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EINLEITUNG

In der vorliegenden Arbeit wird ein grundlagenorientierter Ansatz zur Therapie des Sché-
del-Hirn-Traumas im Tiermodell behandelt. Fortschritte im Bereich der Prévention und der
symptomatischen Therapie sind von grofler klinischer Relevanz, es fehlt aber immer noch
ein der Pathophysiologie und Dynamik dieser Erkrankung gerecht werdender protektiver
Ansatz (Narayan et al. 2002).

Einleitend werden neben klinischen und pathophysiologischen Uberlegungen Tiermodelle
des Schidel-Hirn-Traumas vorgestellt. Daran anschlieBend wird ein Uberblick iiber die
bestehende Literatur zum neuroprotektiven Wachstumsfaktor Erythropoietin und seiner
Wirkung gegeben, um seinen Einsatz im Tiermodell fiir experimentelles Neurotrauma zu

rechtfertigen.

1.1 Klinische Relevanz des Schadel-Hirn-Traumas

Das Schidel-Hirn-Trauma (SHT) ist mit einem Durchschnittsalter der Erkrankten von

39 Jahren eine Erkrankung des jungen Menschen, mit entsprechend verheerenden Folgen
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fiir die Betroffenen wie fiir die Gesellschaft (Firsching und Woischneck 2001). Mit {iber
einer Viertelmillion Féllen in Deutschland und 17500 Toten in den USA (Firsching und
Woischneck 2001; Narayan et al. 2002) wére eine effektive Therapie mehr als wiinschens-
wert, zumal ndherungsweise ein Drittel aller Patienten auch bei Behandlung in Spezialkli-

niken verstirbt.

Das SHT wird klinisch nach der Glasgow-Coma-Scale in drei verschiedene Schweregrade
eingeteilt: schwer 3-8 Punkte, mittel 9-12, leicht 13-15 (Ghajar 2000). Die Mehrzahl der
Traumata wird in Europa durch Verkehrsunfille verursacht, in den USA {iberwiegen Schuf3-
verletzungen (Narayan et al. 2002). Diese Ursachen legen es nahe, bevorzugt im Bereich
der Privention tétig zu werden, was auch erhebliche Fortschritte erzielt hat (Firsching
und Woischneck 2001). Im Bereich der Akutversorgung wurde mit Hilfe von Richtlinien
beispielsweise des European Brain Injury Consortiums (Maas et al. 1997) und der Brain
Trauma Foundation (The Brain Trauma Foundation 2000) durch Standardisierung der
Prahospital- und Hospitalversorgung eine erhebliche Reduzierung der Mortalitét und ein
verbessertes Outcome der Patienten mit schwerem SHT erreicht (Ghajar 2000; Elf et al.
2002).

Von Interesse ist in diesem Zusammenhang allerdings auch eine erhohte Inzidenz und Le-
benszeitprivalenz von neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen bei SHT-Patien-
ten (Reekum et al. 2000; Shoumitro et al. 1999; Graham et al. 2000) teilweise noch nach
Jahrzehnten und unabhéngig von der Schwere des Traumas (Reekum et al. 2000; Ko-
ponen et al. 2002). Bis zu 29% der Patienten beklagen Einschrinkungen, die lénger als
6 Monate persistieren (Hofman et al. 2001). Beschrieben sind Konzentrationsstorungen,
Kopfschmerz, Schwindel (Hofman et al. 2001; Graham et al. 2000), depressive Episoden,
bipolare Affektstorungen, Angststorungen, Personlichkeitsstérungen (Reekum et al. 2000;
Shoumitro et al. 1999; Koponen et al. 2002) sowie ein erhohtes Risiko fiir Demenzen (Lye
und Shores 2000) und die Parkinsonsche Erkrankung (Graham et al. 2000). Vermutet wird
nach dem , Two-Hit Modell“ eine Assoziation des SHT mit Schizophrenie (McAllister 1998)
und kontrovers diskutiert das Auftreten von Hydrozephalus und Hirnatrophie schon nach
leichtem SHT (Licata et al. 2001), das sich allerdings in Longitudinaluntersuchungen zu
bestétigen scheint (MacKenzie et al. 2002). Bei schwersten kognitiven Beeintrichtigungen
durch das Trauma ist ein Teil dieser Krankheiten eventuell gar nicht mehr diagnostizierbar
(Reekum et al. 2000), aber Probleme wie lebenslange Pflegebediirftigkeit durch schwerste
motorische Beeintrachtigungen bleiben bestehen (EIf et al. 2002).

Vornehmliches Ziel der aktuellen Bemiihungen zur Verbesserung der Therapie ist der oben
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genannte verbesserte Outcome und nicht eine erhéhte Anzahl von Patienten, die mit
schwersten Behinderungen oder im vegetativen Stadium iiberleben, was zu der Uberle-
gung fithren muf}, wie die addquate Funktion des zentralen Nervensystems akut und auf

lange Sicht erhalten werden kann.

1.2 Pathophysiologie des Schidel-Hirn-Traumas

Phasen der Schidigung

Das SHT ist in seiner Entstehung typischerweise eine in einem kurzen Zeitraum auftreten-
de punktuelle Lésion, die sich durch eine charakteristische Dynamik auszeichnet (Reilly
2001). Nach Entstehung der Primérldsion entwickelt sich diese zeitnah und wird kompli-
ziert durch die sogenannte Sekundérlision oder weitere Liisionen (Phase 2). Im Anschluf an
diese Entwicklung setzt ein Wiederherstellungsprozefl (Phase 3) ein, der den Gewebsscha~
den minimiert, im ungiinstigsten Falle aber die Funktionalitdt des Nervensystems weiter
einschrénkt. Die klinische Therapie kann nur symptomatisch erfolgen, wahrend das Haupt-
augenmerk gegenwirtiger experimenteller Therapieansitze auf die Beeinflussung der Phase

2 gerichtet ist.

Hirnoédem

In der Folge der Primérlasion entsteht das Hirnédem (Ghajar 2000) mit den typischen Be-
gleitkomplikationen Hirndruckerhéhung und Ischdmie. Die physiologisch bestehende Blut-
Hirn-Schranke verhindert den Ubertritt von Makromolekiilen aus dem Blut in das Hirn-
gewebe durch nicht fenestriertes Endothel, dessen Zellen iiber Zonulae occludentes (,,tight
junctions®) verbunden sind (Nag 2002), und durch die den GefdaBen von aufien anliegenden
Astrozytenendfiiie. Nach Klatzo (1987) ist das Hirnédem eine abnormale Ansammlung
von Fliissigkeit im Hirnparenchym, resultierend in einer volumenméfligen Vergroflerung
des Gewebes. Géngige Lehrmeinung ist die formale Trennung in intrazelluléres ,,zytotox-
isches® und in das durch den Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke verursachte ,,vaso-
gene* Odem. Das zytotoxische Odem entsteht durch Einschrinkung im Metabolismus der
Zelle, was zum Einstrom von Elektrolyten ins Zytosol und nachfolgend zur Zellschwellung
fithrt. Das vasogene Odem fiihrt zu einer Extravasation von Proteinen und Retention von
Wasser im Parenchym (Klatzo et al. 1958; Klatzo 1967).
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Inflammation

Durch eine Lésion am Gehirn werden verschiedene Kaskaden in Gang gesetzt, die lokale
sowie systemische Entziindungsreaktionen verursachen. Lokal von entscheidender Bedeu-
tung ist die Freisetzung von Zytokinen, Interleukinen und verwandten Mediatoren. Obwohl
einzelne Stoffe und punktuell auch die biochemischen Reaktionswege bekannt sind, ist das
Zusammenspiel der Mediatoren weiterhin dringender Gegenstand der aktuellen Forschung
(Graham et al. 2000; Longhi et al. 2001). Prototypische proinflammatorische Stimuli nach
Léasionen sind die Zytokine TNF-«, IL-13 und IL-6, die neben ihrer lokalen Wirkung
auch systemische Effekte haben (Rothwell und Luheshi 2000; Merrill und Beneveniste
1996; Knerlich et al. 1999), sowie die Reduktion der Oxidationskapazitit des Gewebes
unter anderem durch die Bildung von Stickoxid (NO) und Radikalen (Merrill und Beneve-
niste 1996). Ein weiterer zellschadigender Mechanismus ist die sogenannte Exzitotoxizitét,
die durch erhohte Ausschiittung von Glutamat und seine iiberschiefende Wirkung vor-
nehmlich am N-methyl-D-aspartat-Rezeptor entsteht. Die Folge ist ein erhchter Influx von
Calcium, Natrium und Wasser, nachfolgend Mitochondriendysfunktion, Radikalproduktion
und Zelluntergang (Sattler und Tymianski 2001).

Merrill und Beneveniste (1996) postulieren ein ,inflammatorisches Oxymoron®, welches
durch die Riickwirkung von aktivierten inflammatorischen Zellen auf Parenchymzellen zu-
stande kommt. Die aktivierten Parenchymzellen unterhalten in der Folge durch Mediator-
ausschiittung die lokale Entziindung und fithren zu weiterer Invasion von inflammatorischen
Zellen (Merrill und Beneveniste 1996; Knerlich et al. 1999). Abhéngig vom Zelltyp haben
die Mediatoren bestimmte spezifische und unspezifische Effekte (Ihle 1995). Eine ausfiihr-
liche Darstellung der morphologischen, para- und endokrinen Reaktionen der verschiedenen
Zelltypen im Gehirn findet sich bei Merrill und Beneveniste (1996).

Zelltod

Das Zusammenwirken der zellschddigenden Prozesse nach einer Lésion des zentralen Ner-
vensystems resultiert in Zelluntergang, der klassischerweise in die zwei Formen Apoptose

und Nekrose unterteilt wird.

Das Konzept der Apoptose wurde von Kerr et al. (1972) entwickelt und seine morpho-
logischen Uberlegungen zu Zelluntergéingen, die unter physio- und pathologischen Bedin-

gungen in Geweben auftreten und mit charakteristischen Vorgéngen wie der Kondensation
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von Nukleus und Zytoplasma, der Fragmentation des Nukleus, der Bildung von Apoptose-
korperchen und anschlieSender phagozytérer Abrdumreaktion einhergehen, werden heu-
te mit detaillierter Kenntnis der biochemischen Vorginge (Morita-Fujimura et al. 1999;
Longhi et al. 2001; Merrill und Beneveniste 1996) untermauert. Die Apoptose ist der ,,pro-
grammierte Zelltod“, der unter Ausbleiben von deutlicher Entziindung stattfindet und
durch zwei Reaktionswege initiiert werden kann. Der extrinsische Weg wird durch Bindung
von Botenstoffen an Zelltodrezeptoren gesteuert, wahrend der intrinsische Weg mit der
Freisetzung von mitochondrialem Cytochrom ¢ und dessen Bindung an Apaf-1 beginnt
(Morita-Fujimura et al. 1999). Im weiteren werden Kaskaden in Gang gesetzt, in denen
Schliisselrollen von den Caspasen, einer Klasse von Cystein-Proteasen, iibernommen wer-
den (Raghupathi et al. 2000; Yakovlev und Faden 2001). Durch EinfluBnahme auf diese

Kaskaden konnte das geschidigte Gewebe geschiitzt werden.

Weniger sinnvoll scheint solch ein Schutz im Falle des nekrotischen Zelluntergangs zu sein,
da die Zellen zu stark geschidigt sind (Morganti-Kossmann et al. 2002); folglich wird
diesem Teil der Léasion weniger Therapiepotential zugesprochen. Nekrotische Zellen gehen
ungeordnet und mit deutlicher Entziindungsreaktion des umgebenden Gewebes zugrunde.
Es wurde aber auch ein Kontinuum zwischen apoptotischem und nekrotischem Zelltod
vorgeschlagen (Leist und Jditeld 2001), was anti-’apoptotische’ Schutzmechanismen auch

fiir stark geschédigte Zellen nutzbar machen wiirde.

1.3 Anséitze zur Therapie des Schidel-Hirn-Traumas

1.3.1 Symptomatische Therapie

Die Akuttherapie ist neben der Pravention der wichtigste verfiighare Einflufparameter
auf die Mortalitdt des SHT (Firsching und Woischneck 2001). Wihrend 30% der Patien-
ten noch am Unfallort versterben, sind fiir die Uberlebenden folgende Mafinahmen von
entscheidender Bedeutung: der sogenannte ,,Advanced Life Support“, Transport in eine
Spezialklinik, die Anwendung fortschrittlicher Verfahren in der Intensivmedizin, wie z.B.
Monitoring von Hirndruck und Liquordrainage, und die Schnelligkeit des Handelns nach
Erkennen einer Akutsituation, wie zum Beispiel Kraniotomie bei ,, Talk-and-Die“-Patienten
mit klarer Bewufltseinslage, aber schwerer intrakranieller Blutung (Ghajar 2000; Elf et al.
2002; Firsching und Woischneck 2001). So konnte beispielsweise die Mortalitiat bei Pati-

enten mit subduralem Hamatom in Abhéngigkeit von der Zeitspanne bis zur Kraniotomie
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von 90% auf 30% reduziert werden (EIf et al. 2002). Neben chirurgischen Eingriffen zur
Hirndruckentlastung bei starken Blutungen und Odemen kommen auch Drucksenkungen
durch Hyperventilation, osmotische Diurese durch Mannitol und Barbiturate zur Anwen-
dung (Maas et al. 1997; The Brain Trauma Foundation 2000). Eine Immunsuppression
durch Corticosteroide gilt nach den Erkenntnissen des CRASH-Trials heute als obsolet
(Narayan et al. 2002), ebenso die Epilepsieprophylaxe und Hypothermie (Ghajar 2000).

Eine evidenzbasierte Untersuchung der routineméflig durchgefiihrten Therapien kommt zu
dem Ergebnis, dafl eine prophylaktische Anwendung nicht von Nutzen ist und nur indivi-
duell angepafite und symptomorientierte Therapie ein Benefit fiir den Patienten bedeutet
(Roberts et al. 1998). Durch die Therapie verursachte Komplikationen wie beispielsweise
Hypotension koénnen direkt oder indirekt (z.B. durch Minderung der zerebralen Perfusi-
on) den Schaden fiir bestimmte Patienten vergrofiern. Wird jedoch die Standardisierung
der Therapie wie empfohlen durchgesetzt, konnten in grofien klinischen Studien Patien-
tensubgruppen identifiziert werden, die von bestimmten Therapiemafinahmen profitieren
(Roberts et al. 1998).

1.3.2 Neuroprotektive Therapie

Die neuen Erkenntnisse iiber biochemische Mechanismen der Entwicklung der Primérlédsion
und die Entstehung der Sekundéarlédsion haben einen neuen Ansatz zur Therapie geliefert.
Neuroprotektion hat zum Ziel, Gewebe und Funktionalitéit im zentralen Nervensystem zu
erhalten (Narayan et al. 2002; McIntosh et al. 1998; Bullock et al. 1999; Park et al. 1999;
Statler et al. 2001).

Die Ansatzpunkte konnten sein, korpereigene Schutz- beziehungsweise Angriffsmechanis-
men zu beeinflussen, was zum Beispiel durch Eingreifen in den Entziindungsprozef§ durch
Zytokine und die zellulare Abrdumreaktion, aber auch durch den Erhalt metabolischer
Funktionen im Sinne von Verhinderung der Odembildung geschehen kann. Die trauma-
tische Panumbra ist ein Gebiet, das als Zielregion der Neuroprotektion anzusehen ist.
Urspriinglich gepréigt wurde der Begriff als ,,ischdmische Pénumbra®, das Randgebiet, in

dem sich der Sekundérschaden nach Schlaganfall manifestiert.

Viele Substanzen haben sich in der préklinischen Testung als vielversprechend dargestellt,
doch nur einige von ihnen sind in den klinischen Phasen der Testung iiber die Phase II
hinausgekommen. Zudem sind bis heute alle Substanzen in Phase-III-Studien hinter den

Erwartungen zuriickgeblieben (Narayan et al. 2002; Bullock et al. 1999). Zu den getesteten
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Substanzen gehoren Glutamatantagonisten, Steroide, Radikalfanger, Calciumantagonisten,
Bradykininantagonisten, Cannabinoide und Antikonvulsiva. Ansétze zur Beeinflussung der
Physiologie wie Perfusionsdruckkontrolle und Hypothermie zeigten ebenfalls kein besseres

Outcome fiir die Patienten (Narayan et al. 2002).

Trotz dieser zum gegenwértigen Zeitpunkt entmutigenden Ergebnisse ist der Ansatz viel-
versprechend, und ein groflier Teil der Probleme wurde durch Fehler im Studiendesign,
durch Protokollverletzungen und verfrithte Abbriiche aufgrund von finanziellen Problemen
verursacht (Narayan et al. 2002; Bullock et al. 1999).

1.4 Modellierung des Schidel-Hirn-Traumas

Vor dem oben beschriebenen Hintergrund wird deutlich, wie vorsichtig eine Modellierung
des Schédel-Hirn-Traumas im Tierversuch geschehen muf. Ein Konsens vieler Forschungs-
gruppen iiber Forderungen an ein Modell zur Testung von neuroprotektiven Substanzen
wurde von Bullock et al. (1999) beschrieben. Das Tiermodell sollte den gleichen zelluléren
Mechanismus der Schiadigung zeigen wie das SHT beim Menschen. Die potentiell neu-
roprotektive Substanz sollte diesen Mechanismus effektiv blockieren, ihre Sicherheit und
Vertréglichkeit sollte bewiesen und eine Penetration ins Hirngewebe bei adédquater Dosis
wéihrend des therapeutischen Fensters sichergestellt sein. Zuletzt ist eine sensitive Outcome-

Messung notwendig, die auch kleinere Alterationen detektieren kann.

Heutzutage werden in der préklinischen Testung bevorzugt Kleintiermodelle des SHT ge-
nutzt. Deren Vorteile (geringe Kosten, einfache Testung, genetische Techniken) iiberwiegen
in einer frithen Phase der Testung deutlich gegeniiber den Nachteilen wie lissenzephaler Hir-
nanatomie und der Tatsache, daf keine Komamodellierung moglich ist (Povlishock et al.
1994; Park et al. 1999; Bullock et al. 1999). Statler et al. (2001) schlagen vor, die unzu-
reichend modellierten Aspekte klinischer Szenarien wie Sekundérinfarkt, Koma, Neuroin-
tensivmonitoring und chirurgische Interventionen nach erfolgreichen Kleintierversuchen im
Grofitiermodell umzusetzen und damit gleichzeitig die Forderung nach Wirksamkeit der
Substanz in verschiedenen Modellen mit unterschiedlichen experimentellen Bedingungen

zu erfiillen.

Modelle fiir das SHT sind vielzihlig und wurden mehrfach vergleichend untersucht (Laurer
und McIntosh 1999; Park et al. 1999; Statler et al. 2001; Povlishock et al. 1994; Gennarelli
1994). Der Tenor dieser Darstellungen ist, dafl jedes Modell einzelne Aspekte des SHT be-
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vorzugt aufgreift und eine Kombination der Verfahren zu den besten Aussagen fithren wird.
Die Kleintiermodelle wurden an verschiedenen Spezies entwickelt, sind aber inzwischen na-
hezu alle an die Maus adaptiert worden (Steward et al. 1999). Diese Spezies zeigt durch
das inzwischen bekannte Genom, eine Vielzahl von gut charakterisierten Inzuchtstdmmen
und die gentechnischen Methoden (transgene Strategien, induzierte und natiirliche Mu-
tationen, Knock-Out-Technik) ein weitreichendes Forschungspotential. Im speziellen ist
auch der C57BL/6J-Stamm in verschiedenen Modellen des SHT untersucht worden und
scheint vielfach geringe Schiaden auszubilden und gutes Regenerationspotential zu besitzen
(Steward et al. 1999). Dieser Stamm ist von besonderem Interesse, da er als genetischer

Hintergrund fiir die oben genannten gentechnischen Methoden verwendet wird.

Kaltelasionsmodell

Das von uns verwendete Kélteldsionsmodell wurde von Klatzo et al. (1958) an der Katze
entwickelt und von Murakami et al. (1997) an die Maus adaptiert und fiir sie charakte-
risiert (Murakami et al. 1997; 1999). Das Modell ist hoch reproduzierbar und verursacht
einen lokalen Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke mit vasogenem Odem (Klatzo et al.
1958; Klatzo 1967), gefolgt von einer Beeintriachtigung des Zellstoffwechsels und Ischémie
(Schneider et al. 2002). Bekannt ist das Auftreten von histologisch sichtbaren Sekundér-
schiden bereits nach einer Stunde, mit einem Hohepunkt in der Lé&sionsregion nach 24
Stunden und einer Verlagerung in die Peripherie nach 72 Stunden (Murakami et al. 1997).
Die Blut-Hirn-Schranke ist nach 24 Stunden wieder undurchléssig fiir hochmolekulare Stof-
fe, wihrend das Lasionsvolumen erst nach 72 Stunden maximal ist (Murakami et al. 1997).
Die zur Apoptose fithrende Ausschiittung von mitochondrialem Cytochrom c¢ hat ihren
Hohepunkt nach 4 Stunden, geht der DNA-Fragmentierung voraus (Morita-Fujimura et al.
1999) und ist wahrscheinlich verursacht durch eine erhohte Produktion von reaktiven Sauer-
stoffverbindungen. Ebenfalls beschrieben ist die Koexistenz von nekrotischem und apopto-
tischem Zelluntergang im Lé&sionsgebiet und dessen Peripherie, die mit einer Invasion von

Makrophagen und einer Aktivierung von Mikroglia einhergeht (Murakami et al. 1999).

Neben der Blut-Hirn-Schranken-Reintegration wurde an diesem Modell die Regenerati-
on von HirngefédBen studiert (Nag 2002). Die Basalmembran der geschédigten Geféfe ist
entscheidend fiir eine geordnete Regeneration mit Bildung von Endothel, Kniipfung von
astrozytidren Verbindungen und Schlufl der Zonulae occludentes (Cancilla et al. 1979). Die-

ser Vorgang ist erst nach 5 bis 8 Tagen vollsténdig abgeschlossen.
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Die Spétfolgen der Kilteldsion wurden von Riechers (2004) beschrieben. In einer Unter-
suchung bis zu 9 Monate nach Lésion zeigen sich diskrete verhaltensbiologische Altera-
tionen, die zu spéten Zeitpunkten mit Lerndefiziten, also beeintrichtigten Hippokampus-
Funktionen einhergehen. Die frith nach Trauma in der Magnetresonanztomographie sicht-
bare Beeintréachtigung der Blut-Hirn-Schranke und metabolischen Versorgung des Gewebes
(Schneider et al. 2002) geht mit Verdnderungen in der Morphologie zu spaten Zeitpunkten
einher (Riechers 2004; Sirén et al. 2004).

Da das Odem eine der Hauptkomplikationen des SHT beim Menschen ist, schien das Modell
geeignet, um die pathophysiologischen Vorginge im Tiermodell darzustellen. Die verénder-
ten Reaktionen in transgenen und Knock-Out-Tieren (Chan et al. 1991; Kakinuma et al.
1998; Murakami et al. 1999; Penkowa et al. 1999; Giralt et al. 2002; Flentjar et al. 2002)
sind ebenso wie pharmakologische Auswirkungen (Olson et al. 1987; Krejéf et al. 1993;
Pratt et al. 1999; Hortobagyi et al. 2000; Gorlach et al. 2001) charakterisiert worden und

werden genauer im Zusammenhang mit den Ergebnissen dieser Arbeit diskutiert.

1.5 Erythropoietin und sein Rezeptor

Expressionsmuster

Erythropoietin (EPO) ist ein Glykoprotein mit einem Gewicht von 30.4kDa, das zuerst
als hdmatopoietischer Wachstumsfaktor entdeckt und erforscht wurde (Jelkmann 1996).
Dafl Erythropoietin und sein Rezeptor im menschlichen Zentralnervensystem exprimiert
werden, ist eine relativ neue Erkenntnis (Masuda et al. 1993; Konishi et al. 1993; Marti
et al. 1996). Dame et al. (2000) fanden eine fetale neuronale Expression in subkortikalen
Bereichen ebenso wie im Kortex, zusétzlich astrozytire und neuronale Expression von Ery-
thropoietinrezeptor (EPOR). Die Expression wird in einer spéteren Phase der Entwicklung
herunterreguliert (Juul et al. 1998), ist aber unter hypoxischen oder ischémischen Bedin-
gungen weiter verfiighar (Sirén et al. 2001b). Unter pathologischen Bedingungen wird EPO
verstéirkt im Endothel, in Neuronen, Astrozyten und inflammatorischen Zellen exprimiert;
EPOR wird hingegen in Neuronen und Astrozyten, aber nur schwécher im Endothel und
in inflammatorischen Zellen gebildet. Ein &hnliches Expressionsmuster in der fetalen sowie
adulten Phase und unter pathologischen Bedingungen findet sich in der Maus (Digicaylio-
glu et al. 1995; Bernaudin et al. 1999).
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Diese Erkenntnisse gaben Anlaf zur Charakterisierung der Expression von EPO und EPOR
in der Zellkultur. Auch hier zeigt sich in embryonalen Zellen oder Zellen von neugeborenen
Tieren eine Expression von EPO und EPOR (Bernaudin et al. 2000), wiahrend in adulten
hippokampalen Neuronen keine Expression der beiden Proteine detektierbar ist (Lewczuk
et al. 2000).

Zellulare Wirkungskaskaden

Wie Yu et al. (2002) zeigen konnten, ist der EPOR unabkémmlich zur normalen Hirn-
entwicklung der Maus. Die Reaktionskaskaden in der Erythropoiese konnten detailliert
beschrieben werden (Jelkmann 1996), und es scheint, dafl ein Grofiteil von ihnen auch in
der zentralnervésen Wirkung von EPO eine Rolle spielt (Sirén et al. 2001a; Digicaylioglu
und Lipton 2001; Ruscher et al. 2002).

Die Zytokinrezeptoren, zu denen auch der EPOR gehort, sind gut charakterisiert. Die
Hauptaufgabe des Liganden ist eine Aggregation der Rezeptoren untereinander und mit
den Janus-Kinasen (JAKs) (Ihle 1995). EPOR gehort zur Zytokin-Rezeptor-Familie Typ I
und wird nach Bindung von EPO durch Dimerisierung und Assoziation mit JAK2 aktiviert
(Ferrag et al. 1998). Im weiteren werden der EPOR und die Janus-Kinase autophosphory-
liert (Merrill und Beneveniste 1996). Die aktivierten Janus-Kinasen sind in der Lage, die
sogenannten STATs (Signal Transducers and Activators of Transcription) zu phosphory-
lieren (Ihle 1995); im Falle von JAK2 wird STAT5 aktiviert. Auch der Faktor IxBa wird
phosphoryliert und entldfit NFxB ins Zytosol. Beide Faktoren (STAT5 und NFxB) trans-
lozieren in den Nukleus und sind nach Bindung an die DNA in der Lage, die Transkription
zu beeinflussen (Tilbrook und Klinken 1999). JAK2 kann weiterhin die Ras/MAP-Kinase-
Kaskade beeinflussen (Bittorf et al. 1997; Sirén et al. 2001a). Eine Interaktion des EPOR
mit PI(3)-Kinase/Akt ist vorbeschrieben (Bittorf et al. 1997), und EPO kann unter Hypoxie
verhindern, daf8 die phosphorylierten Formen von STAT5 und PI(3)-Kinase/Akt herunter-
reguliert werden (Sirén et al. 2001a). Eine Inaktivierung der Wirkung von EPO am EPOR
findet wahrscheinlich durch die Phosphatase SH-PTP1 statt, die mit dem EPOR assozi-
iert (Bittorf et al. 1997). Beschrieben ist auch eine Interaktion mit der bcl-2-Familie, in
der EPO die antiapoptotischen Mitglieder zu stimulieren scheint (Silva et al. 1996); eine

Bestétigung dieser Wirkung in Zellen des zentralen Nervensystems steht aber noch aus.
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In-vivo-Applikation von Erythropoietin

Die ermutigenden Ergebnisse in der Zellkultur forderten eine Ubertragung und Uber-
priifung der neuroprotektiven Wirkung von EPO im Tierversuch. Eine Zusammenstellung
der bis dato vorliegenden Verdffentlichungen zur Applikation von Erythropoietin in tierex-
perimentellen Studien findet sich in Tabelle 1.1 auf Seite 13.

Zusammenfassend 148t sich sagen, dafl auch im In-vivo-Experiment vornehmlich vielver-
sprechende Erfahrungen gesammelt wurden. EPO wurde unter anderem appliziert in Tier-
modellen fiir Schlaganfall (Aydin et al. 2003; Bernaudin et al. 1999; Brines et al. 2000; Ca-
lapai et al. 2000; Catania et al. 2002; Kumral et al. 2004; Matsushita et al. 2003; Sadamoto
et al. 1998; Sakanaka et al. 1998; Sirén et al. 2001a; Villa et al. 2003; Wen et al. 2002),
neurodegenerative Erkrankungen (Genc et al. 2001; 2002), Neuroinflammation (Agnello
et al. 2002; Brines et al. 2000), Riickenmarkslasion (Celik et al. 2002; Gorio et al. 2002;
Kaptanoglu et al. 2004), Nervenlision (Campana und Myers 2003; Iwasaki et al. 2002;
Sekiguchi et al. 2003), Retinaischdmie (Junk et al. 2002; Weishaupt et al. 2004), Suba-
rachnoidalblutung (Alafaci et al. 2000; Buemi et al. 2000; Brines et al. 2000; Springborg
et al. 2002), Krampfanfille (Brines et al. 2000), Schock (Romsi et al. 2002; Squadrito et al.
1999), diabetische Neuropathie (Bianchi et al. 2004), Myokardinfarkt (Calvillo et al. 2003;
Moon et al. 2003) und Neurotrauma (Brines et al. 2000; Mogensen et al. 2004).

Neuroprotektive Wirkung

Durch die eingehende Analyse der Wirkungskaskade wird versténdlich, dal EPO in Zell-
kulturmodellen neuroprotektiv wirkt. Glutamattoxizitéit wird verhindert (Morishita et al.
1997; Digicaylioglu und Lipton 2001), hypoxie-vermittelte Zellschiaden unterdriickt (Sirén
et al. 2001a) und die Radikalproduktion vermindert (Sakanaka et al. 1998; Squadrito et al.
1999). Ein Entzug von Glukose oder Serum wird bei EPO-Zugabe von den Zellen besser
toleriert (Sirén et al. 2001a; Ruscher et al. 2002).

Die oben genannten Mechanismen scheinen auch im Tiermodell wirksam zu sein. EPO
entfaltet seine zentralnervose Wirkung bei systemischer Gabe (siehe dazu die Applika-
tionsart in Tabelle 1.1) und tiberschreitet die Blut-Hirn-Schranke. Es ist in vivo in der
Lage, antiapoptotisch, antiinflammatorisch, antioxidativ und angiogenetisch zu wirken so-

wie Neuronen vor dem Zelltod zu schiitzen und ihre Funktion zu erhalten.

Die Forderungen an eine potentiell neuroprotektive Substanz nach Bullock et al. (1999)
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sind also erfiillt: Die Mechanismen der Sekundérschéddigung nach Neurotrauma sind hinrei-
chend bekannt und von EPO beeinflulbar. EPO ist eine Substanz, die im Tierversuch wie
im klinischen Alltag arm an Nebenwirkungen ist und die Blut-Hirn-Schranke auch beim
Menschen {iberschreitet (Brines et al. 2000; Ehrenreich et al. 2004; Juul et al. 2004); au-
Berdem ist das Zeitfenster einer moglichen Therapie in Ansétzen bekannt (Bernaudin et al.
1999; Brines et al. 2000; Genc et al. 2001). Das beim Menschen bestehende Problem einer
sensiblen Outcome-Messung ist im Tierversuch durch verhaltensbiologische Experimente
und histologische Aufbereitung des entnommenen Gewebes gelost. Ehrenreich et al. (2002)
haben in einer Human-Studie mit Schlaganfallpatienten bereits die klinische Wirksamkeit
in Bezug auf neurologische Nachfolgeuntersuchungen und Magnetresonanztomographie ge-

zeigt.
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Autor Spezies Modell Applikationsart Dosierung Ende der beobachtete EPO-Wirkung
und -zeitpunkt Beobachtung
Agnello et al. (2002) Lewis-Ratten experimentelle Auto- i.p. ab Tag 3 nach Induktion 0.5-5 U/g KG iiber 16 d 60 d verzdgerter Beginn, Linderung der
immun-Enzephalitis Symptome, erniedrigte IL-6 Level,
verzégerter TNF—a Anstieg
Arthritis i.p. ab Tag 3 nach Induktion 5 U/g KG 14 d kein Effekt
Alafaci et al. (2000) NZW-Rabbit akute Ischdmie i.p. 5 min nach Lision 1 U/g KG einmalig 24 h Reduktion der kortikalen Nekrose
nach SAB erhohte EPO-Werte im CSF
Aydin et al. (2003) neugeborene Hypoxie-Ischdamie i.c.v. direkt nach 20 U einmalig 7 d kleineres Infarktvolumen
Wistar-Ratten Hypoxie-Ischamie
Bernaudin et al. (1999) OF1-Miuse permanente fokale i.c.v. simultan 0.4 pg/kg KG 24 h nur Vorbehandlung reduziert
cerebrale Ischdmie oder 24 h vor Ischdmie Infarktvolumen um ~47%, Hypoxie
moduliert EPO- und EPOR-Produktion
Bianchi et al. (2004) SD-Ratten diabetische i.p. 2 Tage oder 5 Wochen 40 p/kg KG 3x pro 77 d erhaltene Nervenleitgeschwindigkeit,
Neuropathie nach Diabetesinduktion ‘Woche fiir 5 Wochen Aktivitdt der Na-K-ATPase und kutane
Wistar-Ratten i.p. ab Diabetesinduktion 8 ng/kg KG Sensibilitdt und Nozizeption
einmal pro Woche
Brines et al. (2000) SD-Ratten temporire fokale i.p. bis zu 9 h nach 0.25-5 U/g KG 24 h Infarktvolumen ist reduziert bei
cerebrale Ischimie und 24 h vor Ischidmie Gabe bis zu 3 h nach Ischdmie
BALB/c-Méuse stumpfes Neurotrauma i.p. bis zu 6 h nach 5 U/g KG 10d reduzierte Inflammation
und 24 h vor Trauma 5 Dosen téiglich
Lewis-Ratten experimentelle Auto- i.p. ab Tag 3 nach Induktion 5 U/g KG iiber 16 d 21d Linderung der Symptome
immun-Enzephalitis verzégerter Krankheitsbeginn
BALB/c-Méuse Kainate-induzierte i.p. simultan, 5 U/g KG 1h verminderte Mortalitét
Krampfe 24 h oder 30 min vor erhshte Uberlebenszeit
Injektion verminderte Krampfanfélle nur bei
Gabe 24 h vor Injektion
Buemi et al. (2000) NZW-Rabbit SAB i.p. simultan 1 U/g KG einmalig 72 h reduzierte Mortalitdt
normalisierte Motoraktivitét
Calapai et al. (2000) mongolische temporire globale i.p. nach Reperfusion 12.5-100 U einmalig 24 h Uberlebensrate erhsht nur bei Gabe
Gerbils cerebrale Ischdmie 100 U einmalig 1 h vorher nach Reperfusion, dosisabhiéingig:
Reduktion des Hirnédems, der Nekrose
i.c.v. nach Reperfusion 0.5-25 U einmalig und reduzierte NO x-Werte
im Hippokampus
Calvillo et al. (2003) SD-Ratten koronare Ischdmie i.p. 24 h und 0.5 h vor 5 U/g KG 7d Kardiomyozytenverlust reduziert und
oder direkt nach Reperfusion normale Himodynamik nach 1 Woche
und ab dann téglich
Campana und Myers SD-Ratten Spinalnerven- s.c. ab 1 Tag vor Lésion 1-5 U/g KG 84 d weniger Apoptosen, reduzierter
(2003) wurzelldsion taglich fiir 18 d Schmerz, beschleunigte Erholung
Catania et al. (2002) mongolische temporire globale i.c.v. nach Reperfusion 0.5-25 U 7d weniger Apoptosen der CAl-Neuronen
Gerbils cerebrale Ischimie einmalig kein Defizit in der Passive Avoidance
Celik et al. (2002) NZW-Rabbits reversible globale i.v. nach Reperfusion 0.35-1 U/g KG 48 h Reduktion von Schwere und Verlauf
Riickenmarksischédmie einmalig der neurologischen Ausfille, verminderte
Apoptose von Motorneuronen
Garcia-Garcia und Krueger SD-Ratten Spontanschlaf i.c.v. tags oder 25-75 ng 23 h kein Effekt am Tag, zur Nacht Modulation
(2003) zu Nachtbeginn des Schlafrhythmus
Genc et al. (2001) C57/BL6-Mause MPTP-induzierter stereotaktische Injektion 16 U einmalig 7d Wiederherstellung der motorischen
Parkinsonismus 24 Stunden vor oder direkt Aktivitdt, Protektion der dopaminergen
nach MPTP-Gabe Neurone
Gorio et al. (2002) Wistar-Ratten leichtes stumpfes i.p. nach Dekompression 1 U/g KG, 1 oder 28 d verbesserte Funktionserholung
Riickenmarkstrauma 3 Dosen
SD-Ratten schweres stumpfes i.p. 1 h nach Dekompression 5 U/g KG, 1 oder 28 d verbesserte Funktionserholung
Riickenmarkstrauma 7 Dosen reduzierte Inflammation und Cavitation
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Autor Spezies Modell Applikationsart Dosierung Ende der beobachtete EPO-Wirkung
und -zeitpunkt Beobachtung
Haroon et al. (2003) Fischer-Ratten ‘Wundheilung lokal in Fibrin 10-500 U/ml 9d dosisabhéngig verbesserte Wundheilung
Z-Kammern und Vaskularisation
Iwasaki et al. (2002) neugeborene Ischiadikus- i.p. simultan 0.5-5 mg/kg KG téglich 14 d Privention des Motorneuronverlustes und
SD-Ratten lasion fiir 2 Wochen Mortalitdt reduziert bei hoher Dosis
Junk et al. (2002) SD-Ratten transiente globale i.p. direkt nach 0.5 U/g KG einmalig 7d Reduktion der kortikalen Nekrose
retinale Ischamie oder 24 h und direkt
vor Lision
Kaptanoglu et al. (2004) Wistar-Ratten Riickenmarkstrauma i.p. simultan 0.1-5 U/g KG einmalig 2h dosisabhingig reduzierte Lipid-Peroxidation
elektronenmikroskopisch geringerer Schaden
Kumral et al. (2003b) Wistar-Ratten neonatale ip. 1 U/g KG einmalig 72 h verminderte NO-Produktion und Apoptosen,
Kumral et al. (2004) Hypoxie-Ischdmie kleineres Infarktvolumen
Kumral et al. (2003a) Wistar-Ratten nekrotisierende ip. 0.75 U/g KG 3x pro Woche 4 h verminderte Mukosa-Nekrose
Enterokolitis fiir 2 Wochen
Matsushita et al. (2003) neonatale Hypoxie-Ischdmie ip. 1-5 U/g KG 7d verminderte Schiéden in verschiedenen Hirnregionen
CD-1-Miuse verminderte caspase—3 und NFxB Aktivierung
Mittelmann et al. (2001) BALB/c-Miuse Myelom s.c. ab Tag 10-13 30 U/Injektion fiir 10 d 70 d Tumorregression in 50% der Fille
nach Tumorinduktion danach 3x pro Woche fiir 14 d
Mogensen ct al. (2004) Ratten bilaterale fimbria- i.p. simultan 5 U/g KG einmalig 32d weniger und voriibergehendes
fornix Transsektion Lerndefizit
Moon et al. (2003) SD-Ratten Myokardinfarkt i.p. simultan 3 U/g KG einmalig 56 d verminderte Infarktgrofe, wenigerApoptosen,
verbesserte linksventrikuldre Funktion
Noyan et al. (2003) SD-Ratten Kurzdarmsyndrom s.c. 0.5 U/g KG 28 d hohere Kryptentiefe, stabileres anti-
oxidatives System
Romsi et al. (2002) Schweine temporérer Kreislauf- i.v. vor Beginn 0.5 U/kg KG einmalig 7d Anstieg im CSF, keine Auswirkung auf
stillstand Mortalitdt, EEG, Verhalten und
Histopathologie
Sadamoto et al. (1998) SH-SP-Ratten permanente fokale i.c.v. simultan 0.2-5 U/d 28 d keine kognitiven Beeintrachtigungen,
cerebrale Ischdmie iiber 28 d Ischdmieareal reduziert
Sakanaka et al. (1998) mongolische temporire globale i.c.v. simultan 0.5-25 U/d fiir 7 Tage 7d Protektion der CAl-Neuronen und
Gerbils cerebrale Ischamie Wiederherstellung der Response Latency nur
in héheren Dosen, Verstirkung
der Schiden durch EPOR-Infusion
Saray et al. (2003) Ratten muskulokutaner s.c 0.05-0.15 U/g KG 3x pro Woche 7d kurzzeitige Behandlung zeigt Nekrosen
Hautlappen fiir 1 oder 3 Wochen
Sekiguchi et al. (2003) SD-Ratten Spinalnerven- s.c. 0.268 U/g KG 14d weniger Apoptosen, TNF-a-Produktion,
wurzelldsion schnellere Erholung
Sirén et al. (2001a) SD-Ratten temporire fokale i.p. simultan 5 U/g KG einmalig 24 h XT75% reduziertes Infarktareal
cerebrale Ischamie Reduktion von Inflammation und Apoptosen
Solaroglu et al. (2003) fetale Wistar- Ischdmie-Reperfusion maternal i.p. 30 min 5 U/g KG 30 min intrauterin verminderte Lipid-
Ratten in utero vor Ischdmie peroxidation
Springborg et al. (2002) SD-Ratten SAB s.c. simultan 0.4 U/g KG 48 h Normalisierung des cerebralen
Blutflusses
Squadrito et al. (1999) SD-Ratten Mesenterial- i.v. 5 Minuten 0.25-1 U/g KG 4 h verminderte Mortalitit,
arterienverschlufl nach Reperfusion iNOS-Aktivitit vermindert
Sun et al. (2004) SD-Ratten Hypoxie-Ischamie i.p. vor und 300 U einmalig 12d reduzierte Mortalitat, weniger Apoptosen, geringere
2 d nach Hypoxie DNA-Fragmentation, héheres Hirngewicht
Villa et al. (2003) Crl:CD(SD)BR- permanente fokale i.p. simultan 5 U/g KG 24 h reduzierte Entziindung durch Wirkung auf Neuronen,
Ratten cerebrale Ischdmie nicht inflammatorische Zellen
Weishaupt et al. (2004) SD-Ratten retinale Ganglion- intravitreal 2-8 U/Auge 14d verminderte Caspase—3-Aktivitat,
zellaxotomie erhdhte Zelliiberlebensrate
Wen et al. (2002) mongolische temporire globale i.c.v simultan Bolus 0.16 oder 1.6 U, danach 28 d Protektion der Neuronen, Erhéhung
Gerbils cerebrale Ischdmie 0.5 oder 5 U/d fiir 4 Wochen von Bel-X 7 -mRNA und Protein,

hohe Dosierung schiitzt CAl-Neuronen
und normalisiert Lernverhalten
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte unter strenger Differenzierung der einzelnen Komponen-
ten die Auswirkung einer Erythropoietinapplikation im Kélteldsionsmodell an der Maus
etabliert werden. Das Modell ist im Hinblick auf Zelluntergénge, den Zusammenbruch
der Blut-Hirn-Schranke (Murakami et al. 1997; 1999) und verhaltensbiologische Spétfol-
gen nach Neurotrauma (Riechers 2004) charakterisiert worden. Es besitzt die Fiahigkeit,
Odem und Ischémie nach Lision zu modellieren, zeigt apoptotische und inflammatorische
Vorgénge in der Histologie (Murakami et al. 1997) und Beeintréchtigung der metabolischen
Versorgung in bildgebenden Verfahren (Schneider et al. 2002).

Um die potentiell neuroprotektive Wirkung von Erythropoietin (EPO) im Kilteldsionsmo-

dell zu untersuchen,

e sollte in einem ersten Schritt die hdamatopoietische Wirkung von EPO bei zweiwochi-
ger Applikation beschrieben werden, um eventuelle Interferenz mit den verhaltens-

biologischen Testungen auszuschlieflen.

e sollten in einem zweiten Schritt die Komponenten der Lésionsapplikation und The-
rapie (Operation, Injektionen und Handling) in verschiedenen Experimentalgruppen
modelliert werden. Damit sollte die Differenzierung zwischen StreSkomponente be-

ziehungsweise Artefakten und wirklicher Lésionsauswirkung moglich werden.

Das Ziel einer spéaten Verhaltenstestung 3 Monate nach Lésion sollte die alleinige Be-
schreibung nachhaltiger Anderungen im Verhalten und nicht akuter Effekte (wiederum

Auswirkungen von Strefkomponente oder Therapie) sein.

Wert wurde dabei auf die Charakterisierung der Lé&sions- und Therapieauswirkungen auf

verschiedenen Ebenen gelegt:

e Die funktionelle Ebene sollte verhaltensbiologisch getestet und mit der

e morphologischen Ebene in Magnetresonanztomographie und Histologie in Beziehung

gesetzt werden.

Im Anschlufl daran sollte versucht werden, einen Erklarungsansatz fiir die Wirkung von
EPO zu liefern, indem Auswirkungen auf die Reintegration der Blut-Hirn-Schranke unter-

sucht wurden.
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MATERIAL UND METHODEN

2.1 Verwendete Chemikalien und L6sungen

2.1.1 Eosinlésung

Die Eosinlosung (Eosin G, Merck, Darmstadt, Deutschland) wurde nach folgendem Proto-
koll hergestellt:

e 2 ¢ FEosin
e 40ml H5O bidest.
e 160ml Ethanol 95%

Diese Losung wurde fiir den Gebrauch 1:3 mit 80%igem Ethanol gemischt und mit 0.5 ml

Eisessig pro 200 ml versetzt.
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2.1.2 Erythropoietin und Tragerlosung

Injiziert wurde Epoetin alfa der Firma Janssen-Cilag GmbH (Erypo®) in einer Konzen-
tration von 500 U/ml. Die Tragerlosung hatte folgende Inhaltsstoffe:

e 2.5mg humanes Albumin

e 5.8mg Natriumzitrat

e 5.8 mg Natriumchlorid

e (.06 mg Zitronensdure

ad 1ml HQO

Der pH-Wert lag bei 6.940.3. Die Tréagerlosung ohne den Wirkstoff wurde als Placebo-

priaparat verwendet.

2.1.3 Evans-Blue-Lo6sung

Es wurde 1g pulverformiges Evans-Blue (Direct Blue 53 SIGMA E-2129, Sigma, Taufen-
kirchen, Deutschland) in 50ml PBS bei pH=7.4 gelost, so daB sich eine 2 %ige Losung

injizieren lief3.

2.1.4 Hamalaunlésung

MAYERS Hamalaunlosung fiir die Mikroskopie (Merck Darmstadt, Deutschland) wurde

unverdiinnt verwendet und lediglich vor der Benutzung filtriert.

2.1.5 Paraformaldehyd

Verwendet wurden 20 g Paraformaldehyd (SIGMA P-6148, SIGMA-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland), gelost in phosphatgepufferter NaCl-Losung (SIGMA P-3813,
SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland). PBS wurde auf 50 °C erhitzt und
dann das Paraformaldehyd (PFA) hinzugefiigt. Bei Aufklaren der Losung nach ungefiahr
20 Minuten wurden 2 Tropfen NaOH hinzugefiigt und dann der pH-Wert mit HCI-Losung
auf 7.2 eingestellt (Digital pH-Meter pH 525, Wissenschaftlich Technische Werkstétten,
Weilheim, Deutschland). Die Losung wurde gefiltert (Stericup 0.22 um GP Express Mem-
brane, Millipore Corporation, Bedford Massachusetts, USA) und bis zur Verwendung am
néchsten Tag bei 4°C gelagert.
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2.1.6 Phosphatgepufferte Kochsalzlésung

Es wurde ein Produkt der Firma SIGMA (P-3813, Phosphate buffered Saline, SIGMA-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) verwendet und in 1000 ml HoO bidest.
gelost. Der pH-Wert betrug 7.4.

2.1.7 2,2,2-Tribromoethanol

Es wurde 1g Avertin© (SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) in 0.81
ml tert-Amylalkohol (Merck, Darmstadt, Deutschland) und 71.49 ml HyO bidest. bei 40°C
gelost und anschliefend steril filtriert (Stericup 0.22 um GP Express Membrane, Millipore
Corporation, Bedford Massachusetts, USA). Beim Losen und der Lagerung wurden lichtun-
durchléssige Behilter verwendet. Die Aufbewahrung erfolgte maximal 24 Stunden bei 4 °C,

und angewendet wurden 400 mg/kg KG.

2.2 Kaltelasionsmodell

Alle Tierexperimente wurden in Ubereinstimmung mit dem Antrag 1509.42502/02-01.02

durchgefiithrt und vom Landesversorgungsamt Braunschweig genehmigt.

2.2.1 Tiere

Fiir die durchgefiithrten Experimente wurden ménnliche C57BL/6J Jungfrauen im Alter
von 4 Wochen verwendet. Die Tiere wurden von der Firma Jackson (The Jackson Labora-
tory, Bar Harbor, USA) im Alter von 3 Wochen geliefert und nach einer Woche operiert.
Je vier Tiere waren in einem Kéfig mit freiem Zugang zu Wasser und Futter untergebracht.

Pflege und Beobachtung der Tiere erfolgte durch Tierpfleger und -arzt im Institut.

2.2.2 Narkose

Die Narkose wurde mit Tribromoethanol 1.25% in einer Dosierung von 400 mg/kg KG
intraperitoneal durchgefiihrt. Nach Erloschen des Aufricht- und des Haltungsreflexes wurde

mit der Operation begonnen.



MATERIAL UND METHODEN 19

2.2.3 Lasion

Das narkotisierte Tier wurde in einem Stereotakten der Firma TSE-Systems Bad Hom-
burg (Stereotakt 4300 5-GR-GP/K) fixiert. Die Kopfhaut wurde rasiert, inzidiert und das
Bregma dargestellt. Der Lésionskolben aus Kupfer besitzt ein stumpfes Ende mit 1 mm
Durchmesser, das mit Koordinaten 1.5 mm rechtslateral und 1.5 mm posterior des Bregmas
eingestellt wurde, ohne Kontakt zum Schédel zu haben. Dann wurde mit fliissigem Stick-
stoff der gesamte Kolben auf unter -120 °C gekiihlt, an den genannten Koordinaten mit
leichtem Druck auf die Kalotte aufgebracht und fiir 60 Sekunden dort belassen. Nach Ende
dieser Zeit wurde die Kalotte mit Lidocainsalbe (Xylocain-Gel®© 2%, Astra-Zeneca Gmbh,
Wedel, Deutschland) versorgt und die Haut mit einem Polypropylenfaden (Ethicon© Pro-
lene 5-0, Johnson&Johnson Intl., USA) wieder verschlossen. War das Tier fiir eine Therapie

vorgesehen, so erfolgte die erste Préparatapplikation direkt im Anschlusf.

Die Tiere wurden bis zum Wiedererwachen auf Warmeplatten (Warming Plate HT200
minitiib GmbH, Deutschland) gelegt und beobachtet.

2.2.4 Therapie

Die Applikation erfolgte beginnend mit dem Tag der Lésion jeden zweiten Tag vormittags
in einer Dosierung von 5 U/g KG intraperitoneal; das Korpergewicht wurde bestimmt und
dokumentiert. Jede Maus, die therapiert wurde, erhielt insgesamt 7 Injektionen (Protokolle

zur Verteilung der Tiere auf die Experimentalgruppen siche Absatz 2.8 auf Seite 32).

2.3 Verhaltenstestung

Die im Folgenden beschriebenen Verhaltensexperimente wurden im Tierhaus des MPI fiir
biophysikalische Chemie durchgefiihrt. Das Haus ist mit einem automatischen Tag-Nacht-
Zyklus von 7-19 Uhr ausgestattet. Die Tiere waren zu viert in einem Kifig untergebracht,
hatten freien Zugang zu Wasser und Futter, wochentlich wurde die Streu erneuert. Die Auf-
bauten sind in einem reizarmen Labor untergebracht. Bei Nutzung der unten beschriebenen

Videoanlage waren Experimentator und Computer in einem separaten Raum.

Zu Beginn eines Versuchstages wurden alle an diesem Tag benétigten Tiere in einen Vor-

raum gebracht und die Experimente erst nach 30 Minuten begonnen. Versuchsbeginn war
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immer vormittags, der Experimentator war gegeniiber der Gruppenzugehorigkeit der Tiere
geblindet. Im weiteren nicht erwédhnt wird das intermittierende Reinigen der Versuchsanla-
gen mit 70% Alkohol, falls Urin- und Kotriickstinde sichtbar waren. Die folgende Reihen-

folge der Beschreibung entspricht der tatsédchlich durchgefithrten Experimentierreihenfolge.

2.3.1 VideoMot System

Getrennt erwdhnt wird hier die mehrfach verwendete Videoaufzeichnungsanlage der Fir-
ma TSE-Systems Bad Homburg. Im Experimentalraum zeichnet eine Kamera (Panasonic
WV-BP310/G) ein Bild der Aufbauten und des Tieres auf. Ein Computer (Pentium 300
MHz, Windows 98) im Nebenraum erstellt mittels der Software VideoMot Version 5.32
eine Analyse der Bilder. Die Software erlaubt es, eine Experimentalregion zu definieren,
innerhalb derer das Tier automatisch geortet wird. Die Moglichkeit, die Experimentalregi-
on in mehrere Abschnitte zu unterteilen, erlaubt zudem Aufschluf {iber Verhaltensweisen
und Aufenthaltsort des Tieres. Simultan erfolgt eine Beobachtung iiber einen Monitor
(Panasonic WV-CM 1470) und teilweise eine konventionelle Aufzeichnung durch einen
Videorecorder (Panasonic AG6730). Die Zeitmessung kann durch eine Fernbedienung im

Experimentalraum gestartet werden.

Die gewonnenen Daten kénnen gesichert und zur Weiterverarbeitung exportiert werden.
Zur Archivierung wurde Microsoft Excel 97 verwendet; die statistische Auswertung mit
SPSS wird auf Seite 35 beschrieben.

2.3.2 Elevated Plus Maze

In diesem eintédgigen Experiment wurde die oben beschriebene Videoanlage verwendet.
Der kreuzformige Versuchsaufbau steht 40 cm iiber dem Boden und besitzt paarweise ge-
geniiberliegende freie und geschlossene Arme, die je 31 cm lang sind (siehe Abb. 2.1 Seite
21). Die geschlossenen Arme sind von 16 cm hohen, undurchsichtigen Wanden umgeben,
und das Tier wird zu Beginn des Versuchs mit der Schnauze in Richtung eines offenen
Arms in die Mitte des Kreuzes gesetzt. In einer 5 miniitigen Beobachtungsphase wird der
Aufenthaltsort des Tieres registriert. Zur Beurteilung werden Zeit- und Gesamtdistanzan-
teile in den offenen und geschlossenen Armen herangezogen. Manuell werden Defékation,

Aufricht- und Putzverhalten registriert.
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Abbildung 2.1: Skizze des Elevated Plus Maze. Dunkelgrau und fett umrandet die
geschlossenen Arme, hellgrau die Zentralregion und in weif3 die freien Arme ohne Wand-
begrenzung

2.3.3 Akzelerierendes Rotarod

Zur Testung motorischer Fahigkeiten wurde das Accelerated Rotarod for mice 7650 (Jo-
nes & Roberts, Type 337659) der Firma TSE-Systems Bad Homburg verwendet (siehe Abb.
2.2 Seite 22). Am Tag 1 des Experimentes wird das Tier auf die stillstehende Walze und
nach einer 2miniitigen Gewohnungsphase zuriick in den Kéfig gesetzt. Am Tag 2 und 3
wird das Tier auf die Walze gesetzt, die mit einer basalen Geschwindigkeit von 2.7 Um-
drehungen pro Minute rotiert. Nach Zuschalten der Beschleunigung wird die Zeitmessung
gestartet und die Latenz bis zum Fall von der Walze registriert. Die Beschleunigung erfolgt
linear bis zu einer Geschwindigkeit von 33.3 Umdrehungen pro Minute. Die Latenzen an

Tag 2 und 3 werden als MaB fiir die motorischen Basal- und Lernfihigkeiten verwertet.

2.3.4 Open-field

Das Verhalten im Open-field wird mit der oben beschriebenen Videoanlage aufgezeich-
net. Der Versuchsaufbau besteht aus einer runden, hell beleuchteten Arena mit 120 cm
Durchmesser, die von einer Wandung mit 25cm Hoéhe umgeben ist. Die gesamte Arena
besteht aus hellgrauem Kunststoff. Fiir die Registrierung werden drei Regionen der Are-
na unterschieden (je ein Radiusdrittel: zentral, intermedidr und peripher). Das Tier wird

zu Beginn des Experimentes in die Mitte der zentralen Region gesetzt und das Verhalten
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Abbildung 2.2: Akzelerierendes Rotarod fiir Mause

itber 5 Minuten beobachtet und registriert. Evaluiert wurden zuriickgelegte Gesamtdistanz
sowie Zeit- und Distanzanteile, die in den verschiedenen Regionen zuriickgelegt wurden.
Zusétzlich wurden vom Untersucher manuell Putz- und Aufrichtverhalten, Erstarren und

Defékation registriert.

2.3.5 Hole-Board

Zur Testung des spontanen Explorationsverhaltens in strefifreier Umgebung wird das Hole-
Board-Experiment in abgedunkelter und schallarmer Umgebung durchgefiihrt. Verwen-
det wird zur Registrierung das AKS-System der Firma TSE-Systems Bad Homburg. Eine
Kunststoffplatte trennt zwei Ebenen von Infrarotschrankensystemen. Die obere registriert
den Aufenthaltsort und die Bewegungen des Tieres, wiahrend die unteren Schranken nur
durchbrochen werden, wenn das Tier den Kopf tief in eines der 12 Locher in der Platte
senkt. Die Locher mit einem Durchmesser von 2 cm sind gleichméfig in einer 4 x 3 Anord-
nung iiber die 34 x 20cm grofle Platte verteilt. In einem 3 miniitigen Zeitraum kann das

Tier die Umgebung frei erkunden, und die Anzahl der explorierten Locher wird registriert.
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2.3.6 Morris-Water-Maze

Zur Testung des rdumlichen Lernvermoégens wurde der Water-Maze-Test nach Morris in
einer modifizierten Variante durchgefiihrt (Crawley 2000). Die Datenerfassung erfolgt in
diesem Experiment mittels der oben beschriebenen Videoanlage. Das benotigte Wasser-
becken hat einen Durchmesser von 120 cm und ist bis 4 cm unter den Rand mit Wasser
gefiillt, das durch weifle Farbe undurchsichtig gefarbt worden ist. Die Wassertemperatur
betragt 24 °C. Zur rdumlichen Orientierung werden an den Wénden farbige Symbole aus
Pappe fiir das Tier sichtbar aufgehédngt und vier Einsatzstellen nur fiir den Experimentator
sichtbar markiert. Jedes Tier wird an jedem Versuchstag je einmal in einer randomisierten
Reihenfolge an den markierten Stellen eingesetzt. Der Einsatz erfolgt mit der Schnauze in
Richtung Beckenrand, und ein Durchgang dauert maximal 90 Sekunden. Zwischen den ein-
zelnen Durchgéngen werden die Tiere in gewéarmte Kéfige (Warming Plate HT200 minitiib
GmbH, Deutschland) gesetzt; das Intervall zwischen den Durchgédngen betragt 5 Minuten.
Die Aufgabe der Tiere ist es, eine 9 x 9 cm grofle Plattform zu finden, die 15 mm unter der
Wasseroberflache aufgestellt wurde (sieche Abb. 2.3).

S

Abbildung 2.3: Schematischer Aufbau des Morris-Water-Maze.Das kleine graue
Rechteck im oberen rechten Quadranten markiert den Standort der Plattform; um das
Becken herum angeordnet sind die Symbole zur rdumlichen Orientierung, die Einsatz-
stellen sind als ,,Himmelsrichtungen“ markiert. Das Bild enthélt die aufgezeichnete Spur
eines Tiers, das an der unteren Einsatzstelle beginnt und in diesem Fall die Plattform
nicht findet.
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Sichtbare Plattform An den ersten beiden Tagen ist die Plattform durch eine Fahne

markiert. Aufgabe der Tiere ist es, die Plattform zu erreichen und dort zu verharren.

Am Tag 1 wird die Plattform in das Zentrum eines der Quadranten gestellt. Das Tier wird
eingesetzt und soll die Plattform innerhalb von 90 Sekunden finden. Ist es erfolgreich, so
wird es 20 Sekunden dort sitzen gelassen und dann aus dem Becken entfernt. Bei Mifler-
folg wird es per Hand auf die Plattform und wiederum nach 20 Sekunden zuriick in den

gewdrmten Kifig gesetzt.

Am Tag 2 wird die Plattform in einen der anderen Quadranten gestellt und es wird wie
oben beschrieben verfahren. Es konnte anhand der Verbesserung gegeniiber Tag 1 beurteilt
werden, ob die Tiere motorisch und kognitiv in der Lage waren, die Aufgabe zu erlernen.
Zur Auswertung wurde die Latenz bis zum Erreichen der Plattform in Sekunden sowie der

bis dorthin zuriickgelegte Weg in Zentimetern herangezogen.

Unsichtbare Plattform Am Tag 3 wird wiederum die Position der Plattform variiert,
von diesem Tag an aber konstant beibehalten. Ab diesem Tag wurde die Fahne entfernt und
die Plattform damit unsichtbar fiir die Tiere. Beziiglich des Erfolges, Milerfolges und der
Einsatzstellen wird wie oben beschrieben verfahren. Auch in diesem Versuchsteil werden

Latenz und zuriickgelegte Distanz beurteilt.

Probe Trial Lediglich im letzten Durchgang des letzten Versuchstages wird der Aufbau
variiert und die Plattform aus dem Becken entfernt; ein Erfolg im vorherigen Sinne ist also
unmoglich. Das Suchverhalten wird 90 Sekunden lang aufgezeichnet und das Tier danach
aus dem Becken genommen. Erfolg ist im Falle des Probe-Trials eine Préferenz fiir den

sogenannten ,,Zielquadranten®, der vorher die Plattform enthielt.

Zur Bewertung wurden folgende Parameter herangezogen:

e Zeitanteile im Zielquadranten
e Gesamtdistanzanteile im Zielquadranten

e Uberquerung des Bereichs, der vorher die Plattform enthielt.

Uber den gesamten Versuchsverlauf wird vom Experimentator eine Bewertung des soge-
nannten Float-Verhaltens (,,Sich-Treiben-Lassen®) durchgefiihrt, um Tiere zu erkennen,

die iiberhaupt kein gerichtetes Suchverhalten zeigten.
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2.3.7 Furchtkonditionierung

Zur Durchfithrung wurde das Furchtkonditionierungssystem der Firma TSE-Systems Bad
Homburg (Process Control 303410) mit der Software AKS 3.04 verwendet. Das System
registriert auf zwei Infrarotschrankenebenen den Aufenthaltsort und das Aufrichtverhalten
des Tieres. Tonsignale werden iiber einen Lautsprecher an der Decke des Kiéfigs und Elek-
troschocks iiber ein Fufigitter appliziert. Manuell wird das sogenannte Freezing-Verhalten
des Tieres (,Erstarren) in den unten beschriebenen Zeitrdumen registriert. Hierzu wird je-
de zehnte Sekunde auf ein Lichtsignal (nur fiir den Experimentator sichtbar) hin beurteilt,
ob gerade Bewegung stattfindet oder nicht. Als Freezing-Verhalten wird das Nichtvorhan-
densein von jeglicher Bewegung aufler der Atemexkursion gewertet, und aus der Anzahl
der registrierten Ereignisse wird ein prozentualer Anteil errechnet. Die Software registriert
auBerdem automatisch den Zeitanteil pro Versuchsabschnitt, in dem Bewegung stattfindet,
und stellt damit eine Aktivitdtsmessung zur Verfiigung, die mit dem Freezing-Verhalten

korreliert werden konnte.

Am Tag 1 wird das Tier in die Arena gesetzt und iiber 2 Minuten eine Basisaktivitét erfafit.
Es folgt ein Tonsignal mit einer Lautstérke von 70 dB(A) bei 6000 Hertz tiber 30 Sekunden,
an dessen Ende ein 2sekiindiger Elektroschock mit 0.5 mA iiber das Fuflgitter appliziert
wird. Nach einer 20 sekiindigen Pause werden Tonsignal und Fuflschock wiederholt und das

Tier danach in den Kifig zuriickgesetzt.

Fiir den Tag 2 werden die Tiere in zwei Gruppen geteilt. Die eine erhélt zuerst den im
Folgenden beschriebenen kontextbezogenen Test und dann den stimulusbezogenen Test;
die andere Gruppe erhilt die Tests in umgekehrter Reihenfolge. Diese Mafinahme diente

dazu, Einfliisse der Testreihenfolge zu minimieren.

Kontextbezogenes Lernverhalten Das Tier wird in die zuvor beschriebene Arena ge-
setzt und iiber einen 2 miniitigen Zeitraum auf Freezing-Verhalten hin beobachtet. Weder
Tonsignal noch Fufischock werden appliziert. Bei Assoziation von Kontext und friiher erfah-
renem aversivem Stimulus (Fufischock) sollte sich ein erhohtes Freezing-Verhalten (bezogen

auf die Basisaktivitéit) zeigen.

Stimulusbezogenes Lernverhalten Vor Beginn dieses Abschnitts wird der Versuchs-
aufbau veréndert. Farbige Wénde, ein quergestellter Plastikkéfig mit Deckel und verédnderte

Lichtverhéltnisse schaffen eine neue Situation fiir das Tier. Um sicherzustellen, dafl das
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Tier die Umgebung nicht wiedererkennt, wird es iiber eine 2 miniitige Phase ohne Stimulus
auf Freezing-Verhalten beobachtet. Darauf folgen zwei Minuten, in denen das bekannte
Tonsignal appliziert und wahrenddessen wiederum das Freezing-Verhalten registriert wird.

Ein Fuflschock wird in diesem Versuchsabschnitt nicht appliziert.

Zur Auswertung wurden die Basisaktivitdt und die Erhohung des Freezing-Verhaltens im

kontextbezogenen und stimulusbezogenen Test herangezogen.

2.4 Magnetresonanztomographie

Aus den Experimentalgruppen wurden je 7 Tiere zufillig ausgewéhlt und die Magnetreso-
nanztomographie durchgefithrt. Es wurde ein 2.35 T MRBR 4.7/400 mm Magnet (Magnex
Scientific, Abingdon, England) mit BGA20 Gradienten (100 mT m™!) verwendet. Die Da-
tenverarbeitung erfolgte auf einem DBX System (Bruker Biospin, Ettlingen, Deutschland).

Zur Einleitung der Untersuchung werden die Tiere intubiert und mit 1.0-1.5% Halothan
in einem Lachgas/Sauerstoff-Gemisch narkotisiert (70:30 NO9:O3). Danach wird der Kopf
des Tieres auf einem speziell gefertigten Stereotakten fixiert und eine Helmholtz Spule
(# 100 mm) sowie eine elliptisch geformte Oberflichenspule (¢ 20 mm anterior-posterior, 12
mm links-rechts) iiber dem Kopf des Tieres montiert. Erstere dient der Radiofrequenzer-
zeugung, letztere der Signalaufnahme. Wihrend der Messung wird die Korpertemperatur
rektal gemessen und durch Warmwasserschlauche auf dem Korper des Tieres bei 374+1°C

gehalten.

Verwendete Sequenz Erfafit wurden T;-gewichtete Bilder mit einer 3D FLASH Se-

quenz, deren Parameter auf der folgenden Seite in Tabelle 2.1 angegeben sind.

Gewebeentnahme Nach Ende der Datenerfassung wird des Tier noch in Narkose von
der Beatmung getrennt und dekapitiert. Eine Blutprobe wird gewonnen und das Gehirn
entnommen. Die Weiterverarbeitung des Gewebes und der Blutproben ist in den Abschnit-
ten 2.5.1 und 2.5.2 ab Seite 28 beschrieben.
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Repetitionszeit 17ms

Echozeit 7.6 ms
Aufnahmebandbreite  12.5kHz

Kippwinkel 25°

Meffeld 15 x 15 x 15 mm?
Bildauflésung 117 x 117 x 117 pm?
Datenakkumulationen 32

MefBzeit 84 Minuten

Tabelle 2.1: Parameter der 3D FLASH Sequenz nach Natt et al. (2002)

2.4.1 Darstellung der Lision

Im Anschlufl an die Datenerfassung wurde versucht, die Léasion darzustellen; der Experi-
mentator war gegeniiber der Gruppenzugehorigkeit der Tiere geblindet. Es wurden Trans-
versalschnitte betrachtet und der Schnitt mit der besten Auspridgung der Lésion fiir je-
des Tier dokumentiert. Zusétzlich wurde eine Schnittebene tangential zur Hirnoberfliche
gewahlt, die den Kortex im Lésionsgebiet schneidet. So konnte ein Vorhandensein der

Léasion gesichert beziehungsweise ausgeschlossen werden.

2.4.2 Volumetrie

Nach der qualitativen Auswertung der Bilder sollten morphologische Auswirkungen der

Lésion quantitativ beschrieben werden.
Auf den Aufnahmen wurden folgende Strukturen volumetrisch ausgewertet:

e Scitenventrikel rechts und links
e Hippokampi rechts und links

e Hirngesamtvolumen.

Zu diesem Zweck wurden die genannten Strukturen manuell umfahren (siche Abb. 2.4 Seite
28) und die gemessenen Flachen pro Schnittbild notiert. Ausgewertet wurden Transversal-
schnitte beginnend unterhalb der Kalotte bis hin zu dem Schnittbild, auf dem die Hypo-
physe nicht mehr sichtbar ist. Die Hypophyse wurde als Endpunkt gewéhlt, da sie als sehr
helle Struktur in der T;-Wichtung einfach und reproduzierbar aufzufinden ist. Uber die

Messungen in den circa 50 pro Tier ausgewerteten Schnittbildern wurde summiert und das
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Abbildung 2.4: Darstellung der volumetrisch evaluierten Areale im Transversal-
schnitt. Exemplarisch ist im rechten Bildteil der laterale Ventrikel und der Hippokampus
wie in der volumetrischen Auswertung markiert. Im linken Bildteil ist die Markierung
nicht vorhanden, um den guten Weichteilkontrast der T;-Wichtung darzustellen.

Ergebnis in Voxeln errechnet. Das Hirngesamtvolumen wurde unter Ausschlufl der sichtba-
ren Anteile von Cerebellum, Bulbus olfactorius, Riickenmark und Medulla oblongata be-
stimmt. Die Umrechnung in Kubikmillimeter erfolgte {iber das bekannte Voxelvolumen von
1.6 x 1073 mm?®. Untersucht wurden Gruppen- sowie Seitenunterschiede im Hippokampus-
und Ventrikelvolumen absolut und bezogen auf das Gesamthirnvolumen, aulerdem Grup-
penunterschiede im Gesamthirnvolumen. Die auswertende Person war bis zur statistischen

Auswertung gegeniiber der Gruppenzugehorigkeit der Tiere geblindet.

2.5 Gewebsaufbereitung

2.5.1 Verarbeitung der Blutproben

Die Blutentnahme erfolgte retrobulbéar mittels einer Glaskapillare. Das gewonnene Blut
wurde in einem EDTA-beschichteten Rohrchen (Probengefia8 1.3 ml, Sarstedt AG & Co,
Niimbrecht, Deutschland) aufgefangen und die Blutmenge mit 200 ul minimal gehalten.

Die Bestimmung des Hamoglobin- und Héamatokritwertes erfolgte mittels eines automati-
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schen Analyse-Geriits (A°T© 5 diff Himatologie-Analysegerit, Beckman-Coulter, Krefeld,
Deutschland).

2.5.2 Praparation des Hirngewebes

Alle Tiere wurden in tiefer Narkose dekapitiert, danach das Gehirn entnommen. Das Gehirn
wurde direkt nach Entnahme auf 4% Paraformaldehydlésung in PBS (pH = 7.4) gegeben
und 24 Stunden bei 4 °C gelagert.

Fixierung Danach wurde das Gewebe in einem Einbettautomaten (TP 1020, Leica,
Deutschland) fixiert. Das Gerit fiihrte die Fixierung mit folgenden Losungen und Zeit-

dauern durch:
Je 60 Minuten:

50 %-Ethanol
70 %-Ethanol
90 %-Ethanol
90 %-Ethanol
90 %-Ethanol

Je 90 Minuten:

e 100 %-Ethanol
e 100 %-Ethanol
e 100 %-Ethanol
e Xylol
e Xylol

Je 120 Minuten:

o fliissiges Paraffin

o fliissiges Paraffin

Alle Losungen bis auf das Paraffin hatten Raumtemperatur, das fliissige Paraffin war 60 °C

waril.

Das fixierte Gewebe wurde anschliefend an einer Ausgieistation (Histocentre 2, Shandon

GmbH, Frankfurt a.M., Deutschland) im fliissigen Paraffin auf Biopsiekapseln plaziert und
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das Paraffin zum Aushérten gebracht. An einem Mikrotom (HN 40, Jung AG, Heidelberg,
Deutschland) wurden 7 um Gewebsschnitte erstellt, und diese wurden auf Objekttriager

(SuperFrost© Plus, Menzel-Gliser, Deutschland) aufgezogen.

2.5.3 Routinefirbungen

Auf Hohe der Lésion wurden 2-3 représentative Schnitte mit der Hamatoxylin-Eosin-

Methode gefarbt. Dabei wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:
Dreimal je 3 Minuten Xylol, dann kurz in Isoxylol waschen.
Je 2 Minuten:

100 %-Ethanol
100 %-Ethanol
90 %-Ethanol
70 %-Ethanol
50 %-Ethanol
e H,0

Es folgten 8 Minuten in Hamalaunlosung, kurze Differenzierung in HCl-Ethanol und 10
Minuten Spiilen unter Leitungswasser. Danach wurden die Schnitte fiir 5 Minuten in Eo-

sinlosung gegeben. Zur Herstellung der Losungen siehe Abschnitt 2.1.
Dann jeweils 2 Minuten:
e H50O
50 %-Ethanol
70 %-Ethanol
90 %-Ethanol
100 %-Ethanol
100 %-Ethanol

Es folgten dreimal je 3 Minuten Xylol. Die gefirbten Schnitte wurden mit EUKITT® (O.
Zindler GmbH & Co, Freiburg, Deutschland) und Objektglas geschiitzt.
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2.6 Auswertung der Standardhistologie

Aus den weiter hinten beschriebenen Experimentalgruppen wurden fiir das Protokoll 3
(siche Seite 32) Tiere zuféllig ausgewihlt (Sham + Placebo n=7; Lésion + Placebo n=6;
Lésion + EPO n=7) und von jedem Tier 6-8 Objekttréger ausgewertet. Dazu wurde das
Vorhandensein der Lésion beurteilt und ihre Lokalisation mit einem Standardhistologie-
Atlas (Rosen et al. 2000) iiberpriift. Dann wurde jeweils in Hohe des dorsalen Hippokampus
im Bereich der Hilus-Region des Gyrus dentatus ein Blickfeld mit 20-facher Vergréferung
dargestellt. Gezéhlt wurde in diesem Feld die Anzahl der morphologisch intakt erscheinen-
den pyramidalen Zellen erst auf der ipsi-, dann auf der kontralateralen Seite. Fiir jedes
Tier wurden der Mittelwert und Standardfehler fiir die ausgewerteten Objekttrager be-
rechnet. Die Umrechnung auf Zellen pro mm? erfolgte durch die bekannte Blickfeldfliche

von 0.175 mm?.

2.7 Untersuchung der Blut-Hirn-Schrankenfunktion

Im Rahmen der Frage nach der Wirksamkeit von Erythropoietin war der Einflul auf die
Blut-Hirn-Schranke von Bedeutung. Es wurden Tiere nach dem oben beschriebenen Pro-
tokoll ldsioniert und entweder mit Placebo oder mit EPO behandelt; die Injektion erfolgte
direkt im Anschlufl an die Lésionierung. Ein Teil der Tiere wurde nach 30 Minuten mit
0.4ml Evans-Blue-Losung intramuskulér injiziert und weitere 30 Minuten spéter noch in
Narkose perfundiert. Eine zweite Gruppe von Tieren wurde erst nach 6 Stunden mit Evans-
Blue-Losung injiziert und entweder ebenfalls 30 Minuten spéter oder erst nach weiteren 18
Stunden (also insgesamt 24 Stunden) perfundiert. Eine dritte Tiergruppe wurde nach 24

Stunden mit Evans-Blue injiziert und nach weiteren 30 Minuten perfundiert.

Zeitpunkt der Hirnentnahme

1 Stunde 6 Stunden 24 Stunden
EPO 4 4 444
Placebo 4 4 4+4

Tabelle 2.2: Zeitpunkte der Hirnentnahme nach Evans-Blue-Injektion. Nach 24
Stunden je 4 Tiere mit Evans-Blue-Injektion 18 Stunden und 4 Tiere mit Injektion 30
Minuten vor der Hirnentnahme.

Die Perfusion erfolgte mit 0.9% NaCl-Losung, die 5000 Einheiten Heparin (Liquemin®©,
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Hoffmann-LaRoche AG, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) enthielt. Dazu wurde der Thorax
eroffnet und eine Nadel direkt im linken Ventrikel des Herzens plaziert, dann wurde die
Vena cava inferior eréffnet und das Blut aus dem Kreislauf gespiilt. Im Anschlufl an die
Ausblutung wurde fiir 5 Minuten mit 4 % PFA-Losung perfundiert und das Hirn nach
Entnahme ebenfalls iiber Nacht in PFA-Losung fixiert. Danach wurde das Gewebe in PBS
gewaschen und in einer aufsteigenden Glycerolreihe (15 %, 30 %, 60 %, 75 %, 80 %) in PBS
geklart (jeweils 24 Stunden pro genannter Konzentration). Zur Herstellung der genannten
Losungen siehe Abschnitt 2.1.

Der iibergetretene blaue Farbstoff war im geklarten Gewebe durch Digitalaufnahmen in
der Aufsicht und nach Transversalschnitt durch die Lésion sichtbar. Ein Vorhandensein
des Farbstoffs wurde von einem geblindeteten Experimentator dokumentiert und semi-

quantitativ in die Kategorien ,nicht vorhanden®, ,gering“ und ,,stark® unterteilt.

2.8 Experimentalgruppen

Im Folgenden werden eine Auflistung der Experimentalgruppen und das Design der Studie
dargelegt (schematisch dargestellt in Abbildung 2.5 auf Seite 34).

Untersuchung der hidmatopoietischen Effekte Zur Abgrenzung des hamatopoieti-
schen Effekts der Erythropoietingabe wurde einer kleinen Gruppe Tiere mehrfach Blut
entnommen. Dazu wurden nicht-lasionierte Tiere in 2- und 4-wo6chigen Abstdnden vormit-
tags mit Avertin (400 mg/kg KG) narkotisiert und es wurde retrobulbéir Blut entnommen.
Die Tiere wurden bis zum Wiedererwachen gewarmt und auf Verletzungen hin beobachtet.
Die Weiterverarbeitung der Proben erfolgte nach oben beschriebenem Protokoll (siehe 2.5.1
Seite 28). Untersucht wurde, ob die Erythropoietinapplikation einen hamatopoietischen Ef-
fekt hatte und in welchem Ausmafl und Zeitraum er auftrat. Diese Tiere wurden fiir keine

der weiteren Experimente verwendet.

Lasionsprotokolle In vollem Umfang wurden die Verhaltensexperimente, die Magnetre-
sonanztomographie und die Histologie in drei verschiedenen Protokollen durchgefiihrt. Die
folgende Tabelle 2.4 gibt Aufschluf iiber Experimental- und Kontrollgruppen; die Sche-
mazeichnung 2.5 auf Seite 34 veranschaulicht den zeitlichen Ablauf. Jede der benannten

Gruppen bestand aus 10 Tieren.
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fiinfmalige Blutabnahme

dreimalige Blutabnahme

Art der Injektionen Art der Injektionen
EPO | Placebo keine EPO | Placebo keine
Anzahl 3 2 2 Anzahl 3 2 2
der Tiere der Tiere

0, 2, 4, 8, 12 Wochen
nach Ende der Injektionen

0, 8, 12 Wochen
nach Ende der Injektionen

Tabelle 2.3: Zeitpunkte der Blutentnahme und Gruppengriéfle. Aufgefiihrt sind
hier nur die Tiere, denen mehrfach Blut entnommen wurde und die fiir keine der weiteren
Experimente verwendet wurden.

Protokoll Gruppen
1 Naiv + EPO Naiv + Placebo Naiv
2 Sham + EPO  Sham + Placebo Naiv
3 Lasion + EPO Lasion + Placebo Sham + Placebo

Tabelle 2.4: Lasionsprotokolle und Versuchsgruppen. Naiv bedeutet hierbei keine
Narkose und Operation, sham Operation und Narkose, aber keine Lé&sion; die Therapie
beinhaltet entweder keine Injektionen oder Injektion von Erythropoietin bzw. lediglich
der Trégersubstanz als Placebo-Préparat.
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/)

Test Batterie:
Elevated-Plus Maze
Open Field
Rotarod

Hole Board ﬁ
Morris-Water-Maze
Furchtkonditionierung \ “=&

Verhaltensbiologie

Kéltelasion im Alter
von 4 Wochen

Eﬂ

Tagill 2 3 4 5 6 7

v
Blutproben
Histologie
Monat 2 3
A A A A A

EPO EPO EPO EPO EPO MRT

} EPO-Therapie:
i.p. Injektion von 5 U/g
jeden zweiten Tag Uber 2 Wochen
r_‘ ™ mikro-MRT:

Lokalisation der Lasion
Volumetrie

Abbildung 2.5: Zeitlicher Ablauf der Experimente. Zur Verdeutlichung ist ein Sche-
ma der Reihenfolge und Zeitpunkte der verschiedenen Elemente der Therapiestudie ange-
geben. Fiir sham-Tiere wurde lediglich eine Operation, aber keine Léasion durchgefiihrt;
fiir Placebo-Tiere wurde lediglich die Tragerlosung ohne Erythropoietin injiziiert. Die
Gruppengrofle betriagt jeweils n=10; fiir die MRT ist n=7.
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Mit diesen Experimenten war es moglich, sehr genau zwischen den Einflu8gréfien zu diffe-
renzieren. Protokoll 1 erméglicht es, die Auswirkungen der Injektionen auf das Verhalten
zu beurteilen und zwischen der Injektion von EPO und Placebo zu unterscheiden. In Pro-
tokoll 2 war es moglich, zusétzlich den Operationsstrel zu beurteilen und auch hier eine
eventuelle EPO-Wirkung zu erkennen. SchliefSlich sollte Protokoll 3 die wichtigste Frage
klaren, ob EPO einen Effekt auf die Léasion zeigt.

Protokolle 1-3 wurden durchgefiihrt; die Tiere wurden 3 Monate nach der Léasionierung der
Verhaltenstestung und Magnetresonanztomographie zugefiihrt und die Hirne wurden ent-
nommen (Vorgehen wie oben beschrieben). Im Rahmen einer Pilotstudie nach Protokoll
2 wurden Tiere ldsioniert und direkt nach der letzten Injektion (2 Wochen nach Lisi-
on) in der Verhaltensbatterie getestet, um akute Auswirkungen oder Beeintrachtigungen
zu erfassen. Wahrend dieser Pilotstudie wurde keine Magnetresonanztomographie, aber

Blutentnahmen und Histologie im oben beschriebenen Rahmen durchgefiihrt.

2.9 Statistik

Die Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit SPSS in der Version 11.0 auf einem PC.
Bei der Analyse der hdmatologischen Auswirkungen von EPO wurde zu den einzelnen Zeit-
punkten ein t-Test auf dem Signifikanzniveau 5% durchgefiihrt. Fiir jedes verhaltensbio-
logische Experiment wurde mit einer einfaktoriellen ANOVA auf Gruppenunterschiede in
der Verhaltensuntersuchung und anschlieflend fiir die mit der Magnetresonanztomographie
volumetrisch erhobenen Areale getestet; das Signifikanzniveau betrug 5 %. Im Anschlufl an
die ANOVA wurde ein post-hoc-Test nach Duncan durchgefiihrt. Normalverteilung wurde
durch den Test nach Kolmogorov-Smirnov sichergestellt. Das gleiche Vorgehen wurde fiir

die Auswertung der Standardhistologie verwendet.

Die Verlaufsdaten des Water-Maze-Test nach Morris wurden mittels einer ANOVA mit
MeBwiederholungen auf Gruppenunterschiede getestet. Der Probe-Trial wurde durch paar-
weise t-Tests der Zeit- und Distanzanteile im Zielquadranten gegen die anderen Quadranten
ausgewertet. Ein signifikant erhohter Aufenthalt im Zielquadrant gegeniiber allen anderen
Quadranten wurde als Lernerfolg gewertet. Auch in diesem Falle betrug das Signifikanzni-

veau 5 %.
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3.1 Hamatologische Auswirkungen der

Erythropoietinapplikation

Im Folgenden werden die Ergebnisse der wiederholten Blutentnahmen zum Test der Wirk-

samkeit und Praktikabilitdt der geplanten Erythropoietinapplikation dargestellt.

Wiéhrend der Applikation ergab sich keine Komplikation wie beispielsweise Infektionen
durch wiederholte intraperitoneale Injektionen. Als Indikator wurde die gleichméflige Ge-
wichtszunahme der Tiere verwendet, die keine Unterschiede zwischen den Tieren mit und
ohne Injektionen zeigten. Die Wirksamkeit des Praparates im Tiermodell lief} sich durch si-
gnifikant erhohte Hamatokrit- und Hamoglobinwerte am Ende der Injektionsreihe beweisen.
Auch im Anschlufl an die Injektionen traten keine Komplikationen auf, die beispielsweise

durch den erhohten Hamatokrit hatten verursacht werden konnen.

Im Zeitverlauf ergab sich ein Abklingen der hdmatopoietischen Wirkung des Erythropoie-

tins, so dafl die verdnderten Blutwerte 4 Wochen nach Lésion wieder normalisiert waren.
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Auch eine beschleunigte Normalisierung durch wiederholten Blutverlust wurde durch weni-
ger hiaufige Entnahmen ausgeschlossen (vergleiche hierzu nochmals Tabelle 2.3). Die Tiere
mit haufigeren Blutentnahmen zeigten keinen Unterschied im Riickgang des Hamatokrits
und Hamoglobinwertes im Vergleich mit den Tieren, denen seltener Blut entnommen wur-
de. Zum Zeitpunkt der Verhaltenstests (3 Monate nach Lésion) war folglich keine hédma-
tologische Wirkung der Therapie mehr zu erwarten. Die Blutproben, die nach den Verhal-
tenstests entnommen wurden, zeigten in Ubereinstimmung mit den Mehrfachentnahmen
keinen Unterschied zwischen den Experimentalgruppen. In den Abbildungen 3.1 und 3.2
sind die Ergebnisse der Hamatokrit- und Hamoglobinmessungen graphisch und tabellarisch

dargestellt.

Signifikant verdnderte Werte sind durch Fettdruck markiert, das Signifikanzniveau fiir den
durchgefiihrten t-Test betrug 5 %.

Naiv + EPO Naiv (keine Injektionen)

Woche | Hamatokrit [%] | Hamoglobin [g/dI] | Hamatokrit [%] | Hamoglobin [g/dl]
0 56.50 + 2.77 19.00 + 1.02 38.42 + 0.91 14.56 £+ 0.25
2 41.33 + 1.33 15.25 + 0.28 37.00 + 1.08 13.68 £ 0.18
4 38.22 + 2.00 13.25 £ 0.37 40.17 £ 1.82 13.67 £ 0.33
8 41.93 £ 0.67 13.37 £ 0.18 43.28 £ 0.73 13.83 £ 0.21
12 40.10 £ 1.94 13.04 £ 0.44 39.23 £ 1.20 12.90 £+ 0.37
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Abbildung 3.1: Darstellung der himatologischen Verlaufsparameter. Zeitlicher
Verlauf nach Abschluf} der Injektionen. n=3-6, dargestellt sind Mittelwerte + SE; signi-
fikante Unterschiede sind durch Fettdruck kenntlich gemacht, (*) indiziert p<0.05 .
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’ Protokoll 1 Protokoll 2 Protokoll 3 Protokoll 1 Protokoll 2 Protokoll 3
Protokoll | Gruppe Hamatokrit [%] | Hamoglobin [g/dl]
Naiv 41.74 £ 1.73 12.80 + 0.29
1 Naiv + Placebo 44,10 + 1.31 13.11 + 0.37
Naiv + EPO 43.81 £+ 2.33 12.90 £ 0.48
Naiv 35.67 + 2.59 12.50 + 0.79
2 Sham + Placebo 35.96 + 2.52 12.59 + 0.86
Sham + EPO 41.63 £+ 1.60 13.65 & 0.40
Sham + Placebo 39.70 + 1.70 13.03 £+ 0.38
3 Lasion + Placebo | 42.08 £+ 1.93 13.26 + 0.40
Lasion + EPO 41.25 £ 1.76 13.03 - 0.28
3 Sham + Placebo 43.39 4+ 0.79 13.87 + 0.11
akut Lasion + Placebo | 43.50 + 0.61 13.87 + 0.16
Lasion + EPO 43.01 £ 0.79 13.80 = 0.19

Abbildung 3.2: Darstellung der hidmatologischen Parameter in den Lésions-
protokollen. Dargestellt sind die Werte der Experimentalgruppen bei Blutentnahmen
direkt nach Abschlufl der Untersuchungen, vor der Dekapitation. In den Diagrammen
sind die Werte der akuten Experimentalgruppe nicht abgebildet. n=10 fiir jede Gruppe;

alle Werte sind Mittelwerte + SE, es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.

3.2 Verhaltensbiologie

In diesem Abschnitt sollen die Ergebnisse der Verhaltenstestung dargestellt werden. Eine

Zusammenstellung von Abbildungen und wichtigen Versuchsparametern mit Ergebnissen
der statistischen Auswertung in Tabellenform ab Seite 41 dient der Vollstéandigkeit. Auf

eine ausdriickliche Erwiahnung nicht signifikanter Unterschiede wird deshalb im Folgenden

verzichtet.

Protokoll 1 Auf den Seiten 41 ff. werden die Auswirkungen der Injektionen nach Pro-
tokoll 1 gezeigt. In der ANOVA zeigten sich keine Gruppenunterschiede dadurch, dafl die



ERGEBNISSE 39

Tiere im Alter von 4 Wochen fiir 2 Wochen jeden zweiten Tag injiziert wurden. Auffallig
sind allein die paarweisen t-Tests der Zeitanteile im Probe-Trial des Morris-Water-Maze-
Tests. Die Tiere, die mit Placebo injiziert wurden, verbrachten durchschnittlich am meisten
Zeit in dem Quadranten links des Zielquadranten. Einzig die mit EPO injizierten Tiere
verbrachten signifikant mehr Zeit im Zielquadranten als in allen anderen Quadranten; die

Kontrollgruppe nicht injizierter Tiere tat dies jedoch nicht.

Protokoll 2 Fiir die Kontrolle der Operations- und Injektionsauswirkungen in Protokoll
2 werden die Ergebnisse ab Seite 46 dargestellt. Auch hier zeigten sich wenig Effekte der
sotreBkomponente” des Experimentes. Die Ergebnisse der durchgefiihrten einfaktoriellen
ANOVA ergaben keine Gruppenunterschiede. Erwartungsgeméf zeigten die Tiere Lernver-
halten im Sinne der Definitionen sowohl in der Furchtkonditionierung und Préferenz fiir
den Zielquadranten im Probe-Trial des Water-Maze-Tests nach Morris, das im Falle der

Gruppe Sham + Placebo knapp das Signifikanzniveau von 5% verfehlte.

Protokoll 3 nach Abschlufl der Injektionen Die Daten der Tiere nach Protokoll 3,
die direkt nach den Injektionen im Alter von 6 Wochen getestet wurden, sind auf den
Seiten 51 ff. dargestellt. Die sehr jungen Tiere zeigten sich aufgrund der hohen motorischen
Aktivitdt nur begrenzt fiir die verhaltensbiologischen Tests geeignet. Im Rotarod hielten
sie sich bereits am ersten Tag sehr lange auf der Walze, so daf§ ein Lerneffekt am zweiten
Tag nicht darstellbar war. Auch die nicht abgebildete Gesamtdistanz im Open-field war
gegeniiber den anderen Experimenten erhcht, ebenso das Explorationsverhalten im Hole-
Board. Im Morris-Water-Maze-Test zeigten die Tiere im Zeitverlauf durchaus Lernverhalten
und verkiirzten die Latenz bis zum Erreichen der Plattform, im Probe-Trial zeigte jedoch

keine der Gruppen eine Préferenz fiir den Zielquadranten.

Protokoll 3 nach 3 Monaten Wurden die Tiere nach Protokoll 3 erst nach 3 Monaten
getestet (Abbildungen ab Seite 56), so zeigten sich Auswirkungen der Lésion. Im Hole-
Board zeigten die Lésionstiere mit Placebo eine erhéhte Exploration, signifikant erhoht ge-
geniiber den Lasionstieren mit EPO, aber nicht signifikant gegeniiber den Sham-Kontrollen.
Ein &hnliches Bild ergab sich fiir die Zeitanteile in den Arealen des Elevated-Plus-Maze. Die
placebo-behandelten Lésionstiere verbrachten mehr Zeit in den offenen Armen, signifikant

erhoht gegeniiber den EPO-behandelten Lésionstieren.
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Ein Lésionseffekt ergab sich auch im Falle des prozentualen Anteils der Eintritte in die offe-
nen Arme an den Gesamteintritten in Arme. Dieser Parameter wird als der Hauptindikator
fiir angstverwandte Verhaltensweisen angesehen. Die Zahl der Gesamteintritte in Arme ist
hingegen ein Ma# fiir die motorische Aktivitdat. Die motorische Grundaktivitéit unterschied
sich in den Gruppen nicht, jedoch explorierten die Tiere der Gruppe Lésion + Placebo
signifikant haufiger als alle anderen die offenen Arme. Die mit EPO behandelten Lésions-
tiere zeigten diese Verhaltensauffilligkeit ebensowenig wie die Kontrolltiere der Gruppe
Sham + Placebo. Im Hippokampus-vermittelten raumlichen Lerntest nach Morris lernten
alle Tiere die Aufgabe und zeigten eine Préferenz fiir den Zielquadranten im Probe-Trial,
auch die Furchtkonditionierung als Lerntest blieb unauffillig. Die Léasion beeintréchtig-
te also Hippokampus-Funktionen zu diesem Zeitpunkt zumindest nicht im detektierbaren

Rahmen.
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Abbildung 3.3: Rotarod- und Open-field-Daten fiir Protokoll 1. links: Rotarod-
Latenzen in Sekunden (bis zum Herunterfallen der Tiere) an zwei aufeinanderfolgenden
Tagen, rechts: Anteile des Aufenthalts in verschiedenen Arealen der Open-Field-Arena;
die Gesamtzeit betrug 5 Minuten. Dargestellt sind Daten der Tiere aus Protokoll 1 als
Mittelwert £+ SE, fiir jede Gruppe ist n=10.
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Abbildung 3.4: Darstellung des Freezing-Verhaltens in der Furchtkonditionie-
rung fiir Protokoll 1. Im Gruppenvergleich werden der Basis-Furchtlevel und das
Verhalten bei Prisentation des Kontextes sowie des Tones (Stimulus) ohne aversiven
Reiz abgebildet. Die Abwesenheit jeglicher Bewegung aufler Atmung wird als Freezing
bezeichnet. Dargestellt sind Daten der Tiere aus Protokoll 1 als Mittelwert 4+ SE, fiir
jede Gruppe ist n=10.
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Abbildung 3.5: Verlauf der Latenzen im Water-Maze-Test nach Morris bis zum
Erreichen der Plattform und Schwimmgeschwindigkeiten fiir Protokoll 1. Es
sind nur Werte fiir den Versuchsabschnitt mit unsichtbarer Plattform abgebildet, der
raumliches Lernverhalten der Tiere testet. links: Verlauf der Latenzen bis zum Erreichen
der Plattform, das Tier hatte maximal 90 Sekunden zur Verfiigung. rechts: Schwimm-
geschwindigkeiten tiber 8 Tage. Nicht dargestellt sind die ebenfalls erhobenen zuriickge-
legten Distanzen bis zum Erreichen der Plattform. Dargestellt sind Daten der Tiere aus
Protokoll 1 als Mittelwert 4+ SE, fiir jede Gruppe ist n=10.
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Abbildung 3.6: Abschlufitest im Water-Maze-Test nach Morris fiir Protokoll 1.
Im letzten Durchgang des Testes wird die Plattform entfernt, und die Tiere haben 90
Sekunden fiir die Suche. Dargestellt sind Zeitanteile in den verschiedenen Quadranten
(Balken: Zielquadrant, links, rechts und gegeniiber dem Zielquadranten gelegen); die
Linie indiziert den zu erwartenden Zufallsanteil von 25 %. Dargestellt sind Daten der
Tiere aus Protokoll 1 als Mittelwert + SE, fiir jede Gruppe ist n=10, (*) p<0.05 in
paarweisen t-Tests mit den anderen Quadranten.
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Abbildung 3.7: Anzahl der explorierten Locher im Hole-Board fiir Protokoll 1.
Wiéhrend der 3-miniitigen Testphase wird die Anzahl der explorierten Locher gezdhlt.
Dargestellt sind Daten der Tiere aus Protokoll 1 als Mittelwert + SE, fiir jede Gruppe
ist n=10.
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Abbildung 3.8: Verhalten im Elevated-Plus-Maze fiir Protokoll 1. links: Zeitan-
teile, die in den verschiedenen Arealen des Maze verbracht wurden. Ebenfalls erhobene
Distanzanteile bestétigen in allen Féllen diese Daten. rechts: Anteil der Eintritte in offene
Arme an den insgesamt betretenen Armen. Die Gesamtanzahl der betretenen Arme als
Maf fiir die motorische Aktivitdt wird in Beziehung zum Eintritt in die offenen Arme
als Parameter fiir dngstliches Verhalten gesetzt. Dargestellt sind Daten der Tiere aus
Protokoll 1 als Mittelwert 4+ SE, fiir jede Gruppe ist n=10.
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Elevated-Plus-Maze

Zeitanteil in Gesamteintritte Anteil Eintritte

offenen Armen [%] in offene Arme [%]
Naiv 4521 + 8.09 20.09 + 2.35 68.89 + 4.74
Naiv + Placebo 40.14 + 6.58 19.22 +£1.82 65.20 + 4.58
Naiv + EPO 39.34 + 7.59 20.90 + 1.95 65.87 + 5.40

(F=0.19, p=0.83) (F=0.15, p=0.86) (F=0.16, p=0.85)
Rotarod
Latenz [s]

Tag 1 Tag 2

Naiv 71.18 + 6.05 106.09 + 12.96
Naiv + Placebo 80.10 £ 6.10 101.33 £ 8.31
Naiv + EPO 88.78 + 16.14 106.22 + 18.76

(F=0.70, p=0.51) (F=0.32, p=0.73)
Open-field
Zeitanteil [%]

Peripherie Intermediar Zentrum

Naiv 90.68 + 1.40 5.76 + 0.94 3.52 +0.73
Naiv + Placebo 87.24 + 1.64 6.92 + 1.15 5.78 + 0.85
Naiv + EPO 90.44 + 1.22 5.91 + 0.87 3.58 + 0.76

(F=0.58, p=0.57) (F=0.20, p=0.82) (F=1.00, p=0.38)
Holeboard

Explorationen

Naiv 18.82 £ 2.53
Naiv + Placebo 13.11 4+ 2.02
Naiv + EPO 15.60 + 1.86

(F=1.70, p=0.20)
Furchtkonditionierung
Freezing-Zeitanteil [%]

Basis Kontext Stimulus

Naiv 0.00 £+ 0.00 31.47 + 3.94 60.84 + 6.84
Naiv + Placebo 0.85 + 0.85 44.44 + 8.29 77.78 + 8.45
Naiv + EPO 0.77 £ 0.77 27.69 + 6.30 73.85 + 4.62

(F=0.59, p=0.56) (F=1.91, p=0.17) (F=1.79, p=0.19)

Tabelle 3.1: Ubersicht iiber die abgebildeten Verhaltensparameter fiir Proto-

koll 1. Unter den Tabellen werden jeweils der F-Wert und die zugehorige Fehlerwahr-
scheinlichkeit p angegeben. Auf Gruppenunterschiede wurde durch einfaktorielle ANOVA
getestet; das Signifikanzniveau betrug 5 %. Dargestellt sind Daten der Tiere aus Protokoll
1, fiir jede Gruppe ist n=10.
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Morris-Water-Maze
sichtbare Plattform

Latenz [s] Distanz [cm] Geschwindigkeit [cm/s]
Tag 1 Tag 2 Tagl Tag? Tagl Tag?
Naiv 43.02 17.33 719.89 331.96 18.13  19.62
Naiv + Placebo  33.31 24.63 610.47 425.96 19.12  20.24
Naiv + EPO 46.41 20.28 771.62 398.77 16.96 21.17

unsichtbare Plattform

Latenz [s]

Tag 1 Tag?2 Tag3 Tag4 Taghb Tagb6 Tag7 Tag8
Naiv 58.97 61.57 38.20 42.17 3528 2534 28.84 27.50
Naiv + Placebo  45.92 4750 5093 36.07 3043 36.64 3596 32.79
Naiv + EPO 40.58 3253 3166 2335 2584 2230 21.29 16.80

Distanz [cm]

Tag 1 Tag2 Tag3 Tag4 Taghb Tagb6 Tag7 Tags
Naiv 1028.33 952.93 573.96 702.20 536.53 352.75 458.59 458.50
Naiv + Placebo  823.65 708.04 717.26 462.43 37447 556.64 539.13 476.26
Naiv + EPO 738.03 580.38 558.75 420.55 476.04 430.19 423.39 310.52

Geschwindigkeit [cm/s]
Tag 1 Tag2 Tag3 Tag4 Taghb Tagb6 Tag7 Tag$8

Naiv 17.73 1592 1743 17.78 1598 1592 15.04 17.71
Naiv + Placebo  18.70 16.01 16.19 1649 17.28 17.27 1839 20.68
Naiv + EPO 19.24 18.24  20.47 21.07 19.64 18.88 20.97 19.53
Probetrial
Zeitanteil [%]
Ziel links rechts gegeniiber

Naiv 33.71 £3.82 3285+ 4.06 13.49 +1.37 19.91 £+ 2.62

Naiv + Placebo 2958 + 530 39.70 £ 6.30 6.34 +1.78 24.34 + 6.87

Naiv + EPO 40.09 + 2.83 2770 +£1.91 11.76 +2.36 20.39 + 2.83

siehe Abb.3.6 S.42

Tabelle 3.2: Evaluierte -Parameter des Morris-Water-Maze-Tests fiir
Protokoll 1. oben: Darstellung des Versuchsabschnittes mit sichtbarer Plattform {iber 2
Tage. Mitte: Verlauf der Parameter iiber 8 Tage mit unsichtbarer Plattform. Auf Grup-
penunterschiede wurde durch ANOVA mit Mewiederholung getestet. unten: Das Such-
verhalten im Probe-Trial wurde durch Registrierung von Zeit- und Distanzanteilen (nicht
dargestellt) im Zielquadranten beschrieben. Der Zielquadrant wurde paarweise im t-Test
mit den anderen Quadranten verglichen. Das Signifikanzniveau fiir alle Tests war 5 %; si-
gnifikante Unterschiede sind fett gedruckt. Dargestellt sind Daten der Tiere aus Protokoll
1, fiir jede Gruppe ist n=10.
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Abbildung 3.9: Rotarod- und Open-field-Daten fiir Protokoll 2. links: Rotarod-
Latenzen in Sekunden (bis zum Herunterfallen der Tiere) an zwei aufeinanderfolgenden
Tagen. rechts: Anteile des Aufenthalts in verschiedenen Arealen der Open-Field-Arena;
die Gesamtzeit betrug 5 Minuten. Dargestellt sind Daten der Tiere aus Protokoll 2 als
Mittelwert £+ SE, fiir jede Gruppe ist n=10.
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Abbildung 3.10: Darstellung des Freezing-Verhaltens in der Furchtkonditio-
nierung fiir Protokoll 2. Im Gruppenvergleich werden der Basis-Furchtlevel und das
Verhalten bei Prisentation des Kontextes sowie des Tones (Stimulus) ohne aversiven
Reiz abgebildet. Die Abwesenheit jeglicher Bewegung aufler Atmung wird als Freezing
bezeichnet. Dargestellt sind Daten der Tiere aus Protokoll 2 als Mittelwert 4+ SE, fiir
jede Gruppe ist n=10.
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Abbildung 3.11: Verlauf der Latenzen im Water-Maze-Test nach Morris bis zum
Erreichen der Plattform und Schwimmgeschwindigkeiten fiir Protokoll 2. Es
sind nur Werte fiir den Versuchsabschnitt mit unsichtbarer Plattform abgebildet, der
raumliches Lernverhalten der Tiere testet. links: Verlauf der Latenzen bis zum Erreichen
der Plattform, das Tier hatte maximal 90 Sekunden zur Verfiigung. rechts: Schwimm-
geschwindigkeiten tiber 8 Tage. Nicht dargestellt sind die ebenfalls erhobenen zuriickge-
legten Distanzen bis zum Erreichen der Plattform. Dargestellt sind Daten der Tiere aus
Protokoll 2 als Mittelwert 4+ SE, fiir jede Gruppe ist n=10.

I Ziclquadrant
[ Jandere Quadranten

Zeitanteil im Quadranten [%]

Naj,

Sh Sh
am - p lacep, s Erg

Abbildung 3.12: Abschluflitest im Water-Maze-Test nach Morris fiir Protokoll 2.
Im letzten Durchgang des Testes wird die Plattform entfernt, und die Tiere haben 90
Sekunden fiir die Suche. Dargestellt sind Zeitanteile in den verschiedenen Quadranten
(Balken: Zielquadrant, links, rechts und gegeniiber dem Zielquadranten gelegen); die
Linie indiziert den zu erwartenden Zufallsanteil von 25 %. Dargestellt sind Daten der
Tiere aus Protokoll 2 als Mittelwert + SE, fiir jede Gruppe ist n=10, (*) p<0.05 in
paarweisen t-Tests mit anderen Quadranten.
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Abbildung 3.13: Anzahl der explorierten Locher im Hole-Board fiir Protokoll 2.
Wiéhrend der 3 miniitigen Testphase wird die Anzahl der explorierten Locher gezdhlt.
Dargestellt sind Daten der Tiere aus Protokoll 2 als Mittelwert + SE, fiir jede Gruppe
ist n=10.
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Abbildung 3.14: Verhalten im Elevated-Plus-Maze fiir Protokoll 2. links: Zeitan-
teile, die in den verschiedenen Arealen des Maze verbracht wurden. Ebenfalls erhobene
Distanzanteile bestétigen in allen Féllen diese Daten. rechts: Anteil der Eintritte in offene
Arme an den insgesamt betretenen Armen. Die Gesamtanzahl der betretenen Arme als
Maf fiir die motorische Aktivitdt wird in Beziehung zum Eintritt in die offenen Arme
als Parameter fiir dngstliches Verhalten gesetzt. Dargestellt sind Daten der Tiere aus
Protokoll 2 als Mittelwert &+ SE, fiir jede Gruppe ist n=10.
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Elevated-Plus-Maze

Zeitanteil in Gesamteintritte Anteil Eintritte

offenen Armen [%] in offene Arme [%]
Naiv 37.70 £ 7.49 24.22 + 3.28 40.68 + 4.90
Sham + Placebo 33.95 + 3.54 2450 + 1.16 42,74 + 3.23
Sham + EPO 39.15 £ 7.35 22.10 +£ 1.75 43.46 + 3.24

(F=0.19, p=0.83) (F=0.38, p=0.69) (F=0.14, p=0.87)
Rotarod
Latenz [s]

Tag 1 Tag 2

Naiv 100.56 + 7.85 100.22 £ 14.42
Sham + Placebo 104.40 +£ 9.74 132.80 £+ 15.35
Sham + EPO 92.00 + 10.70 124.70 + 7.95

(F=0.45, p=0.64) (F=1.67, p=0.21)
Open-field
Zeitanteil [%]

Peripherie Intermediar Zentrum

Naiv 91.49 £+ 1.33 5.48 + 0.75 297 + 0.76
Sham + Placebo 90.29 + 1.22 6.08 + 0.81 3.56 £ 0.55
Sham + EPO 91.18 + 1.26 5.01 +1.15 3.76 + 0.44

(F=0.18, p=0.84) (F=0.25, p=0.79) (F=0.47, p=0.63)
Holeboard

Explorationen

Naiv 9.78 + 2.41
Sham + Placebo 13.90 £ 2.73
Sham + EPO 12.00 £ 2.36

(F=0.66, p=0.53)
Furchtkonditionierung
Freezing-Zeitanteil [%]

Basis Kontext Stimulus

Naiv 0.85 + 0.85 31.62 + 7.30 74.36 + 7.36
Sham + Placebo 1.54 +1.03 28.46 + 8.74 81.54 + 4.32
Sham + EPO 231 + 1.64 30.77 + 5.38 72.31 + 6.20

(F=0.34, p=0.72) (F=0.05, p=0.95) (F=0.67, p=0.52)

Tabelle 3.3: Ubersicht iiber die abgebildeten Verhaltensparameter fiir Proto-

koll 2. Unter den Tabellen werden jeweils der F-Wert und die zugehorige Fehlerwahr-
scheinlichkeit p angegeben. Auf Gruppenunterschiede wurde durch einfaktorielle ANOVA
getestet, das Signifikanzniveau betrug 5 %. Dargestellt sind Daten der Tiere aus Protokoll
2, fiir jede Gruppe ist n=10.
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Morris-Water-Maze
sichtbare Plattform

Latenz [s] Distanz [cm] Geschwindigkeit [cm/s]
Tagl Tag? Tagl Tag? Tagl Tag?
Naiv 48.22  17.49 951.43 378.15 20.18 21.79
Sham + Placebo 44.04 12.06 768.27 371.39 18.62  20.54
Sham + EPO 4393 18.23 755.10 261.47 18.79  21.49

unsichtbare Plattform

Latenz [s]

Tagl Tag2 Tag3 Tag4d4 Taghb Tagb6 Tag7 Tag8
Naiv 4289 4222 30.71 2835 2328 18.93 2037 18.39
Sham + Placebo 4935 46.65 39.74 31.43 18.68 20.18 29.18 24.78
Sham + EPO 39.06 35.72 26.08 2433 2197 17.70 21.68 13.78

Distanz [cm]

Tagl Tag2 Tag3 Tag4 Tagh Tagb6 Tag7 Tags
Naiv 868.97 800.67 62291 57520 463.64 335.06 371.21 329.57
Sham + Placebo 951.14 85254 721.56 538.57 34244 35155 538.33 489.88
Sham + EPO 797.63 670.42 493.61 430.39 42449 310.67 376.29 235.66

Geschwindigkeit [cm/s]

Tagl Tag?2 Tag3 Tag4 Tagb Tagb6 Tag7 Tag8
Naiv 21.29 1934 2064 2096 19.33 1899 17.32 18.66
Sham + Placebo 19.07 18.88 20.45 18.15 2151 1795 17.38 19.11
Sham + EPO 20.13 19.14 20.02 1953 20.01 1758 1757 17.96

Probetrial
Zeitanteil [%]
Ziel links rechts gegeniiber
Naiv 43.86 + 6.06 17.98 + 3.20 22.08 +3.80 16.03 + 3.07
Sham + Placebo  34.35 +3.46 20.19 257 2242 +£3.09 22095+ 2.17
Sham + EPO 43.85 £ 2.96 1792 +£243 2041 +£189 17.76 + 2.15

sieche Abb.3.12 S.47

Tabelle 3.4: Evaluierte Parameter des Morris-Water-Maze-Tests fiir
Protokoll 2. oben: Darstellung des Versuchsabschnittes mit sichtbarer Plattform
itber 2 Tage. Mitte: Verlauf der Parameter iiber 8 Tage mit unsichtbarer Plattform. Auf
Gruppenunterschiede wurde durch ANOVA mit MeBwiederholung getestet. unten: Das
Suchverhalten im Probe-Trial wurde durch Registrierung von Zeit- und Distanzanteilen
(nicht dargestellt) im Zielquadranten beschrieben. Der Zielquadrant wurde paarweise
im t-Test mit den anderen Quadranten verglichen. Das Signifikanzniveau fiir alle Tests
war 5 %, signifikante Unterschiede sind fett gedruckt. Dargestellt sind Daten der Tiere
aus Protokoll 2, fiir jede Gruppe ist n=10.
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Abbildung 3.15: Rotarod- und Open-field-Daten fiir Protokoll 3 nach Abschluf3
der Injektionen. links: Rotarod-Latenzen in Sekunden (bis zum Herunterfallen der
Tiere) an zwei aufeinanderfolgenden Tagen. rechts: Anteile des Aufenthaltes in verschie-
denen Arealen der Open-Field-Arena; die Gesamtzeit betrug 5 Minuten. Dargestellt sind
Daten der Tiere aus Protokoll 3 als Mittelwert + SE, fiir jede Gruppe ist n=10. Beachte
die gednderte Skalierung gegeniiber der Darstellung anderer Gruppen.
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Abbildung 3.16: Darstellung des Freezing-Verhaltens in der Furchtkonditionie-
rung fiir Protokoll 3 nach Abschlufl der Injektionen. Im Gruppenvergleich werden
der Basis-Furchtlevel und das Verhalten bei Présentation des Kontextes sowie des Tones
(Stimulus) ohne aversiven Reiz abgebildet. Die Abwesenheit jeglicher Bewegung aufler
Atmung wird als Freezing bezeichnet. Dargestellt sind Daten der Tiere aus Protokoll 3
als Mittelwert + SE, fiir jede Gruppe ist n=10.
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Abbildung 3.17: Verlauf der Latenzen im Water-Maze-Test nach Morris bis
zum Erreichen der Plattform und Schwimmgeschwindigkeiten fiir Protokoll
3 nach Abschlufl der Injektionen. Es sind nur Werte fiir den Versuchsabschnitt mit
unsichtbarer Plattform abgebildet, der rdumliches Lernverhalten der Tiere testet. links:
Verlauf der Latenzen bis zum Erreichen der Plattform, das Tier hatte maximal 90 Se-
kunden zur Verfiigung. rechts: Schwimmgeschwindigkeiten iiber 8 Tage. Nicht dargestellt
sind die ebenfalls erhobenen zuriickgelegten Distanzen bis zum Erreichen der Plattform.
Dargestellt sind Daten der Tiere aus Protokoll 3 als Mittelwert + SE, fiir jede Gruppe
ist n=10.
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Abbildung 3.18: Abschlufitest im Water-Maze-Test nach Morris fiir Protokoll 3
nach Abschlufl der Injektionen. Im letzten Durchgang des Testes wird die Plattform
entfernt und die Tiere haben 90 Sekunden fiir die Suche. Dargestellt sind Zeitanteile in
den verschiedenen Quadranten (Balken: Zielquadrant, links, rechts und gegeniiber dem
Zielquadranten gelegen), die Linie indiziert den zu erwartenden Zufallsanteil von 25 %.
Dargestellt sind Daten der Tiere aus Protokoll 3 als Mittelwert + SE, fiir jede Gruppe
ist n=10.
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Abbildung 3.19: Anzahl der explorierten Locher im Hole-Board fiir Protokoll 3
nach Abschluf der Injektionen. Wihrend der 3 miniitigen Testphase wird die Anzahl
der explorierten Locher gezéhlt. Dargestellt sind Daten der Tiere aus Protokoll 3 als
Mittelwert £ SE, fiir jede Gruppe ist n=10. Beachte die gednderte Skalierung aufgrund
der hohen Aktivitdt der jungen Tiere.
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Abbildung 3.20: Verhalten im Elevated-Plus-Maze fiir Protokoll 3 nach Ab-
schlufl der Injektionen. links: Zeitanteile, die in den verschiedenen Arealen des Maze
verbracht wurden. Ebenfalls erhobene Distanzanteile bestétigen in allen Féllen diese Da-
ten. rechts: Anteil der Eintritte in offene Arme an den insgesamt betretenen Armen. Die
Gesamtanzahl der betretenen Arme als Maf fiir die motorische Aktivitiat wird in Bezie-
hung zum Eintritt in die offenen Arme als Parameter fiir &ngstliches Verhalten gesetzt.
Dargestellt sind Daten der Tiere aus Protokoll 3 als Mittelwert = SE, fiir jede Gruppe
ist n=10.
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Elevated-Plus-Maze

Zeitanteil in Gesamteintritte Anteil Eintritte
offenen Armen [%] in offene Arme [%]
Sham + Placebo 23.31 £ 2.27 28.60 + 1.8 46.71 + 3.78
Lasion + Placebo 23.10 £ 3.41 30.30 £ 1.65 49.79 £+ 3.44
Lasion + EPO 30.32 + 4.90 32.60 + 1.07 49.02 + 1.67
(F=1.24, p=031) (F=1.20, p=0.32) (F=0.27, p=0.77)
Rotarod
Latenz [s]

Tag 1

Tag 2

Sham + Placebo
Lasion + Placebo

113.60 £ 16.72
165.80 £ 11.37

171.50 £ 29.72
157.30 £ 14.79

Lasion + EPO 109.00 + 16.70 131.50 + 15.26

(F=4.34, p=0.02) (F=0.92, p=0.41)

siehe Abb.3.15 S.51
Open-field
Zeitanteil [%]

Peripherie Intermediar Zentrum

Sham + Placebo 86.64 + 1.81 0.46 + 1.31 3.85 + 0.53
Lasion + Placebo 86.13 + 1.65 0.98 + 1.34 3.84 £ 0.46
Lision + EPO 87.04 + 0.99 8.82 £ 1.12 4.09 +£0.32

(F=0.09, p=0.92) (F=0.21, p=0.81) (F=0.11, p=0.90)
Holeboard

Explorationen

Sham + Placebo 29.80 + 5.05
Lasion + Placebo 30.20 £+ 4.09
Lasion + EPO 31.30 4+ 4.50

(F=0.03, p=0.97)
Furchtkonditionierung
Freezing-Zeitanteil [%]

Basis Kontext Stimulus

Sham + Placebo 2.31 +£1.18 36.15 + 7.26 80.00 + 4.89
Lasion + Placebo 3.08 £ 1.26 43.85 + 8.19 78.46 £ 6.76
Lasion + EPO 9.23 £+ 3.59 36.15 £+ 6.98 71.54 + 8.27

(F=2.73, p=0.08)  (F=0.35, p=0.71) (F=0.44, p=0.65)

Tabelle 3.5: Ubersicht iiber die abgebildeten Verhaltensparameter fiir Proto-

koll 3 nach Abschluf der Injektionen. Unter den Tabellen werden jeweils der F-Wert
und die zugehorige Fehlerwahrscheinlichkeit p angegeben. Auf Gruppenunterschiede wur-
de durch einfaktorielle ANOVA getestet, das Signifikanzniveau betrug 5 %; signifikante
Unterschiede sind fett gedruckt. Dargestellt sind Daten der Tiere aus Protokoll 3, fiir
jede Gruppe ist n=10.
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Morris-Water-Maze
sichtbare Plattform

Latenz [s] Distanz [cm] Geschwindigkeit [cm/s]
Tagl Tag?2 Tagl Tag?2 Tagl Tag?2
Sham + Placebo  21.76 9.33 495.24 188.94 21.82 19.82
Lasion + Placebo 32.03  17.13 608.89 282.28 21.25  17.97
Lasion + EPO 2222 10.83 457.02 209.36 22.34 18.96

unsichtbare Plattform

Latenz [s]

Tagl Tag?2 Tag3 Tag4 Tagb Tagb6 Tag7 Tag8
Sham + Placebo  49.45 57.30 55.32 4930 46.33 33.42 3358 29.73
Lasion + Placebo 53.89 53.49 60.73 3499 36.69 34.83 2453 2422
Lasion + EPO 42.14 5224 4494 4696 36.18 29.27 29.73 23.75

Distanz [cm]

Tagl Tag?2 Tag3 Tag4d4 Taghb Tagb6 Tag7 Tag8
Sham + Placebo  890.29 892.60 869.50 784.72 766.23 484.70 536.88 474.54
Lasion + Placebo 922.47 813.95 915.32 576.18 583.68 551.96 325.14 328.82
Lision + EPO 796.17 909.06 784.11 793.78 606.90 520.76 537.43 421.09

Geschwindigkeit [cm/s]

Tagl Tag2 Tag3 Tag4 Taghb Tag6 Tag7? Tag$
Sham + Placebo  18.67 15.64 16.05 16.63 16.29 16.03 16.02 15.53
Lasion + Placebo 17.67 1446 1510 1562 1464 1435 12.88 1241
Lasion + EPO 1841 1726 1762 1728 1620 1761 17.02 16.81

Probetrial
Zeitanteil [%]
Ziel links rechts gegeniiber
Sham + Placebo  31.40 + 423 2136 + 1.15 20.40 + 3.10 26.78 + 4.93
Lasion + Placebo 28.56 + 3.37 24.25 + 3.68 19.57 + 2.53 27.56 + 3.34
Lasion + EPO 28.01 +£3.71 2135+ 229 21.954 258 28.59 &+ 2.66

Tabelle 3.6: Evaluierte Parameter des Morris-Water-Maze-Tests fiir Protokoll
3 nach Abschlufl der Injektionen. oben: Darstellung des Versuchsabschnittes mit
sichtbarer Plattform iiber 2 Tage. Mitte: Verlauf der Parameter iiber 8 Tage mit unsicht-
barer Plattform. Auf Gruppenunterschiede wurde durch ANOVA mit Mefwiederholung
getestet. unten: Das Suchverhalten im Probe-Trial wurde durch Registrierung von Zeit-
und Distanzanteilen (nicht dargestellt) im Zielquadranten beschrieben. Der Zielquadrant
wurde paarweise im t-Test mit den anderen Quadranten verglichen. Das Signifikanzni-
veau fiir alle Tests war 5%. Dargestellt sind Daten der Tiere aus Protokoll 3, fiir jede
Gruppe ist n=10.
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Abbildung 3.21: Rotarod- und Open-field-Daten fiir Protokoll 3 nach 3 Mona-
ten. links: Rotarod-Latenzen in Sekunden (bis zum Herunterfallen der Tiere) an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen. rechts: Anteile des Aufenthalts in verschiedenen Arealen der
Open-Field-Arena; die Gesamtzeit betrug 5 Minuten. Dargestellt sind Daten der Tiere
aus Protokoll 3 als Mittelwert + SE, fiir jede Gruppe ist n=10.
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Abbildung 3.22: Darstellung des Freezing-Verhaltens in der Furchtkonditio-
nierung fiir Protokoll 3 nach 3 Monaten. Im Gruppenvergleich wird der Basis-
Furchtlevel und das Verhalten bei Priasentation des Kontextes sowie des Tones (Stimulus)
ohne aversiven Reiz abgebildet. Die Abwesenheit jeglicher Bewegung auler Atmung wird
als Freezing bezeichnet. Dargestellt sind Daten der Tiere aus Protokoll 3 als Mittelwert
+ SE, fiir jede Gruppe ist n=10.
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Abbildung 3.23: Verlauf der Latenzen im Water-Maze-Test nach Morris bis zum
Erreichen der Plattform und Schwimmgeschwindigkeiten fiir Protokoll 3 nach
3 Monaten. Es sind nur Werte fiir den Versuchsabschnitt mit unsichtbarer Plattform
abgebildet, der rdumliches Lernverhalten der Tiere testet. links: Verlauf der Latenzen bis
zum Erreichen der Plattform, das Tier hatte maximal 90 Sekunden zur Verfiigung. rechts:
Schwimmgeschwindigkeiten iiber 8 Tage. Nicht dargestellt sind die ebenfalls erhobenen
zuriickgelegten Distanzen bis zum Erreichen der Plattform. Dargestellt sind Daten der
Tiere aus Protokoll 3 als Mittelwert + SE, fiir jede Gruppe ist n=10.
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Abbildung 3.24: Abschluflitest im Water-Maze-Test nach Morris fiir Protokoll 3
nach 3 Monaten. Im letzten Durchgang des Testes wird die Plattform entfernt und die
Tiere haben 90 Sekunden fiir die Suche. Dargestellt sind Zeitanteile in den verschiede-
nen Quadranten (Balken: Zielquadrant, links, rechts und gegeniiber dem Zielquadranten
gelegen); die Linie indiziert den zu erwartenden Zufallsanteil von 25 %. Dargestellt sind
Daten der Tiere aus Protokoll 3 als Mittelwert + SE, fiir jede Gruppe ist n=10, (*)
p<0.05 in paarweisen t-Tests mit den anderen Quadranten.
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Abbildung 3.25: Anzahl der explorierten Locher im Hole-Board fiir Protokoll 3
nach 3 Monaten. Wiahrend der 3 miniitigen Testphase wird die Anzahl der explorierten
Locher gezéhlt. Dargestellt sind Daten der Tiere aus Protokoll 3 als Mittelwert + SE,
fiir jede Gruppe ist n=10, (*) p<0.05 im post-hoc Test nach Duncan.
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Abbildung 3.26: Verhalten im Elevated-Plus-Maze fiir Protokoll 3 nach 3 Mo-
naten. links: Zeitanteile, die in den verschiedenen Arealen des Maze verbracht wurden.
Ebenfalls erhobene Distanzanteile bestédtigen in allen Féllen diese Daten. rechts: Anteil
der Eintritte in offene Arme an den insgesamt betretenen Armen. Die Gesamtanzahl der
betretenen Arme als Maf fiir die motorische Aktivitat wird in Beziehung zum Eintritt in
die offenen Arme als Parameter fiir &ngstliches Verhalten gesetzt. Dargestellt sind Daten
der Tiere aus Protokoll 3 als Mittelwert + SE, fiir jede Gruppe ist n=10, (*) p<0.05 im
post-hoc Test nach Duncan.
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Elevated-Plus-Maze

Zeitanteil in

offenen Armen [%]

Gesamteintritte

Anteil Eintritte
in offene Arme [%]

Sham + Placebo 49.45 + 5.97 22,50 + 2.13 58.11 + 3.69
Lasion + Placebo 61.63 £+ 6.79 19.20 + 2.39 72.49 £+ 3.75
Lision + EPO 35.73 + 7.89 22.40 + 1.44 55.08 + 4.82

(F=3.49, p=0.045) (F=0.86, p=0.44) (F=5.10, p=0.013)

siche Abb.3.26 Seite 58
Rotarod
Latenz [s]

Tag 1 Tag 2
Sham + Placebo 87.10 £ 8.63 103.40 £ 11.99
Lasion 4 Placebo 103.90 + 8.80 134.90 + 10.46
Lision + EPO 84.30 + 7.50 117.60 + 10.13
(F=1.62, p=0.22) (F=2.10, p=0.14)
Open-field
Zeitanteil [%]
Peripherie Intermediar Zentrum
Sham + Placebo 92.85 + 1.63 477 +£1.10 2.29 + 0.60
Lasion + Placebo 91.80 + 1.29 5.53 + 0.56 2.61 + 0.97
Lision + EPO 89.97 + 1.93 6.34 + 1.69 3.64 +1.11
(F=0.80, p=0.46) (F=0.42, p=0.66) (F=0.59, p=0.56)
Holeboard
Explorationen

Sham + Placebo 13.90 + 1.05
Lasion 4+ Placebo 17.30 £+ 2.39
Lision + EPO 9.1 +285

(F=3.40, p=0.048)

siehe Abb.3.25 S.58
Furchtkonditionierung
Freezing-Zeitanteil [%]

Basis Kontext Stimulus

Sham + Placebo 1.54 + 1.03 40.00 + 5.71 73.08 + 7.09
Lasion + Placebo 3.07 £ 1.70 45.38 + 5.13 85.38 £+ 3.53
Lision + EPO 0.77 + 0.77 26.15 + 6.51 84.62 + 4.87

(F=0.91, p=0.41)

(F=0.16, p=0.86)

(F=1.65, p=0.21)

Tabelle 3.7: Ubersicht iiber die abgebildeten Verhaltensparameter fiir Proto-
koll 3 nach 3 Monaten. Unter den Tabellen wird jeweils der F-Wert und die zugehorige
Fehlerwahrscheinlichkeit p angegeben. Auf Gruppenunterschiede wurde durch einfaktori-
elle ANOVA getestet, das Signifikanzniveau betrug 5 %. Dargestellt sind Daten der Tiere
aus Protokoll 3, fiir jede Gruppe ist n=10. Fett markiert sind signifikant unterschiedliche

Werte.
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Morris-Water-Maze
sichtbare Plattform

Latenz [s] Distanz [cm] Geschwindigkeit [cm/s]
Tag 1 Tag 2 Tagl Tag?2 Tagl Tag?2
Sham + Placebo 39.40 23.92 750.71 468.49 2235 2152
Lasion + Placebo  32.73 18.27 634.74 403.65 21.90 23.65
Lasion + EPO 28.95 19.61 543.92 376.77 19.88  20.50

unsichtbare Plattform

Latenz [s]

Tag 1 Tag2 Tag3 Tag4d4 Taghb Tagb6 Tag7 Tagl
Sham + Placebo 50.09 49.49 3630 30.81 2792 3214 1641 11.24
Lasion + Placebo  59.18 4424 2923 2293 2651 26.67 28.07 21.16
Lasion + EPO 35.29 4187 30.23 2642 2580 21.62 2279 1341

Distanz [cm]

Tag 1 Tag2 Tag3 Tag4 Taghb Tagb Tag7 Tags
Sham + Placebo  916.42 828.95 547.73 44415 460.49 562.26 307.46 212.51
L3sion + Placebo 1184.10 854.75 578.97 439.21 520.93 521.49 533.04 398.03
Lasion + EPO 682.86 769.75 556.92 485.31 517.13 383.49 415.65 22249

Geschwindigkeit [cm/s]

Tag 1 Tag2 Tag3 Tag4 Taghb Tag6 Tag7 Tags8
Sham + Placebo 21.98 17.33 1758 1777 20.11 16.22 1842 21.78
Lasion + Placebo  21.38 2056 21.73 19.66 19.77 19.14 18.65 17.93

Lasion + EPO 20.27 18.08 1798 18.11 19.22 17.37 1856 19.11
Probetrial
Zeitanteil [%]
Ziel links rechts gegeniiber

Sham + Placebo 41.61 = 3.11 2234 +£2.09 16.12 4+ 3.37 19.81 £ 1.57
Lasion + Placebo  38.04 4+ 3.36 2153 4+ 350 20.16 +2.62 20.08 & 3.09
Lasion + EPO 43.05 & 3.57 18.07 +1.84 18.70 &2.20 19.98 4 1.97

sieche Abb.3.24 S.57

Tabelle 3.8: Evaluierte Parameter des Morris-Water-Maze-Tests fiir Protokoll
3 nach 3 Monaten. oben: Darstellung des Versuchsabschnittes mit sichtbarer Plattform
iitber 2 Tage. Mitte: Verlauf der Parameter iiber 8 Tage mit unsichtbarer Plattform. Auf
Gruppenunterschiede wurde durch ANOVA mit MeBwiederholung getestet. unten: Das
Suchverhalten im Probe-Trial wurde durch Registrierung von Zeit- und Distanzanteilen
(nicht dargestellt) im Zielquadranten beschrieben. Der Zielquadrant wurde paarweise im
t-Test mit den anderen Quadranten verglichen. Das Signifikanzniveau fiir alle Tests war
5 %; signifikante Unterschiede sind fett gedruckt. Dargestellt sind Daten der Tiere aus
Protokoll 3, fiir jede Gruppe ist n=10.
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3.3 Magnetresonanztomographie

3.3.1 Darstellung der Léision

Abbildung 3.27: Darstellung der Kilteldsion in der MRT. Abgebildet sind T;-
gewichtete Bilder einer 3D FLASH MRT. links: tangentialer Schnitt an den Kortex eines
lasionierten Tieres. rechts: Die Pfeile deuten auf die Lésion, wie sie sich im sagittalen
(oben) und coronaren Schnittbild (unten) darstellt.

Zur qualitativen Beurteilung der Léasion wurde geblindet ein Vorhandensein im Transver-
salschnitt beurteilt. Von den 7 Léasionen + Placebo wurden alle erkannt, von den 7 Lésionen
-+ EPO nur 5. Ein Tier der Gruppe Sham + Placebo wurde falschlicherweise als Léasionstier

mit falsch positionierter Lésion klassifiziert.

Im Tangentialschnitt waren alle Lasionen (n=14) darstellbar, und bei keinem nicht-lésio-

nierten Tier war eine Lasion nachweisbar. Auch das oben genannte falsch klassifizierte Tier
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war eindeutig als nicht lédsioniert zuzuordnen. Die Position der Lésion war reproduzierbar

rechts-parietal und die Morphologie nur bei einem der Tiere verdndert. Dieses Tier war in

den Transversalschnitten als nicht-ldsioniert klassifziert worden und in der Gruppe Lision

+ EPO.

Abbildung 3.28: Darstellung von Kontrolltieren im MRT. links in einer corona-
ren Schnittfithrung, rechts ein exemplarischer Transversalschnitt, in dem die Volumetrie
durchgefiihrt wurde.

3.3.2 Volumetrie

Die Ergebnisse der Volumetrie in den T;-gewichteten Bildern der 3D FLASH MRT ist fol-
gend in Tabelle 3.9 dargestellt. Fiir jede Grupe ist n=7, dargestellt sind Mittelwerte + SE.

Gruppe Hirnvolumen  Ventrikelvolumen Hippokampus-
[mm?] (%] volumen [%]
Naiv 310.46 + 5.33 2.66 + 0.19 3.78 £ 0.12
Naiv + Placebo  308.11 4+ 4.01 3.38 £ 0.48 3.75 £ 0.06
Naiv + EPO 314.00 £ 4.73 3.25 + 0.34 3.73 £ 0.11
Sham + Placebo 307.01 4+ 2.60 2.32 + 0.18 3.85 + 0.07
Sham + EPO 312.83 £+ 4.80 2.34 + 0.26 3.93 +£ 0.09
Léasion + Placebo 310.41 4+ 4.52 2.67 + 0.26 4.10 £ 0.10
Lasion + EPO  303.69 + 4.32 2.73 + 0.15 3.81 £+ 0.10

Prozent des Gesamthirnvolumens

Tabelle 3.9: Volumetrische Ergebnisse im Gruppenvergleich
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Es ergaben sich in der durchgefithrten ANOVA keine Gruppenunterschiede im Hinblick
auf diese Parameter. Ebenfalls nicht signifikant waren Seitenvergleiche der Volumen von
Hippokampus und Ventrikel im individuellen Vergleich. Die Volumen wurden im Hinblick
auf eventuelle Abhéngigkeiten vom Gesamthirnvolumen zu diesem in Beziehung gesetzt

und als prozentuale Anteile behandelt.

Ein Tier wurde aus der Gruppe Lésion + Placebo ausgeschlossen, da der Hydrozephalus
extrem war und eine direkte Verursachung durch die Lésion nicht als wahrscheinlich ange-
sehen wurde. Im Vergleich zur obigen Tabelle die Werte dieses Tieres: Gesamthirnvolumen
334.25 mm?, Ventrikelvolumen 16.90 %, Hippokampus-Volumen 4.08 %. Bei dem Stamm
C57BL/6J ist ein Hydrozephalus als kongenitale Fehlbildung bei 1-3 % der Neugeborenen
beschrieben (Dagg 1966, 309-328).

3.4 Routinefirbungen und Zellzahl

Abbildung 3.29: Routinefirbung des Mausgehirns. Dargestellt ist links ein re-
prasentativer Schnitt in Himatoxylin-Eosin-Farbung auf Hohe der Lésion (*), rechts eine

Cresyl-Violett-Farbung 1.64 mm posterior des Bregmas, entnommen aus dem koronalen
C57BL/6-Atlas der Mouse Brain Library (Rosen et al. 2000).

Auf den Hamatoxylin-Eosin-Farbungen wurden das Vorhandensein der Lésion und ihre Lo-
kalisation iiberpriift. Die Auswertung ergab eine korrekte Lésionslokalisation im Vergleich
mit dem Atlas der Mouse Brain Library (Rosen et al. 2000), wie in Abbildung 3.29 zu
sehen ist. Damit wurden die Ergebnisse der Magnetresonanztomographie durch konventio-
nelle Methoden bestétigt.
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Die Auswertung der Zellzahlen in der Hilus-Region des Gyrus dentatus ergaben fiir das Pro-
tokoll 3 (3 Monate nach Lésion) eine signifikante Reduktion der Zellzahl durch die Lésion,
sowohl auf der ipsi- wie auch auf der zur Lésion kontralateralen Hirnseite. Diese Redukti-
on konnte von der durchgefiihrten EPO-Applikation wirkungsvoll verhindert werden; die
Zellzahlen blieben in der Gruppe Lésion + EPO auf Kontrollniveau, wie in Abbildung 3.30

zu sehen ist.
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Abbildung 3.30: Zellzahlen der Hilus-Region des Gyrus dentatus. links: Darstel-
lung der Zellzahlen pro mm? der ipsilateralen Hilus-Region des Gyrus dentatus 3 Monate
nach Lésion und Verum- oder Placebotherapie, ausgewertet auf Hohe des dorsalen Hip-
pokampus an 6-8 Gewebsschnitten pro Tier. n=7 fiir Sham + Placebo und Lésion +
EPO, n=6 fiir Lésion + Placebo. rechts: die entsprechende Darstellung fiir das kontrala-
terale Hirnareal. Die Markierungen (*) zeigen einen Gruppenunterschied in der ANOVA
auf beiden Seiten des Gehirns. Der post-hoc Test nach Duncan zeigte eine Reduktion der
Zellzahl nur fiir die Gruppe Lésion + Placebo, p<0.05 .

3.5 Blut-Hirn-Schrankenfunktion

In der akuten Phase trat blauer Farbstoff innerhalb einer halben Stunde bei allen Tieren
(n=8) iiber die Blut-Hirn-Schranke und zeigte unabhéngig von der Therapie mit Erythro-

poietin oder Placebo eine gestorte Funktion an. Im Falle der Injektion nach 24 Stunden trat
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nur bei wenigen Tieren innerhalb von 30 Minuten Farbstoff {iber. Ein Tier der Placebo-
Gruppe zeigte keinen Farbstoff, die anderen eine sehr dezente Anfarbung des Gewebes.
Immerhin 3 Tiere der EPO-Gruppe zeigten iiberhaupt keine sichtbare Lésion, ein Tier
zeigte dezente Anfiarbung. Bei Injektion nach 6 Stunden trat innerhalb von einer halben
Stunde bei keinem Tier Farbstoff iiber, aber nach weiteren 18 Stunden zeigten fast al-
le Tiere eine Anfirbung des Lésionsgebietes. Zwei Tiere der EPO-Gruppe und eines der

Placebo-Gruppe zeigten keine Anfiarbung. In der Tabelle 3.10 ist die Anzahl der geblindet

semiquantitativ klassifizierten Lisionsgrofien wiedergegeben.

Zeitpunkt der || Art der Farbstoffiibertritt
Hirnentnahme || Injektion | kein | gering | stark

akut EPO 0 3 1

Placebo 0 3 1

6 Stunden EPO 4 0 0

Placebo 4 0 0

24 Stunden EPO 3 1 0

Placebo 1 3 0

kumulativ EPO 2 1 1

24 Stunden Placebo 1 1 2

Tabelle 3.10: Grofle der Evans-Blue-Anfiarbung. Dargestellt ist die semiquantitativ
geblindet bewertete Grofle der Evans-Blue-Extravasation. Der Farbstoff wurde jeweils 30
Minuten vor Hirnentnahme injiziert, lediglich in der Kumulativ-Gruppe wurde 6 Stunden
nach Lésion injiziert und weitere 18 Stunden bis zur Hirnentnahme gewartet. n=4 pro

Gruppe zu jedem Zeitpunkt.
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Abbildung 3.31: Evans-Blue-Fiarbungen der Kéiltelédsion des Mausgehirns. oben:
Dargestellt ist die Extravasation von Evans-Blue eine Stunde nach Lésion bei einem
placebo-behandelten Tier, links oben in der Aufsicht und rechts oben in einem Coronar-
schnitt. unten: Die beiden unteren Bilder zeigen Préparate aus der Mouse Brain Library
(Rosen et al. 2000) mit Markierung des Bregmas (*) links ohne und rechts mit belassener
Kalotte. Zu beachten ist der unterschiedliche Gréflenmafistab.



67

DISKUSSION

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Auswirkungen einer neuroprotektiven Therapie mit
Erythropoietin (EPO) im Kilteldsionsmodell fiir Neurotrauma bei der Maus. Es konnte
gezeigt werden, daBl eine 14-tégige systemische EPO-Applikation sofort nach Lésion in der
Lage ist, verhaltensbiologische und histologische Auffalligkeiten zu einem spéten Zeitpunkt

nach Neurotrauma zu verhindern.

Die verwendete Verhaltensbatterie ist geeignet, die Auffilligkeiten zu charakterisieren, und
durch das Design der Studie wurde eine Abgrenzung von Artefakten durch Operation und
andere Stressoren moglich. Durch die Léasion wird ein pseudo-anxiolytisches Verhalten im
Elevated-Plus Maze induziert, welches einhergeht mit Alterationen des Explorationsver-
haltens im Sinne einer Aktivitédtssteigerung im Hole-Board Test; alle {ibrigen Tests bleiben
zu diesem Zeitpunkt unaufféllig. Die Verhaltensénderungen nach Lision sind durch EPO

reversibel.

Die funktionelle Beeintrachtigung durch die Lésion in den verhaltensbiologischen Tests
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wurde den morphologischen Auswirkungen in Histologie sowie Bildgebung und Integritét
der Blut-Hirn-Schranke gegeniibergestellt. Das Verfahren der Kilteldsion zeigt sich in die-
sem Zusammenhang als hoch standardisierbar und verursacht eine diskrete kortikale Lési-
on mit lokalem Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke. Die korrekte Lokalisation der
Lésion konnte anhand der Histologie und der Magnetresonanztomographie bestétigt wer-
den. Lisionsauswirkungen auf die Volumina von ausgewéhlten Hirnarealen (Seitenventrikel,
Hippokampus) oder das Gesamthirnvolumen konnten in der Magnetresonanztomographie
3 Monate nach Lasion nicht deutlich gezeigt werden, obwohl die unilaterale Lé&sion einen
bilateralen Verlust an pyramidalen Zellen in der Hilus-Region des Gyrus dentatus im Hip-
pokampus induziert. Dieser Verlust kann durch eine EPO-Applikation verhindert werden
und bildet somit das Korrelat zur Normalisierung der verhaltensbiologischen Auffilligkei-

ten unter Therapie.

4.2 Identifikation von Verhaltensinderungen nach

Neurotrauma

Mit der Entwicklung von gentechnischen Methoden ist die Maus als Tiermodell von gréfitem
Interesse. Die Verfahren zur Erzeugung von transgenen und Knock-Out-Tieren haben im
Gebiet der Verhaltensforschung eine Adaptation von an der Ratte etablierten Methoden
an die Maus motiviert (Crawley 2000). Mit Hilfe einer Batterie von verschiedenen Me-
thoden ist es moglich, diskrete Verhaltensdnderungen zu charakterisieren und sie in einem

Zusammenhang vieler Parameter zu betrachten.

In der vorliegenden Studie konnte nach Neurotrauma ein pseudo-anxiolytisches Verhalten
im Elevated-Plus-Maze dargestellt werden, welches nicht mit einer generellen Hyperak-
tivitdt einhergeht. Der Eintritt in die offenen Arme ist ein angstassoziierter Parameter,
wihrend die im vorliegenden Fall nicht signifikant gedinderte Anzahl der Eintritte und der
Anteil der Zeit in den offenen Armen ein aktivititsassoziierter Parameter ist (Espejo 1997).
Vorbeschrieben ist ein starker Effekt von Gewthnung und Neuartigkeit der Situation auf
das Verhalten im Elevated-Plus-Maze bei Hogg (1996), die einen Uberblick iiber viele Stu-
dien geben. Unsere Tiere zeigen durch den hohen Zeitanteil in den offenen Armen des Maze
schon ohne Lésion ein angstfreies Verhalten. Moglich ist, dafl erst durch diesen Zustand
eine Differenzierung des pseudo-anxiolytischen Effektes moglich ist, da er bei dngstlichen

Tieren, die nicht an Manipulationen gewohnt waren, nicht mefibar ist, denn diese Tiere ver-
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bringen den grofiten Teil der Zeit in den geschlossenen Armen (Riechers 2004). Vorstellbar
ist hier ein sogenannter ,Ceiling“-Effekt, der auch aus anderen Untersuchungen bekannt
ist (Hogg 1996) und der bewirkt, da§ bei sehr dngstlichen Tieren eine weitere Zunahme
des Angstverhaltens nur schwer mefibar ist. Die erhohte Explorationsaktivitat 1&8t sich
in diesem Modell auch im Hole-Board darstellen, wenn eine Therapie und das Handling
entfallen; die ldsionierten Tiere zeigen unter diesen strefifreien Bedingungen ein signifikant
erhohtes Explorationsverhalten (Riechers 2004).

Die Abwesenheit von multiplen Alterationen in den Verhaltenstests mufl in diesem Zu-
sammenhang als grofler Vorteil angesehen werden, da erst so eine Charakterisierung des
abnormen Verhaltens moglich ist. Wir konnen in unserem Modell eine intakte Motorik,
normales Lernverhalten und unverdnderte spontane Lokomotorik zeigen. Eine stéarkere Be-
eintrichtigung durch Neurotrauma wie beispielsweise bei Brines et al. (2000) 148t nur noch
ein sogenanntes , Neuroscoring“ zu, das basale Funktionen abtestet, dem aber feine Un-
terschiede wie kognitive Funktionen naturgem&fl unzugénglich sind. Wir konnten zeigen,
dafl weder die Injektionen noch die Operation in unserer Verhaltensbatterie Auffilligkeiten

erzeugen konnten; das abnorme Verhaltensmuster ist also ldsionsspezifisch.

Auch beim Menschen konnen Lésionen des zentralen Nervensystems neben schweren Sché-
den subtile Verdnderungen des Verhaltens hinterlassen (Hofman et al. 2001; Shoumitro
et al. 1999). Diese Verdnderungen sind vielfach nicht mit der Schwere der eigentlichen
Verletzung assoziiert und makroskopisch nicht darstellbar, dennoch sind die Betroffenen
stark beeintréichtigt. Auch die Priadisposition fiir psychiatrische Erkrankungen ist in die-
sem Zusammenhang interessant, da sie die langfristige Auswirkung einer Lésion impliziert
(Reekum et al. 2000; Koponen et al. 2002). Es scheint also neben akuten auch mittel- bis
langfristige Mechanismen zu geben, die — getriggert durch eine Lésion — die Vulnerabilitét
des Gehirns erhéhen und zu gestorter Funktion fithren. Wir modellieren diesen Aspekt
durch das junge Alter, in dem den M#&usen die Lésion beigebracht wird. So ergibt sich
eine lange Phase fiir Follow-up-Untersuchungen, die von Riechers (2004) bis zu 9 Monate
nach Lésion durchgefiithrt wurden. Zu diesem Zeitpunkt zeigen sich auch Beeintrachtigun-
gen des Lernverhaltens sowie volumetrische Auffélligkeiten im Sinne einer Abnahme des

Hirnvolumens (Sirén et al. 2004).
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4.3 Morphologie und Funktion

Die Morphologie des Gehirns wird durch eine Lésion nachhaltig beeinflufit, denn neben
der Primérlidsion werden die Strukturen durch zelltoxische und degenerative Vorgénge
verdndert. Art und Ausmafl der Verdnderungen konnen histologisch, also post mortem,
oder in vivo untersucht werden. Die Histologie bietet durch ihre Genauigkeit grofie Vortei-
le, wihrend In-vivo-Untersuchungen durch bildgebende Verfahren in der Lage sind, arte-
faktfrei GroBenverhéltnisse und Funktionalitét abzubilden. Mit zunehmendem Auflésungs-
vermogen ist aber auch die Magnetresonanztomographie hilfreich bei der Darstellung mi-
kroskopischer Strukturen (Benveniste und Blackband 2002; Bulte et al. 2002; Natt et al.
2002).

Beim Menschen seit langer Zeit eingesetzt, zeigt dieses Verfahren uneinheitliche Verénde-
rungen nach Neurotrauma (Besenski 2002). Beschrieben sind Hippokampus-Atrophie (Big-
ler et al. 1997), Ventrikelerweiterungen (Henry-Feugeas et al. 2000) und Hirnatrophie mit
Parenchymverlust (Verger et al. 2001). Bei vielen dieser Studien wurde versucht, bildge-
bende Verfahren als Pradiktor fiir klinische Parameter oder Progredienz der Erkrankung
einzusetzen, denn die nicht mit einer Strahlenbelastung verbundene Magnetresonanztomo-
graphie bietet den Vorteil, daf§ Longitudinaluntersuchungen ethisch vertretbar sind und

somit auch diskrete Verdnderungen dokumentierbar werden.

Wir konnten in unserem Modell drei Monate nach Kélteldsion keine volumetrischen Auffall-
igkeiten darstellen (n=7 pro Experimentalgruppe). Akute Auswirkungen sind von Schnei-
der et al. (2002) bei der Ratte beschrieben worden und zeigen eine auf der Seite der Lésion
betonte Ausbreitung des Odems mit einer ischdmischen Komponente durch reduzierten
cerebralen Blutflu. In einer Longitudinalstudie wurde bei C57BL/6J-Mé&usen nach expe-
rimenteller Ischédmie eine Erweiterung der Ventrikelriume und eine Hippokampus-Atrophie
mit generalisierter Hirnatrophie beschrieben (McDaniel et al. 2001). Die Beobachtung ende-
te nach fiinf Wochen, und daher sind diese Ergebnisse mit unseren nicht direkt vergleichbar.
Moglich ist, dafl die beschriebene Abnahme der Parenchymmasse in unserem Modell be-
reits abgeschlossen oder weit fortgeschritten ist oder daB die Anderungen so diskret sind,
daf nur intraindividuelle Vergleiche signifikante Verdnderungen aufzeigen konnen. Fiir die
erste Hypothese spricht, daf§ die von uns gemessenen Hirnvolumina deutlich unter den von
McDaniel et al. (2001) publizierten liegen. Die gemessenen Hippokampus-Volumina sind
ebenfalls nicht vergleichbar, da offensichtlich die von McDaniel et al. (2001) verwendete

Sequenz nach eigenen Angaben nicht in der Lage ist, die Grenzen des Hippokampus korrekt
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darzustellen. Zusétzlich wurde das Volumen der Unterstrukturen nicht fiir das Gesamthirn-
volumen korrigiert und somit sind Artefakte bei McDaniel et al. (2001) nicht auszuschlie-
Ben. Beim Menschen wurde in einer Longitudinalstudie nach mildem Schédel-Hirn-Trauma
eine beschleunigte Hirnatrophie beschrieben, die sich allerdings nur im Verlauf und nicht

in punktuellen Aufnahmen signifikant darstellte (MacKenzie et al. 2002).

Die von uns verwendete Sequenz ist in der Lage, auch kleine Strukturen des Mausge-
hirns darzustellen (Natt et al. 2002). Wir konnten die Lésion in allen placebo-behandelten
Tieren lokalisieren, zwei der EPO-behandelten Tiere zeigten im Transversalschnitt zwar
Verénderungen der Hirnoberfliche, aber eine strukturell andere Ausbildung. Dies kann
nur als Hinweis auf eine unterschiedliche Entwicklung der Lésion gewertet werden, denn
in Tangentialschnitten wurde in jedem Fall eine Lésion offensichtlich. Da im Kaéltelési-
onsmodell auch die Regeneration von Hirngefélen untersucht wurde (Nag 2002) und eine
angiogenetische Komponente von EPO bekannt ist (Ribatti et al. 1993), ist hier eventuell

der Grund fiir die Verdnderungen zu suchen.

Die in unserem Modell auftretenden verhaltensbiologischen Auffilligkeiten zeigen in Abwe-
senheit von deutlichen morphologischen Auswirkungen in der Magnetresonanztomographie
eine gestorte Funktion an, die mit einem Zellverlust im Hippokampus zusammentriftt. Ver-
schiedene Aspekte miissen hier in Betracht gezogen werden. Der Lésionsort ist nach einer
Kortexkartierung der Maus von Caviness (1975) in der Area 3 gelegen. Dieses Gebiet
schlieft den sogenannten Barell-Kortex mit ein, den somatosensorischen Représentations-
ort fiir die Barthaare der Maus; ebenfalls in diesem Gebiet liegt die Représentation fiir
somatosensorische Afferenzen des Rumpfes und der proximalen Extremitéiten. Axonale
Verbindungen existieren zur kontralateralen Area 3, zum Thalamus, Putamen und Globus
pallidus sowie zum entorhinalen Kortex (Porter und White 1983). Pseudo-anxiolytisches
Verhalten konnte also aus gestorter Sensorik sowie unterbrochenen Verbindungen in andere
Hirnareale resultieren. Verhaltensénderungen nach Lisionen im Barrel-Kortex sind bei der
Maus bereits beschrieben worden (Barnéoud et al. 1991). Bei der Ratte ist nach Parie-
talkortexlédsion ein verbessertes Lernverhalten beschrieben worden (Hogg et al. 1998a;b);
in Primatenmodellen wurde eine Unfdhigkeit der Differenzierung von verschiedenartigen
sensorischen Reizen beschrieben (Zainos et al. 1997). Dies zeigt, wie schwierig die genaue
Funktion dieses Hirnareals (auch im Hinblick auf unterschiedliche Spezies) zu charakterisie-
ren ist. Andererseits wurde von Zohar et al. (2003) nach minimalem Schidel-Hirn-Trauma
bei Méausen ein Lerndefizit beschrieben, dafl auftrat, ohne dafl die Tiere eine makrosko-

pisch sichtbare oder in der Bildgebung darstellbare Lision zeigten. Ein Zusammenbruch



DISKUSSION 72

der Blut-Hirn-Schranke und Hirnédem blieben aus, trotzdem waren die Defizite auch nach
90 Tagen noch mefibar. Es ist davon auszugehen, dafl durch das angewendete mechanische
Lésionsmodell bei Zohar et al. (2003) ein diffuser schwer mefibarer Schaden induziert wird,
der nicht wie in der vorliegenden Studie streng auf ein kleines kortexareal begrenzt ist. Auf
der Grundlage der charakteristischen Verhaltensdnderungen nach Kélteldsion kann unser
Modell daher zur pathophysiologischen Untersuchung des Schidel-Hirn-Traumas und zur
neuropharmakologischen Testung von Substanzen dienen, da keine schwerwiegenden Ein-

schriankungen basaler Fertigkeiten festzustellen waren.

4.4 Pharmakologische Neuroprotektion

Mit den oben genannten Grundlagen ist also ein sensitiver verhaltensbiologischer Indikator
zur Messung eines Therapieerfolges gegeben. Dieser Parameter mufl unterschieden werden
von molekularbiologischen Methoden zur Identifizierung von pathologischen Vorgédngen
nach Neurotrauma. Nach der Charakterisierung einer potentiell neuroprotektiven Substanz
in der Zellkultur mufl ihre Wirksamkeit im Tierexperiment {iberpriift werden. Hier scheint
am naheliegendsten eine Testung der funktionserhaltenden Wirkung, die nicht unbedingt
gleichbedeutend mit einem maximalen Gewebeerhalt ist, vielmehr scheint eine giinstige
Modulation der Reparations- und Zelltodvorgénge das Ziel einer erfolgreichen neuropro-
tektiven Therapie zu sein. Wird also Funktionserhalt als Mafistab fiir den Therapieerfolg
gewdhlt, so ist eine molekularbiologische Charakterisierung von Dynamik und Mechanis-
mus der protektiven Wirkung erst der nachfolgende Schritt. Nach vielen Substanzen, die
neuroprotektiv im Tierversuch, aber erfolglos oder zumindest nur bedingt einsetzbar in
der Klinik sind (Bullock et al. 1999; Narayan et al. 2002), ist EPO eine Substanz, die
viele giinstige Eigenschaften mitbringt. Vielleicht an erster Stelle steht die lange klinische
Erfahrung mit EPO, die einen schnellen Einsatz bei erfolgreichen Human-Studien mit sich

bringen wiirde.

Erythropoietin wurde in vielen Zellkulturmodellen (siehe Seite 10) und Tiermodellen (sie-
he Tab. 1.1 auf Seite 13) als neuroprotektive Substanz identifiziert. Eine Modellierung der
funktionserhaltenden Wirkung hoéherer Funktionen hat jedoch nur vereinzelt stattgefun-
den (Buemi et al. 2000; Catania et al. 2002; Sadamoto et al. 1998; Sakanaka et al. 1998;
Wen et al. 2002) und ist bisher nicht systematisch im Sinne einer Batterie von verhal-
tensbiologischen Tests durchgefiihrt worden. Die vorliegende Studie beschéftigt sich mit

den Folgen zu einem spéten Zeitpunkt nach Neurotrauma, was in der tierexperimentellen
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Literatur unterrepréisentiert ist; nur wenige der In-vivo-Studien mit Erythropoietin haben
sich mit Zeitrdumen grofer als vier Wochen nach induziertem Schaden beschéftigt (siche
Tab.1.1 auf Seite 13). Wir haben jedoch diesen Zeitpunkt gewéhlt, um Interferenz mit der
akut hdmatologischen Wirkung von EPO zu vermeiden und um eine direkte Aussage iiber
funktionelle Auswirkungen der Therapie zu erhalten. Die gewebserhaltenden Funktionen
wie in Ischdmiemodellen (Brines et al. 2000; Bernaudin et al. 1999; Sirén et al. 2001a)
kommen dafiir in unserem Modell nicht zum Tragen. Mdéglich ist, daf§ die Primérléasion —
obwohl sehr klein — im Verhéltnis zur Sekundérlésion grof ist, da wir nur ein mildes Trauma
mit lokalem Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke erzeugen. Die Regenerationsfahigkeit
und Narbenbildung ist bei der C57BL/6-Maus sehr ausgeprigt (Steward et al. 1999) und
Sekundérschéaden fern der Primérlédsion sind im Kélteldsionsmodell nur gering ausgepragt
(Murakami et al. 1997; 1999), wodurch der histologisch sichtbare Effekt von EPO limi-
tiert sein konnte. Es ist aber auch moglich, daf§ Schiden im Gehirn erst zu einem sehr
spaten Zeitpunkt sichtbar werden, nachdem persistierende Degenerationsvorgéinge durch
das Neurotrauma getriggert wurden. Es ist also davon auszugehen, dafl der in unserem
Modell sichtbare Schutz vor Neuronenverlust im Hippokampus durch EPO fiir die Nor-
malisierung der Verhaltenstests verantwortlich ist, obwohl Alterationen in der Volumetrie

nicht fiir groffraumigen Gewebsverlust sprechen.

Eine kognitive Komponente der EPO-Behandlung im Sinne einer verbesserten Lernleistung,
wie sie zum Beispiel Hengemihle et al. (1996) zeigen, konnten wir nicht klar bestétigen.
Drei Monate nach den Injektionen fillt auf, daf lediglich die EPO-injizierten Tiere ohne
Operation den Probe-Trial im Water-Maze bewéltigen, und im Protokoll 2 lernen aufer
der naiven Gruppe nur die mit EPO injizierten Operations-Kontrollen (Sham + EPO),
nicht aber die Operations-Kontrollen mit Placebo-Behandlung. Dieser Effekt lange nach
der EPO-Applikation wére eventuell zu einem fritheren Zeitpunkt deutlicher, ist jedoch in
unserem Modell nicht darstellbar, da die Tiere direkt nach Abschlufl der Therapie zu jung

und damit nicht fiir die Paradigmen der Verhaltenstestung geeignet sind.

4.5 Grundlagen gestorter Neuronenfunktion

Die Forschung auf dem Gebiet der Erkankungen des zentralen Nervensystems hat inzwi-
schen einige Mechanismen identifiziert, die im Sinne einer gemeinsamen FEndstrecke vie-
ler schiadigender Einfliisse aktiviert werden. Dazu zdhlen unter anderem die Aktivierung

von Caspasen im Zuge der Apoptose, Ausschiittung von inflammatorischen Zytokinen und
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Einwanderung von Zellen des Immunsystems, Produktion von Radikalen sowie zelltoxi-
sche Wirkung von iiberschiefender Besetzung des NMDA-Rezeptors durch Glutamat. Ein
Einblick in die Modulation dieser Vorgédnge wiirde protektive Eingriffe in das komplexe
System vereinfachen. Zunehmend wird deutlich, dafl einzelne Verédnderungen des Systems
nur Anhaltspunkte sein konnen, und es wird beispielsweise mit Hilfe der Microarraytechnik
versucht, das Zusammenspiel verschiedener Faktoren gleichzeitig zu dokumentieren und zu

analysieren (Mirnics 2001; Marciano et al. 2002).

Im Kalteldsionsmodell wurde diese Technik bis dato nicht verwendet, aber viele Faktoren,
die die Entwicklung der Lésion beeinflussen, sind identifiziert. Die verénderte Generation
von reaktiven Sauerstoffspezies wurde in transgenen und Knock-Out-Modellen beschrieben
(Murakami et al. 1999; Chan et al. 1991; Giralt et al. 2002; Flentjar et al. 2002), und ein
verminderter oxidativer Stref resultierte in vermindertem Odem, verbesserter Blut-Hirn-
Schrankenintegritéat und verkleinerter Lasion. Die Zahl der Apoptosen in der traumatischen
Panumbra stieg, und es wurde weniger Mikrogliaaktivierung beobachtet, was mit vermin-
derter Gliose einherging. Eine verénderte inflammatorische Reaktion zeigte sich bei IL-6
defizienten Tieren (Penkowa et al. 1999) durch reduzierte Makrophageninvasion; beobach-
tet wurden auch weniger geschidigte Neurone und aktivierte Mikroglia. Ein Antagonist
des Bradykinin-Rezeptors 2 konnte das Odem nach Kilteldsion vermindern (Gorlach et al.
2001). Bei strahleninduzierter gestorter Regeneration der Mikrogefafie und Unterdriickung
der Entziindungsreaktion im Lésionsgebiet zeigte sich eine gestérte Riickbildung des Odems

und eine verlangsamte Abraumreaktion durch Makrophagen (Olson et al. 1987).

Der Zusammenbruch der Bluthirnschranke wurde von Klatzo et al. (1958) beschrieben und
im Zeitverlauf charakterisiert. Unsere Ergebnisse zur gestorten Funktion bei der Maus sind
in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Murakami et al. (1997), die ebenfalls eine
Kumulativextravasation bis 24 Stunden nach Lé&sion beschreiben. Wir konnten allerdings
dokumentieren, dafl innerhalb einer halben Stunde nur akut nach Lésion Evans-Blue immer
iiber die Blut-Hirn-Schranke tritt, zu spéteren Zeitpunkten nur in sehr wenigen Féillen.
Vermutlich sind bei diesen Tieren grofiere Gefifie verletzt worden und der Ubertritt des
Farbstoffs findet nicht durch Odembildung, sondern durch Blutung statt. Daher konnten
wir nicht klar zeigen, dal EPO die Dynamik der Wiederherstellung der Blut-Hirn-Schranke
beeinflussen kann, wie im In-vitro-Modell vermutet (Martinez-Estrada et al. 2003). Es
ist somit moglich, da durch den Einflul von EPO das Odemvolumen vermindert wird
und die metabolische Versorgung des Lésionsgebietes ldnger erhalten oder schneller wieder

hergestellt werden konnte; dies war aber mit den dargestellten Ergebnissen nicht zwingend
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zu belegen.

Eine Erstellung des Genexpressionsprofils nach Kélteldsion, wie es im Falle anderer Lésio-
nen bereits durchgefithrt wurde (Kobori et al. 2002), wére wiinschenswert und kénnte das
Zusammenspiel der beschriebenen Vorgéinge verdeutlichen. Die Verdnderungen nach trans-
gener Uberexpression von humanem Erythropoietin in der Maus sind mit der Microarray-
technik charakterisiert (Maurer et al. 2002) und kénnten zusammen mit der Lésions- auch
die Therapieauswirkungen beschreiben helfen. In unserem Modell der spiten Auswirkun-
gen eines Neurotraumas ist aulerdem zu erwarten, dafl eine engere Eingrenzung der Gene,
die an langfristig neurodegenerativen Vorgéngen beteiligt sind, stattfinden kann, da die

oben beschriebenen akuten Prozesse zu diesem Zeitpunkt abgeschlossen sein sollten.
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Auch milde Traumata des Schédels konnen beim Menschen persistierende und klinisch rele-
vante Beschwerden verursachen. Die vorliegende Arbeit stellt in einem Modell des Schadel-
Hirn-Traumas der Maus die ldsionsspezifischen Charakteristika auf verhaltensbiologischer
und morphologischer Ebene dar und beschreibt die Auswirkungen eines Therapieversuchs

mit systemischer Erythropoietinapplikation.

Es wurde bei insgesamt {iber 90 juvenilen M#usen (C57BL/6J ménnlich, Alter 4 Wochen)
eine standardisierte Kélteldsion mittels Stereotaxie im rechtsparietalen Kortex appliziert
(1.5 mm posterolateral des Bregmas, Durchmesser 1 mm, Applikationsdauer 60 s). Die
Erythropoietintherapie wurde direkt nach der Lision begonnen und systemisch (i.p. je-
den zweiten Tag mit 5 U/g KG) iiber 2 Wochen fortgefiihrt; Therapie- (Placebo) sowie
Operationskontrollen (Sham) waren vorhanden. Die Tiere wurden im Alter von 3 Mo-
naten in einer verhaltensbiologischen Testbatterie sowie magnetresonanztomographischer
Volumetrie (T;-gewichtete 3D FLASH Sequenz) untersucht und das Gewebe histologisch

aufbereitet.

Es konnte gezeigt werden, daf die strikt kortikale Kéltelédsion reproduzierbar einen lokalen
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke verursacht und spezifische Verhaltensauffalligkei-
ten induziert, welche durch Erythropoietin verhindert werden konnten. Artefakte durch die
hamatologische Wirkung von Erythropoietin, Handling und Operation der Tiere wurden

durch das Studiendesign vermieden.

Histologisch zeigt sich 3 Monate nach Lé&sion ein Zellverlust der Hilus-Region des Gyrus
dentatus im Hippokampus, der bei unilateraler Lésion bilateral gleichermaflen ausgepragt
ist; dieser Zellverlust findet bei Therapie mit Erythropoietin nicht statt. Morphologisch ist
die Lasion klar zu identifizieren, aber es zeigen sich 3 Monate nach Lésion keine deutli-
chen Alterationen in der magnetresonanztomographischen Volumetrie von Gehirn, Ventri-

kel oder Hippokampus.

Aus den Ergebnissen 148t sich schlufifolgern, dal Erythropoietin in der Lage ist, frithzeitig
in den Verlauf einer Schédigung des zentralen Nervensystems einzugreifen und diesen po-
sitiv im Sinne eines Erhaltes von Funktionen zu beeinflussen. Auflerdem gelingt es, noch
unbekannte, im weitesten Sinne degenerative Prozesse zu verzogern beziehungsweise zu
verhindern; diese Prozesse sind zumindest auf mikroskopischer Ebene eindeutig nachweis-

bar.

Diese Wirkung des im klinischen Alltag langjihrig eingesetzten und mit wenig Kompli-
kationen behafteten Wirkstoffes machen Erythropoietin zu einer Substanz, der vielfaltige

Einsatzmoglichkeiten offen stehen konnten.
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