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1 Einflihrung

1.1 Schlaganfall

Ein Schlaganfall ist einer der haufigsten Grinde fur dauerhafte Behinderung
(Mathers et al., 2008), die ein selbststandiges Leben oder eine Erwerbstatigkeit

(Treger et al., 2007) oftmals verhindern.

Der Terminus Schlaganfall ist ein Uberbegriff fir Erkrankungen, die akut
auftreten und eine Stoérung der Blutversorgung des Gehirns zur Folge haben.
Atiologisch lassen sich hierbei zerebrale Ischdmien (Minderdurchblutung) von
Hamorrhagien (Blutungen) unterscheiden. Da beide Entitaten ahnliche klinische
Symptome aufweisen kdnnen, jedoch von der Pathophysiologie, Therapie und
Prognose sehr unterschiedlich sind, wird im weiteren Verlauf nur auf die
zerebrale Ischamie eingegangen, die in Deutschland mit einer Inzidenz von 137
pro 100 000 Einwohner den groéften Anteil an Schlaganfallen ausmacht

(Kolominsky-Rabas and Heuschmann, 2002).

1.1.1 Epidemiologie und Risiko

Die Inzidenz fur einen erstmaligen Schlaganfall liegt zwischen 3,5 - 5,5%
(Feigin et al., 2003). Die Wahrscheinlichkeit, dass nach einem ersten Ereignis
ein zweites auftritt liegt bei ca. 12% pro Jahr (Petty et al., 1998). In Deutschland
sind dabei mehr als die Halfte der Patienten mit Schlaganfall alter als 75 Jahre

(Kolominsky-Rabas and Heuschmann, 2002).

Im Jahr 2008 betrug der Anteil der Uber 65-Jahrigen in Deutschland 20% und
Hochrechnungen zufolge wird dieser Anteil bis ins Jahr 2060 auf 34% ansteigen
(Bevolkerung Deutschlands bis 2060, Statistisches Bundesamt). Entsprechend
zeigen die Berechnungen auf der Basis von Schlaganfall Registern, dass die

Kosten fur Patienten, welche zwischen 2006 und 2025 erstmalig an einem



Schlaganfall erkranken werden, ca. 109 Milliarden Euro betragen und somit

weiter zunehmen werden (Kolominsky-Rabas, 2006).

1.1.2 Pathophysiologie

Zerebrale Ischamien entstehen durch Verschlisse oder Engstellen (Stenosen)
der hirnversorgenden Gefalte. Dadurch kommt es zu einer Minderversorgung
mit Sauerstoff und einem Abfall des Perfusionsdrucks distal der
entsprechenden Engstelle im Gefall (Brandt et al., 2007). Ursache der
Engstellen sind entweder thrombotische Auflagerungen an den GefalRen oder
fortgeleitete Thromben bzw. Emboli. Dabei ist die haufigste Ursache einer
zerebralen Ischamie eine kardiale Emboliequelle (25,6%), gefolgt von
makroangiopathischen Pathologien (20,9%) und den lakunaren Ischamien
(20,5%) (Grau et al., 2001). Infarkte anderer Ursachen (3,5%) beinhalten
Dissektionen, Vaskulitiden, hamatologische Erkrankungen und weitere nicht-

spezifizierte Entitaten.

Das Ausmald der Schadigung der Nervenzellen hangt in hohem Malde von der
Dauer und der Intensitat der Reduktion der zerebralen Durchblutung ab.
Nervenzellen haben einen hohen Energiebedarf und decken diesen fast
ausschlieBlich durch die oxidative Phosphorylierung der Atmungskette, einen
Prozess, der obligatorisch Sauerstoff und Glukose bendtigt. Bleiben beide
Substrate infolge einer Minderdurchblutung aus, kommt es zunachst zu einem
Energieverlust. Etwa drei Minuten nach einer vollstdndigen Ischamie sind die
Vorrate von Adenosintriphosphat (ATP) in der Nervenzelle aufgebraucht. Durch
den Mangel an ATP kommt es zu einer Ansammlung von Glutamat im
extrazellularen Raum, welches an die postsynaptischen Rezeptoren bindet und
zu einem massiven Einstrom von Calciumionen in den intrazellularen Raum
fuhrt. AnschlieRend erfolgt eine UbermafRige Aktivierung calciumabhangiger
Enzyme, welche die Zellmembran destabilisieren, so dass diese nicht mehr in
der Lage ist, den lonengradienten an ihrer Membran aufrechtzuerhalten. Um

den osmotischen Druck auszugleichen, stromt Wasser in die Zellen und erzeugt



ein zytotoxisches Odem, welches letztlich mit der Apoptose oder Nekrose,
abhangig von der Ischamiedauer, des betroffenen Hirngewebes endet
(Rosenberg, 1999; Lo et al., 2005).

1.1.3 Klinik

Die klinische Symptomatik, mit der sich ein ischamischer Schlaganfall
prasentiert, ist duerst vielfaltig aufgrund der unterschiedlichen Hirnareale mit
jeweils spezifischen Funktionen, die durch eine Minderdurchblutung betroffen
sein kénnen. Mit ca. 80% ist das haufigste klinische Erscheinungsbild eines
Schlaganfalls die halbseitige Lahmung einer oder mehrerer Extremitaten
(Barker and Mullooly, 1997), gefolgt von Lahmungen der Gesichtsmuskulatur,
die in etwa bei 60% der Falle auftreten. Den motorischen
Lahmungserscheinungen folgen sensible Defizite der Extremitaten (42.3%) und
des Gesichts (22,9%) als mogliche akute Symptomatik. Sprachstérungen
(26,1%), Hemianopsie (15,4%) und Diplopie (5,2%) konnen zudem ebenso
auftreten wie Kopfschmerzen (22,4%), Schwindel (2,5%) und Gangstérungen
(11,4%). Die oben aufgefuhrten Haufigkeiten stammen aus einer Studie von
Rathore et al., basierend auf einer Stichprobe von 402 Patienten mit akut

aufgetretenen ischamischen Schlaganfallen (Rathore et al., 2002).

Neben den akuten physischen Symptomen kdnnen aber auch psychologische
und neuropsychologische Defizite nach einer zerebralen Ischamie auftreten. So
leidet etwa ein Drittel aller Uberlebenden Patienten nach einem Schlaganfall an
Depressionen (Hackett et al., 2005). Etwa ebenso viele Patienten leiden zudem
an neuropsychologischen Defiziten mit Stérungen der exekutiven Funktionen,
der Aufmerksamkeit und des Gedachtnisses (del Ser et al., 2005; Planton et al.,
2012). Brandt et al. schatzen, ,dass jeweils ein Viertel der Schlaganfallpatienten
vollstandig gesundet, ein Viertel eine leichte Behinderung zurlckbehalt, ein
Viertel schwer behindert sowie pflegeabhangig ist und das letzte Viertel an den
unmittelbaren oder mittelfristigen Folgen des Schlaganfalls verstirbt® (Brandt et
al., 2007).



Insofern leiden viele Patienten, welche die initiale Phase nach einen
Schlaganfall Uberlebt haben, an den Langzeitfolgen, die haufig die Fortsetzung
des gewohnten Alltages und der Arbeitstatigkeit verhindern. Um den Patienten
bei der Ruckkehr in sein gewohntes Umfeld zu unterstitzen, bedarf es

umfangreicher Therapiemallnahmen.

1.1.4 Therapie

Behandlungsstrategien bei Schlaganfallpatienten lassen sich in zwei Gruppen
aufteilen: einerseits die Therapien wahrend der Akutphase, die innerhalb des
ersten Monats nach Erkrankungsbeginn von grof3er Bedeutung sind, und

andererseits die Therapien in der chronischen Krankheitsphase.

In der Akutphase der Erkrankung wird eine Lyse-Therapie angestrebt. Hierbei
wird versucht, mittels rekombinant hergestelltem gewebespezifischem
Plasminogenaktivator (rt-PA) das Blutgerinnsel (Thrombus) aufzuldsen und das
betroffene Gefall wieder durchgangig zu machen. Dabei spielt die Zeit der
systemischen Medikamentenapplikation eine wichtige Rolle. Bis zu viereinhalb
Stunden nach Symptombeginn lassen sich noch signifikante
Behandlungserfolge nachweisen (Hacke et al., 2004), wobei der heilende
Nutzen umso groler ist, je kilrzer das Zeitfenster zwischen Symptombeginn
und Therapieeinleitung ist. Analog zu der systemischen Thrombolyse kann bei
Verschlissen von groflen Gefallen auch eine lokale Thrombolyse oder
Thrombektomie Uber einen endovaskularen Zugang durchgefuhrt werden
(Furlan et al., 1999).

Zusétzlich leistet die intensive arztliche und pflegerische Uberwachung auf
einer ,Schlaganfall-Einheit* (stroke unit) heutzutage ebenfalls einen wichtigen
Beitrag zur Akuttherapie bei Schlaganfallpatienten, nachdem gezeigt werden
konnte, dass hierdurch eine deutlich bessere Prognose fur die Patienten erzielt

werden kann (Indredavik et al., 1991).
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In Abhangigkeit der zugrundeliegenden Ursache eines Schlaganfalls und des
individuellen Risikoprofils des Patienten ist eine Sekundarprophylaxe nach dem
Erstereignis indiziert. Hierdurch soll die Wahrscheinlichkeit eines erneuten

Schlaganfalls reduziert werden.

Die heute verfligbaren Therapien flir die Rehabilitation nach einem Schlaganfall
umfassen Trainingstherapien aus dem Gebiet der Physiotherapie, der
Ergotherapie und der Logopadie. Das klinische Bild, das der Patient aufgrund
seiner Defizite aufweist, bestimmt die Zuteilung zu den oben genannten
Gebieten. Welche speziellen physio- oder ergotherapeutische Mallnahmen dem
Patienten jedoch am besten helfen, ist bislang unklar und obliegt meist dem
individuellen Therapieverlauf. Es konnte gezeigt werden, dass es zwischen den
unterschiedlichen Methoden der Physiotherapie keine signifikanten
Unterschiede in Bezug auf ihre Wirksamkeit gibt, residuelle Defizite nach einem

Schlaganfall zu verbessern (Pollock et al., 2008; Kollen et al., 2009).

Um dauerhafte Behinderungen und steigende Kosten fur den Patienten und die
Krankenkassen zu vermeiden, mussen besser geeignete Therapien der
Neurorehabilitation entwickelt und eingesetzt werden. Damit dieses Ziel erreicht
werden kann, bedarf es eines genaueren Verstandnisses der zugrunde
liegenden Mechanismen des motorischen Lernens und der motorischen
Rehabilitation.

1.1.5 Prognose

Die Prognose nach einem Schlaganfall ist in hohem MaRe von der Atiologie und
dem Ausmal} der Lasion abhangig (Kolominsky-Rabas and Heuschmann,
2002). Ischamien weisen insgesamt eine deutlich geringere Letalitatsrate auf
als Hamorrhagien. Nach den Daten des Erlanger Schlaganfall-Registers
versterben 11,5% der Patienten mit ischamischen Schlaganfall innerhalb des
ersten Monats nach Auftreten der Erkrankung. Nach drei Monaten bzw. einem
Jahr wachst die Zahl auf 20,1% respektive 29,9% an (Kolominsky-Rabas and
Heuschmann, 2002).
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Die Prognose nach einem Schlaganfall bezieht sich jedoch nicht nur auf die
Uberlebensrate, sondern auch auf die Fahigkeit der Patienten, nach der
Erkrankung wieder zu arbeiten und das frihere Leben weiterzuleben. Hier zeigt
sich, dass die Zahl derer, die nach durchgeflhrter Rehabilitation wieder zu 100
Prozent in ihrem davor ausgefuhrten Beruf arbeiten konnten, in Deutschland bei
11,3% liegt, wobei ein hohes Einkommen und ein hohes Mal an Bildung
positive Pradiktoren fur einen beruflichen Wiedereintritt sind (Sven Trygged,
2011).

1.2 Motorisches Lernen

Die Entwicklung und das Erlernen motorischer Fahigkeiten sind essenzielle
Prozess jedes Lebewesens, um auf Umwelteinfliisse zu reagieren, sich neuen
Situationen anzupassen und fur seine Grundbedurfnisse zu sorgen.
Bewegungsablaufe wie das Gehen erlernen wir als Kind und fuhren es dann
den Rest unseres Lebens automatisiert und ohne nachzudenken aus. Doch es
gibt auch Bewegungsablaufe, wie zum Beispiel das Spielen eines
Musikinstruments oder die Ausubung einer Sportart, welche nur dann
gemeistert werden konnen, wenn sie uber Monate und Jahre hinweg
regelmaldig einstudiert und gelbt werden. All diesen unterschiedlichen Arten
des motorischen Lernens ist gemein, dass das Gelernte langfristig
abgespeichert wird und jederzeit abrufbar bleibt, womit es den

Langzeitgedachtnis-Systemen zugeordnet werden kann.

1.2.1 Systematik von Langzeitgedachtnis-Systemen

Die Erforschung motorischen Lernens hangt eng mit dem Bestreben

zusammen, Gedachtnisfunktionen im Allgemeinen besser zu verstehen.

Entscheidende Schritte in der Erforschung des motorischen Lernens waren die
Arbeiten von Brenda Milner Uber den Patienten H.M., der 1953 nach einer

bitemporalen medialen Temporallappenresektion eine schwere anterograde
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Amnesie entwickelte (Milner et al., 1998). In den Untersuchungen zeigten sich
massive neuropsychologische Defizite bezuglich Faktenwissen und Erinnerung
an Erlebnisse, die nach der Operation aufgetreten sind. Andererseits zeigte sich
jedoch, dass H.M. durchaus noch fahig war, neue motorische Fertigkeiten zu
erlernen, auch wenn er sich an die durchgefuhrten Trainingssitzungen selbst
nicht erinnern konnte. Unter anderem war es die Erkenntnis dieser
Fallbeschreibung, welche zu folgendem Gedachtnismodell fuhrte: Ein
deklaratives, explizites Gedachtnis, welches fur das bewusste Faktenwissen
und das episodische Gedachtnis zustandig ist, wird von einem nicht—
deklarativen, impliziten Gedachtnis unterschieden. Letzteres ermdglicht unter
anderem das unbewusste Erlernen von motorischen Fertigkeiten (Cohen and
Squire, 1980). Motorisches Lernen wird dabei als prozedurales Lernen

verstanden und ist Teil des nicht—deklarativen Gedachtnisses (siehe Abbildung

1).

GEDACHTNIS
DEKLARATIV NICHT-DEKLARATIV
PROZEDUREN KLASSISCHE NICHT- ASSOZIATIVES
FAKTEN EREIGNISSE (Motorisches Lernen)pRIMING KONDITIONIERUNG LERNEN
Medialer Temporallappen Striatum Neocortex Kleinhirn Reflexbahnen

Diencephalon

Abbildung 1: Systematik der Langzeitgeddchtnis-Systeme von Sé&ugetieren (nach
Squire, 2004). Unter den jeweiligen Systemen wird die spezifische anatomische
Region abgebildet.
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1.2.2 Rolle der Proteinbiosynthese fiur motorisches Lernen

Die Einteilung in unterschiedliche Gedachtnissysteme basiert nicht alleine auf
den unterschiedlichen Qualitaten der Lerninhalte. Es konnten in den letzten 40
Jahren auch immer detailliertere Ergebnisse Uber die anatomischen Korrelate
der einzelnen Gedachtnisarten (Luft, 2004; Diedrichsen, 2005; Debas et al.,
2010; Donchin et al., 2011) beschrieben werden. Trotz der unterschiedlichen
anatomischen Strukturen und individuellen Netzwerkverschaltungen haben alle
Arten von Langzeitgedachtnis dasselbe Grundprinzip. Sie bestehen aus den
folgenden vier Komponenten: Erlernen (Kodierung) einer neuen Fahigkeit
respektive neuen Wissens, Speicherung (Konsolidierung) der Lerninhalte,
Abrufen der Lerninhalte (Reproduktion) mit Rekonsolidierung und zuletzt das

Vergessen des Gelernten (Sweatt, 2009).

In etwa zeitgleich zu den Arbeiten von Milner und Squirre arbeitete Eric Kandel
seit den 60er Jahren des 20. Jahrhunderts an der Erforschung der
Mechanismen dieser vier Komponenten des Langzeitgedachtnisses. Hierfur
entwickelte er ein neues Tiermodell. Mittels Versuchen an der Aplysia
californica, dem kalifornischen Seehasen, einer Meeresschnecke, die sich dank
ihrer grolRen Neuronen sehr gut flr neurophysiologische Experimente eignet,
war es ihm moglich, elektrophysiologische Ableitungen einzelner Nerven
wahrend bestimmter Lernprozesse durchzufuhren und prazise Daten uber
Neurotransmitter in den beteiligten Nervenzellen zu sammeln. Mit seinem
Lernmodell flr Habituation (Gewdhnung), Sensibilisierung und klassische
Konditionierung war es im Experiment mdglich, zwischen Kurzzeitgedachtnis
und Langzeitgedachtnis zu unterscheiden, wobei sich zeigte, dass letzteres nur

durch eine funktionierende Proteinbiosynthese maglich ist (Kandel, 2009).

Von diesen Erkenntnissen ausgehend, konnten andere Forschungsgruppen
zeigen, dass auch bei Saugetieren die langfristige Speicherung von
Lerninhalten anderer Gedachtnisarten auf eine intakte Proteinbiosynthese
angewiesen ist (Nader et al., 2000; Schafe and LeDoux, 2000).
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Im Tierversuch mit Ratten konnten Luft et al. nachweisen, dass eine
funktionierende Proteinbiosynthese im motorischen Kortex fur einen intakten
Lernprozess unabdingbar ist (Luft et al. 2004). In dieser Arbeit konnte auch
gezeigt werden, dass die Proteinsynthese zwar fir die Speicherung der
Lerninhalte in der initialen Lernphase notwendig ist, nicht aber fur die
Reproduktion des Gelernten nach Ende des Lernprozesses, d.h. auf dem
Plateau der Lernkurve. Die Hemmung der Proteinbiosynthese wirkte sich also
nur auf die initiale Lernphase (Konsolidierung) negativ aus, nicht aber auf die
Plateauphase (Reproduktion), nachdem die Tiere den Greiftest bereits gelernt

hatten.

1.2.3 Funktionelle Topographie des motorischen Kortex wahrend des
Lernens

Fur Wirbeltiere ist neben der oben beschriebenen intakten zellularen Funktion
auch die intakte motorische Gro3hirnrinde ein notwendiges Merkmal fur
motorisches Lernen. Diese weist eine somatotope Organisation auf, das heif3t
Kopf, Rumpf und Extremitaten werden in konkreten Regionen abgebildet
(Penfield and Rasmussen, 1968). Auf tieferer Ebene sind die kortikalen
Neurone in Gruppen organisiert, die Muskeln ansteuern, um damit spezifische
Bewegungen der Gelenke auszufuhren. Elektrophysiologisch lasst sich dies
durch intrakortikale oder epidurale Mikrostimulation zeigen (Molina-Luna et al.,
2007). Die graphische Darstellung der Reprasentationen auf dem Kortex wird
auch als motorische Karte bezeichnet und reprasentiert die Verteilung
absteigender Neuronenpopulationen zu den jeweiligen Korperteilen (Hosp and
Luft, 2011). Beim Erlernen neuer motorischer Aufgaben vergrof3ert sich die
topographische Reprasentation im motorischen Kortex fur die jeweils
betroffenen Muskelgruppen auf Kosten benachbarter Regionen der gleichen
Extremitat (Pascual-Leone et al., 1995; Nudo et al., 1996a; Kleim et al., 1998).
Dieser Mechanismus konnte sowohl im Tierversuch als auch am Menschen

gezeigt werden und ist zugleich spezifisch flr den jeweiligen Lerninhalt. Eine
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alleinige Aktivitat ohne ersichtliches Lernen erzeugt keine Verschiebung
kortikaler Reprasentationen (Kleim et al., 1998; Molina-Luna et al., 2007).
Unterbindet man die Veranderungen der Somatotopie durch Ladieren der
cholinergen kortikalen Afferenzen, so kann man motorisches Lernen hemmen
(Conner et al., 2003).

VergroRerungen der kortikalen Reprasentation bei Ratten wurden auch mit
einer Verzogerung von circa einer Woche nach Lernbeginn gezeigt, einem
Zeitpunkt, an dem die Lernkurve der Tiere jedoch bereits ihr Plateau erreicht
hatte (Kleim, 2004).

Auf der anderen Seite flihrt eine Trainingspause von acht Tagen zwar zu einer
Ruckbildung der motorischen Reprasentationen der Hirnrinde auf ein initiales
Niveau, aber die motorische Leistung der Tiere in dem Greiftest bleibt konstant
(Molina-Luna et al., 2008). Dass die Veranderungen der somatotopischen Karte
die Gedachtnisinhalte, das Engramm, widerspiegeln, ist damit
unwahrscheinlich. Mdglicherweise spiegelt eine VergroRerung der motorischen
Karte einen Prozess wider, der wahrend des motorischen Lernens stattfindet;
sozusagen ein verzogertes Echo struktureller Veranderungen, die wahrend des

Lernens auftreten (Bryant et al., 2011; Hosp and Luft, 2011).

Plastische Veranderungen wahrend motorischen Lernens beschranken sich
jedoch nicht allein auf die motorische Karte der Grof3hirnrinde, sondern
betreffen auch die Eigenschaften von Synapsen, den Verbindungen zwischen

einzelnen Neuronen.

1.2.4 Synaptische Plastizitat wahrend motorischen Lernens

1973 konnten Tim Bliss und Terje Lomo mit der ,Langzeit-Potenzierung® (engl.
Long Term Potentiation, LTP) einen zellularen Mechanismus nachweisen, der
eine Form synaptischer Plastizitat im Hippokampus darstellt. Durch repetitive
Stimulation zwischen zwei Nervenzellen kommt es zu einer lang andauernden

Verstarkung der synaptischen Ubertragung (Bliss and Lomo, 1973). Seitdem
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konnte gezeigt werden, dass ,LTP“ nicht nur im Hippokampus, sondern unter
anderem auch in der Amygdala (Rogan et al., 1997) und dem motorischen
Kortex (Rioult-Pedotti et al., 2000) auslésbar ist und dort eng mit motorischem

Lernen zusammenhangen.

Rioult-Pedotti und ihre Mitarbeiter konnten zeigen, dass es bei motorischem
Lernen ebenfalls zu einer Verstarkung horizontaler kortikaler Verbindungen der
Schichten I/l im primar-motorischen Kortex kommt (Rioult-Pedotti et al.,
2000).

Die synaptische Plastizitdt des Kortex lasst sich aber nicht ausschlie3lich
anhand elektrophysiologischer Veranderungen nachweisen. Es treten auch
strukturelle Veranderungen im Verlauf des Lernens auf. Pyramidenzellen der
Schichten Il/lll und V des Motorkortex weisen nach Lernprozessen eine
vergrolRerte dendritische Oberflache auf (Greenough et al., 1985; Withers and
Greenough, 1989). In der Schicht V kommt es darlber hinaus zu einer
Zunahme der Synapsendichte (Kleim, 2004). Motorisches Lernen fuhrt somit
zur Synaptogenese, dem Entstehen neuer Verbindungen zwischen

Nervenzellen in der motorischen Grof3hirnrinde.

Xu und Mitarbeiter konnten indes zeigen, dass bei Mausen die Anzahl an
dendritischen Dornfortsatzen, postsynaptische Anteile exzitatorischer
Synapsen, in der Zellschicht V der primar motorischen Hirnrinde innerhalb einer
Stunde nach Trainingsbeginn eines Greifparadigmas signifikant zunimmt. Von
diesen dendritischen Dornfortsatzen bleiben jedoch nicht alle bestehen,

sondern sie reduzieren sich im Verlauf wieder.

Zusammengefasst wird durch motorisches Lernen eine prompte, selektive

Reorganisation auf Ebene der Synapsen im Motorkortex ausgelost.

Der Vollstandigkeit halber sei erwahnt, dass die oben beschriebenen Merkmale
motorischen Lernens sich nur auf die motorische GroBhirnrinde beziehen.
Tatsachlich sind jedoch viele Hirnregionen in das Erlernen, Speichern und
Abrufen von Bewegungsprogrammen involviert. Zudem gibt es auch unter dem

Uberbegriff des motorischen Lernens Unterformen wie das Erlernen
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motorischer Sequenzen, welches die Basalganglien bendétigt, und die
motorische Adaptation, die auf eine intakte Funktionalitat des Kleinhirns
angewiesen ist (Domenger and Schwarting, 2006; Prsa and Thier, 2011;
Shmuelof and Krakauer, 2011).

Viele Experimente bezlglich Veranderungen des Gehirns wahrend motorischen

Lernens konzentrieren jedoch sich auf den motorischen Kortex.

1.3 Motorische Rehabilitation

Das folgende Kapitel behandelt die neurophysiologischen Mechanismen, die
eine Erholung von Funktionen nach einer Hirnverletzung ermdglichen. Dabei
werden sowohl Daten aus tierexperimentellen Testreihen als auch aus Studien

mit Menschen vorgestellt.

Grundlegend ist zu erwahnen, dass die Situation der motorischen Rehabilitation
zumindest im Menschen deutlich komplexer ist als die des motorischen
Lernens. Zum einen besteht auf Ebene der Korperstruktur eine Lasion der
Pyramidenbahnen, wodurch es zu Muskelspastizitat oder -lahmung und
Koordinationsstérungen mit konsekutiver Beeintrachtigung des
Bewegungsumfangs der Extremitaten kommt (Wissel et al., 2013). Zum
anderen leiden etwa 30% der Patienten nach einem Schlaganfall an einer
Depression (Hackett et al., 2005) und neuropsychologischen Defiziten (Planton
et al.,, 2012). Beide Faktoren beeinflussen nachhaltig die motorische

Rehabilitation, wobei der Umfang des Einflusses unklar ist.

1.3.1 Motorische Erholung und motorische Kompensation

Ein anderes Problem, das bei motorischer Rehabilitation im Vergleich zum
Lernen beim Gesunden besteht, ist die Unterscheidung zwischen motorischer
Erholung und motorischer Kompensation. Beide Begriffe sind von
entscheidender Bedeutung flr die Verbesserung von koérperlichen Defiziten

nach einem Schlaganfall. Sie werden haufig von unterschiedlichen
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Fachrichtungen heterogen benutzt, wodurch es zu Missverstandnissen kommen
kann. Zum besseren Verstandnis folgt eine kurze Erklarung, die auf der Arbeit
von Levin et al. basiert (2008).

Auf funktionell-struktureller Ebene bedeutet Erholung, dass initial zerstortes
Gewebe seine verlorene Funktionsfahigkeit wiedererlangt. Das ist zum Beispiel
in der Penumbra, dem Periinfarkt-Areal, moglich. Auf derselben Ebene bedeutet
Kompensation hingegen, dass Nervengewebe, welches ursprunglich eine

andere Funktion hatte, die Aufgaben der zerstorten Zellen Gbernimmt.

In Bezug auf die Ebene der Korperfunktionen, zum Beispiel das Greifen eines
Stifts, versteht man unter motorischer Erholung, dass eine bestimmte
Bewegung nach erfolgreicher Therapie exakt so ausgeflhrt wird, wie dies vor
dem Schlaganfall der Fall war. Kompensation wiederum bedeutet, dass zwar
die gleiche Extremitat benutzt wird, die Kinematik und Dynamik der Bewegung

jedoch nicht mehr dieselbe ist wie zuvor.

Bezogen auf die Aktivitatsebene wiederum bedeutet Erholung, dass man mit
der gleichen Hand schreibt wie vor dem Schlaganfall, obwohl diese nun
versehrt ist. In diesem Fall wirde Kompensation bedeuten, dass der Patient
beginnt, mit der unversehrten, jedoch auch ungewohnten Hand zu schreiben,

um seine Behinderung zu kompensieren.
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Tabelle 1: Terminologie: Motorische Erholung und motorische Kompensation
(modifiziert nach Levin et al., 2008)

, Motorische
Ebene Motorische Erholung .
Kompensation
Ursprungliche Funktion in Intaktes Gewebe libernimmt
Korperstrukturen zerstortem Gewebe die Funktion des zerstdrten
wiederherstellen Gewebe
Urspriinglicher Urspriinglicher
Korperfunktionen | Bewegungsablauf wird wieder |  Bewegungsablauf wird auf
hergestellt neue Art ausgefiihrt
Aufgabe wird mit der Aufgabe wird mit der
Aktivitat gleichen Extremitit gesunden Extremitit
ausgefiihrt wie zuvor ausgefiihrt

Wie bereits erwahnt ist unklar, in welchem Ausmal} beide Prozesse an der
motorischen Rehabilitation beteiligt sind. Es konnte jedenfalls bei Ratten
gezeigt werden, dass auf Ebene der Korperfunktionen beide Prozesse
auftreten, und dass eine bessere Rehabilitation haufig einhergeht mit einem

héheren Mald an motorischer Erholung (Moon et al., 2009; Braun et al., 2012).

1.3.2 Funktionelle Topographie des motorischen Kortex wahrend
motorischer Rehabilitation

Dass die Dynamik von kortikal reprasentierten Bewegungen nicht nur wahrend
des motorischen Lernens, sondern auch nach Lasionen der motorischen
Hirnrinde von Bedeutung ist, konnten Nudo und Mitarbeiter nachweisen. Sie
zeigten, dass es nach einer ischamischen Lasion der GroRhirnrinde von

Totenkopfaffchen ebenfalls zu einer Veranderung der motorischen Karte kommt.

In den Studien von Nudo und seinen Mitarbeitern wurde die kortikale

Reprasentation der Finger- und Handbewegungen durch einen ischamischen
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Infarkt teilweise zerstort. Ohne eine spezifische Therapie kommt es nach der
Lasion zu keiner erneuten Reprasentation der Bewegungen, die zuvor im
Infarktareal lagen. Des Weiteren findet sogar eine Verkleinerung der
Reprasentationen von Handbewegungen im benachbarten, eigentlich noch
intakten Gewebe statt (Nudo and Milliken, 1996). In einer zweiten
Versuchsreihe konnte dann gezeigt werden, dass rehabilitatives Training im
Anschluss an eine kortikale Lasion zu einer topographischen Ausweitung der
Fingerreprasentation fuhrt. Bewegungen, die vormals im Infarktgewebe
auftraten, breiten sich dabei in benachbarte kortikale Gebiete aus, die zuvor
anderen Bewegungen zugeordnet waren (Nudo et al., 1996b). Analog hierzu
konnte auch bei Menschen nach einem Schlaganfall gezeigt werden, dass es
durch rehabilitative Trainingstherapie zu einer Vergrollerung der zuvor
geschadigten Handreprasentationen kommt (Traversa et al., 1997). Zudem
zeigte sich im EXCITE-Trial, dass ein vergleichbares Rehabilitationstraining,
wie es bei den Totenkopfaffchen angewandt wurde, auch bei Menschen zu
einer signifikanten Verbesserung der motorischen Defizite fuhrt (Wolf et al.,
2006).

Die Maoglichkeit der kortikalen Plastizitat nach ischamischen Lasionen scheint
jedoch auf ein relativ enges Zeitfenster nach Auftreten einer Lasion begrenzt zu
sein, welches sowohl in Ratten (Biernaskie, 2004) als auch in Totenkopfaffchen
(Barbay et al., 2006) nachgewiesen werden konnte. Die Lange des kritischen
Zeitfensters betragt dabei etwa drei bis vier Wochen, wobei in beiden Studien
gezeigt werden konnte, dass ein Therapiebeginn vier Wochen nach
Infarktinduktion zu keiner Regeneration oder Ausweitung der zerstérten
Bewegungsreprasentation flhrt, sondern ein Schrumpfen derselben zur Folge
hat.

Im Menschen fanden sich ahnliche Phanomene. Die kortikale Reprasentation
des Musculus abductor digiti minimi war nach einem Schlaganfall zunachst
verkleinert und konnte durch rehabilitatives Training wieder vergroert werden
(Traversa et al., 1997). Die VergroRerung korrelierte dabei mit dem Ausmal} der

Erholung. Im Gegensatz zu den Tierversuchen lag bei diesem Experiment der
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Zeitraum zwischen Auftreten des Schlaganfalls und dem Therapiebeginn bei

durchschnittlich zwei Monaten.

Weitere Studien haben die kortikale Aktivitat wahrend der Rehabilitation nach
Schlaganfall mittels funktioneller Magnetresonanztomographie untersucht,
einem Verfahren, bei dem aktivierte Hirnareale basierend auf der
Blutoxygenierung dargestellt werden. Hierbei zeigte sich zum einen, dass es
zwei unterschiedliche Aktivitatsmuster gibt, die davon abhangig sind, ob die
Lasion den primarmotorischen Kortex betrifft oder subkortikal gelegene Anteile
der Pyramidenbahn beschadigt sind (Feydy et al., 2002). Eine Korrelation
zwischen dem Ausmaf® der motorischen Erholung und dem jeweiligen
Aktivitatsmuster war in dieser Studie aber nicht moglich. Im Gegensatz dazu
konnte in einem ahnlichen Experiment bei einer deutlich grékeren Anzahl von
Probanden festgestellt werden, dass das Ausmald der bewegungsabhangigen
Gehirnaktivitat negativ linear mit der Erholung korreliert (Ward et al., 2006).
Zusatzlich konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass die Hirnaktivitat in
bewegungsassoziierten Hirnarealen wie dem supplementarmotorischen Kortex,
dem pramotorischen Kortex, dem Gyrus cynguli, dem Inselkortex, dem Kleinhirn
und im Putamen und Thalamus sowohl ipsi- als auch kontralateral gesteigert

wird.

Zusammengefasst findet auf Ebene der motorischen Karten der GroRRhirnrinde
eine Reorganisation der Bewegungsreprasentationen statt. Dabei kommt es zu
einer Ausweitung der zerstorten Bewegungsabbildungen auf benachbarte,
intakte Gebiete. Dieser Prozess ist jedoch im Tierversuch auf etwa vier Wochen
nach Symptombeginn beschrankt. Doch trotz der durch Training induzierten
Veranderungen in der kortikalen Somatotopie kommt es auch spontan - ohne
spezielles Training - zu einer Verbesserung der Handfunktion nach

experimenteller Ischamie im Tiermodell (Nudo and Milliken, 1996).

Die von Ward et al. dargestellte Ausweitung der bewegungsabhangigen
Hirnaktivitat beim Menschen wahrend der Erholung nach einem Schlaganfall ist
interessant, weil sie negativ mit der Erholungsrate korreliert. Eine mogliche

Erklarung hierflr ist, dass die oben genannten Hirnareale die Funktion des
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primarmotorischen Kortex Ubernehmen, falls dieser zu sehr geschadigt ist.
Dieser Kompensationsmechanismus durch die nicht-primarmotorischen Areale
funktioniert jedoch nur unzureichend, was sich in der schlechteren Erholung
widerspiegelt; dies liegt moglicherweise daran, dass deutlich mehr Projektionen
zu den Motoneuronen im Vorderhorn aus dem primarmotorische Kortex
entspringen im Vergleich zu den nicht-primarmotorischen Arealen (Maier et al.,
2002).

1.3.3 Strukturelle Plastizitat nach einem Schlaganfall

Neben den oben beschriebenen Veranderungen der motorischen Somatotopie
der GrofRhirnrinde kommt es auch zu strukturellen Veranderungen im Bereich
des ischamischen Areals und der benachbarten Gebiete, dem Periinfarkt-Areal
(PIA). Diese Prozesse finden einerseits im Rahmen einer beginnenden

Narbenbildung, andererseits im Zuge eines plastischen Umbaus statt.

In Mausen konnte nach einer ischamischen Lasion, jedoch ohne ein
rehabilitatives Training, ein Umbau auf Ebene der Dendriten mittels 2-
Photonen-Mikroskopie beobachtet werden. Dabei kommt es innerhalb der
ersten zwei Wochen nach einem Schlaganfall zu einem extensiven Wachstum
der apikalen Dendritenauslaufer und gleichzeitig zu einem Rlckzug selbiger, so
dass ein balancierter Umbau des Dendritensystems anzunehmen ist (Brown et
al., 2009). Die gleiche Forschungsgruppe konnte in einer vorherigen
Untersuchung zeigen, dass feinste Nervenzellauslaufer der Dendriten (engl.
dendritic spines) innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Lasion an Zahl
verlieren, jedoch gleichzeitig an Lange gewinnen, so dass die

Dendritenoberflache insgesamt in etwa konstant bleibt.

Doch die strukturellen Umbauprozesse beschranken sich nicht allein auf die
Dendriten der Nervenzellen, sondern finden auch in den Axonen und der
Narbenbildung statt. Vor allem die Arbeiten von Thomas Carmichael und seiner

Arbeitsgruppe konnten in den letzten Jahren detaillierte Erkenntnisse Uber die
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Bedeutung von Narbenbildung und plastischer Reorganisation liefern. Das
direkt dem Infarktkern anliegende Gewebe ist vor allem durch Apoptose,
oxidative Schaden und gliotischen Umbau gekennzeichnet (Katsman et al.,
2003). Um diese Region werden wachstumsférdernde Gene (engl. growth-
promoting genes) vermehrt und wachstumshemmende Gene vermindert
induziert (Carmichael et al., 2005). Folglich kann das Periinfarktgewebe in zwei
Teile unterteilt werden, von denen der eine naher an der Infarktzone liegt und
vor allem gliotisch umgebaut wird und der andere etwas weiter vom Infarktkern
entfernt liegt und mafgeblich am plastischen Umbau und der Reorganisation
des Kortex beteiligt ist. In Ratten konnte nach ischamischen Lasionen der
GroRhirnrinde ein Verlust an axonalen Verbindungen mit dem ipsilateralen
Thalamus beobachtet werden und eine Zunahme an horizontalen Verbindungen
durch axonale Aussprossung (engl. axonal sprouting), welche

aktivitatsabhangig ist (Carmichael et al., 2001; Carmichael et al., 2002).

Zusammengefasst findet sowohl in den Dendriten als auch den Axonen im
Periinfarkt-Areal nach einem Schlaganfall ein Umbau statt. Inwieweit dieser
Umbau eine Rolle im Erholungsprozess spielt, ist bislang nicht geklart. Die
Hypothese ist jedoch wie oben beschrieben, dass die dem Infarktkern nahen
Gebiete zur Narbenbildung beitragen, wohingegen die etwas entfernteren
Gebiete in einen Zustand versetzt werden, in dem Reorganisation vereinfacht

stattfinden kann.

1.3.4 Synaptische Plastizitat nach einem Schlaganfall

Ob die oben beschriebenen Phanomene funktionell relevant sind, bleibt derzeit

noch unklar.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass im Periinfarkigewebe vermehrt ,LTP“
auftritt (Hagemann et al., 1998), welches eventuell durch eine Hochregulierung
der N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDA-Rezeptoren) und eine Reduktion
der GABA(A)-Rezeptorexpression zu erklaren ist (Schiene et al., 1996;
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Neumann-Haefelin et al., 1999). Dieses fuhrt zu einer Hyperexzitabilitdt des

Kortex, wodurch die Entstehung von ,LTP* erleichtert wird.

Die Bedeutung von ,LTP* im Kortex bei motorischem Lernen wurde oben
bereits beschrieben (Rioult-Pedotti et al., 2000). Im Zusammenhang mit
motorischer Rehabilitation besteht die Vermutung, dass auch diese zu einem
gewissen Teil von der Existenz von ,LTP“ im Kortex abhangig ist. Eventuell
kann man somit auch die plastischen Veranderungen in der Somatotopie des

Kortex erklaren. Der Beweis hierfur fehlt allerdings noch.

1.4 Ziele der Arbeit

Motorisches Lernen induziert Veranderungen auf struktureller und funktioneller
Ebene der Neuronen in der primarmotorischen Hirnrinde. Derzeit wird
angenommen, dass diese plastischen Prozesse nicht nur in der Ausflhrung,
sondern auch in der Speicherung von Bewegungsmustern eine wichtige Rolle
spielen. Fur motorische Rehabilitation ist die Anzahl an Studien vergleichsweise
geringer. Es besteht jedoch die Annahme, dass die gleichen oder zumindest
ahnliche Prozesse wie bei motorischem Lernen notwendig sind, um das
Wiederlernen von alten Bewegungen zu gewahrleisten (Carr and Shepherd,
1987; Hallett, 2001; Kleim, 2011).

Bei genauerer Betrachtung des Verhaltens fallen jedoch bereits zwei
Unterschiede zwischen den beiden Entitaten auf. Zum einen bedarf motorische
Rehabilitation viel haufigerer Repetitionen der Bewegung im Vergleich zum
initialen Lernvorgang. Zum anderen wird dabei nur selten eine ,restitutio ad
integrum®, eine vollstandige motorische Erholung, erreicht (Levin et al., 2008).
Ursache hierfur kann die Schadigung des motorischen Kortex und der
Pyramidenbahnen mit einhergehendem Mangel an funktionell intaktem
Hirngewebe sein. Andererseits ist es auch denkbar, dass bei motorischer
Rehabilitation und motorischem Lernen unterschiedliche Prozesse zugrunde

liegen.
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Grundgedanke der hier vorliegenden Dissertation ist es, die Frage zu
Uberprufen, ob die verlangsamte Lernkurve bei motorischer Rehabilitation allein
durch die fehlende Masse intakten Hirngewebes zu erklaren ist, oder ob es
auch von Bedeutung ist, welcher Gedachtnisinhalt in dem zerstérten Areal

zuvor gespeichert wurde.

Hierfir wurde ein Verhaltensexperiment mittels eines Greifparadigmas am
Rattenmodel mit Schlaganfall durchgefuhrt. Dabei wurde der quantitative
Faktor, die Menge an intaktem Hirngewebe, fir das Lern- als auch das
Rehabilitationsmodell gleichgesetzt. Sowohl naiven Tieren als auch Tieren, die
zuvor ein Lernparadigma trainiert hatten, wurde eine zerebrale Lasion gesetzt,
um beide Gruppen anschlielend im selben Paradigma zu trainieren. Somit

bestand nur ein qualitativer Unterschied zwischen den beiden Testgruppen.

2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Fur die Versuche wurden 20 Rattenbocke des Stammes Long-Evans
verwendet. Die Tiere waren bei Versuchsbeginn im Alter zwischen elf und zwolf
Wochen und wogen zwischen 280 und 350 g. Die Tiere stammten aus eigener
Zucht (Hertie—Institut fur klinische Hirnforschung, Tubingen), wobei die
Zuchtpaare von Charles River, Sulzfeld, Deutschland bezogen wurden. Alle
Tierversuche entsprachen den gesetzlichen Vorschriften und waren durch das

Regierungsprasidium Tubingen genehmigt.

Die Tiere wurden wahrend des Versuches in gemeinsamer Stallung mit drei
Ratten pro Kafig (Makrolonkafig Typ IV, 1800 cm? Bodenflache) gehalten. Die
Futterung wurde einen Tag vor Beginn des Vortrainings (Pretraining) abgesetzt
und nach dem ersten Trainingstag restriktiv fortgesetzt mit 40 bis 60mg Futter
pro Tag. Hiermit wurde eine ausreichende Motivation bei konstantem

Korpergewicht der Tiere erreicht und das hierdurch zugefiigte Leid niedrig
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gehalten. Wasser stand aul3erhalb der Trainingssitzungen zu jedem Zeitpunkt
des Versuchs zur freien Verfugung. Die Tiere wurden in einem umgekehrten
Tag—Nacht-Zyklus gehalten, so dass die Verhaltensexperimente in den ersten
finf Stunden der Dunkelphase durchgefuhrt werden konnten. Die
Raumtemperatur in der Tierhaltung lag zwischen 20 und 22 °C. Die
Luftfeuchtigkeit war bei 55 bis 60%.

2.2 Lernparadigma und Versuchsprotokolle

2.2.1 Lernparadigma

Als Lernparadigma diente ein etablierter Versuchsaufbau, der von lan Whishaw
Ende der 1980er Jahre entwickelt (Whishaw and Pellis, 1990) und von Buitrago
und Luft verfeinert wurde (Buitrago et al., 2004). Hierbei muss die Ratte mit
einer Vorderpfote nach einem Futterkligelchen (Pellet) greifen und dieses
anschlieRend fressen. Zweck hiervon ist es, innerhalb mehrerer
Trainingssitzungen die Leistung der Versuchstiere, gemessen an der Anzahl
erfolgreich gegriffener Kligelchen, zu steigern und somit motorisches Lernen zu

induzieren.
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Vortraining Greiftraining
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~Offnen der ~
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Abbildung 2: Lernparadigma gemal} Buitrago et al., 2004. a) Foto des Trainingskafigs.
b) Schematische Ansicht der Kafige von oben. Die Sensoren befinden sich an der
Ruckwand des Kafigs und kdnnen mittels Berlhrung von der Ratte aktiviert werden,
wodurch sich die Tir an der Vorderseite offnet. Die Nahrungskiigelchen werden
wahrend des Vortrainings direkt vor dem Fenster prasentiert und kdonnen ohne
Benutzung der Vorderpfote allein mit der Zunge erreicht werden. Beim Greiftraining ist
der Abstand zwischen Ka&fig und Podest so weit, dass das Tier die Vorderpfote
benutzen muss. Nach Entfernung des Futterkiigelchens wird lber einen Sensor im
Podest das Schlielen der TUr automatisch eingeleitet.

Hierfir wurde ein eigens entwickelter Plexiglaskafig (Dimension: 412mm x
450mm x 300mm) verwendet. Der Kafig ist mittels einer weilden,
undurchsichtigen Zwischenwand in zwei gleich groRe Kammern unterteilt,
wobei die eine fir das Vortraining und die andere flr das motorische Lernen
bendtigt wird (siehe Abbildung 2). An der Rickwand beider Kammern ist ein
Naherungssensor installiert. Durch Aktivierung dieses Sensors wird an der
Vorderwand eine Tur durch einen kleinen Elektromotor hochgezogen, so dass
ein 10 x 50mm grofes, mittig gelegenes Fenster frei wird. In Abhangigkeit von
der Trainingskammer befindet sich entweder direkt vor dem Fenster
(Vortrainingskammer) oder in 18mm Entfernung (Greiftrainingskammer) ein
Futterktgelchen (Dustless Precision Pellets®, 45mg, Bioserve Inc. Frenchtown,
NJ, USA) auf einem Podest. Jeder Greifversuch der Ratte und das Entfernen

des Kugelchens vom Podest werden ebenfalls mit Naherungssensoren, die am
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Podest angebracht sind, aufgezeichnet. Letzteres flhrt nach kurzer Latenz von
einer Sekunde zum SchlieBen des Fensters und zum Ende eines
Greifversuchs. Das Versuchstier muss nun wieder an die Rlckseite gehen und

erneut den Sensor aktivieren, um einen neuen Greifversuch zu beginnen.

Die Steuerung der Kammern mit eingehenden Signalen der
Naherungssensoren, ausgehenden Signalen an den Elektromotor der Tur und
der Aufzeichnung der einzelnen Zeitpunkte der Sensoraktivierungen und der
Ergebnisse der Greifversuche wurde auf einem PC Uber das Programm Lab
View® realisiert (Version 8.0.1; National Instruments, Austin, TX, USA). Am

Ende einer Trainingssitzung wurden diese Daten in einer Datei abgespeichert.

Zielkriterium einer Trainingssitzung waren 100 ausgefihrte Versuche oder

maximal 60 Minuten Trainingsdauer.

2.2.2 Vortraining

Das Vortraining entspricht dem Lernparadigma der operanten Konditionierung.
Diese wurde erstmals von Edward Lee Thorndike 1898 in seiner
Dissertationsschrift beschrieben und spater in den Arbeiten von Burrhus
Skinner genau skizziert. Dabei werden zunachst spontane Verhaltensmuster mit
angenehmen Folgen assoziiert und dadurch die Frequenz ihres Auftretens
positiv beeinflusst. Im Falle des hier benutzten Vortrainings erlernten die Tiere
das Konzept der Trainingskammer und die rdumlichen Gegebenheiten Uber die
Lage der Sensoren und des Nahrungskugelchens. In der Vortrainingskammer
war das Podest unmittelbar vor dem Fenster angebracht (siehe Abb.2 B), so
dass die Tiere nicht die Vorderpfote brauchten, um an das Futterkigelchen zu

kommen, sondern es direkt mit der Zunge aufnehmen konnten.

Zu Beginn der Experimente wurden die Versuchstiere zuerst in die
Vortrainingskammer gesetzt, um dreierlei Ziele zu erreichen. Einerseits war es
unumganglich, dass die Tiere den Mechanismus kennenlernten, um mittels

Offnen der Tiire einen Versuch zu starten. Zweitens wurden die Tiere an die
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neuen Futterkigelchen gewodhnt. Zuletzt wurde durch das repetitive Vortraining

die Motivation der Tiere auf ein vergleichbares Niveau gebracht.

Vor dem Trainingsbeginn wurden die Tiere fur einen Tag auf Nahrungskarenz
gesetzt. Am ersten Tag der Trainingsphase wurden die Tiere fur 60 Minuten in
den Kafig gesetzt, mit einer frei zuganglichen Schale, in der das normale
Tierfutter gemeinsam mit den Nahrungsklgelchen fur den Greifversuch
angeboten wurden. Hierdurch wurden die Tiere an die neue Umgebung und das
neue Futter gewohnt. Ab dem zweiten Tag wurde die Dauer einer
Trainingssitzung auf 30 Minuten reduziert. Nahrungsklgelchen wurden nur
noch auf dem Podest vor dem Fenster angeboten. Bei zuerst gedffneter Ture
konnten sich die Tiere daran gewohnen, durch das Fenster die Futterkigelchen

zu fressen, danach wurde die Tlre geschlossen.

Ab diesem Zeitpunkt wurde die Ture nur noch manuell getffnet, wenn die Tiere
in die Nahe des Sensors an der Ruckseite gingen, oder aber automatisch,
wenn die Tiere den Sensor selbst mit der Schnauze beruhrten. Ersteres wird in
der behavioristischen Lernpsychologie als ,shaping“ bezeichnet und besagt,
dass nicht erst die vollstandige Abfolge des erwlinschten Verhaltens belohnt
wird, sondern bereits Vorstufen. Initial erleichterte das Shaping den Tieren die
Assoziation mit dem gewunschten Verhaltensmuster und beschleunigte den

Lernprozess.

Die Zielkriterien fur das Beenden des Vortrainings waren zwei konsekutive
Trainingssitzungen, in denen ein Tier 100 mal selbststandig die Kafigtir

innerhalb von 30 Minuten offnete.

2.2.3 Greiftraining

Nach Erreichen der Zielkriterien des Vortrainings begannen die Tiere mit dem
Greiftraining. Hierbei wurde nun die Entfernung des Futterkigelchens zum

Fenster auf 18 mm erweitert, so dass die Tiere nur noch mit Hilfe ihrer
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Vorderpfote das Futterkigelchen erreichen konnten, womit das motorische

Lernen induziert wurde (siehe Abbildung 3).

g7

!

HONE,

Abbildung 3: Erfolgreicher Greifversuch einer Ratte.

Zu Beginn der ersten Trainingssitzung war das Podest noch mittig vor dem
Fenster angeordnet. Nach den ersten 20 Greifversuchen wurde die Handigkeit
der Ratte bestimmt und dementsprechend das Podest um 5mm nach links oder
rechts verschoben, um dem Tier einen leichteren Zugang zum Futterkiigelchen
zu ermdglichen und eine Benutzung der ipsilasionalen Pfote nach Schlaganfall
zu verhindern. Ein Trainingsdurchgang bestand aus 100 Greifversuchen.
Insgesamt wurden acht aufeinanderfolgende Trainingssitzungen durchgefuhrt.
Jeder einzelne Greifversuch wurde wahrend einer Sitzung einer von insgesamt

drei Kategorien zugeordnet:

1.) Erfolgreiches Greifen wie in Abbildung 3 dargestellt, wenn das Tier das

Futterktgelchen greifen und anschlieRend fressen konnte.

2.) Fehlerhafter Greifversuch, wenn das Tier das Futterkigelchen nicht greifen

konnte, sondern vom Podest stiel}.

3.) Ein Greifversuch mit anschlieBendem Verlieren des Nahrungskigelchens,

bei dem das Tier das Kigelchen zwar korrekt greifen konnte, es aber beim
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Versuch, es zum Maul zu fihren, wieder fallen liel. Letzteres wurde nur bei
Tieren nach erfolgter Photothrombose beobachtet. In Anlehnung an die
Veroéffentlichung von Biernaskie et al. (Biernaskie et al., 2005), in dem dieses
Phanomen bereits beschrieben wurde, wurden diese Greifversuche als

,neglected reaches” (nichtbeachtetes Greifen) bezeichnet.

Als Messwert des Lernerfolges diente der Quotient aus der Anzahl erfolgreicher
Greifversuche gegenuber der Anzahl aller Versuche. Zugleich wurden aus den
Daten der Aktivierungen der Sensoren zwei Zeitintervalle berechnet: zum einen
die Latenzzeit zwischen Offnen der Tiire und Entfernen des Futterkligelchens
vom Podest (Ttur-Podest), Welches vor allem ein quantitatives Maly fur die
motorische Fahigkeit und Geschwindigkeit der Tieres darstellt; zum anderen
wurde die Zeit zwischen Entfernen des Futterkligelchens und Aktivierung der
Tir (Trur-Podest) berechnet, welche vor allem Uber die Motivation und den Grad

der operanten Konditionierung Auskunft gibt.

Zu Dokumentationszwecken wurden die Trainingssitzungen aller Tiere auf

Video aufgenommen (Kamera A 602 fc-2, Basler, Schweiz).

2.2.4 Rehabilitationstraining

Das Rehabilitationstraining gleicht dem normalem Greiftraining mit nur wenigen
Abweichungen. So ist es bei besonders ausgepragten Defiziten nach Lasion
notig gewesen, ahnlich dem ,shaping“ des Vortrainings auch nur Teile der
gewulnschten Bewegung manuell zu belohnen, da die Tiere ansonsten die
Motivation verloren hatten. Es wurde dabei darauf geachtet, dass der Trainer
maximal jeden flnften Versuch auf diese Weise belohnte. Des Weiteren wurden
die zu belohnenden Bewegungsablaufe an die Fahigkeiten der Ratte
angepasst. Ziel war es stets, dass die Versuchstiere einen selbststandigen
Greifversuch durchfuhren konnten. Trotz manueller Belohnung wurde der

Greifversuch aber dennoch als Fehlversuch bewertet.
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Zusatzlich dazu wurde bei manchen Tieren nach dem Schlaganfall beobachtet,
dass sie die Greifbewegung korrekt ausfiuhren konnten, jedoch das
Futterkligelchen in der Pfote nicht gespurt haben und es beim Offnen der Pfote
wieder fallen lieRen, ohne es weiter zu beachten. Diese Versuche wurden als
Abfall aufgrund eines sensiblen Defizits bewertet und in einer separaten Tabelle

ausgewertet.

2.2.5 Versuchsprotokolle

Insgesamt wurden 20 Tiere in drei Versuchsgruppen aufgeteilt, welche alle
gleichermallen das Vortraining bis zum Erreichen der oben beschriebenen

Zielkriterien durchlaufen haben.

Die erste Gruppe trainierte erst den Greiftest, bekam dann einen Schlaganfall
und wurde im Anschluss wieder rehabilitiert (Training-Schlaganfall-Training-
Gruppe, TST-Gruppe). Sie vollzog zuerst eine Phase mit acht konsekutiven
Tagen des Greiftrainings. Am neunten Tag erhielten die Tiere ein kortikale
Lasion der motorischen Hirnrinde. AnschlieRend hatten die Ratten eine 72-
stindige Ruhepause, um sich von der Operation zu erholen. Danach wurde mit
dem Rehabilitationstraining begonnen, welches sieben Tage dauerte, so dass
das gesamte Protokoll fur die TST-Gruppe 18 Tage umfasste. Hierbei wurde die

Zeit, die das Vortraining in Anspruch nahm, nicht berucksichtigt.

Die zweite Gruppe bekam direkt nach dem Vortraining einen Schlaganfall
induziert, um anschlielend mit dem Rehabilitationstraining fortzufahren
(Schlaganfall-Training-Gruppe, ST-Gruppe). Die Dauer der Erholungsphase
nach dem Schlaganfall sowie die Lange des Rehabilitationstrainings glichen
dabei der der TST-Gruppe.

Die dritte Gruppe diente als Kontrollgruppe und wurde Uber den gesamten
Zeitraum trainiert, ohne jedoch nach Tag 8 des Greiftrainings einen Schlaganfall
zu bekommen. Dennoch wurden auch diese Tiere fir 72 Stunden zwischen der

achten und neunten Trainingssitzung nicht trainiert.
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2.3 Operative Eingriffe

2.3.1 Anasthesie

Die Narkose fir die operativen Eingriffe wurde mittels intraperitonealer Injektion,
einer Kombination von Ketamin (Ketanest® 10%, Pfizer, Berlin, Deutschland)
70-100 mg/kg KG und Xylazin (Rompun® 2%, Bayer, Leverkusen,
Deutschland), appliziert. Die Dosis lag bei 5-10 mg/kg Kdérpergewicht. Die drei
Kriterien der Narkose, Hypnose, Analgesie und Relaxation, missen wie beim
Menschen auch fur Versuchstiere erflllt werden. Ketamin ist fur die Hypnose
und die Analgesie zustandig und Xylazin dient als Muskelrelaxanz. Vorteil
dieser Medikamentenkombination ist eine stabile kortikale Exzitabilitat, welche

bei Inhalationsnarkotika nicht gegeben ware.

Zur postoperativen Analgesie wurde Buprenorphin (Temgesic® 0,03%, Essex,

Munchen, Deutschland) 0,1 mg/kg Korpergewicht subkutan appliziert.

Wahrend der Operation wurde eine Augensalbe (Bepanthen®, Bayer,
Leverkusen, Deutschland) als Hornhautschutz aufgetragen. Fur die Perfusion
mit anschlieRender Dissektion der Hirne wurden Ketamin und Xylazin in

doppelter Dosierung benutzt.

2.3.2 Photothrombose

Die kortikalen Lasionen wurden mit Hilfe des Photothromboseverfahrens
erzeugt. Dieses wurde erstmals in den 1980er Jahren von Brant Watson
entwickelt (Watson et al., 1985) und in den folgenden Jahren stets
weiterentwickelt, so dass die von uns gewahlte Methode sich eng an der von
Oermann et al. (Oermann et al., 2004) anlehnt. Die Photothrombose ist dabei
eine wenig invasive und einfache Methode, um gezielt sehr genaue und wenig

variable ischamische Lasionen zu setzen.
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FUr die Induktion des Schlaganfalls wurden die Versuchstiere mit der oben
beschriebenen Mischung aus Ketamin und Xylazin narkotisiert. AnschlielRend
wurde der Schadel rasiert und mit Povidon-lod (Betadine®, Mundipharma,
Basel, Schweiz) desinfiziert. Danach wurde der Ratte ein 25-G-Katheter (BD,
Franklin Lakes, NJ, USA) in die linke Schwanzvene implantiert und der Kopf
des Tieres in einem stereotaktischen Rahmen (Stoelting, Wood Dale, IL, USA)
mittels 45°-Ohrfixateur zur Verhinderung von Verletzungen der Trommelfelle
fixiert. Die Kopfhaut wurde mit Povidon-lod Betadine (Betadine®,
Mundipharma, Basel, Schweiz) gereinigt. Es wurde eine etwa 3cm lange
longitudinale Inzision der Kopfhaut gesetzt. Das Periost wurde mit einem
Skalpell abgeschabt und dabei auftretende kleine Blutungen wurden mit einem
Gn60-Bipolarkoagulator (Aesculap, Tuttlingen, Deutschland) gestillt. Es wurde
mit Hilfe eines speziellen Mikrobohrers (FST, Heidelberg, Deutschland) ein 10 x
5mm groRes Knochenfenster Uber der kontralateral zur bevorzugten
Vorderpfote gelegenen Grol3hirnhemisphare gebohrt. Die Koordinaten hierfar
waren 6mm anterior, 4mm posterior und 1mm lateral zu Bregma. Eine
Dunnschicht-Mikroelektroden-Matrix mit 72 Elektroden (Mikroelektrodenarray
FlexMEA 72, NMI, Reutlingen, Deutschland, und Multi Channel Systems MCS
GmbH, Reutlingen, Deutschland) wurde auf der Dura mater platziert. Durch
elektrische Stimuli lieBen sich dann Bewegungen der Vorderpfote ausldsen.
Uber den Elektroden, bei denen mit den niedrigsten Spannungen bereits
motorische Antworten ausgelost werden konnten — mit dem niedrigsten

Schwellenwert —, wurden die Lasionen gesetzt.

Hierflr wurde eine feste Kunststoffschablone, die nochmals mit Aluminiumfolie
umwickelt war, mit einem Loch von 3mm Uber dem identifiziertem Gebiet
platziert und mittels zweier Pinzetten fixiert. Danach wurde ein Lichtleiter
(Schwanenhals-Lichtleiter, Schott AG, Mainz, Deutschland), der an einer
Kaltlichtlampe (KL 1500 LCD, Schott AG, Mainz, Deutschland) installiert war,
direkt Uber der Schablone platziert. AnschlieRend wurde das offenliegende
Hirnareal fir 20 Minuten mit 3200K Farbtemperatur illuminiert. Wahrend der
ersten zwei Minuten dieser Phase wurde uUber den peripheren Venenkatheter

der Farbstoff Bengalrosa (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) mit Hilfe
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einer Infusionspumpe (Genie, Kent Scientific Corp., Torrington, CT, USA)
infundiert. Die Konzentration war 13ug/kg Korpergewicht, geldst in einem
Verhaltnis von 10mg/ml in 0,9%iger Kochsalzlésung. Bengalrosa ist ein
Natriumsalz und zugleich ein photosensitiver Farbstoff. Unter Bestrahlung
kommt es im Hirngewebe zur Entstehung von Singulet-Sauerstoff (Ozon),
Endothelschaden, Thrombozytenaktivierung und mikrovaskularer Okklusion
(Dietrich et al., 1986a; 1986b) und somit zu einer umschriebenen ischamischen

Lasion.

Nach Ablauf der 20 Minuten wurde der Schwanzvenenkatheter entfernt. Das
Fenster in der Schadeldecke wurde mit dem zuvor entfernten Knochenstick
und Knochenzement (FLOWIine®, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim,
Deutschland) wieder abgedeckt, fixiert und die Kopfhaut wurde mit einer
einfachen Naht (P-H Seide®, Ethicon, Norderstedt, Deutschland) wieder

verschlossen.

Fur die komplette Dauer der Operation wurden die Tiere auf einer Heizdecke
(TSE Systems GmbH, Bad Homburg, Deutschland) gelagert. Diese war an eine
rektal liegende Thermosonde gekoppelt und ermdglichte die Stabilisierung der

Korpertemperatur der Ratten auf 37+/-1 °C.

2.3.3 Vermessung des motorischen Kortex

Um die Lage der Lasion mdglichst genau anhand funktioneller Kriterien zu
bestimmen, wurde bei diesen Experimenten darauf verzichtet, die
Schlaganfalle, wie sonst ublich, mit Hilfe von Koordinaten aus Atlanten zu
induzieren. Im Gegensatz dazu wurde bei den hier beschriebenen Versuchen
individuell fur jedes Tier vor der Induktion der Ischamie eine funktionelle Karte
der motorischen Grofl3hirnrinde durchgeftihrt. Hierflir wurde die von Molina-Luna
et al. (Molina-Luna et al., 2007) und Hosp et al. (Hosp et al., 2008)
beschriebene Methode der epiduralen Mikrostimulation verwendet. Vortell

dieser Methode ist die geringe Invasivitdt im Gegensatz zu intrakortikalen
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Microstimulation (ICMS) (Kleim et al., 2003), da das Array epidural plaziert

werden konnte.

Das Mikroelektrodenarray besteht aus einer 6 mm x 7 mm (42 mm?2) grof3en
und 14 pm dicken Polyimidefolie, auf der 72 Titanium-Nitrit-Elektroden mit
einem Durchmesser von jeweils 100 pm angebracht sind. Die Elektroden sind
dabei als Gitter angeordnet. Der medio-laterale Abstand zweier Elektroden
zueinander betragt 640 um und der anterio-posteriore Abstand betragt 750um,
so dass die Auflosung des Arrays ca. 1 Kontakt/ 0,69 mm? Kortexoberflache

betragt.

Das Array wurde mit zwei Konnektoren an einen Amplifier (MPA-32-preamplifier,
PGA-32-channel amplifier, MCS GmbH, Reutlingen, Deutschland)
angeschlossen, welcher wiederum Uuber eine LabView-Schnittstelle (NI-
DAQcard PCI-6071, National Instruments GmbH, Minchen, Deutschland) mit
einen Computer verbunden war. Somit konnte die Programmierung und
Bedienung des Mikroelektrodenarrays uber die Software LabVIEW (Version

8.0.1, National Instruments GmbH, Minchen Deutschland) erfolgen.

Fir die Stimulation wurden nur 64 der 72 Elektroden benutzt, da sechs
Kontakte als Erdung dienten und zwei Kontakte als Referenzelektrode bendtigt

wurden.

Die Kontakte wurden Uber das Computerprogramm in zufalliger Reihenfolge
ausgewahlt und mit konstanten biphasischen Stromimpulsen stimuliert. Es
wurden 100 Stimuli in 300Hz appliziert und der Konstantstrom lag bei 4,8 +
1mA. Wahrend der Kartierung lag der Rumpf des Tieres auf einem etwas
erhdhten Holzblock, so dass die Bewegungen der freiliegenden Extremitaten
vom Untersucher beobachtet werden konnten. Fur die Kartierung wurden die
Bewegungen von Schulter, Ellbogen und Handgelenk der Vorderpfote
ausgewertet. Evozierte Bewegungen wurden nur gewertet, wenn diese
verifiziert werden konnten. Hierfir wurde nach Erreichen der Reizschwelle der
Reizstrom stufenweise erhoht. AnschlieRend wurde der Strom auf Werte unter

der Reizschwelle gesenkt und dann nochmals erhoht bis die Bewegungen
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erneut hervorgerufen werden konnten. Absolute Obergrenze des Reizstroms
waren wahrend der gesamten Kartierung 4,8 mA. Nachdem dieser Vorgang fur
alle 61 Elektroden wiederholt wurde, setzte der Operateur den Schlaganfall
Uber dem Zentrum des Vorderbeinareals der Ratte. Dieses wurde als jene
Region definiert, in der die meisten Elektroden durch Stimulation eine Antwort
von Schulter, Ellbogen oder Handgelenk der kontralateralen Vorderpfote nach

sich zogen.

2.3.4 Totungsmethode: Perfusion

Nach Beendigung des Trainings wurden die Tiere getdtet, um anschliel3end ihre
Gehirne zu entnehmen und histologisch aufzubereiten. Hierfir wurde den
Tieren die potenziell letale doppelte Dosis der normalen, oben genannten,
Dosis an Ketamin und Xylazin intraperitoneal verabreicht. Anschlielend wurden
die Tiere bei noch intaktem Herzkreislaufsystem perfundiert. Hierfir wurden
zuerst mindestens 50ml eines 1%igen Phosphatpuffers (PBS, Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland) direkt in den Aortenbogen infundiert, um eine
Blutleere des Hirns zu erreichen. AnschlieRend wurden Uber selbigen Weg
mindestens 50ml einer 4%igen Formalinlosung (Paraformalinaldehyd, PFA,
Sigma-Aldrich) infundiert, um das Gewebe zu fixieren. Abschlielend wurden die
Tiere mit einer speziellen Guillotine (World Precision Instruments, Berlin,

Deutschland) dekapitiert und die Hirne wurden aus der Schadelbasis disseziert.

2.4 Aufarbeitung der Hirnschnitte

2.4.1 Anfertigung der Hirnschnitte

Zur Konservierung wurden die Gehirne fur 24 Stunden in der 4%igen PFA-
Ldsung belassen. Anschliellend wurden sie flr weitere drei Tage in eine PFA-

Lésung mit 20%igem Saccharoseanteil gelegt. Dies diente zum Schutz des
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Gewebes vor der anschlieBenden Schockgefrierung bei -35°C in einer
Methylbutanlosung (2-Methylbutan, Merck, Darmstadt, Deutschland). Die
tiefgefrorenen Gehirne wurden dann mittels eines Eindeckmittels (Jung Tissue
freezing medium, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) auf einer
Objektplatte fixiert, um anschlieBend an einem Cryostat (CM 3050, Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) 50um diinne Schnitte anzufertigen.
Bis zum weiteren Gebrauch wurden diese bei 4°C in einer 1%igen PBS-Ldsung

aufbewahrt.

2.4.2 Histologische Farbung nach Nissl

Zur Darstellung des infarzierten Gewebes wurde die Nissl-Farbung - benannt
nach Franz Nissl, einem deutschen Neurologen und Psychiater - verwendet.
Diese Farbetechnik eignet sich besonders, um die Neuronen darzustellen. Fur
die Farbung wurden die Hirnschnitte auf Objekttrager fixiert. Diese wurden dann
in 70%igen Ethanol (Ethanol absolut zur Analyse, Merck) getaucht und fur drei
Minuten in 10%ige Essigsaure (Essigsaure, Sigma-Aldrich), danach kurz in
destilliertes Wasser und anschlieRend fur sieben Minuten in die Cresylviolett-
Losung (Cresylviolett, Merck) gegeben. Zum Ausdifferenzieren wurden die
Praparate erneut in 10%ige Essigsaureldsung getaucht, danach nochmals fur
eine Minute in 100%ige Ethanollsbung und am Ende fur funf Minuten in eine
Xylollésung (Xylol, BDH Prolabo, Bruchsal, Deutschland) gelegt. Um die
gefarbten Schnitte anschlieBend zu fixieren, wurden die Objekttrager mit
Fixiermittel (DPX Mountain ®, Sigma-Aldrich) betropft und mit Deckglaschen
abgedeckt.

2.4.3 Volumenanalyse

Far die Durchfihrung der Volumenanalyse wurden die gefarbten und fixierten

Praparate unter dem Mikroskop (Axiovert 200 M, Zeiss, Deutschland) mit einer
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Kamera (Axio Cam MR, Zeiss, Deutschland) aufgenommen und anschlief3end
mit einem speziellen Analyseprogramm (Axio Vision LE 4.4®, Zeiss,
Deutschland) ausgewertet. Die GroRe der Lasionen wurde mittels der
Schatzfunktion nach Cavalieri, einem italienischen Mathematiker aus dem 17.

Jahrhundert, berechnet. Die Methode basiert auf folgender Gleichung:

m
V=T-2Ai
i=1
Hierbei steht V fur das Volumen, T fir den Abstand zum nachsten

ausgemessenen Schnitt und Ai fur die Flache des Schnittes.

Es wurde von jedem 10. Schnitt die Ausbreitung der Lasion und die gesamte
ipsi- und kontralasionale Gehirnflache ausgemessen. Anschliellend wurde die
Flache des Schlaganfalls mit der Schnittdicke von 50um und dem Abstand zum
nachsten gemessenen Schnitt multipliziert. Die so berechneten Volumina der
einzelnen Schnitte wurden summiert und ergaben das geschatzte

Gesamtvolumen der jeweiligen Lasion und dem ubrigen, intakten Hirngewebe.

Das geschadigte Gewebe wurde durch Fehlen von Neuronen und

gegebenenfalls Anwesenheit von glialem Narbengewebe identifiziert.

Neben dem Volumen wurde auch die Oberflachenausdehnung der Lasionen
bestimmt, indem wiederum von jedem 10. Schnitt die Breite des ischamischen
Insults gemessen wurde und dessen Abstand zur Fissura longitudinalis cerebri.
Diese Daten wurden dann mittels des PC-Programms Adobe lllustrator (Version
CS2, Adobe Systems, San Jose, CA, USA) in farbigen Schichten auf ein
Rasternetz Ubertragen (siehe Abbildung 7).

2.5 Statistische Methoden

Die Rohdaten wurden, wie bereits beschrieben, von einem Computer im txt-
Format abgespeichert und anschlieRend mittels einer eigens dafir via MatLab

(The MathWorks Inc., Natick, MA, USA) geschriebenen Programmierroutine
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umgewandelt. Die weitere Datenanalyse und -visualisierung wurde mit dem
Statistikprogramm STATISTICA (StatSoft GmbH, Hamburg, Deutschland)
durchgeflhrt.

Die Lernkurvenverlaufe Uber die Zeit wurden dabei Uber den Quotienten aus
der Anzahl erfolgreicher Greifversuche und der Anzahl aller Greifversuche einer
Trainingssitzung erstellt. Mittels Varianzanalyse mit Messwiederholungen
(repeated measures ANOVA) mit dem interindividuellen Faktor Gruppe (TST-
oder ST-Gruppe) und dem intraindividuellen Faktor Trainingszeitpunkt und der
Interaktion Gruppe x Trainingszeitpunkt wurden die Lernkurven der
Versuchstiere miteinander verglichen. Dabei wurde die
Ausgangsgeschicklichkeit als unabhangige Variable eingeflihrt, um eventuelle
falsch positive Unterschiede aufgrund initialer Leistungsunterschiede zu
vermeiden. Die Post-Hoc-Vergleiche wurden mit Fisher's Least-Significant-
Difference-Test (LSD-Test) ausgefuhrt.

Zusatzlich wurde eine nicht-lineare Regressionsanalyse der Lernkurven
durchgefuhrt. Hierfur wurden die Trainingsdaten zunachst mittels einer
Kurvenanpassung, basierend auf einem exponentiellen Modell, bestmoglich

beschrieben.

) _ p
Le|Stung - 1+ek(u—Trainingsxitzung)

Der Wert p bezeichnet das Leistungsplateau, der Parameter k& beschreibt die
maximale Steigung der Lernkurve und a, den Wendepunkt der Lernkurve

(Zeipunkt des schnellsten Lernens).

Alle Daten wurden in einem Arbeitsablauf unter Benutzung einer Dummy-
Variablen d, die die Zuweisung zur jeweiligen Versuchsgruppe darstellt, be-
rechnet (z.B. p = d 1sT, Greiftraining ~ p1+ d TST, Rehabilitationstraining  p2 + d sT p3).
Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen in Bezug auf die Parameter p,
k und a wurden mittels einer t-Statistik bestimmt:

(t= D= P, 171 >1.96)
JSEM,, +SEM,,
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Eine zweite Varianzanalyse mit Messwiederholung untersuchte den Einfluss der
Trainingsbedingungen auf den Kurvenverlauf der Latenzzeiten Trir-podest Und
Trodest-Tar der Tiergruppen uber die finfzehn respektive acht Trainingstage. Zur
Auswertung wurde flr jeden Trainingstag eine mittlere Latenzzeit Trir-Podest Und
Trodest.Tar @US einer Trainingssitzung gebildet. Zur graphischen Darstellung

wurden die Mittelwerte mit dem Standardfehler aufgetragen.

In einer weiteren Analyse wurden die Dimensionen der kortikalen L&sionen
zwischen der TST-Gruppe und der ST-Gruppe verglichen. Dabei wurden die
reinen Volumina und die Volumina im Verhaltnis zur Substanz der gesamten
kontralasionalen Hemisphare miteinander mittels eines t-Tests verglichen. Des
Weiteren wurde nach Unterschieden in der Lokalisation der ischamischen
Areale gesucht, da diese ja nicht nach konstanten, sondern nach individuellen
Koordinaten gesetzt wurden, die sich aus dem ,Mapping“ ergaben. Hierfur
wurden die maximalen Durchmesser in anterior-posteriorer und in medio-

lateraler Ausrichtung sowie die Tiefe der Lasionen mittels t-Test verglichen.

Eine letzte Analyse verglich ebenfalls mit einem t-Test die Reduktion des
Kdrpergewichts nach dem Schlaganfall der Tiere der TST-Gruppe mit denen der

ST-Gruppe.

Fur alle Auswertungen wurde ein Signifikanzniveau von a < 0,05 angenommen.

3. Ergebnisse

Um die Abhangigkeit motorischer Rehabilitation nach Schlaganfall von
vorausgehenden Lerninhalten zu untersuchen, wurde die Leistung einer
Gruppe von Versuchstieren (TST. n = 8), welche vor der ischamischen Lasion
ein Greifparadigma lernte, mit Versuchstieren (ST: n = 6) verglichen, die nach
der Lasion erstmalig das Greifparadigma lernten. Zu Kontrollzwecken wurde
noch eine dritte Gruppe von Versuchstieren eingefuhrt (Kontrolle: n = 6), welche

das komplette Training absolvierte, jedoch keinen Schlaganfall erhalten hatte.

42



3.1. Einfliusse vorausgehender Fertigkeit auf motorisches

Lernen und motorische Rehabilitation

Alle Tiere, unabhangig von der jeweiligen Gruppe, waren in der Lage, den
Greifversuch innerhalb von 14 Trainingstagen nach der photothrombotischen
Lasion zu erlernen. Bezuglich der Rate erfolgreicher Greifversuche ergab sich
ein signifikanter Zusammenhang zwischen den Faktoren Gruppe x Zeit
(F21,152 =1,78; p = 0,044). Post—-Hoc—Tests zeigten zudem, dass erneutes
Erlernen des Greifversuches nach ischamischer Lasion (TST-Gruppe)
langsamer war als der initiale Lernvorgang vor der Photothrombose in
derselben Gruppe (p = 0,039) und der Tiere der Kontrollgruppe (p = 0,033).
Trotz der langsameren Lernkurve wahrend der 14 Trainingstage nach der
Lasion erreichten die Versuchstiere der TST-Gruppe ein Leistungsniveau (37,7/
5,77% erfolgreiche Greifversuche), welches der Leistung vor dem Schlaganfall
ahnelte (39,9/ 1,91% erfolgreiche Greifversuche).

Die Tiere der ST-Gruppe, welche das Lernparadigma nach erfolgtem
Schlaganfall erstmalig erlernten, hatten eine signifikant schlechtere Leistung am
ersten Trainingstag, verglichen mit der Leistung der TST-Gruppe in der ersten
Trainingssitzung nach Schlaganfall (t(11) = 2,96; p = 0,013). Nach Durchfuhrung
der 14 Trainingssitzungen war das Leistungsniveau der ST-Gruppe signifikant
niedriger im Vergleich zu den TST-Tieren (32,7/ 1,88% erfolgreiche
Greifversuche; t(12) = 2,47; p = 0,014). Dies lasst moglicherweise darauf
schlieRen, dass ein hoheres Leistungsniveau nach Schlaganfall erreicht werden
kann, wenn die zu lernende Fertigkeit bereits vor der Lasion des motorischen

Kortex bekannt ist.

Das nichtlineare Modell konnte zeigen, dass die Lernkurve, gemessen anhand
der maximalen Steigung der Kurve (Parameter k), bei den Tieren der TST-
Gruppe vor dem Schlaganfall hoher war als danach (2,17/ 0,13 vs. 0,34/ 0,09;
t(7) = 2,47;p = 0,042). Aullerdem trat der Punkt des maximalen Lernens
(Parameter k) wahrend der Rehabilitation der TST-Gruppe signifikant spater auf

als wahrend des Lernens vor dem Insult (4.05, 0.21 Tage vs. 1.38, 1.18 Tage;
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t(12) = 2.23; p = 0.028). Die gleiche Analyse der Trainingsdaten der ST-Gruppe
ergab, dass diese Tiere signifikant friher die maximle Steigung der Lernkurve
erreichten als die TST-Tiere (2,59/ 0,4 Tage; t(12) = 3,24; p = 0,007). Alle
weiteren Vergleiche der Lernkurven zwischen den unterschiedlichen Gruppen

und Trainingsbedingungen waren nicht signifikant.
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Abbildung 4: Lernkurven der drei Versuchstiergruppen. a) Die Tiere der TST-Gruppe
wiesen ein 85%iges motorisches Defizit in der ersten Trainingssitzung nach der
Photothrombose auf im Vergleich zum Leistungsniveau vor der Intervention. b) Die
Lernkurven aller drei Gruppen sind aufgetragen, die der TST-Gruppe unterteilt in das
Lernen vor der Lasion und die Erholung danach. Die Erholungskurve der TST-Tiere
nach Schlaganfall ist signifikant langsamer als die initiale Lernkurve der gleichen Tiere
und als die Lernkurve der ST-Gruppe.
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Abbildung 5: Nichtlineare Kurvenanpassung der Lernkurven. Die Prozentzahl
erfolgreicher Greifversuche (Fehlerbalken geben den Standardfehler an) ist iber die
Trainingssitzungen aufgetragen. Die gestrichelten Linien bilden die Ergebnisse der
nichtlinearen Regressionsanalyse ab. a) Die Lernkurve im gesunden Tier zeigt eine
initial schnelle Komponente mit anschliessendem Kurvenplateau. b) Nach dem
Schlaganfall zeigt die Erholungskurve der TST-Tiere einen eindeutig langsameren
Verlauf, aber mit ahnlichem Kurvenplateau in den letzten Trainingssitzungen. c) Die
Lernkurve der ST-Tiere weist direkt nach dem Schlaganfall eine initiale schnelle
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Komponente mit konsekutivem Kurvenplateau auf, welches jedoch signifikant niedriger
ist als in der Gruppe der TST-Tiere.

3.2 Dynamik der Latenzzeiten

Die Latenzzeiten der Versuchsgruppen zu den unterschiedlichen Zeitpunkten
werden graphisch in Abbildung 6 dargestellt. Im Vergleich der einzelnen
Trainingstage je Gruppe zeigt sich am zweiten und dritten Tag nach der
Operation, dass die Tiere der TST-Gruppe einen Trend zu signifikant
verlangsamten Zeitspannen zwischen Offnen der Tir und Entfernen des
Futterkligelchens vom Podest (Latenzzeitrirpodest) haben (P=0,07). In der
zweifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit wiederholten Messungen zeigte
sich ein signifikanter Unterschied fir die Interaktion Gruppe x Zeit (F14,112 =
2,67; P= 0.0021). Bezuglich der Spanne zwischen Entfernen des
Futterkiigelchens und erneuter Offnung der Tiir (Latenzzeitpodest-Tir) zeigt sich
kein Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen (P=0,46). Die
Interaktion Gruppe x Zeit war ebenfalls nicht signifikant unterschiedlich (F14,112
=0,72; P=0,75).
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Abbildung 6: Darstellung der Latenzzeiten. Dargestellt sind die Mittelwerte beider
Gruppen fiir jede Trainingssitzung mit dem entsprechenden Standardfehler fiir (a) die
Zeit zwischen Tiréffnung und Entfernen des Futterkiigelchens und (b) die Zeit
zwischen Entfernen des Futterkiigelchens und Offnung der Tiir. Eine signifikante
Interaktion Gruppe x Zeit besteht fiir die Latenzzeit zwischen Tirdffnung und
Futterkiigelchenentfernung.
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3.3 Morphologie der ischamischen Lasionen

In Tabelle 2 wird die morphologische Charakterisierung der Infarkte flr beide
Gruppen dargestellt. Hinsichtlich der Lasionsvolumina unterscheiden sich die
beiden Gruppen nicht voneinander. Mittelwerte und Spannweite der TST-
Gruppe sind geringfligig hoher, zeigen aber im t-Test keinen signifikanten
Unterschied auf. Das relative Lasionsvolumen im Vergleich zur gesamten

Hemisphare ist in beiden Gruppen nahezu identisch (8,1% bzw. 8,2%).

Die oberflachliche Ausdehnung, gemessen am maximalen Durchmesser der
Infarktnarbe in anterior-posteriorer und medial-lateraler Ausrichtung, weist auch

keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen auf.

Auch die Tiefe des Infarktes, gemessen am maximalen Abstand in der

Lotgeraden vom Kortex ausgehend, zeigt keinen signifikanten Unterschied.

Abbildung 7 stellt die Topographie der kortikalen Lasionen graphisch dar. Die
Lokalisation der Lasionen, gemessen anhand des Lasionszentrums in Relation
zu Bregma, war zwischen beiden Interventionsgruppen nicht signifikant
unterschiedlich (Distanz in der Sagitalebene: t(13) = 0,55; p = 0,59; Distanz in
der Koronarebene: t(13) = 0,94; p = 0,37).
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Abbildung 7: Topographie der photothrombotischen Lasionen. Die Abbildung zeigt die
Uberlagerten photothrombotischen Lasionen einer Hemisphare, wobei (a) die TST-
Gruppe zeigt und (b) die ST-Gruppe. In der oberen Skizze werden zudem die
gemittelten Schwerpunkte aller Lasionen angegeben. Der Schwerpunkt der TST-
Gruppe entspricht dem Stern, die ST-Gruppe wird durch das Sechseck dargestellt.
Bregma wird durch das Dreieck signalisiert. Die Schattierung spiegelt die Haufigkeit
wider mit der die Lasionen Uber den gleichen Kortexarealen liegen. Je dunkler die
Farbung, desto haufiger liegen die Lasionen in diesem Bereich. Die Morphologie wurde
auf einer topographischen Karte nach Neafsey (Neafsey et al., 1986) abgebildet. Diese
zeigt die Lage des motorischen und somatosensorischen Kortex an.

49



Tabelle 2: Geometrische Abmalie der Lasionen.
Die Werte stellen die jeweiligen Mittelwerte der Gruppen mit dem entsprechenden
Standardfehler dar.

TST-Gruppe ST-Gruppe  p (t-Test)

Lasionsvolumen 17,3 £ 3,02 15,56 +2,42 0,45
(mm3)

Lasionsvolumen 81+x15 8,2+0,9 0,98
relativ zum

Hemisphéarenvolu

men (%)

anterior— 3,703 + 227 3,667 + 289 0,92
posteriorer
Durchmesser (um)

medial-lateraler 4,500 +715 3,500 + 342 0,26
Durchmesser (um)

Infarkttiefe (um) 2,160 + 131 1,955 + 87 0,23

3.4 Korpergewicht nach Operation

Nach der Operation nahm das Kdrpergewicht der Tiere weder in der ST-Gruppe
(Auswirkung der Zeit: p=1,00) noch in der TST-Gruppe (p=0,98; vor der
Operation: 303, 12; nach der Operation 296, 14; p= 0,69) signifikant ab.
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3.5 Sensibles Defizit nach Operation

In beiden Interventionsgruppen kam es in den Trainingssitzungen nach dem
Schlaganfall zu einem Auftreten der ,neglected reaches®, einem Fallenlassen
des Futterkigelchens, welches bereits in der Vorderpfote gehalten wurde. Die
Ratten schienen das Kiigelchen in ihrer Pfote nicht zu spuren respektive zu
bemerken. Die Anzahl dieser fehlerhaften Greifversuche war initial in der ST-
Gruppe in der ANOVA-Analyse mit wiederholten Messungen flur die Interaktion
Gruppe x Zeit signifikant erhoht und fiel nach der Trainingssitzung auf das
Niveau der TST-Tiere ab (F7 63 = 4,24; p = 0,0007, Abbildung 8).

16 : : : : :
14 | ----#l---- ST-Tiere
12t —@——— TST-Tiere

10 ¢ %

% neglected reaches
o N H (o] (0]

1 2 3 4 5 6 7 8
Trainingssitzung

Abbildung 8: ,Neglected reaches” nach dem Schlaganfall. Die Abbildung zeigt den
durchschnittlichen Anteil an ,neglected reaches” in den ersten acht Trainingssitzungen
nach dem Schlaganfall fiir die TST- und ST-Gruppe. Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler an.
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4. Diskussion

Die Versuche zeigten, dass Tiere, die das Greiftraining bereits vor dem
Schlaganfall gelernt hatten, sich bei der Rehabilitation zunachst schwerer taten,
langsamer lernten und langer brauchten, um ihr maximales Leistungsniveau zu
erreichen, im Vergleich zu Tieren, denen diese Aufgabe neu war. In Bezug auf
die Unterbegriffe des Neu- und Wiederlernens zeigen sich demnach klare
Unterschiede im Verhaltensexperiment. Insofern bedarf es einer detaillierteren
Untersuchung dieser Prozesse und ihres jeweiligen Einflusses auf die

Rehabilitation nach einem Schlaganfall.

4.1 Diskussion der Methode

4.1.1 Wahl des Lasionsmodells

Grundsatzlich sind Modelle, die zerebrale Ischamien ausldsen, in zwei
Kategorien einzuteilen: einerseits Modelle, die Auswirkungen von genetischen
und Umweltfaktoren widerspiegeln (Bacigaluppi et al., 2010a), und andererseits
Modelle, die es ermdglichen, die Pathophysiologie wahrend und nach einem
Schlaganfall sowie mdgliche Therapieansatze zu untersuchen (Bacigaluppi et
al., 2010b). In der zweite Kategorie kann nochmals die Unterscheidung von
globalen zerebralen Ischamien und fokalen zerebralen Ischamien vollzogen
werden. Im weiteren Text wird nur auf die letztgenannten Modelle naher

eingegangen.

Die Okklusion der Arteria cerebri media (MCAO0) ist wohl die haufigste Methode,
um Schlaganfalle im Tier zu untersuchen. Hierbei wird meist ein Silikonfaden in
die freipraparierte Arteria cerebri media eingelegt, um so den Blutfluss zu
stoppen. Um eine transiente Ischamie zu verursachen, wird der Faden nach 60,

90 oder 120 Minuten wieder entfernt und es kommt zur Reperfusion des
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geschadigten Hirngewebes und einem umschriebenen Untergang von

Nervengewebe im ipsilateralen Striatum.

Der motorische Kortex wird im Allgemeinen nur dann mitbeschadigt, wenn der
Faden langer als 120 Minuten in der Arterie verbleibt. Dabei kommt es jedoch
zu grolien Lasionen multipler Hirnareale, Hirnédem und folglich einer héheren
Rate an unerwinschten Todesfallen der Versuchstiere (Garcia et al., 1995). Ein
weiterer Nachteil ist, dass mit einer Wahrscheinlichkeit von mindestens 12%
nicht nur eine Ischamie, sondern auch eine Subarachnoidalblutung ausgelost
wird (Schmid-Elsaesser et al., 1998). Bei der Operation kommt es haufig zu
einer Verletzung der Arteria carotis externa und folglich einer Ischamie der
hierlber versorgten Kaumuskulatur. Tiere zeigen im Verlauf bei gleich groflier
zerebraler Ischamie eine verschlechterte Rehabilitation und eine
Gewichtsabnahme auf (Dittmar et al., 2003). Dies beeinflusst maf3geblich die
Aussagekraft eines Greifparadigmas, wie es in dem oben beschriebenen
Experiment verwendet wurde. Haufig wird durch die MCAo der Hypothalamus
frih geschadigt (Garcia et al., 1995), wodurch es zu einer etwa 24 Stunden
anhaltenden Hyperthermie der Ratte kommt (Li et al., 1999), welche den
Zelluntergang beschleunigt und somit ein Grund fur die hohe Variabilitat der

Lasionsvolumina dieses Modells sein kann (Carmichael, 2005).

Vorteile der MCAo sind die Pathophysiologie der kortikalen Schadigung mit
verzogertem Zelltod, einer ischamischen Penumbra sowie Oxidations- und
Inflammationsschaden, welche beim Schlaganfall im Menschen ebenfalls
auftreten und oftmals Ziele neuer neuroprotektiver Therapien sind (Cheng et al.,
2004). Die Infarktgrofie in diesem Modell weist eine hohe Varianz auf, liegt aber
ungefahr zwischen 20% und 45% Zelluntergang der ipsilateralen Hemisphare
(Carmichael, 2005). Dies sind Grolenordnungen, die beim menschlichen
Schlaganfall bereits als maligner Infarkt bezeichnet werden und nur ungefahr

10% aller Schlaganfalle ausmachen (Hacke et al., 1996).

Variationen der MCAo sind die distale Okklusion der Arteria cerebri media
(dMCAo0) (Tamura et al., 1981) und das 3-Gefal3-Okklusions-Modell (3-vessel-

occlusion) (Chen et al., 1986), welche kleinere Lasionen verursachen und keine
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Schadigung des Hypothalamus und somit auch keine Hyperthermie nach sich
ziehen, jedoch einen deutlich hoheren chirurgischen Aufwand fur den

Experimentator darstellen.

Eine weitere Variation ist die Verursachung eines embolischen Verschlusses
der Arteria cerebri media, indem man Mikrokugeln mit Durchmessern zwischen
50 und 400 um oder kleine Blutgerinnsel in die Arterie appliziert (Takeo et al.,
1992; Zhang et al., 1997; Gerriets et al., 2003). Diese Methoden ahmen zwar
den menschlichen Schlaganfall sehr gut nach, haben aber eine grolde
Variabilitat in Bezug auf Volumen und Lokalisation der Lasion und somit auch

das funktionelle Defizit des Versuchstieres.

Eine ganzlich andere Moglichkeit fokale Ischamien im Gehirn zu verursachen,
ist die Endothelin—1-Applikation in kortikale oder subkortikale Regionen
(Biernaskie and Corbett, 2001; Adkins and Jones, 2005). Endothelin-1 ist ein
Peptidhormon und gehort zu den potentesten Vasokonstriktoren (Masaki et al.,
1992). Vorteil ist die prazise Applikation und damit Schadigung gewunschter
Hirnareale. Doch Endothelin—-1-Rezeptoren sind nicht nur auf den
Endothelzellen vorhanden, sondern auch auf Nervenzellen und Astrozyten
(Nakagomi et al., 2000). Somit ist ein Koeffekt auf Neurone und Gliazellen, der
moglicherweise mit den ischamischen Effekten interagiert, nicht

ausgeschlossen.

Die Photothrombose ahnelt der Endothelin-Injektion in ihrer fokalen Applikation,

weist aber auch deutliche Unterschiede auf.

Diese Methode ermdglicht es, dass mit geringem chirurgischem Aufwand sehr
gezielt Schlaganfalle gesetzt werden kénnen, die in ihrer Variabilitat bezuglich
Grofde und Lokalisation sehr klein sind. Somit ist es moglich, gezielt bestimmte
Regionen auszuschalten, ohne dass man viele Kollateralschaden in Kauf
nehmen muss, welche die Aussagekraft des Experimentes negativ beeinflussen
konnten. Dadurch ergibt sich die Moglichkeit, kortikale und subkortikale
Netzwerke, aber auch Geschehnisse des Periinfarkigewebes besser zu

untersuchen (Neumann-Haefelin et al., 1999; Shanina et al., 2006).
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Die Nachteile dieses Modells betreffen vor allem die Art des mikrovaskularen
Insultes. Die Penumbra (lat.: Halbschatten) ist die Region, die den zentralen
Nekrosebereich umgibt und noch potenziell Uberlebensfahige Nervenzellen
enthalt. Dieses Gebiet, welches oftmals Ziel von neuen Therapieansatzen ist,
ist in diesem Modell nur sehr gering ausgepragt. Ahnlich verhalt es sich mit der
Kollateralisierung und der Reperfusion im Vergleich zur dMCAo (Tamura et al.,
1981). Im Gegensatz zu den anderen Lasionsmodellen finden sich Zeichen von
Oxidationsschaden vor allem im Infarktkern anstatt im Periinfarktgewebe (Kim
et al., 2000).

Zudem fuhrt die Zerstorung der Endothelschicht, einhergehend mit einer sehr
schnellen Infarzierung, zu einem ausgepragten lokalen Odem, welches
gleichermallen aus einer vasogenen Komponente und einer zytotoxischen
Komponente besteht (Lee et al.,, 1996). Es existieren also gleichzeitig
durchlassige GefalRe sowie eine Schwellung in den Zellen. Diese
Pathophysiologie ist im Vergleich zum Infarkt im Menschen sehr ungewoéhnlich,
da es hierbei nur zu einem zytotoxischen Odem kommt (Provenzale et al.,
2003).

Allen Methoden gleich ist die Tatsache, dass sie stets nur einzelne Aspekte der
menschlichen Erkrankung ,Schlaganfall® erfassen konnen. Aber auch die
Diagnose ,Schlaganfall“ des Menschen zeigt ein mannigfaltiges Bild mit zum
Teil grolRen Unterschieden in der klinischen Auspragung in Abhangigkeit der

Atiologie und der Lokalisationen der einzelnen ischamischen Gebiete.

Haufiger Kritikpunkt von Schlaganfallexperimenten im Tier ist die Auswahl der
Ergebnismessung. So werden haufig nur histologische Daten erhoben, wie der
Prozentsatz an Zelluntergang oder das Lasionsvolumen (Corbett and Nurse,

1998), um damit neue Therapieansatze zu evaluieren.

In dem hier beschrieben Experiment war die Zielsetzung, ein eindeutig
definiertes motorisches Defizit der oberen Extremitat in der Ratte gezielt wieder
zu rehabilitieren, da nicht histologische Daten die primare Zielgro3e waren,

sondern funktionelle Defizite evaluiert wurden. Vor diesem Hintergrund war es
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fur die Experimente notwendig ein Lasionsmodell zu wahlen, welches mit hoher
Prazision, geringer Variabilitdt und hoher Reproduzierbarkeit Lasionen des

motorischen Kortex zufuhrt.

Daher wurde in dieser Versuchsreihe das Photothrombosemodell nach Watson
(Watson et al., 1985) gewahlt. Dass die Pathophysiologie nicht mit der
zerebralen Ischamie beim Menschen vergleichbar ist, wurde unter der Annahme
in Kauf genommen, dass die Unterschiede eine Auswirkung auf die Frihphase
(1-3 Tage) nach dem Insult, weniger aber auf langfristige Erholungsvorgange

haben.

4.1.2 Wahl des Lernparadgimas

In dem hier beschriebenen Experiment wurde das oben bereits detailliert
beschriebene Greifparadigma angewandt. Dabei handelt es sich um eine
Weiterentwicklung der Greifparadigmen (Single-Pellet-Reaching-Task) von
Whishaw und Pellis (Whishaw and Pellis, 1990) durch unsere Arbeitsgruppe
(Buitrago et al., 2004).

Ziel des Paradigmas ist es, motorisches Lernen anhand von einhandigen
Greifbewegungen von Ratten darzustellen. Einhandiges Greifen ist dabei fur die
Tiere eine ungewohnliche, neue Bewegung, so dass davon ausgegangen

werden kann, dass die Tiere es im Verlauf der Trainingssitzungen erlernen.

Primare ZielgroRe ist die Lernkurve, die den Quotienten aus erfolgreichen
Greifversuchen und den insgesamt durchgefihrten Greifversuchen
widerspiegelt. Sekundare Zielgrollen sind die beiden oben beschriebenen
Latenzzeiten zwischen der Aktivierung des Tursensors und dem Entfernen des

Pellets vom Podest.

Die Wahl eines Tiermodells basiert auf drei Uberlegungen:
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1.) Im Modell kann man Faktoren besser beeinflussen, so dass Alter,
Infarktlokalisation und -grof3e gut kontrollierbar sind und man somit komplexe

Fragen womaoglich leichter beantworten kann.

2.) Es ist bei Ratten leichter moglich, elektrophysiologische, pharmakologische
und histologische Ergebnisse wahrend oder nach dem Versuchsablauf zu

gewinnen.

3.) Ein Versuchsaufbau wie der hier vorgestellte ware in Studien am Menschen
ethisch nicht vertretbar. Zugleich muss man aber jedem einzelnen Tier grofl3en
Respekt entgegenbringen, da wir nur durch Tierexperimente dazu in der Lage

sind, Grundlagenforschung in diesem Detail durchzufiihren.

Der Vorteil des Modells ist die gute Etablierung in unserer Arbeitsgruppe
(Buitrago et al., 2004; Molina-Luna et al., 2009; Wachter et al., 2009). Es
bestand viel Erfahrung im Umgang mit den Tieren wahrend des Experimentes
und der Planung der einzelnen Trainingstage. Daher wurden nur mannliche
Tiere verwendet, da bei diesen die Lernkurve im Vergleich zu den Weibchen
weniger steil ist (Buitrago et al., 2004). Zusatzlich waren alle Tiere bei
Versuchsbeginn mindestens elf Wochen alt. Dies hatte in einer
unveroffentlichten retrospektiven Analyse der Trainingsdaten unserer

Arbeitsgruppe stabile Lernkurven zur Folge.

Daneben ist der Single-Pellet-Reaching-Task eine sehr weit verbreitete
Methode zur Erforschung motorischen Lernens und Rehabilitation (Rioult-
Pedotti et al., 1998; Metz and Whishaw, 2000; Biernaskie, 2004) und ermdglicht

es so, Ergebnisse unter den Arbeitsgruppen besser vergleichen zu konnen.

Eine Frage, die sich bei allen Tierversuchen aufdréngt, ist die Ubertragbarkeit
der Forschungsergebnisse auf den Menschen. Vergleicht man die Dynamik der
Lernkurven motorischen Lernens beider Spezies, ergibt sich folgendes Bild: bei
Ratten zeigt sich ein initial steiler Anstieg der Lernkurve mit schnellem Erlernen
der neuen Fertigkeiten. Im Verlauf flacht die Kurve ab und bewegt sich nach
einigen Trainingstagen auf einem horizontalen Plateau ohne Steigung oder

Gefalle. Zusatzlich zeigen sich Phasen des schnellen Lernens innerhalb einer
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Trainingssitzung und Phasen langsamen Lernens zwischen den
Trainingssitzungen (Buitrago et al., 2004). Wenn Menschen einen motorischen
Task lernen, zeigt sich ein sehr ahnliches Bild, wobei anzumerken ist, dass die
zeitliche Auflésung der Lernkurve deutlich langer ist, so dass man die
Plateauphase erst nach Wochen erreicht. Doch auch hier kdnnen schnelle
Lernphasen wahrend der Sitzungen sowie langsame zwischen den Sitzungen
nachgewiesen werden (Karni et al., 1998). Zusammenfassend ist die Dynamik
von Lernkurven von Ratten und Menschen beim Erlernen einer motorischen

Fertigkeit sehr ahnlich.

Vor dem Hintergrund der Ubertragbarkeit untersuchte Whishaw et al. die
Morphologie des einhandigen Greifens beim Menschen und am Rattenmodell
(Whishaw et al., 1992; Sacrey et al., 2009) und kommt zu dem Ergebnis, dass
beide Bewegungsmuster mindestens eine parallele Entwicklung vollzogen

haben und eventuell sogar homolog zueinander sind.

Zur initialen Frage bezlglich der Ubertragbarkeit bleibt zu sagen, dass die
aktuelle Datenlage sehr klare Resultate aufweist, die eine Ubertragbarkeit von
Ergebnissen des Single-Pellet-Reaching-Tasks im Rattenmodell auf den
Menschen zulassen. Ob sich dies in der Zukunft bestatig, kann nur eine weitere

Erforschung motorischen Lernens in beiden Spezies zeigen.

Ein groler Nachteil des hier verwendeten Single-Pellet-Reaching-Tasks ist
jedoch die hohe Variabilitat zwischen den einzelnen Tieren in ihrer Lernleistung
(Buitrago et al., 2004). Die Ursachen hierfur sind nicht geklart. Mdglicherweise
ist die Aufgabe verhaltnismafig schwer, was sich auch in der relativ niedrigen
Plateauphase widerspiegelt. Im Vergleich hierzu sind andere, ahnliche
Paradigmen scheinbar leichter fir die Tiere zu erlernen (Starkey et al., 2011).
Ein weiterer Grund ist die Abhangigkeit des Lernverhaltens von genetischen
Faktoren, die in einer kurzlich veroffentlichten Studie zu Tage kamen (Bryant et
al.,, 2011). Folglich haben wir stets alle Tiere aus einem Wurf beiden

Testgruppen gleichermal3en zugewiesen.
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Die Auswertung des Single-Pellet-Reaching-Tasks in dieser Versuchsreihe
erfolgte Uber den primaren Endpunkt der Anzahl an Greifversuchen und die
qualitative Unterscheidung in erfolgreiche, fallengelassene oder fehlerhafte
Versuche. Diese Einteilung, die in der Lernkurve sogar nur zwei
Unterscheidungen widerspiegelt — erfolgreiches Greifen oder fehlerhaftes
Greifen —, ermdglicht es nicht, kleine Verbesserungen im Greifen zu sehen. Es
wird auch keine Aussage Uber die Geschwindigkeit oder den Kraftaufwand der
einzelnen Greifbewegung getroffen. Fur eine genaue Evaluation des Verhaltens
vor und nach dem Schlaganfall ist das somit sicherlich von Nachteil. Eine
alternative Auswertungsmethode ware die Erhebung biometrischer Daten
anhand von Videoaufzeichnungen oder Bewegungs-Erfassungs-Systemen
(motion capturing) (Metz and Whishaw, 2000; Johnson et al., 2012). Ersteres
war mit dem von uns aquirierten Videomaterial nicht suffizient mdglich.
Aufnahmen von Greifbewegungen sind derzeit bereits moglich (Whishaw et al.,
2010), jedoch sind die Infrarotreflektoren noch zu grof3 fur detaillierte

Aufnahmen.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Einfluss einer Lasion des motorischen Kortex auf das
Wiedererlernen des Greifparadigmas

Die erste Erkenntnis aus dem Experiment ist, dass motorisches Lernen nach
einer inkompletten Lasion des motorischen Kortex weiterhin moglich und sogar
ahnlich effektiv ist wie das Lernen bei gesunden Tieren. Das Wiederlernen einer
Fahigkeit (TST-Gruppe), die bereits vor der Lasion bekannt war, ist jedoch
langsamer als das Lernen bei gesunden Tieren und ist sogar langsamer als das
Neulernen (ST-Gruppe) nach einer Lasion. Diese Beobachtung ist unerwartet,
da man erwarten wirde, dass Tiere mit einer kortikalen Lasion Lerndefizite
haben — der Kortex ist ja, wie eingangs geschildert, fur das motorische Lernen

wichtig.
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Ratten kdnnen nach einem Schlaganfall der motorischen GrofR3hirnrinde immer
noch ein Greifparadigma mit der kontralasionalen Vorderpfote erlernen. Dieses
wurde bereits in mehreren wissenschaftlichen Arbeiten, sowohl fur
Greifbewegungen (Markgraf et al., 1994; Gharbawie et al., 2006) als auch fur
den Gang und die Kraft des Griffs (Wood et al., 1996), gezeigt. Gharbawie et al.
benutzten in ihrer Studie ein tagliches Training mit nur geringer Intensitat von 20
Greifversuchen pro Tag. Im Vergleich zu der Intensitat des hier angewandten
Trainings ist diese funfmal kleiner. Zudem waren die Lasionen, die mittels
MCAo (middle cerebral artery occlusion) erzeugt wurden, um ein Vielfaches
groRer; es wurden 82,243,4% der dominanten Hemisphare zerstort. In der
Versuchsreihe dieser Dissertationsschrift lag der Anteil des geschadigten
Gewebes der dominanten Hemisphare im Vergleich nur bei 8,1+1,5%. Eventuell
lassen sich hierdurch auch die Unterschiede in der Dynamik der Lernkurven
erklaren. Die Lernkurve der ST-Gruppe weist einen exponentiellen
Kurvenverlauf auf, wohingegen die Kurve der Tiere aus dem Experiment von
Gharbawie einen langsamen, linearen Anstieg zeigt. Jedoch erreichen beide
Lernkurven in ihrem Plateau die Hohe, die bereits vor dem Schlaganfall erreicht

wurde.

Altere Studien benutzen ebenfalls Trainingssitzungen mit niedriger Intensitat
(Lindner et al., 2003; Biernaskie et al., 2005). Ziel dieser Protokolle war es eher,
den Verlauf des motorischen Defizits nach einem Schlaganfall zu messen und
nicht eine rehabilitative Therapie durchzufuhren. Im Gegensatz hierzu
entspricht unsere hohe Trainingsintensitat einer rehabilitativen Therapie und

fuhrt zu einer schnelleren Erholung nach dem Schlaganfall.

Eine Studie aus dem Jahr 2003 von Kleim et al. (Kleim et al., 2003) benutzte
ein Training mit vergleichbarer Intensitat, welches 20 Minuten dauerte. Unser
Training dauerte im Vergleich dazu 23,4+1,5 min. Die Lasionsgrél’en waren
ebenfalls ahnlich. Die Kontrollgruppe zeigte einen ahnlich steilen Beginn in der
Anfangsphase der Erholung, erfuhr dann aber zwischen Tag 5 und 7 eine
ausgepragte Verschlechterung, welche in unserem Experiment nicht

nachweisbar war. Mdoglicherweise liegt dieser Effekt daran, dass im Experiment
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von Kleim et al. das Training direkt 24 Stunden nach dem Schlaganfall
begonnen wurde und der zweiphasische Verlauf einen verspateten neuronalen
Schaden widerspiegelt. Dieser ware dann aber nach dem aktuellen Konzept
(Schroeter et al., 2003) etwas zu spat aufgetreten. Mdglicherweise konnten wir
in unserer Studie keine zweigipfelige Erholungskurve beobachten, weil die Tiere
erst 72 Stunden nach dem Schlaganfall trainiert wurden und verzogerte

schadigende Auswirkungen der Lasion schon abgeschlossen waren.

Erstmaliges Lernen der Greifbewegung nach der kortikalen Lasion (ST-Gruppe)
zeigt ein ahnliches Lernprofil wie das erstmalige Lernen ohne bzw. vor einer
Lasion (Trainingssitzung 1-8, TST-Gruppe). Im Hinblick darauf erscheint es, als
ob die motorische GroRhirnrinde nur wenig Anteil an dieser Art des Lernens
hatte. Es gibt jedoch eine Reihe von Arbeiten, die zeigen, dass der Motorkortex
sehr wohl von grol3er Bedeutung fur das Erlernen motorischer Fahigkeiten ist,
unabhangig davon, ob es sich um motorische Adaptation oder das Erlernen von
Fertigkeiten handelt (Iriki et al., 1989; Shadmehr and Holcomb, 1997; Rioult-
Pedotti et al., 2000; Luft, 2004). Die Analyse der Infarktlokalisationen zeigt,
dass durch die Lasionen nicht der komplette caudale Motorkortex zerstort
wurde. Die Tiere hatten stets noch Teile des rostralen und den kompletten
kontralateralen motorischen Kortex, die eventuell die Funktion des zerstorten
Gewebes Ubernehmen konnen (Biernaskie and Corbett, 2001; Biernaskie et al.,
2005).

Dies wirft die Frage auf, weshalb das Wiedererlernen (TST-Gruppe) langsamer
ist als das Neulernen (ST-Gruppe). Der Faktor des fehlenden Volumens kann
hierfar nicht verantwortlich gemacht werden, da dieser in beiden Gruppen gleich
grol3 ist. Auch die Lokalisation der Lasion zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen der TST- und der ST-Gruppe. Beide Gruppen
unterschieden sich einzig in der Tatsache, dass die Fertigkeit bereits vorher
gelernt wurde oder nicht. Dieser Umstand legt nahe, dass ein residuelles
Element der zuvor bereits gelernten Aufgabe mit dem Wiederlernen interferiert.
Durch die Lasion wurde die Erfolgsrate der Tiere in der ersten Trainingssitzung

nach der Operation um 85% gesenkt. Es wurde folglich nicht die komplette
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Erinnerung an die Fertigkeit ,geldscht* oder der Kortex in dem Male
geschadigt, dass die Ausfuhrung der Greifbewegung nicht mehr moglich

gewesen ware.

Ramanathan et al. (Ramanathan et al., 2006) konnte mittels intrakortikalen
Microstimulation des motorischen Kortex komplexe Bewegungen der
Vorderpfote in der Ratte auslésen. Diese Bewegungen hatten ein klares
topographisches Muster, welches sich nach einer Lasion der Hirnrinde verschob
und umverteilte. Diese Umverteilung und das Ausmal ihrer Expansion korreliert
dabei positiv mit der Erholung nach der Lasion. Eine inkomplette Zerstérung
des motorischen Kortex, wie es in den beschriebenen Versuchen erfolgte,
konnte folglich zu einer inkompletten Zerstérung dieser Erinnerungsspur flihren
und nur noch Fragmente der vollstandigen Bewegungsmuster zurucklassen.
Maglicherweise werden diese Fragmente bei der Ausfuhrung einer bereits
gelernten Greifbewegung erneut angesteuert respektive aktiviert und fuhren
aber dann zu einer fehlerhaften Ausfihrung der Bewegung. Die Tiere der TST-
Gruppe mussten also fur einen unveranderten Kontext (das Greifparadigma)
zuerst die alte LOosung vergessen, um anschlieBend eine neue LOsung zu
erlernen. Eine ahnliche Theorie beschreibt Krishnan (Krishnan, 2006), der
maladaptive, spontane Reorganisation nach Verletzungen des zentralen

Nervensystems beobachtet.

4.2.2 Unterschiede der sensiblen Defizite zwischen den Versuchsgruppen

Wahrend der Trainingssitzungen nach dem Schlaganfall wurde bei manchen
Tieren eine besondere Art des fehlerhaften Greifens beobachtet. Dabei wurde
zwar das Pellet korrekt mit der Pfote gegriffen, aber die Ratten haben dieses
nicht bemerkt (,neglected reaches®). Folglich wurde das Futterkigelchen beim
nachsten Greifversuch oder beim Laufen wieder losgelassen. Die gleiche
Beobachtung wurde bereits in Tieren MCA-Okklusion gemacht (Biernaskie et
al., 2005). Obwohl die hier durchgefuhrten Lasionen allein den motorischen

Kortex betrafen, besteht eine relativ groRe Uberschneidung zwischen den
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somatosensorischen und den motorischen Gebieten der GroBhirnrinde in der
Ratte (Neafsey et al.,, 1986), so dass davon auszugehen ist, dass diese
Uberschneidung fir den beobachteten Effekt verantwortlich ist.
Interessanterweise haben die Tiere der ST-Gruppe signifikant mehr ,neglected
reaches® in den ersten beiden Trainingstagen nach dem Schlaganfall
durchgefihrt als die Ratten der TST-Gruppe. Mdéglicherweise ist die Ursache fur
diesen Effekt das bereits vorangegangene Training der TST-Gruppe, in dem
neben dem motorischen Lernen auch das Konzept des Greifparadigmas erlernt
wurde. Die TST-Ratten erwarten folglich auch nach der Lasion, dass ein
Futterkigelchen in ihrer Pfote liegt und kontrollieren die Pfote trotz
eingeschrankter somatosensorischer Information. Die Zahl der ,neglected
reaches” sinkt in der ST-Gruppe nach der zweiten Trainingssitzung rapide auf
das Niveau der TST-Gruppe. Diese Dynamik der Kurve weist auch darauf hin,
dass die Unterschiede in beiden Gruppen wahrscheinlich durch die
(Un)Kenntnis des Konzepts erklarbar ist. Eine unterschiedliche Auspragung des
sensiblen Defizits nach dem Schlaganfall halten wir eher fir unwahrscheinlich.
Eine spezifische Messung des sensiblen Defizits wurde jedoch nicht
durchgefuhrt.

4.2.3 Lage und Volumen der Lasionen

Da die kortikalen Ischamien nicht nach konstanten Koordinaten gesetzt wurden,
sondern anhand der Ergebnisse des ,mappings, ist fur eine Vergleichbarkeit

der beiden Testgruppen eine detaillierte Analyse der Lasionen notwendig.

Die Lage der Schlaganfalle wurde anhand des Abstands zwischen
oberflachlichem Infarktzentrum und Bregma berechnet. Dabei zeigten sich
weder signifikante Unterschiede der Abstande in der Sagittalebene noch in der

Frontalebene zwischen beiden Gruppen.

Das Volumen der Schlaganfalle wurde in funf Punkten miteinander verglichen:

absolutes Volumen, relatives Volumen im Vergleich zur gesamten Hemisphare,
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Durchmesser zwischen anterioren und posterioren sowie medialen und
lateralen Infarktgrenzen und zuletzt die Tiefe der Lasion. Bei keinem der funf

Kriterien zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Testgruppen.

4.2.4 Unterschiede in den Latenzzeiten

Die Latenzzeiten sind differenziert zu betrachten. Die Latenzzeitrir-podest ist vor
allem ein Mal fir die Fahigkeit der Ratte, das Futterkigelchen vom Podest zu
entfernen. Dementsprechend zeigen die Versuchstiere der TST-Gruppe in den
ersten Trainingssitzungen nach der Photothrombose einen Trend zur
signifikanten Zunahme der Latenzzeiten. Auffallend hierbei ist aber auch die
grol3e Streuweite der Datenpunkte, welche v.a. durch ein Tier zu erklaren ist,
welches in der initialen Phase der Rehabilitation groRere Probleme hatte, das
Pellet mit der Vorderpfote zu berthren. Die ST-Tiere haben hingegen keine
gesteigerten Latenzzeiten zwischen Turoffnung und Entfernen des Pellets, trotz
niedriger Werte an erfolgreichen Greifversuchen im Vergleich zu TST-Gruppe.
Dieses Phanomen kann unter anderem mit der erhohten Anzahl an ,neglected
reaches” in dieser Gruppe erklart werden, welche nicht als erfolgreiche

Greifversuche gewertet wurden.

Die Latenzzeitpodest-Tir ist hingegen ein gutes Mal} fur das operante Lernen und
die Motivation des Tieres. Dabei zeigten sich zwischen den Gruppen und den

Trainingsbedingungen keine signifikanten Unterschiede.
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5. Zusammenfassung

Die Plastizitat des menschlichen Gehirnes ermdglicht kontinuierliche
Anpassungen an wechselnde Bedingungen. Dabei treten plastische Prozesse
nicht nur wahrend der normalen korperlichen und geistigen Entwicklung auf,
sondern auch nach Erkrankungen wie Schlaganfall, Hirntrauma oder Multipler
Sklerose. Die physiologischen und pathophysiologischen Grundlagen dieser
neuronalen Anpassungsfahigkeit sind Gegenstand vieler Forschungsarbeiten,
dennoch sind diese Prozesse noch weitgehend unverstanden. Plastische
Prozesse wurden fur den motorischen Kortex wahrend des motorischen
Lernens und motorischer Rehabilitaiton bereits beschrieben (Nudo et al.,
1996b; Rioult-Pedotti et al., 1998; 2000; Luft, 2004), wobei der Fokus vieler
Arbeiten haufig auf elektrophysiologische, zellulare oder molekulare
Veranderungen ausgerichtet ist. Ziel dieser tierexperimentellen Arbeit war es,
verhaltensbiologische Eigenschaften des Lernens und Wiedererlernens nach
Schlaganfall zu beschreiben und somit zum besseren Verstandnis und
moglicher Zuordnung von bereits bestehenden und zukunftigen

Forschungsarbeiten beizutragen.

Es wurde anhand eines etablierten Lernparadigmas fir motorisches Lernen
eine Studie am Rattenmodell durchgefiihrt, in welcher die unterschiedlichen
Greifleistungen zweier Versuchstiergruppen miteinander verglichen wurden.
Dabei haben die Tiere beider Gruppen jeweils photothrombotische Lasionen im
motorischen Kortex im Bereich der Vorderpfoten erhalten, wobei eine Gruppe
das Lernparadigma bereits vor der ischamischen Lasion gelernt hat und die
andere Gruppe erst nach der Intervention mit dem Pardigma vertraut gemacht

wurde.

Es zeigte sich, dass die Ratten der TST-Gruppe (training-stroke-training) fahig
sind, nach der ischamischen Lasion wieder das Greifparadigma zu erlernen.
Das Wiederlernen erfolgt dabei langsamer als das Lernen vor dem
Schlaganfall, erreicht aber dennoch nach 14 Trainingstagen ein ahnlich hohes

Plateau wie vor dem Schlaganfall. Zudem ist zu beobachten, dass die
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Lernkurve der TST-Tiere vor der Photothrombose signifikant steiler ist als

danach.

Im Vergleich zu der TST-Gruppe zeigen die Tiere der ST-Gruppe (stroke-
training), dass sie auch ohne vorhergehendes Lernen des Greifparadigmas und
trotz der kortikalen Lasion fahig sind, den Greifversuch zu erlernen. Hierbei
kann man sehen, dass die maximale Steigung der Lernkurve signifikant friher

stattfindet als bei der Lernkurve nach Schlaganfall in der TST-Gruppe.

In der histologischen Auswertung der Hirnschnitte zeigen sich keinerlei
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen bezuglich der

Lasionsvolumina oder der Ausdehnung der Infarktareale Gber dem Kortex.

Zusammengefasst lassen sich die folgenden Erkenntnisse aus den Daten

dieses Versuches gewinnen:

Tiere mit einem teilweise zerstorten motorischen Kortex sind immer noch zu
motorischem Lernen fahig. Dies wurde bereits in friheren Veroffentlichungen
von anderen Arbeitsgruppen gezeigt (Gharbawie et al., 2006), wobei die
unterschiedliche Steigung der Lernkurven wahrscheinlich von der Intensitat der
einzelnen Trainingssitzungen, dem Ausmal} der Lasionen und dem

verwendeten Lernparadigma abhangig ist.

Die Tatsache, dass die Lernkurven der ST-Tiere derer von gesunden Tieren
ohne Lasion gleichen, mag zunachst Uberraschen, da es viele Studien gibt, die
einen klaren Zusammenhang zwischen dem motorischen Kortex und
motorischem Lernen aufzeigen (Iriki et al., 1989; Rioult-Pedotti et al., 2000; Luft,
2004). Bei naherer Betrachtung fallt jedoch auf, dass die rostralen und
kontralateralen Anteile der motorischen Hirnrinde intakt geblieben sind und die

Funktionen Gibernehmen konnten.

Es bleibt die Frage, warum nach einer Lasion des motorischen Kortex das
Wiederlernen einer bereits gelernten Bewegung langsamer ist als das

Neulernen der gleichen Bewegung.
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Es konnte gezeigt werden, dass mittels praziser Stimulationen des Motorkortex
komplette Bewegungssequenzen ausgeldst werden (Ramanathan et al., 2006),
folglich komplette Bewegungsablaufe im Kortex gespeichert werden. Durch eine
partielle Lasion der Hirnrinde koénnte es zu einer Unterbrechung dieser
kortikalen Netzwerke kommen und infolge zu fragmentierten
Bewegungssequenzen. Diese Fragmente konnten, ahnlich wie die
Fragmentierung einer Festplatte, zu einer Behinderung des Wiederlernens

fuhren.

Tiere mit der gleichen kortikalen Lasion, aber ohne vorhergehendes Wissen der
Aufgabe mussen komplett neue Bewegungssequenzen im noch intakten Kortex
formen, ohne dass es zu Interferenzen mit noch fragmentierten
Gedachtnisinhalten kommen kann. Diese Erklarung fur die Ergebnisse bleibt

zunachst hypothetisch und muss in weiteren Versuchen untersucht werden.
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6. Anhang

6.1 Erlauterungen zur Tierhaltung

Wahrend meiner Versuche habe ich alle Anstrengungen unternommen,
unnaotiges Leid der Tiere zu vermeiden. Ich habe mich intensiv darum bemduht,
dass die Tiere die bestmadgliche Versorgung erhalten. Um die notwendigen
tierschutz- und versuchstierkundlichen Fachkenntnisse zu erlangen, habe ich
am versuchstierkundlichen Privatissimum des tierarztlichen Dienstes der
Universitat Tubingen teilgenommen. Alle Handlungen an den Versuchstieren

wurden vom tierarztlichen Dienst der Universitat Tubingen Uberwacht.
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