4  Ergebnisse

5 Diskussion

6 Literaturverzeichnis

Anhang

Verwendete Publikationen

Selbstandigkeitserklarung

Eidesstattliche Erklarung

Danksagung

Lebenslauf

Publikationen

12

16

24

33

34

35

36

37

38



Abklrzungsverzeichnis

5-HIAA
5-HT
ANOVA
Cal
ChAT
DA
DOPAC
dUTP
GABA
HPLC
HVA
MAP-2
MCAo
NA
NeuN
Parv
rpm
SEM
Sham
Som
SPN
TdT

TUNEL

5-Hydroxyindol Essig
5-Hydroxytryptamin

Analysis of Variance

Calretinin
Cholin-Azetyl-Transferase
Dopamin
3,4’-Dihydroxyphenylessigsaure
Desoxyuridin-Triphosphat
Gammaaminobuttersaure

High Performance Liquid Chromatography
Homovanillinsaure

Mikrotubuli assoziiertes Protein 2
Okklusion der A. cerebri media
Noradrenalin

neuron-specific nuclear protein
Parvalbumin

Umdrehungen pro Minute
Standardfehler des Mittelwertes
Ohne Okklusion operiert
Somatostatin

spiny Projektionsneurone
Terminale desoxynucleotidyl-Transferase

TdT-mediated dUTP-biotin nick end labelling



Abstrakt

Flr Patienten nach Schlaganfall haben emotionale und kognitive Stérungen
entscheidende Stérungen der Emotionalitat und des Verhaltens Auswirkungen auf
Rehabilitation und Lebensqualitat. Im Tiermodell wurden mogliche Korrelate solcher
funktionellen Langzeitfolgen bislang kaum untersucht. Bis 10 Wochen nach 30 min
Okklusion der A. cerebri media (MCAo0) und Reperfusion in der Maus untersuchten wir
selektive neuronale Schadensentwicklung im  Striatum, Veranderungen der
Neurotransmitter und neuropsychologische Phanomene bei spontaner lokomotorischer
Aktivitat, raumlichem Lernen, Angstverhalten und Depression.

Mit histologischen, immunhistochemischen und autoradiografischen Methoden wurde
die striatale Lasion mit Aussparung des Kortex umfangreich untersucht. MCAo fihrte zu
verzogertem Zellverlust von ,spiny” Projektionsneuronen, wahrend Interneurone eine
weitgehende Resistenz gegenuber der milden Ischamie aufwiesen.

6 Wochen nach Ischamie zeigten die Mause ein geringes residuales neurologisches
Defizit, aber keine Unterschiede im Rotarod Koordinationstest, der Schwimm- oder
Laufgeschwindigkeit. Dennoch wiesen MCAo Mause Schwierigkeiten im
Strategiewechsel auf und zeigten 8—10 Wochen nach Ischamie einen angstlichen oder
hyperaktiven, aber nicht depressiven Phanotyp, in Abhangigkeit von linker vs. rechter
geschadigter Hemisphare. Verhaltensdaten konnten mit der LasionsgroRe und mit
Veranderungen der Monoaminspiegel korreliert werden. Zusatzlich fanden wir
extrafokalen diffusen neuronalen Schaden, der zu Storungen des neurochemischen

Gleichgewichts beitragen konnte.



Abstract

Post-stroke emotional and behavioural abnormalities have an impact on outcome. So
far these functional long-term sequelae have scarcely been characterized in animal
models. During the 10 weeks a 30 min middle cerebral artery occlusion (MCAO0)
following reperfusion in the mouse, evolvement of selective neuronal damage in the
striatum, neurotransmitter changes and neuropsychological alterations in spontaneous
locomotor activity, spatial learning, anxiety and depression were investigated.

Using histological, immunocytochemical and autoradiographic methods, we
characterized the maturation of the ischemic lesion. Mild brain ischemia conferred
delayed selective cell death of medium spiny projection neurons in the striatum while
interneurons and glia were resistant to ischemic injury.

6 weeks after the ischemia, the mice showed distinct residual neurological deficits, but
no differences in Rotarod coordination, swimming or running speeds. However, MCAo
mice had difficulties in the strategy-switching tasks and showed an anxious or
hyperactive, but not depressive phenotype, depending on whether the lesion was left or
right hemispheric at 8—-10 weeks. Behavioural data correlated with the brain lesion size
and the changes in monoamine levels. Additionally extrafocal scattered neuronal

damage was observed, which could account for neurochemical disturbances.



1 Einleitung

Der ischamische Schlaganfall ist die haufigste Ursache von Langzeitbehinderung im
Erwachsenalter (American Heart Association 2001). Neuropsychiatrische Folgen des
Schlaganfalls umfassen eine Vielzahl von emotionalen und kognitiven Stérungen und
haben wesentlichen Einfluss auf Rehabilitation und das funktionelle Outcome (Robinson
RG 1997). Depression ist mit 20-50% die haufigste psychiatrische Folgeerkrankung
bei Schlaganfallpatienten, andere bekannte emotionale und Verhaltensstérungen sind
Angststorungen, Manie, bipolare Erkrankungen, Insomnie, Apathie und pathologisches
Weinen (Bhogal et al., 2004; Burvill et al., 1995a, 1995b; Leppavuori et al., 2002, 2003;
Narushima et al., 2003; Robinson et al., 1984, 1997). Im Tiermodell hingegen gibt es
bisher wenige Untersuchungen moglicher Korrelate dieser neuropsychiatrischen
Manifestationen nach Schlaganfall, obgleich sensomotorische Defizite und Effekte auf
Lernen und Gedachtnis bereits untersucht wurden (De Vries et al., 2001).

Es erscheint rational in Anbetracht der Vielzahl praklinischer Studien mit meist
morphologischer oder volumetrischer Erfassung des Outcomes nach Schlaganfall,
funktionelle Auswirkungen in die Evaluation miteinzubeziehen. Die Beeintrachtigung
von komplexem Verhalten mag mit Schaden auf subzellularer Ebene oder mit
veranderter neuroendokriner und elektrophysiologischer Funktion einhergehen oder in
diffusen morphologischen Schaden begrindet sein, die durch Zellzahlung oder
einfacher Infarktausmessung nicht erfasst werden kdnnen (Aranowski et al., 1996).
Unser Modell transienter fokaler Ischamie in der Maus, fuhrt 30 min Okklusion der
Arteria Cerebri Media (MCAo0), gefolgt von Reperfusion bei 129/SV Mausen zur
Induktion von Caspase abhangigem, verzdgerten neuronalen Zelltod im dorsolateralen
Striatum unter Aussparung des Kortex, wahrend nicht-neuronale Zellen des
Ischamieareals den Insult Uberleben (Endres et al., 1998; Katchanov et al., 2001).
Pathophysiologie, Reorganisation und Outcome gleichen dem Kklinischen Befund bei
Patienten mit kardiogener Hirnembolie und ausgepragtem transientem hemisphariellem
Syndrom (Minematusu et al., 1992; Mohr et Barnett, 1986). Im Vergleich zu anderen
Modellen mit langeren Ischamiezeiten und hoher Mortalitat (50%—-70% nach 7
Tagen)(Prass et al., 2003; Kondo et al., 1997; Huang et al., 2001) ist dieses Modell mit
langer Uberlebenszeit (~90% nach 10 Wochen) mit Uberschaubarem reversiblen
neurologischem Defizit (meist spastische Parese der kontralateralen Vorderpfote) flr

die Erhebung subtiler Qualitaten, wie Kognition und Verhalten, gut geeignet.



2 Zielstellung

Verhaltensstérungen, wie auch Depression, werden bei Schlaganfallpatienten gerade
mit Lasionen der Basalganglien oftmals beobachtet (Beblo et al., 1999; Starkstein et
Robinson, 1989). Die Charakterisierung besonders der Langzeitstorungen von
Neuropsychologie und Kognition ist im Tiermodell fokaler Ischamie bisher
unzureichend.

Bisherige Untersuchungen zeigen, dass sich der maximale neuronale Schaden erst
verzogert uber Tagen entwickelt (Endres et al., 1998; Katchanov et al., 2001). Welche
Subtypen der Neuronenpopulation Uber einen langeren Zeitraum davon betroffen und
damit verantwortlich sind fur bleibende neurologische und Verhaltensstérungen, war

bisher unklar.

1.) Somit galt der erste Schritt zur weiteren Evaluation des Schlaganfallmodells der
immunhistochemischen, histologischen und autoradiografischen Differenzierung
geschadigter Zellen und der striatalen Kompartimente (Matrix und Striosomen) bis 6

Wochen nach Ischamie.

2.) In einer 2. Phase wurde ab der 7. Woche anhand eines etablierten Neurologischen
Defizit Score (Bederson et al., 1986), der Koordinations- und Balancefahigkeit auf einer
sich drehenden Walze (Rotarod) und der Schwimmgeschwindigkeit der
sensomotorische Phanotyp ermittelt.

In einem Wasserlabyrinth (Morris Water Maze) wurde Uber 7 Tage das raumliche
Lernvermdgen und durch Erganzung des Standardprotokolls durch eine Lernprobe
(Probe Trial) und Kontrollversuch mit sichtbarer Plattform das Vermdgen zu
Strategiewechsel und Umlernen erfasst (Bert et al., 2002; Harker et Whisaw, 2002).

3.) Bisherige Verhaltenstests und biochemische Untersuchungen weisen auf
Hemispharendominanz, Asymmetrie und ,Handigkeit® bei Nagetieren hin, ebenso
konnten unterschiedliche Auswirkungen links- vs. rechts-hemispharieller Lasionen
nachgewiesen werden (Barnéoud et van der Loos, 1993; Robinson, 1979).

Mit dem Ziel, genauere Erkenntnisse fur unser Modell zu gewinnen, wurden Tiere mit
linker oder rechter MCAo sowie Sham operierte und Kontrolltiere 8-10 Wochen nach
Insult auf spontane lokomotorische Aktivitat sowie Angstverhalten (Elevated Plus Maze)

und Depression (Forced Swim Test) untersucht.



4.) Um hierflur ursachliche neurobiochemische Schwankungen und histologische
Schaden zu erfassen, wurden Proben unterschiedlicher Hirnregionen auf Monoamin-
und  Aminosaurenspiegel untersucht und mit den  Ergebnissen  der
Verhaltensuntersuchungen korreliert. Ein anderer Teil der Hirne wurde der

histologischen und immunhistochemischen Analyse 10 Wochen nach Ischamie
zugefuhrt.



3 Methodik
Tiere und Ischamiemodell

Die Tierexperimente sind in strenger Einhaltung der Tierschutzrichtlinien durchgefihrt
und im Tierschutzvorhaben G 0113/2000 Endres vom Berliner Landesamt flr
Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische Sicherheit (LAGetSi) genehmigt
worden. Fur die Versuche wurden SVJ/129 Wildtypmause des Bundesinstitutes fur
Risikobewertung (BfR) Berlin verwendet.

In  Halothan-Narkose und bei konstanter Korpertemperatur erfolgte die
Ischamieinduktion im Versorgungsbereich der linken oder rechten A. cerebri media.
Dazu wird ein silikonbeschichtetes Monofilament in die linke A. carotis communis
eingebracht und in die A. carotis interna weiter fortgefuhrt, um den Abgang der A.
cerebri media zu verlegen. Nach 30 min Ischamie wurde das jeweilige Filament wieder

entfernt, um die Reperfusion zu ermoglichen (Endres et al., 1998).

Neurologisches Defizit

Die Einschatzung des neurologischen Defizits wurde nach den Bederson-Kriterien von
einem unabhangigen Untersucher 6 Wochen nach Ischamieinduktion vorgenommen.
Dabei gilt ein Score von 0 = als normal, 1 = als mildes, 2 = als maRiges und 3 = als

schweres neurologisches Defizit (Bederson et al., 1986).

Rotarod Koordination

Die Messung von Koordinations- und Balancefahigkeit erfolgte individuell auf einer sich
drehenden Walze (Rotarod, TSE Systems; 3 cm Durchmesser). Nach 3 x 120 sek.
Training bei 4 rounds per minute (rpm) wurde am nachsten Tag mit zunehmender

Umdrehungszahl (4—40 rpm) die Zeit bis zum Kontaktverlust der Maus gemessen.

Video Tracking, Erfassung und Auswertung der Verhaltensdaten

Wahrend der Explorationstests (Water Maze, Elevated Plus Maze und der spontanen
lokomotorischen Aktivitat) wurde software-gestitzt (VideoMot 2; TSE Systems) das
Kamerabild analysiert. Die Kamera befand sich dabei senkrecht Uber dem
Versuchsaufbau. Anhand von Kontrastwerten wurden Tiere identifiziert und in zeitlicher
und Ortlicher Auflosung (Abtastrate bis 12,5 Hz; 640 x 480 Bildpunkte)

Bewegungsmuster aufgezeichnet und ausgewertet.



Water Maze

Experimente wurden anhand bewahrter Protokolle mit geringer Abwandlung
durchgefuhrt (Bert et al., 2002; Harker et Whisaw, 2002). Der Wassertank (101 cm
Durchmesser, 50 cm Hohe) wurde bis 30 cm mit 15°C milchtriben Wasser gefullt und
raumliche Orientierungshilfen (Quadrat, Kreis, Dreieck, Kreuz), im gleichen Abstand
zueinander, gut sichtbar von der Wasseroberflache angebracht. Eine Plattform aus
durchsichtigem Plexiglas® (11 x 11 cm?) befand sich nicht sichtbar 1 cm unter der
Wasseroberflache mittig in einem von vier moglichen Quadranten.

Nach einmaliger Gewodhnung starten die Tiere Uber 7 Tage 3x taglich in den tbrigen 3
Quadranten. Zeit, Strecke, Geschwindigkeit, wie auch das Bewegungsmuster bis zum
Erreichen der Plattform wird aufgezeichnet und eine Lernkurve erstellt. Fir den am 8
Tag durchgefuhrten ,Probe Trial “ wird die Plattform entfernt, , dabei wird die Zeit im
Zielbereich (Target Zone = ursprungliche Stelle der Plattform), die Zeit im
Zielquadranten sowie die Haufigkeit des Passierens des Zielbereiches (Target
Crossings) gemessen. An Tag 9 (Relearning Task) befindet sich die Plattform im
gegenuberliegenden Quadranten, und die Fahigkeit, innerhalb von drei Versuchen
umzulernen wird bewertet. Hierfur ist die Plattform durch einen schmalen, Uber der
Wasseroberflache sichtbaren Zylinder markiert.

Die maximale Schwimmzeit jedes Versuches betragt 90 sek., es folgen bei den
Lernversuchen 30 sek. Orientierungszeit auf der Plattform. Bei Nicht-Erreichen

innerhalb von 90 sek. wird das Tier zur Plattform geflhrt.

Spontane Lokomotorische Aktivitat

In neutraler abgedunkelter Umgebung wurden Tiere uUber acht Stunden gefilmt und
computergestutzt kumulative Aktivitat (Zeit, Strecke und Geschwindigkeit) bestimmt.
Dabei befanden sich die Tiere einzeln in 30x20x15 cm messenden Kafigen, die fur die
verschiedenen Gruppen im Schachbrettmuster angeordnet sind. Ein Schwellenwert
ermdglicht die ausschlieBliche Erfassung echter Lokomotion. Bewegungen durch

Atmung oder Selbstpflege der Tiere werden nicht erfasst.



Elevated Plus Maze

Das Elevated Plus Maze ist in der Verhaltensforschung zur Bestimmung von
angeborenem oder erworbenem Angstverhalten bei Nagetieren weit verbreitet und
wurde wie vorbeschrieben durchgefuhrt (Lister, 1987; Rodgers et al., 2002). Der Aufbau
fur Mause besteht aus 4 rechtwinklig verbunden Armen (Lange 30, Breite 5 cm) und
einer zentralen Flache von 5x5 cm und ist 50 cm vom Boden erhoht. Zwei
gegenuberliegende Arme sind von 15 cm hohen Wanden umgeben (Closed Arms), die
anderen zwei Arme lediglich von einer 0,25 cm erhohten Umrandung (Open Arms). In
schallarmer und abgedunkelter, neutraler Umgebung wird das Tier zentral mit Blick in
Richtung eines geschlossenen Armes aufgesetzt und Lokomotion Uber 5 min mittels
Kamera-Computer-System beobachtet und gemessen. Die kumulative Zeit und Anzahl
der Aufenthalte auf den ungeschutzten Armen verhalt sich dabei antiproportional zum

Angstlichkeitsniveau.

Forced Swim Test

Depressions-ahnliches Verhalten, welches auch im Tiermodell auf antidepressive
Behandlung anspricht, wurde im modifizierten Forced Swim Test wie vorbeschrieben
untersucht (Cryan et al., 2002; Lucki, 1997; Porsolt et al., 1977). Die Tiere werden
einzeln in einen zur Halfte mit 21°C warmem Wasser geflllten aufrechten Zylinder
(15x21cm) gegeben und Uber 5 min das vorherrschende Verhalten von einem
unabhangigen Untersucher bestimmt. Dabei wird unter definierten Kriterien zwischen
Schwimmbewegung (Swimming), Aufwartsbewegung (Climbing) und Passivitat
(Floating) unterschieden und die jeweilige Latenz, Gesamtzeit und Haufigkeit des
angenommenen Verhaltens bestimmt.

Versuche der Situation zu entkommen (Swimming, Climbing) geben Anhalt Uber das
Aktivitatsniveau, die Latenz bis zur Passivitat bestimmen das Mald Depressions-

ahnlichen Verhaltens.

Probeentnahme, Homogenisation und Neurochemische Analyse

Nach Beendigung der Verhaltensexperimente und Tétung der Mause wurden zlgig die
Gehirne entnommen und Proben von Kortex, Striatum, Septum und Hippocampus
beider Hemispharen gewonnen und in flussigem Stickstoff bei —80 °C schockgefroren.

Vor der neurochemischen Quantifizierung wurden die Proben gewogen und mit



Ultraschallwellen homogenisiert. Nach Zugabe von 0,2 molarem Perchlorat und
Ultrazentrifugation bei 25.000 g wurde der Uberstand fiir die Bestimmung von
Noradrenalin  (NA), Dopamin (DA), 5-Hydroxytryptamin (5-HT) wund deren
Stoffwechselprodukte 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (DOPAC), Homovanillinsaure
(HVA) und 5-Hydroxyindol Essig (5-HIAA) mit High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) verwendet (Felice et al., 1978; Sperk, 1982; Sperk et al.,
1981).

Far die Bestimmung von Glutamat, Gammaaminobuttersaure (GABA) und Taurin
erfolgte anstelle von Perchlorat die Beigabe von Methanol, und nach Ultrazentrifugation
zur Entfernung prazipitierter Proteine, die HPLC wie vorbeschrieben (Piepponen et
Skujins 2001).

SchlieBlich diente der Ubrige Teil des Homogenisats der Cholin-Azetyl-Transferase
(ChAT) Aktivitatsbestimmung nach Fonnum (1975).

Gewebeaufbereitung und Immunhistochemie

In tiefer Narkose erfolgte die in-situ Fixation (transkardiale Perfusion) und Postfixation
der Hirne uber 24 Stunden mit 4% Paraformaldehydlosung. Nach Anfertigung wurden
40um coronare Gehirnschnitte mit einem der folgenden primaren Antikorper inkubiert:
Neuronale Nuclei (NeuN), mikrotubuli assoziiertes Protein 2 (MAP-2), Cholin-Azetyl-
Transferase (ChAT), Parvalbumin (Parv), Somatostatin (Som) und Calretinin (Cal). Es
folgte die Inkubation mit biotiniliertem Sekundarantikorper und 3,3’-Diaminobenzidin als
Chromogen oder fiir Immunautoradiografie mit [*S] besetztem anti-NeuN
Sekundarantikorper.

Fir terminale Desoxynucleotidyl-Transferase (TdT) vermittelte dUTP-Biotin ,nick end
labeling” (TUNEL) wurden Gehirne unfixiert in Isopentan schockgefroren, 10um
Schnittserien angefertigt und Reagenzien nach Anweisung des Herstellers angewendet.
Das gleiche Verfahren zur Gehirnschnittanfertigung wurde auch fir die Autoradiografie
mit den Radioliganden [°H]PK1195, [°H]Flumazenil und [PH]CGP39653 angewendet
(siehe unten).

Zellzahlung

Auf jeweils 3 definierten und reprasentativen Hirnschnitten wurde computergestutzt die
Zelldichte und Gesamtzahl immunpositiver (NeuN+, ChAT+, Parv+, Som+, Cal+) Zellen

im ischamischen und contralateralen Striatum untersucht.
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Fir die Ermittlung Uberlebender (ChAT+ und Cal+) Interneurone wurden zudem bei
400fach VergroRerung von jeweils vier definierten Hirnschnitten sieben zufallige

Gesichtsfelder ausgewahlt.

Lasionsausmessung und Paraffinhistologie

Die Infarktvolumetrie erfolgte computergestitzt anhand histologischer
Standardfarbungen Hamatoxilin-Eosin (H&E), Kresyl-Violet (Nisslfarbung) und den anti-
NeuN demarkierten Arealen. Das Gesamtinfarktvolumen wird entweder durch direkte
Aufsummierung der Infarktareale oder aus der Differenz zwischen kontralateraler und
nicht-infarzierter ipsilateraler Hemisphare bestimmt. Die Differenz zwischen direktem
und indirektem Infarktvolumen entspricht dem Hirnédem im Infarktgebiet (Endres et al.,
1998).

Fur die Paraffin Histologie wurden Hirne nach transkardialer Perfusion mit 20%
Formalin und 10% Eisessig auf Alkoholbasis in Paraffin eingebettet. Angefertigte 8um
Hirnschnitte wurden mit H&E, Nisslfarbung, und Hamatoxilin-Vanadium-Acid-Fuchsin
(VAF) angefarbt (Victorov et al., 2000).

Autoradiografie

Schockgefrorene Gehirnschnitte wurden mit [PHJCGP39653, ein N-methyl-D-Aspartat
(NMDA)-Rezeptor Ligand, [*H]Flumazenil und [*H]PK1195, Liganden zentraler bzw.
peripherer Benzodiazepinrezeptoren inkubiert. Die Darstellung der Verteilung

radioaktiver Liganden wird nach Exponation der Schnitte auf *H-Hyperfilm erreicht.

Statistik

Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Ein
statistischer Vergleich erfolgte nach two-way repeated measures ANOVA (Water Maze)
und one-way ANOVA (Monoamin- und Aminosaurenspiegel, Elevated Plus Maze,
Forced Swimming Test, Spontane Lokomotorische Aktivitat) mit Tukey post hoc Test.
Weiterhin fand Anwendung: Mann-Whitney rank-sum test (neurologisches Defizit Score,
Rotarod), Student t test fur Vergleiche zwischen linker und rechter Hirnischamie und die
Pearson Korrelation (Monoaminspiegel mit Verhaltenstests, Lasionsgrole mit

Verhaltenstest). p<0.05 wurde als statistisch signifikant angenommen.
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4 Ergebnisse

Die Ergebnisse der Arbeit werden in den im Anhang der Dissertationsschrift genannten

Publikationen wie folgt aufgefuhrt und entsprechend zitiert:

Referenz #1: Katchanov J, Waeber C, Gertz K, Gietz A, Winter B, Bruck W, Dirnagl U,
Veh RW, Endres M (2003) Selective neuronal vulnerability following mild focal brain
ischemia in the mouse. Brain Pathol. 13(4):452-64

Referenz #2: Winter B, Bert B, Fink H, Dirnagl U, Endres M (2004) Dysexecutive
syndrome after mild cerebral ischemia? Mice learn normally but have deficits in strategy
switching. Stroke. 35(1):191-5.

Referenz #3: Winter B, Juckel G, Viktorov |, Katchanov J, Gietz A, Sohr R, Balkaya M,
Hoértnagl H, Endres M (2005) Anxious and hyperactive phenotype following brief
ischemic episodes in mice. Biol Psychiatry 57(10):1166-75

Selektiver neuronaler Zellschaden

Die Farbung mit H&E, VAF und Nisslfarbung der in Paraffin eingebetteten 8um Schnitte
zeigte noch 10 Wochen spater die Begrenzung der ischamischen Lasion auf das
ipsilaterale Striatum und den neuronalen Zellverlust mit moderater Gliose (keine
Pannekrose). Kleine und mittlere striatale Neurone waren Uberwiegend degeneriert,
wohingegen groRere (den cholinergen Neuronen entsprechend) den Schaden
Uberlebten. (Referenz #3)

30 min A. cerebri media Ischamie resultiert in einem verzégerten neuronalen Zelltod
(Endres et al., 1998; Katchanov et al., 2001). So konnte zu verschiedenen Zeitpunkten
(ein Tag, 3 Tage, 3 Wochen 6 Wochen und 10 Wochen) nach Insult mit H&E, VAF und
Nisslfarbung, TUNEL und immunhistochemischen Methoden gegen die Antigene MAP-
2, NeuN, u-Opioid-Rezeptor, L-Enkephalin, Neurokinin B, ChAT, Parv, Cal und Som der
Zeitverlauf des Schadensmodells und auch eine selektive neuronale Schadigung
charakterisiert werden. Matrix und Striosomen (u-Opioid-Rezeptor) des Neostriatums
waren dabei gleichermalen betroffen.

Der dendritische (MAP-2) Marker, anti-neuronale Nuclei (NeuN) und auch TUNEL
Immunhistochemie demarkierten eine konkordante, scharfrandige Lasion durch Verlust,
bzw. Auftreten von Immunpositivitat. Vorhergehende Studien zeigten durch

Doppelmarkierung mit TUNEL und spezifischen Zellmarkern, dass ausschlieBlich
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neuronale Zellen (NeuN+) vom verzégerten Zelltod betroffen sind und nicht-neuronale
Zellen des Ischamieareals den Insult Uberleben (Endres et al., 1998; Katchanov et al.,
2001). Der Zellschaden ist in erster Linie durch Verlust L-Enkephalin+ (Typ 1) und
Neurokinin B+ (Typ Il) spiny Projektionsneurone (SPN) gekennzeichnet, wahrend die
grolen Gruppen der Interneurone des Striatums mindestens 6 Wochen Uberleben. So
waren 10 Wochen nach Ischamie cholinerge und somatostatinerge Interneurone nicht
betroffen, Parvalbuminerge und Calretinerge wiesen erst zu diesem spaten Zeitpunkt
eine nur relative Resistenz gegenuber der Schadigung auf. (30-35% Reduktion).
Interessanterweise zeigte der friihe Signalverlust des [*°S] markierten neuronalen
Markers NeuN eine partielle Rickbildung nach 6 Wochen. (Referenz #1, #3)
Autoradiografisch zeigte sich als Zeichen der Microglia Aktivierung nach 3 Tagen die
Zunahme von peripheren Benzodiazepinrezeptoren mit maximaler Auspragung bei 10
Tagen bis 3 Wochen. Zentrale Benzodiazepinrezeptoren zeigten die grofdte Dichte in
Layer VI des zerebralen Kortex und eine mittlere Dichte im Striatum, eine ahnliche
Verteilung fand sich bei NMDA-Rezeptoren. Eine Reduktion dieser beiden neuronalen
Rezeptorentypen konnte erst nach 10 Tagen im Ischamieareal beobachtet werden.
(Referenz #1)

Diffuser neuronaler Schaden fand sich auch extrafokal in ipsi- und contralateralen
Hirnregionen: Im Grol3hirn in Form hyperchromatischer und azidophiler Neurone
(Amygdala und Hippocampus-CA3 Sektor ipsilateral, Hypothalamus beidseitig, laterales
Pallidum contralateral als Teil des cholinergen Systems). Im Mittelhirn war ipsilateral die
Neuronenzahl der Substantia Nigra Pars Compacta reduziert. (Referenz #3)

Zusammen betrachtet fuhrt 30min MCAo und Reperfusion zu subtotalem verzogerten
Zelltod von spiny Projektionsneuronen und diffuser neuronaler Zellschadigung in

entfernten Hirnregionen bei tiberwiegendem Uberleben der Interneurone.

Sensomotorischer Phanotyp

Alle Tiere mit MCAo zeigten nach 30 min Reperfusion ein Neurologisches Defizit von =
2 nach Bederson, 6 Wochen nach ischamischen Insult ergab sich ein mittleres
Residuum von 1.0 (typischerweise eine spastische Vorderpfotenparese), unteres und
oberes Quartii = 0.5 und 1.0. Sham operierte Tiere zeigten zu keiner Zeit

fokalneurologische Zeichen. (p=0.01, Mann Whitney rank-sum test).

13



Das Rotarod konnte 6 Wochen nach Insult bezlglich der Koordinationsfahigkeit kein
funktionelles Defizit gegenuber Sham Tieren nachweisen, ebenso ergaben sich keine

signifikanten Unterschiede der Schwimm- oder Laufgeschwindigkeit (Referenz #2, #3).

Lernen und Umlernen im Wasserlabyrinth (Water Maze)

Tiere aus beiden untersuchten Gruppen (MCAo und Sham) zeigten eine gute
Auffassungsgabe im Erlernen der nicht sichtbaren Plattformposition anhand der
raumlichen Orientierungshilfen. So zeigte die Messung der Weglangen und der
Latenzen eine signifikante Lernkurve mit Werten nahe der Asymptote bereits am 5. von
7 Lerntagen, aber keine Unterschiede bezuglich des Lernvermogens zwischen MCAo
und Sham.

Die Lernprobe an Tag 8 zeigte Unterschiede im Umgang mit der neuen Aufgabe. Da
keine Plattform aufzufinden war, naherten sich Tiere der Gruppe Sham der erlernten
Position abnehmend im Zweiten, und bedeutend weniger im letzten Drittel, wahrend
Tiere der Gruppe MCAo Uber 3x30 sek. den gleichen Anteil der gemessenen
Verweilzeit im Zielbereich verbrachten.

Als Indikator eines generellen Lernerfolgs wurden in beiden Gruppen Uberproportionale
Verweilzeiten in Zielquadrant und Zielzone (im Vergleich mit entsprechenden nicht
praferierten Zonen) gemessen.

Die nachste Aufgabe bestand darin, eine jetzt sichtbare Plattform gegentber der
erlernten Position zu erreichen. Innerhalb von 3 Versuchen besserten sich Sham Tiere,
wahrend MCAo Tiere kein signifikantes Niveau erreichten. Dies lag in erster Linie
daran, das MCAo Tiere sowohl im 2. als auch 3. Versuch weiterhin zunachst im
friheren Quadranten der Plattform suchten. Sowohl die Latenzen des 2. und 3.
Versuches als auch die im fruheren Quadranten gemessene Verweildauer korrelierten

signifikant mit der Lasionsgrofl3e. (Referenz #2)

Monoamin- und Aminosaurenspiegel

Bis 10 Wochen nach Ischamie kommt es ipsi- wie kontralateral zu Veranderungen
striataler Monoamine und deren Metabolite. Bei Tieren mit MCAo rechts konnten
hohere Konzentrationen an 5-HIAA gemessen werden. Unabhangig der Lokalisation
(linke oder rechte MCAo0) fanden wir erhohte NA und erniedrigte DA und HVA Spiegel

sowie einen Trend zu niedrigen ChAT Spiegeln.
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Im Kortex, Septum und Hippocampus fand sich keine wesentliche Modifikation der

Monoamine, Aminosauren oder ChAT Konzentration. (Referenz #3)

Spontane Lokomotorische Aktivitat

Gemessen an zurlckgelegter Strecke und aktiver Zeit waren Tiere nach rechter MCAo
(rMCAO) aktiver als Sham Tiere, erhohte Aktivitat nach linker MCAo (IMCAo) erreichte
nicht statistische Signifikanz. Bei diesen Tieren konnte vielmehr verminderte Aktivitat
innerhalb der ersten 15 min im Vergleich zu rMCAo festgestellt werden (,response to
novelty®).

Eine hohe Signifikanz erreichte die Korrelation von NA sowie von 5-HT des rechten
Striatums mit der gemessenen Aktivitat. Korrelationen des linken Striatums waren nicht

signifikant. (Referenz #3)
Elevated Plus Maze

Der Nachweis von Angstverhalten nach MCAo links (,post-stroke anxiety®) konnte im
Elevated Plus Maze erbracht werden. Exploration der offenen Arme war signifikant
herabgesetzt bei Tieren mit IMCAo im Vergleich zu Sham, rMCAo wies hierbei keine
signifikanten Effekte auf. Laufgeschwindigkeit und Aktivitat wahrend der Testung waren
nicht unterschiedlich, der Mangel an ,Open Arm“ Exploration Iasst sich also nicht durch
offensichtliche Defizite motorischer Fahigkeiten oder der Aktivitat begrinden.

Die auf den offenen Armen gemessene Zeit aller Tiere korrelierte negativ mit striatalen
5-HIAA Spiegeln. (Referenz #3)

Forced Swim Test

Die Untersuchung von Depressions-ahnlichem Verhalten nach MCAo (,post-stroke
depression®) erfolgte im Forced Swim Test. Weder die ublicherweise als Indikator
gemessene Zeit bis zur Passivitat noch die Gesamtzeit der Verhaltensweisen
Schwimmen, Klettern (Climbing) oder Passivitat (Floating) zeigten signifikante
Unterschiede. Tiere nach IMCAo oder rMCAo0 gingen weniger haufig in Passivitat Uber
(dafur langer), daruber hinaus waren Tiere mit rIMCAo bedeutend haufiger mit Klettern
beschaftigt. Zusammen betrachtet ist zum getesteten Zeitpunkt 10 Wochen nach linker

oder rechter MCAo kein Depressions-ahnliches Verhalten nachzuweisen. (Referenz #3)
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5 Diskussion

Wir haben die Entstehung des zellularen Schadens im Zeitverlauf und die selektive
Vulnerabilitat verschiedener Subtypen von Neuronen im Striatum nach 30 min MCAo
und Reperfusion in der 129/SV Maus charakterisiert. Hervorzuheben ist die Erkenntnis,
dass der verzdgerte Zelltod in erster Linie spiny Projektionsneurone (SPN) im Striatum
betrifft; im Kontrast dazu wiesen die wesentlichen Subtypen von Interneuronen eine
Resistenz gegenuber milder Ischamie auf. Verschiedene Studien legen nahe, dass
verschiedene Neuronenpopulationen innerhalb des Striatums eine selektive
Vulnerabilitdt gegenuber Ischamie besitzen: transiente globale Ischamie bei der
Wistenrennmaus (Chesselet et al., 1990; Tortosa et Ferrer 1993), transiente globale
Ischamie bei Ratten (Larsson et al., 2001; Meade et al., 2000) und fokale Hirnischamie
bei Ratten (Goto et al., 1993; Yamada et al., 1995). Andererseits schreiben einige
Autoren, dass Interneurone nicht widerstandsfahiger, sondern lediglich verzdégert dem
ischamischen Zelltod unterliegen (Araki et al., 1994). Aus diesem Grund untersuchten
wir den neuronalen Zellverlust auch zu spaten Zeitpunkten nach Ischamie. 10 Wochen
nach Ischamie zeigte die Lasion einen nahezu kompletten Verlust an MAP-2
Immunreaktivitdt sowie eine grofltenteils reduzierte Anzahl NeuN+ Zellen im
ischamischen Striatum. Cholinerge und Somatostatinerge Uberlebten unbeeinflusst in
ihrer Anzahl und Zelldichte. Es besteht eine Kontroverse bezuglich der Vulnerabilitat
parvalbuminhaltiger Interneurone bei ischamischem Insult. Wahrend Goto et al. (1993)
bei fokaler Hirnischamie der Ratte selektives Uberleben dieser Zellen zeigten, fanden
Andsberg et al. (2002) eine signifikante Schadigung Parvalbumin exprimierender
Interneurone (~70% Verlust nach 30min MCAo bei der Ratte). Wir fanden in unserem
Modell zunachst keinen signifikanten Verlust parvalbuminerger und calretinerger
Neurone bis 2 Wochen, dafir jedoch morphologische Veranderungen wie der Verlust
von Zell-zu-Zell Kontakten durch das Zuruckziehen der dendritischen Fortsatze. 10
Wochen nach Ischamie =zeigte sich dann ein relativer Zellverlust, die Anzahl
Parvalbuminerger und Calretinerger Interneurone war um 30-35% reduziert. Die
Zelldichte war dabei unverandert als mogliche Folge der Gewebeschrumpfung
innerhalb der Lasion.

Der Mechanismus, der zu erhohter Widerstandsfahigkeit von Interneuronen flhrt,
konnte auf die unterschiedlichen synaptischen Verbindungen beteiligter Neurone

zuruckgehen. Die vom (Motor)Kortex hervorgehenden Neuriten stellen direkte
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synaptische Kontakte mit SPN her mit der exzitatorischen Aminosaure Glutamat als
Neurotransmitter. Ischamische corticostriatale Fasern kdnnten durch Depolarisation zu
nachfolgender exzessiver (zytotoxischer) Transmitterfreisetzung fuhren (Fonnum et al.,
1981). Von der Prasynapse ausgehende Excitotoxizitat kdnnte so zu einer selektiven
Schadigung der SPN und nicht von Interneuronen flhren (Calabresi et al., 1998).
Andere Faktoren, die der spezifischen Vulnerabilitdt zu Grunde liegen, kdnnten durch
Kalzium bindende Proteine (Nitsch et al., 1989) oder durch Ischamie bedingte ionische
Mechanismen mit Veranderungen des Membranpotentials verursacht sein (Cenzonze et
al., 2001).

Diese Ergebnisse erweitern unsere vorherigen Daten zu spezifischer neuronaler
Vulnerabilitat nach 30 min fokaler Hirnischamie. Durch Zellzahlung konnten wir zeigen,
dass ungefahr 10—-15% aller Neurone bis zu 3 Wochen nach Ischamie im Striatum
uberleben. Jetzt wissen wir, dass diese Zellen Interneurone darstellen, wahrend
Projektionsneurone (SPN) absterben. SPN reprasentieren Gber 90% der Zellen im
Striatum von Nagetieren. Sie erhalten den Grofteil striataler Afferenzen und sind far
nahezu den gesamten Output dieser Struktur verantwortlich (Gerfen, 1992; Graybiel,
1990; Kawaguchi et al., 1995). SPN projizieren zum lateralen Pallidum mit L-Enkephalin
als Cotransmitter und Marker, SPN mit Projektion zum medialen Pallidum und der
Substantia Nigra lassen sich durch Neurokinin B Antikdrper markieren. Der
gleichermallen ausgepragte neuronale Zellverlust fuhrt zu der Annahme, dass
bezlglich der selektiven Vulnerabilitdt zwischen Typ | und Typ Il der SPN keine
Unterschiede bestehen. Ebenso waren Striosomen und Matrix Kompartimente des
Striatums vergleichbar anfallig gegenuber transienter Ischamie (Gerfen, 1992; Johnston
et al., 1990; Pert et al., 1976).

Unter Anwendung autoradiografischer Methoden konnte eine starke Zunahme der
Bindungskapazitat von peripheren Benzodiazepinrezeptor-Liganden festgestellt werden.
Dies entspricht am ehesten der Mikroglia Invasion, die sich am Rande der Lasion 3
Tage, und das gesamte Striatum umfassend zwischen 10 Tagen bis 6 Wochen nach
Ischamie nachweisen liel. Begleitend kennzeichnete der Verlust von NMDA- und
zentralen Benzodiazepinrezeptoren ab Tag 10 die neuronale Schadigung. Bei
Schlaganfallpatienten  spricht eine  anhaltende Bindung des peripheren
Benzodiazepinrezeptor-Liganden PK1195 im Thalamus fir einen aktiven
Gewebeprozesses, der noch viele Monate spater zu Mikroglia Aktivierung fluhrt

(Pappata et al., 2000). Auch im experimentellen Schlaganfallmodell wird eine PK11195
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Zunahme thalamischer Regionen beobachtet, die tUber 4 Wochen andauert (Myers et
al., 1991a, 1991b). Parallele immunzytochemische Untersuchungen bekraftigen die
Verbindung zwischen der Zunahme von PK11195 Bindungen und der vermehrten
Expression peripherer Benzodiazepinbindungstellen durch aktivierte Mikroglia (Banati et
al., 1997).

Daruber hinaus entdeckten wir extrafokal diffusen neuronalen Schaden in weiteren
Hirnregionen einschlielllich ipsi- und contralateralen Strukturen des limbischen
Systems, Basalganglienkerne des aufsteigenden cholinergen Systems, Hypothalamus
und Substantia Nigra. Die meisten dieser Regionen haben synaptische Verbindungen
mit der ischamischen Lasion. Schaden innerhalb dieser Regionen kdnnten durch eine
Kette transneuronaler und transsynaptischer Prozesse verursacht sein (Garcia et al.,
1978; Nakano et al., 1990). Eine solche extrafokale Neurodegeneration kann Verhalten
und Neurotransmittersynthese verandern, so deckten sich neuronale Schaden der
Substantia Nigra mit niedrigen DA Spiegeln des ischamischen Striatums.

Unabhangige Studien stutzen unsere Erfahrungen, die bei Mensch und Tier einen
selektiven neuronalen Zelltod, gefolgt von Glia Proliferation im Striatum nach kurzen

ischamischen Episoden feststellen (Fujioka et al., 2003).

Wichtige Erkenntnisse dieser Studien waren die mit dem =zellularen Schaden
verbundenen funktionellen Defizite. Die milde Ischamie bei Mausen war gefolgt von
einem eindrucksvollen Wiedererlangen der sensomotorischen Qualitaten wie Balance,
Lauf- und Schwimmgeschwindigkeit. Die bei Patienten verbreiteten Komorbiditaten des
Schlaganfalls wie Stérungen der Kognition, des Affekts und der Psychomotorik traten zu
Tage. Vorraussetzung fur eine Beurteilung dieser ,hdheren® Hirnfunktionen im
Tierexperiment ist der Ausschluss von Storvariablen wie die eines motorisch-
funktionellen Defizits. Ein letztlich nicht ganz auszuschlieRender Einfluss des residualen
neurologischen Defizits gehort zu den Vorbehalten dieser Daten. Allerdings benutzen
Mause im Gegensatz zu Ratten ihren Schwanz und nicht ihre Vorderpfoten flr
Schwimmbewegungen. Im Rotarod getestete sensomotorische Leistungen, ebenso wie
gemessene Lauf- und Schwimmgeschwindigkeiten sollten zeigen, dass die
Verhaltensexperimente nicht durch Confounder wie Paresen, Sensibilidts- oder
Visusstorungen verfalscht wurden. Diese hatten sowohl den Ausgangswert als auch
den weiteren Verlauf der Akquisition (die sich auf visuelle Orientierungshilfen stitzt) im

Water Maze bestimmt.
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Die Verhaltenstests fanden 6-10 Wochen nach 30min MCAo statt, wenn verzogerter
Zelltod und sekundare Gewebereaktion wie z.B. Inflammation abgeschlossen sind und
das milde sensomotorische Defizit keiner weiteren Verbesserung mehr zuganglich ist,
verglichen mit 72 Stunden nach Insult (Endres et al., 1998, Katchanov et al., 2001).

6 Wochen nach Ischamie war keine Einschrankung des einfachen Erlernens einer
Position im Wasserlabyrinth nachzuweisen. Die Tiere zeigten uUber 7 Tage der
Lernphase vergleichbare Latenzen und Weglangen und am 8. Tag mit Sham
vergleichbare Retentionsparameter.

Untersuchungen an der Ratte zeigten, dass Lasionen im Nucleus Caudatus und
Putamen Akquisition, Retention sowie Strategiewahl im Water Maze beeintrachtigen.
(Whishaw et al., 1987) Ebenso berichten einige Autoren Uber Stérungen der Erinnerung
nach MCAo bei Ratten bei dem Einsatz von Vermeidungs- und Orientierungsaufgaben
(Yamamoto et al., 1989; Markgraf et al., 1995; Okada et al., 1995a, 1995b; Whal et al.,
1992). In unserem Modell waren primares Erlernen und Retention raumlicher
Information ungestort. Auch Gupta et al. fand keine Beeintrachtigung von Lernen und
Gedachtnis im Vermeidungsverhalten nach transienter fokaler Ischamie bei Ratten.
Andererseits kann diese Unscharfe oftmals durch Unterschiede in Lokalisation und
Schwere des Schadensmodells sowie Dimensionen, Schweregrad und
Versuchsprotokoll des Verhaltenstests erklart werden.

Nichtsdestoweniger zeigten sich sowohl im Probe Trial als auch im Relearning Task
diskrete Unterschiede. Obgleich MCAo Tiere innerhalb der ersten 30 Sekunden
ebensoviel Zeit wie Sham Tiere im Zielbereich der vermissten Plattform verbrachten,
anderten sie nicht ihre Strategie, um in der verbleibenden Minute die ubrigen
Quadranten des Schwimmbeckens zu explorieren. Im Gegensatz dazu zogen Sham
Tiere in dieser Zeit zunehmend weitere Bahnen auch innerhalb der anderen
Quadranten. Im Relearning Task (Umlernen auf eine neue, jetzt sichtbare Position)
neigten MCAo Tiere dazu, weiterhin an der alten Stelle zu suchen. Diese Eigenschaft
nahm mit dem neuronalen Zellverlust der Tiere zu. So korrelierten sowohl die Latenzen
des 2. und 3. Versuches der einzelnen MCAo Tiere als auch die im ehemaligen
Zielquadranten gemessene Zeit des Relearning Tasks mit dem NeuN demarkierten
Areal. Es liegt nahe, dass Tiere mit grof3eren Lasionen langer zur Komplettierung des
Tests bendtigten, da sie an der alten, nicht mehr aktuellen Position der Plattform

verharrten. Ein solcher Mangel an Flexibilitat im Verhalten auf eine neue Aufgabe hin
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(Strategiewechsel) ahnelt dem dysexekutivem Syndrom, beobachtet bei Patienten mit
Storungen der Basalganglien (Inzelberg et al., 2001).

Nach weitgehender Charakterisierung des Schadensmodells auf histo- und
zytologischer Ebene kennen wir jetzt Langzeitschaden funktioneller Art. Auch
Unterschiede in der Hemispharenlokalisation der Ischamie lieRen sich ausmachen.
Rechts-hemispharielle Ischamie fuhrt zu einem hyperaktiven Phanotyp, links-
hemispharielle Ischamie zu vermehrter Angstlichkeit im Vergleich mit Sham operierten
Tieren. Robinson (1979) beschrieb einen transienten hyperaktiven Phanotyp bei Ratten
mit rechts-hemisphariellem Infarkt und vermutete eine Beteiligung katecholaminerger
Bahnen, insbesondere noradrenerger als Ursache von post-stroke Hyperaktivitat nach
zerebraler Ischamie. Durch unsere Untersuchungen fanden wir, dass NA Spiegel nach
Ischamie im Striatum erhdoht waren und mit lokomotorischer Aktivitat korrelierten.
Interessanterweise ergab sich ein signifikanter Korrelations-Koeffizient nur flr das
rechte Striatum der IMCAo Tiere. Angemerkt sei hier eine groRe Streuweite (SEM) der
neurochemische Analysen. Die NA Zunahme resultiert moglicherweise durch
Einwachsen sympathischer noradrenerger Fasern des oberen Grenzstrangganglions,
wie es eine Reihe von Studien zu Hirnlasionen zeigten (Crutscher, 1987; Harrel et
Parsons, 1988; Jackisch et al., 1995; Kubota et al., 2002; Robinson et al., 1988). Die
Dichte einsprossender Fasern und der damit verbundene Anstieg der NA Spiegel haben
direkte Auswirkungen auf Verhalten und korrelierten mit dem Ausmal} der Lasion.
Interessanterweise beschrieb Robinson (1979) keine Hyperaktivitat bei links-
hemisphariellen Lasionen, dem entgegen stellten wir einen Trend zu hoherer Aktivitat
bei Tieren mit IMCAo fest. Weitergehend korrelierten auch 5-HT Spiegel mit der
lokomotorischen Aktivitat. Vom 5-HT System wird angenommen, dass es motorische
Kontrolle erleichtert (Jacobs et Fornal, 1993). Die Bedeutung der Korrelation von 5-HT
(und auch NA) mit der Aktivitat ist jedoch nicht geklart. Gegenwartig ist nicht sicher, ob
der im Tiermodell beobachtete Phanotyp ein klinisches Korrelat bei
Schlaganfallpatienten besitzt. Manische Symptome nach Schlaganfall sind bei ca. 1%
der Patienten beschrieben (Robinson et al., 1988) und mit rechts-hemispharieller Lasion
(basotemporal oder orbitofrontal) assoziiert (Cummings et Mendez, 1984; Robinson et
al., 1988, 1997; Starkstein et al., 1991). Insomnie ist eine relativ haufige und
wahrscheinlich unterschatzte Beschwerde, die aber Uber 50% der Patienten betrifft

(Leppavuori et al., 2002).
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Vermehrte Angstlichkeit bei Mausen nach IMCAo ist ein weiterer wichtiger Befund, da
diese weniger die offenen ,exponierten” Arme des Elevated Plus Maze explorierten, ein
Indikator, der vielmals zur Ermittlung von Angstlichkeit oder Furcht bei Nagern
verwendet wird (Lister 1987; Nakashima et al., 2003; Rodgers et al., 2002).
Erwahnenswert ist, dass dieses nicht durch Stérgrolen wie verminderte Lokomotion
oder Koordinationsstorungen zu erklaren ist. Paradoxerweise weisen Patienten mit
Angststorungen erhohte 5-HT Spiegel auf (Nutt, 2001). Dazu passend war die
gemessene ,Open Arm“ Zeit negativ mit den 5-HT Spiegeln korreliert, die Bedeutung
dieses Befundes bleibt allerdings noch zu erforschen. Klinische Studien berichten Uber
eine hohe Pravalenz (zwischen 9-27%) von Angststérungen bei Schlaganfallpatienten
(Astrom, 1996; Burvill et al., 1995a; Castillo et al., 1995; Leppavuori et al,. 2003;
Robinson 1997). Interessanterweise treten generalisierte Angststorungen haufiger bei
Patienten mit Major-Stroke-Syndrom des dominanten und vorderen Kreislaufs auf und
sind typischerweise mit Lasionen des linken dorsolateralen Frontallappens assoziiert,
wie es auch bei uns der Fall ist (Leppavuori et al., 2003; Robinson, 1997; Starkstein et
Robinson 1989). Naturlich gibt es neben dem Elevated Plus Maze weitere Methoden,
um Angstverhalten zu ermitteln. Neugier vs. Angst vor Neuem wird zum Beispiel im
offenen Feld oder novelty-suppressed feeding task (Gross et al., 2000) und anderen
ahnlich angeordneten Tests untersucht. Aus diesem Grund ist es von Interesse, dass
IMCAo Mause bei der Messung der spontanen lokomotorischen Aktivitat innerhalb der
ersten 15 min signifikant weniger aktiv waren, (,response to novelty“) und dies zu
spateren Zeitpunkten oder Uber die gesamte Testdauer von 8 Stunden nicht der Fall
war. Diese Ergebnisse sollten mit Verhaltenstests aus dieser Gruppe und der
Ansprechbarkeit auf pharmakologische Intervention validiert werden, bevor eine
Erprobung neuer anxiolytischer Substanzen in diesem Modell erfolgt.

Im Gegensatz dazu ergab sich zum Untersuchungszeitpunkt kein Anhalt flr einen
depressiven Phanotyp nach milder MCAo. Post-stroke Depression ist bei bis zu 40%
aller Schlaganfallbetroffenen zu finden. Funktionelle und kognitive Rehabilitation sind
dadurch beeintrachtigt, sozialer Rickzug und erhdhte Mortalitdt damit verbunden
(Bhogal et al., 2004; Narushima et al., 2003; Robinson et al., 1984). Im Wesentlichen
existieren zwei Theorien zu post-stroke Depression. Die erste vermutet eine
psychologische Reaktion auf das Ereignis und die bleibende Behinderung, bei der
zweiten sind es Auswirkungen der spezifischen Hirnschadigung und Veranderungen

der Neurotransmitter. Die zuletzt erwahnte Theorie wird dadurch gestutzt, dass
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Patienten mit Schlaganfall haufiger unter Depression leiden als gleichermalien
behinderte orthopadische Patienten (Folstein et al.,, 1977). Ebenso stutzt die
unterschiedliche Haufigkeit des Auftretens von Depression zwischen links- oder rechts-
hemisphariellen Lasionen die Annahme einer organischen Genese (Sinyor et al., 1986).
Robinson und andere Autoren postulierten, dass links-anteriore (frontale oder
Basalganglien) Lasionen mit einer gestorten (Cortico)-striato-pallido-thalamo-corticalen
Projektion zu post-stroke Depression pradisponieren (Beblo et al., 1999; Robinson,
1997). Andere systematische Reviews wiederum konnten diese Erkenntnis nicht
bestatigen (Carson et al., 2000; Singh et al., 1998). Die striatale Lasion, die sich im
Mausmodell ausbildet, entspricht der Gehirnregion, die bei Menschen von Robinson
(1997) und anderen Autoren verantwortlich fur die Entwicklung von post-stroke
Depression gemacht wird. Hingegen waren bei unseren Untersuchungen weder links-
noch rechts-hemispharielle Lasionen mit verkurzter Latenz bis zur Passivitat oder
insgesamt vermehrter Passivitat im Forced Swim Test assoziiert. Interessanterweise
gingen Tiere nach IMCAo oder rMCAo weniger haufig in Passivitat Uber. Die einzelnen
Phasen dauerten dann entsprechend langer. Moglicherweise ist das Schadensmodell
nicht schwer genug, um Depressions-ahnliches Verhalten bei Mausen zu induzieren, da
insbesondere das Striatum betroffen ist und der Kortex verschont bleibt. Zudem ware es
interessant, zusatzlich zu dem getesteten Zeitpunkt (10 Wochen nach MCAo0) auch
frihere (z.B. 2 Wochen) und spatere Zeitpunkte (4—6 Monate) zu untersuchen.
Uberraschenderweise zeigten Tiere mit rMCAo bedeutend haufiger Climbing
(Aufwartsbewegungen an der Zylinderwand). Bekanntermal3en haben Veranderungen
des noradrenergen Systems (wie der locus coeruleus und das laterale tegmentale
noradrenerge System) Auswirkungen auf den Forced Swim Test. Climbing korreliert mit
der NA Ausschuttung und kann durch selektive NA Wiederaufnahmehemmer gesteigert
werden (Cryan et al., 2002; Detke et al 1995). Folglich mag der Anstieg der striatalen
NA Spiegel urséchlich fir die vermehrten Kletterversuche sein — in Ubereinstimmung
mit dem beobachteten hyperaktiven Phanotyp rechts-hemisphariell geschadigter Tiere.
Hier sei erwahnt, dass der Forced Swim Test sensitiv gegenluber antidepressiver
Therapie ist, unzureichend bekannt ist aber, ob wirklich depressogene Effekte aulRerer
Manipulation erfasst werden. So fuhrte zum Beispiel bilaterale Schadigung der
suprachiasmatischen Kerne zu reduzierter Immobilitat (Tataroglu, 2004), wohingegen
nach Schadigung des Bed nucleus der Stria terminalis ein zweiter Versuch zu einer

Zunahme von Immobilitat fuhrte. (Learned Despair; Schulz et Canbeyli, 2000). Ein
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weiteres Depressionsmodell wie shuttle box escape learning (Maier et al., 1993) kénnte
dabei helfen, einen potenziellen depressiven Phanotyp aufzudecken. Eine weitere
Einschrankung ist, dass nur mannliche Mause fur die Versuche verwendet wurden.
Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass es 30min Okklusion der A.cerebri Media
zu selektivem neuronalen Zelltod, sekundarer Neurodegeneration, Stérungen der
Neurotransmitter und hoherer Hirnfunktionen wie Kognition und Psychomotorik bei
mafigem sensomotorischen Defizit fihrt. Dartber hinaus ist dieses Modell durch die
hohe Uberlebensrate ideal geeignet fur die Untersuchung der Langzeitfolgen und
Behandlung nach zerebraler Ischamie (Stroke Therapy Academic Industry Roundtable,
1999).
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