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1.  Zusammenfassung

Schlaganfalle verursachen haufig anhaltende neurologische Defizite, sodass Strategien zur
Forderung der funktionellen Erholung und neurobiologischer Reparaturprozesse von hoher
Relevanz sind. Modifizierbare Lebensstilfaktoren wie Bluthochdruck, Ubergewicht,
Diabetes und Nikotinabusus machen einen Groliteil des Risikoprofils fur die Entstehung
und die Erholung von Schlaganfallen aus. Enriched Environment (EE) ist ein Modell fur
einen aktiven, kognitiv und sozial stimulierenden Lebensstil und kann neuroprotektive sowie

plastizitatsfordernde Prozesse aktivieren.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss eines aktiven Lebensstils mit sportlicher Aktivitat im
Rahmen von EE unter Normalkost (NCD) und fettreicher Kost (HFD) auf die funktionelle
Erholung nach einem photothrombotisch induzierten kortikalen Schlaganfall im Mausmodell
zu untersuchen. Genomische Einflisse von Lebensstilfaktoren und Diat wurden im nicht

primar ischamisch geschadigten Kleinhirn analysiert.

Mannliche Mause wurden unter Kontrollbedingungen (CC) oder EE gehalten und erhielten
entweder eine NCD oder eine HFD. Nach sechs Wochen Intervention wurde eine
Photothrombose induziert. Die phanotypische Erholung wurde mittels eines
standardisierten Neuroscores erfasst. Korrelierend dazu wurden immunhistochemische
Analysen des Schlaganfalls sowie eine Transkriptomuntersuchung des Kleinhirns mittels
lllumina-basierter mRNA-Sequenzierung durchgeflhrt. Die differenzielle Genexpression
wurde mit DESeq2 analysiert, wahrend die funktionellen Pathway-Analysen unter
Anwendung von Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) sowie Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG)- und Gene Ontology Cellular Component (GOCC)-Ansatzen

erfolgten.

Die Kombination aus EE und NCD flhrte zu der besten klinischen Erholung nach einem
Schlaganfall. EE zeigte auch unter HFD protektive Effekte, indem ein anhaltender
Gewichtsverlust verhindert und bessere klinische Verlaufe im Vergleich zu
Kontrollbedingungen erzielt wurden, wobei die Erholung im Vergleich zur EE-NCD-Gruppe

verzogert war.

Auf immunzytochemischer Ebene war die verbesserte funktionelle Erholung unter EE mit
einer raumlich begrenzten Entzundungsreaktion korreliert. Durch die EE und Diat-
Interventionen waren genomisch Modulationen im Kleinhirn festzustellen, insbesondere in
Genen, die an der mitochondrialen Energieversorgung, der ribosomalen Proteinsynthese
sowie an anti-inflammatorischen, neuroprotektiven und reparativen Signalwegen beteiligt
sind.

11



Insgesamt belegen die Ergebnisse, dass EE-vermittelte kdrperliche Aktivitat die Erholung
nach ischamischem Schlaganfall signifikant verbessert, wahrend ein unglnstiges
Ernahrungsprofil diese Effekte abschwachen kann, und unterstreichen die Bedeutung eines
multimodalen Lebensstilkonzepts aus Bewegung und ausgewogener Ernahrung fir eine

optimale Rehabilitation.
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2. Einleitung

21. Epidemiologie

Zerebrale Ischamien stellen in Industrienationen die haufigste Ursache fir eine anhaltende
Behinderung im Erwachsenenalter dar '. Jahrlich erleiden etwa 12,2 Millionen Menschen
weltweit einen Schlaganfall 2, sodass diese Erkrankung die zweithaufigste Todesursache
darstellt 3. Innerhalb des ersten Jahres nach einem Schlaganfall starben etwa ein Viertel
bis ein Drittel der Betroffenen *°. 40 Prozent der Uberlebenden bzw. (brigen Erkrankten
sind langfristig in ihren alltaglichen Aktivitaten beeintrachtigt ¢-%. Bis zum Jahr 2050 wird die
Zahl der jahrlichen Todesfalle durch Schlaganfall weltweit voraussichtlich um 50 %

ansteigen — von 6,6 Millionen im Jahr 2020 auf etwa 9,7 Millionen °.

Das motorische Defizit nach einem Schlaganfall erschwert das alltédgliche Leben in
besonderem Malde. Zudem ist es mit hohen Gesundheitskosten verbunden und stellt somit
den Hauptgrund fiir die mit dem Schlaganfall verbundenen Gesundheitsausgaben dar .
Weltweit werden rund 34 % der Gesundheitsausgaben fir die Behandlung von
Schlaganfallpatienten ausgegeben. In Deutschland beliefen sich die Gesamtkosten fur das
erste Jahr nach einem erstmaligen ischdmischen Schlaganfall pro Uberlebenden auf

18.517 Euro. Die Lebenszeitkosten pro Fall liegen im Durchschnitt bei 43.129 Euro ''.

Des Weiteren kdnnen nach einer Ischamie gravierende kognitive Beeintrachtigungen,
sogenannte nicht-motorische Folgen und Komplikationen wie Alzheimer und Depressionen
auftreten, welche mit einer erhohten Sterblichkeit assoziiert sind '2'3. Daher ist ein Fokus
von Forschung und Gesundheitswesen auf die Pravention und Bewaltigung der

Langzeitfolgen von Schlaganfallen sowohl lebensqualitats- als auch systemrelevant .

2.2. Akutbehandlung

Die aktuellen Behandlungsmdglichkeiten in Form von Thrombolyse und Thrombektomie
sind auf die ersten Stunden nach Beginn eines Schlaganfalls beschrankt. Diese fuhren zu
einer signifikanten Reduktion der Morbiditat und Mortalitat. Obwohl die Reperfusionsrate
durch endovaskulare Thrombektomie bei Schlaganfallpatient:innen bis zu 71 % betragen
kann, bleibt die Mortalitat innerhalb von 90 Tagen nach dem Eingriff mit bis zu 15 % relativ
hoch. Bei mehr als die Halfte der Patient:innen zeigen sich weiterhin neurologische Defizite
1415 Die intravendse Thrombolyse mit Gewebsplasminogenaktivator senkt das 3-Monats-
Mortalitatsrisiko um 37 % (bei Durchflhrung innerhalb von 2 Stunden) bzw. um 26 % (bei

Durchfihrung innerhalb von 2 bis 4,5 Stunden), die Thrombektomie reduziert das 3-
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Monats-Mortalitatsrisiko um 28 %. Die medikamentése Behandlung mit
Thrombozytenaggregationshemmern und Antikoagulanzien zeigte mit 51 % eine noch
starkere Reduktion '6. Eine zeitnahe Intervention in der Akutphase sowie eine konsequente
antithrombotische Sekundarprophylaxe kénnen fir die Prognose bei Patientiinnen mit

ischamischem Schlaganfall entscheidend sein 6.

Im Gegensatz dazu zielen nicht-pharmakologische Therapieansatze wie die Physiotherapie
auf eine Rehabilitation durch kérperliche Aktivierung ab, wodurch eine Verbesserung der
kognitiven, korperlichen und sozialen Fahigkeiten der Schlaganfallpatienten erreicht

werden kann 718,

2.3 Risikofaktoren und ihr Einfluss auf die Entstehung und das Outcome

von Schlaganfallen

Aktuelle Studien schatzen, dass bis zu 90 % aller Schlaganfalle auf beeinflussbare
Risikofaktoren zurlckzufihren sind, unabhangig von Region, Geschlecht, ethnischer
Herkunft oder Altersgruppe '°. Zu diesen beeinflussbaren Faktoren gehdren u.a.
Ubergewicht, Diabetes, Bluthochdruck und Bewegungsmangel. Diese kénnen aber nicht
nur die Entstehung einer zerebralen Ischamie beglnstigen, sondern bestimmen auch das
Outcome 22!, Auch nach stattgehabten Schlaganfall kénnen Lebensstilanderungen wie
mehr Bewegung, Rauchverzicht, Erlernen gesunder Erndhrungsgewohnheiten und
Gewichtsreduktion im Sinne der Sekundarpravention das Risiko eines erneuten Infarkts um
80 % senken 2. Eine weitere Studie zeigt, dass sich die kardiovaskuldre Mortalitat bei
Schlaganfallpatienten durch Lebensstildnderungen innerhalb von zehn Jahren um 85 bis
92 % senken lasst 2. Im Gegensatz zu diesen Erkenntnissen steht die Zunahme dieser
modifizierbaren Risikofaktoren in den vergangenen Jahrzehnten 2°. Zwischen 1990 und
2019 war ein hoher Body-Mass-Index der am schnellsten wachsende Risikofaktor fur
Schlaganfalle 2. Es konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass das Vorhandensein einer
Vorerkrankung wie Diabetes mellitus bei einem Schlaganfall mit einer hdheren Morbiditat
und Mortalitat assoziiert ist 2425, Als maRgeblicher Risikofaktor fiir die Gruppe der jungen
Erwachsenen kann insbesondere eine geringe korperliche Aktivitat identifiziert werden, die
laut Aigner und Kollegen fir 59,7 % aller Schlaganfalle in dieser Altersgruppe verantwortlich
ist 2°. Des Weiteren lasst sich eine Zunahme der Inzidenz von Typ-2-Diabetes im jiingeren
Alter beobachten, was das Risiko fUr Schlaganfalle auch in dieser Altersgruppe erhoht 7.
Die weltlichen Veranderungen in der Landschafts- und Ernahrungspolitik, der
Ernahrungsgewohnheiten, der korperlichen Aktivitdt und des Schlafs tragen zu diesem

Aufwartstrend bzw. der zunehmenden Diabetes-Epidemie bei 7.
14



24. Zellulare Mechanismen nach Schlaganfall

Ein Schlaganfall entsteht, wenn die Blutzufuhr zu einem Areal im Gehirn zum Beispiel durch
einen Gefallverschluss plétzlich abbricht. Infolge der unterbrochene Blutversorgung kommt
es zu einem plétzlichen Sauerstoffmangel, wodurch der Adenosintriphosphat (ATP)-
Spiegel rapide abfallt. Dies hat den Verlust der lonenhomdostase, eine Azidose,
Zellschwellung sowie eine pathologischen Freisetzung von Glutamat, die Exzitotoxizitat

auslost, zur Folge und flhrt letztlich zum Untergang neuronaler Zellen 2829,

Zusatzlich beeintrachtigt eine Kalziumuberladung die Funktion der Mitochondrien, was zu
einer erhohten Bildung von Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), einem energetischen

Ungleichgewicht, oxidativem Stress und letztlich zu Apoptose und Nekrose fiihrt .

Wenige Stunden bis mehrere Tage nach Schlaganfall kommt es zu einer starken
Entziindungsreaktion, die sich global auf das Hirngewebe ausbreitet 2. Diese
Entziindungsprozesse spielen eine zentrale Rolle bei der sekundaren Gewebeschadigung
und tragen wesentlich zur Ausdehnung der Lasion sowie zu den neurologischen
Beeintrachtigungen bei 3'. Das Ausmal der durch den Schlaganfall hervorgerufenen
Gewebeschadigung wird demnach maRgeblich durch das Immunsystem bestimmt 3233,
Dadurch werden Gliazellen (Mikroglia und Astrozyten) aktiviert und etwas zeitversetzt
hamatogene Zellen (Granulozyten, T-Zellen und Monozyten/Makrophagen) aus der
Blutbahn rekrutiert. Mikroglia kénnen sowohl pro-inflammatorisch (M1) als auch anti-
inflammatorisch (M2) wirken -3, M1- Mikroglia setzen proinflammatorische Zytokine wie
Tumornekrosefaktor Alpha (TNF-a), Interleukin-1 beta (IL-1B), Interleukin-12 und
Interleukin-6 (IL-6) sowie ROS und Stickstoffmonoxid (NO) frei, und schadigen so die Blut-
Hirn-Schranke (BHS) und beeinflussen die Neurogenese negativ ¥. M2-Mikroglia setzen
entzindungshemmende Zytokine frei, fordern die Gewebereparatur, phagozytieren
Zelltrtmmer und tragen zur Wiederherstellung neuronaler Funktionen bei 2°. Beide
Polarisationen der Mikroglia haben wichtige Funktionen. Tatsachlich scheinen M1 und M2
Zellen weniger als zwei grundlegend verschiedene Zelltypen als die Enden eines
Spektrums von Polarisationsstufen darzustellen *. Allerdings kann eine (iberschieRende
M1-Antwort bzw. ein Ungleichgewicht zu einem schlechteren funktionellen Outcome fuhren
3839 Bei Diabetes mellitus Typ 2 werden durch die Hyperglykdmie beispielsweise M1
Mikroglia befordert, was moglicherweise anteilig das schlechtere Outcome von Diabetes
mellitus Typ 2 Patienten mit Schlaganfall erklart “°. Demnach liegt ein Fokus der
Schlaganfallforschung auf der Férderung der neuroprotektiven und anti-inflammatorischen
Mikroglia 2.
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Die durch ROS erhdhte Neuroinflammation und die Freisetzung von Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) flihren zu einer erhéhten Permeabilitat der BHS. Dadurch wird
der Eintritt peripherer Immunzellen wie Neutrophilen, Monozyten, dendritischen Zellen und
Lymphozyten ca. drei Tage nach Ischamiebeginn in das zentrale Nervensystem erleichtert

und die lokale Entziindungsreaktion zusatzlich verstarkt 2241,

Im geschadigten Hirngewebe differenzieren Monozyten zu Makrophagen. Diese
phagozytieren abgestorbene Zellen und bernehmen sowohl entziindungsférdernde als
auch reparative Funktionen. Wahrend der spaten subakuten bis chronischen Phase
normalisieren sich die Monozyten im Blut und die Makrophagen unterstitzen zunehmend
den Gewebereparaturprozess. Die Immunreaktion erreicht ihren Héhepunkt in der Regel

am dritten bis flinften Tag nach dem Schlaganfall 4.

Parallel zur Rekrutierung peripherer Immunzellen werden auch Astrozyten aktiviert. Diese
Gliazellen reagieren auf die Gewebeschadigung mit Hypertrophie, Proliferation und einer
vermehrten Expression von Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP). Dies ist bereits ab dem
dritten Tag und Uber Wochen bis Monate hinweg beobachtbar #3. Darauf setzen die
Astroglia wichtige Wachstumsfaktoren wie Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) und
den vaskularen Endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) frei. Diese sind entscheidend fur
das Axonwachstum, die Synaptogenese sowie die Revaskularisierung des geschadigten
Gewebes 3'. Sie fordern die neuronale Regeneration, indem sie trophische Faktoren und
Lipide bereitstellen, und bilden die Glianarbe, die den Infarkt und die Ausbreitung der
Entziindung begrenzt. Gleichzeitig kann diese Glianarbe jedoch die Regeneration von

Nervenzellen behindern 2°.

Einige Tage nach dem Schlaganfall folgt auf die schadlichen Ereignisse eine Phase der
neurovaskularen Reparatur und Neuroplastizitdt. In dieser werden endogene
Reparaturmechanismen aktiviert, darunter die Bildung neuer Synapsen, die Reorganisation
neuronaler Netzwerke sowie Prozesse der Neurogenese und Angiogenese 3. Diese

Umbau- und Reparaturmechanismen konnen Gber Wochen bis Monate andauern.
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Abb. 1: Chronologische zelluldre und molekulare Folgen eines ischdmischen Schlaganfalls.
Nach einem ischdmischen Schlaganfall kommt es zu einer raschen Entstehung von
Exzitotoxizitdt, Nekrose, oxidativem und nitrosativem Stress. Spéter (innerhalb von
Stunden bis zu einigen Tagen) kommt es zu Apoptose, Neuroinflammation,
Permeabilisierung der BHS, Diaschisis und Astroglioses “**® Quelle: Adaptiert nach Mollet
etal., 2022

2.5. Enriched Environment: Starkung =zellularer, molekularer und

epigenetischer Mechanismen im Zentrales Nervensystem (ZNS)

Enriched environment (EE) ist ein experimentelles Konzept fur Tierversucher mit Nagern,
in welcher ein aktiver und sozialer Lebensstil imitiert wird. In zahlreichen Studien konnte
bereits nachgewiesen werden, dass EE aus zellularer Sicht neuroprotektiv wirkt, zellulare
und synaptische Plastizitdt sowie funktionelle Leistungsfahigkeit fordert 468 Diese
Anreicherung der Umgebung umfasst Ma3nahmen, die zusatzliche Reize bieten und somit
die soziale Interaktion, das Spielverhalten, die Erkundung, die Lernprozesse, die
Gedachtnisbildung und die korperliche Aktivitat fordern 4°. EE ist ein flexibles Konzept, das
je nach Studienvorhaben unterschiedlich gestaltet werden kann. Das Ziel ist jedoch immer
die Stimulation auf unterschiedlichen Sinnesebenen, bei der motorische, kognitive und
sensorische Komponenten einbezogen werden (Abb. 2) *°. Im Mausmodell sind die Kéafige
beispielsweise groRer, um mehr Erkundungsraum zu bieten, fir die visuelle Anregung
kénnen unterschiedlich farbige Gegenstande (Tunnel, Ebnen, Igloos, ...) vorhanden sein,

kognitiv kbnnen Hindernisse eingebaut und deren Position gedndert werden,
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auditorisch kann mit Musik oder unterschiedlichen Gerdauschen gearbeitet werden,
sensorisch kdnnen Materialien verwendet werden mit unterschiedlicher Oberflache und
Beschaffenheit, flr die soziale Stimulation kdnnen die Tiere in gréfieren Gruppen gehalten
werden, auch unterschiedliche Gerliche kénnen genutzt werden und flir die motorische
Aktivitat koénnen Laufrader, Leitern, u.a. Sportgerate enthalten sein. Die konkrete
Gestaltung des EE richtet sich jeweils nach der Zielsetzung der Studie und kann

entsprechend angepasst werden %52,

Sensorische Stimulation

Forderung der sensorischen
Entwicklung und Sensibilitit

Klang

paop] Licht
9 4 Farbe
@ Textur

Motorische Stimulation Kognitive Stimulation

Enriched Environment
Férderung der motorischen &) Verbesserung von Lern- und
Fihigkeiten und Gedichtnisfihigkeiten,
Koordination Bereitstellung kognitiver
Herausforderungen

Soziale Stimulation

Haltung in grofleren Gruppen zur
Férderung sozialer Interaktion

Abb. 2: Klassifikation der verschiedenen Stimulationstypen innerhalb EE im Tiermodell, die
Bereiche umfassen kognitive, sensorische (taktil, olfaktorisch, visuell, auditiv), soziale und
motorische Stimulation %3

EE wirkt auf mehreren Ebenen neuroprotektiv und férdert die funktionelle Erholung. Dabei
lassen sich die Effekte in makroskopische, molekulare und epigenetische unterteilen (Abb.
3).

Auf makroskopischer Ebene zeigt sich eine Zunahme des Gehirngewichts, einer
Verbreiterung des Kortex, einer Verzweigung dendritischer Strukturen, einer verstarkten

Synapsenbildung und hippocampale Neurogenese sowie einer verbesserten Integration
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neu gebildeter Zellen in bestehende Netzwerke 57, Dariiber hinaus fordert korperliche

Aktivitat die Angiogenese 585,

Eine langfristige Umweltanreicherung flhrte bei gealterten Mausen zu einer Hypertrophie
der Mikroglia mit vermehrten und verldngerten Zellverzweigungen in verschiedenen
Hirnregionen (Hippocampus, Hypothalamus, Amygdala) jedoch ohne Hinweise auf
Proliferation oder Entziindung. Die verminderte Expression von
Haupthistokompatibilitditskomplex Klasse Il (MHC II) weist auf einen homdostatischen
Mikroglia-Phanotyp hin. Dieser tragt vermutlich zur Aufrechterhaltung der neuronalen

Homdostase und Neuroprotektion bei .

Gao und seine Kolleg:innen zeigten, dass EE die Proliferation und Aktivierung Gliazellen
férdert, was zu einer verstarkten Myelinisierung flhrt. Dieser Prozess tragt mal3geblich zur
Verbesserung kognitiver Funktionen bei. EE stellt somit eine wirksame, nichtinvasive
Stimulationsstrategie dar, die im Gegensatz zu invasiven Ansatzen wie
Stammzelltransplantationen effektiv. zur Forderung der Myelinisierung und zur

Unterstiitzung von Reparaturprozessen im ZNS eingesetzt werden kann 1.

EE beeinflusst auch verschiedene molekulare Prozesse im Gehirn. So konnte durch EE
eine erhdhte Konzentrationen des aus dem Gehirn stammenden neurotrophen Faktors
(BDNF) im Hippocampus und im Kleinhirn 9263 hohere Konzentrationen des
Nervenwachstumsfaktors und Neurotrophin-3 in verschiedenen Bereichen Hirnareale %
und unter anderem eine Erhéhung der Spiegel sowohl pra- als auch postsynaptischer
Proteine, wie Synaptophysin und Postsynaptic Density Protein 95 (PSD-95), in mehreren
Regionen des Gehirns beobachtet werden %. Erganzend hierzu konnte gezeigt werden,
dass EE die Spiegel und die Expression der Rezeptoren verschiedener Neurotransmitter
wie beispielsweise Serotonin, Acetylcholin und Noradrenalin, die eine zentrale Rolle fur die
Neuroplastizitat spielen, erhoht 7. Ebenso konnte nachgewiesen werden, dass EE die
Expression glutamaterger Rezeptoren, insbesondere der NMDA- und AMPA-Rezeptoren,

verstarkt 6869,

Erganzend hierzu konnte gezeigt werden, dass EE oxidative Stressmarker wie
Superoxidanionen, ROS, Malondialdehyd (MDA) und 4-Hydroxynonenal (4-HNE) im ZNS
signifikant reduziert und gleichzeitig sowohl enzymatische antioxidative Systeme (z. B.
Superoxiddismutase (SOD), Katalase (CAT), Glutathion-S-Transferase (GST)) als auch
nicht-enzymatische antioxidative Abwehrmechanismen (z. B. reduziertes Glutathion (GSH),
oxidiertes Glutathion (GSSG) und das GSH/GSSG-Verhaltnis) starkt 7°.
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Zudem zeigte sich unter EE eine signifikante Hochregulation von Proteinen, die mit der
mitochondrialen Biogenese in Zusammenhang stehen, die zu einer verbesserten

mitochondrialen Funktion fuhren kann 7.

EE hat auch stimulierende Effekte auf epigenetischer Ebene 72. EE beeinflusst die
Genexpression durch epigenetische Modifikationen, insbesondere durch Veranderungen
der Histonacetylierung und Desoxyribonukleinsaure (DNA)-Methylierung 53. Eine verstéarkte
Histonacetylierung fuhrt zu einer aufgelockerten Chromatinstruktur, die die Transkription
von Genen erleichtert, die mit Zellwachstum, -entwicklung und Neuroplastizitat unter
unglnstigen Umweltbedingungen assoziiert sind 72. Aktuelle Forschungsergebnisse
belegen, dass EE die neuronale Aktivitat steigert und dadurch einen Ca%*-Einstrom — vor
allem in Spinalganglienzellen — hervorruft. Dieser wiederum aktiviert das CREB-
Bindungsprotein, welches eine verstarkte Histonacetylierung vermittelt. Dies wiederum
erhoht die Expression von regenerationsférdernden Genen und fordert die axonale
Regeneration "3. In der Studie von Zhang et al. (2018) wird gezeigt, dass EE die
transkriptionelle und epigenetische Differenzierung in der DNA-Methylierung zwischen dem
dorsalen und ventralen Gyrus dentatus der Maus signifikant verstarkt, insbesondere an
Bindungsstellen des NeuroD1-Transkriptionsfaktors, ein Regulator der adulten

Neurogenese .

Eine Studie von Morse et al. (2015) zeigte, dass altersbedingte Gedachtnisdefizite mit einer
Dysregulation der Histon-Lysin-Methylierung im Hippocampus assoziiert sind. EE konnte
diese Defizite abschwachen, indem sie die lerninduzierte Trimethylierung von Histon H3 an
Lysin 4 (H3K4me3) am BDNF-Promotor IV normalisiert und die BDNF-Transkription im
gealterten Hippocampus erhéht. Dadurch verbessert sich das hippokampusabhangigen

Langzeitgedachtnis 7°.
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Abb. 3: EE fiihrt zu makroskopischen, molekularen, epigenetischen Verdnderungen im
Gehirn, die die neuronale Plastizitat fordern.

2.6. Enriched Environment und korperliche Aktivitat als modulierende

Faktoren der funktionellen Erholung nach Schlaganfall

Umgebung und Bewegung wirken nicht nur praventiv, sondern auch rehabilitativ und
beeinflussen den Heilungsprozess mal3geblich. Der rehabilitative Effekt bezieht sich dabei
vor allem auf die Verbesserung der funktionellen Erholung, insbesondere motorischer und
kognitiver Funktionen, im subakuten bis chronischen Verlauf. Dieser Effekt wird durch eine

gesteigerte neuronale Plastizitat und die Bildung neuer neuronaler Verbindungen vermittelt
76

EE verbessert dabei die adaptiven Plastizitat des Gehirns 77. Dies zeigt sich unter anderem
in einer Zunahme dendritischer Verzweigungen und dendritischer Dornen 787°, Gleichzeitig
erhoht EE die Expression trophischer Faktoren wie BDNF, Nervenwachstumsfaktor (NGF)-
A und NGF-B, die das Uberleben und Wachstum von Nervenzellen férdern 881, Zusatzlich
férdert EE die Gliogenese im ipsi- und kontralesionalen Kortex, insbesondere die Bildung
von Astrozyten und Oligodendrozyten-Vorlauferzellen/Polydendrozyten (NG2+), was die
Reparationsprozesse nach Schlaganfall unterstltzt 8. EE steigert zudem die Anzahl
neuraler Stammzellen und die Neurogenese im subventrikularen Ventrikel 8. EE steigert

die Expression des Sigma-1-Rezeptors im Periinfarktbereich, wodurch der zellulare
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Transport von Biomolekilen, einschlieBlich der synaptischen Proteine Neurabin und
Neurexin, verbessert wird und damit die Umgestaltung neuronaler Netzwerke unterstutzt 84,
Nach Schlaganfall fordert EE die neuronale Erregbarkeit, indem es die Funktion des
Gamma- -Aminobuttersaure (GABA)-Transporters GAT-1 wiederherstellt. Dabei wird die
GAT-1-vermittelte phasische GABA-Signalgebung gestarkt, wahrend die pathologisch

erhohte tonische GABA-Hemmung im perinfarktalen Kortex gleichzeitig reduziert wird 8°.

DarUber hinaus reduziert EE die durch Ischdmie induzierte Entzindung durch
Herunterregulierung von Apolipoprotein E und IL-1B # und verringert die neuronale
Apoptose im peri-infarktalen Kortex, was als mdglicher struktureller Mechanismus

neuroprotektiver Effekte diskutiert wird &.

2.7. EE als Konzept in der Klinik

Aufgrund der Vielfalt der Wirkungen im Tiermodell liegt es auch im Menschen nahe, zu
untersuchen, inwiefern Interventionen mit kognitiver Stimulation und Bewegung Uber das
normale Mall an Zuwendungen (Physiotherapie, Ergotherapie, Logopadie) auf der Stroke
Unit hinaus, einen Einfluss auf den klinischen Verlauf nach einem Schlaganfall haben
koénnte. Hintergrund ist, dass viele Patient:innen nach einem Schlaganfall einen Grofteil
ihrer Zeit zurickgezogen im Schlafzimmer verbringen — meist allein, isoliert und mit nur
geringer korperlicher Aktivitat 8. Dies gilt selbst flr spezialisierte Rehabilitationszentren .
In der Metaanalyse erstellten Anaker und Kollegen eine zusammenfassende Definition von
EE im klinischen Setting. Zum einen umfasst EE die Bereitstellung kognitiv stimulierender
Materialien und Gerate wie Blicher, Zeitschriften, Computer oder Spiele. Andererseits stellt
die gezielte Forderung der aktiven Teilnahme an unterschiedlichen Aktivitaten einen
zentralen Bestandteil EEs dar. Ziel dieser MalRnahmen ist es, die geistige Aktivierung sowie
die Selbstbestimmung und Eigenverantwortung der Patient:innen im
Rehabilitationsprozess zu férdern, wobei die aktive Beteiligung wesentlich zum Aufbau
eines stimulierenden Rehabilitationsumfelds beitragt *°. Der Zugang zu anregenden
Angeboten wie Lesematerial, Spielen, digitaler Technologie oder Musik kann die Motivation
der Patient:innen steigern, aktiv am Rehabilitationsprozess teilzunehmen, und so zur

Erhohung der korperlichen Aktivitat beitragen %0-92,

Weitere Studien heben hervor, dass auch die bauliche Gestaltung und Organisation der
Schlaganfallstation, insbesondere die Sichtbarkeit und Zuganglichkeit von

Gemeinschaftsrdumen, einen wesentlichen Einfluss auf die Nutzung von EE-Angeboten
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hat. Diese Aspekte sollten daher bei der Planung und Gestaltung der physischen

Umgebung beriicksichtigt werden %397

Intervention Outcome
(n of research papers) (n of research papers where
this outcome was found)

1 improved patient mood
Sarktimo et al. (2008)

promoted wide-spread structural connectivity brain changes
i Sthwonen et ol. (2022)

access to music (2 Increased physical activity
A improved cognitive function 3 Jonssen et al. {2022),
Sarkémo et al. (2008) Rosbergen et ol. (20170; 2019)
increased soclal activity
4 Janssen et ol {2013; 2022),
A foity beved fasbergen et al. (2017a; 2019)
increased activity osbergen et al. (2017a; 2019)
White et al. (2015), Janssen et ol. (2013, 2022), Increased cognitive activity
Rosbergen et al, (2017a; 2017b; 2019) 3 Janssen et ol. (2013),

flos en et al. (2017a; 2019)
improved cognitive, coping and self-management skills sbergen et ol (2017a: 2019
L xhonet ol (2016)

A improved attention and perceptual skills
Xhor et al, (2016)

improved physical function
Khon et ol (2016)

) i improved quality of life
ss to individual and lyusdlpeni
access to ual a 8 1 fewer adverse events

communal equipment Rosbergen et ol (2017a)
1 greater psychological well-being
Rosbergen et ol (2017D)
1 empowering patients and families
Rosbergen et o). (2017b)
1 staff found changing work routines difficult
Rosbergen et ol. (2017b)
1 positively affected ward morale
White et ol. (2014)
1 improved patient mood
White et ol (2014)
. s daily requirements for energy and protein intake were not met
communal mealtime 5 T Robertson et al, (2020)
Number of records Type of outcome Frequency
us Psychological Actidty levels grey symbol O colour symbal
outcome found in one outcome found in more
10 Neurological Other research paper than one research paper

Abb. 4: Ubersicht der Interventionen und berichteten Outcomes im Zusammenhang mit
Enriched Environments in der Schlaganfallrehabilitation *° Quelle: Ubernommen aus
Anéker et al. (2024), HERD, 17(2), 344-359. Lizenz: Creative Commons Attribution 4.0 (CC
BY 4.0)

Die Analyse der 11 Studien, die es zu EE im klinischen Setting nach Schlaganfall gab,
zeigte, dass sich durch die Intervention die Stimmung, die kognitiven Funktionen, Coping
Strategien, Aufmerksamkeit, Lebensqualitat und soziale Integration verbesserten .
Weitere Studien zu paraklinischen Outcome Parametern (Inflammation, Metabolismus,
strukturellen Auswirkungen) waren wichtig, um die guten klinischen Effekte untermauern zu

konnen.
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2.8. Genetische und epigenetische Besonderheiten des Kleinhirns und

ihre Modulierbarkeit durch Umweltfaktoren

Genetische und epigenetische Besonderheiten des Kleinhirns

Studien zur Ribonukleinsdaure (RNA)-Sequenzierung zeigen signifikante Unterschiede in
der Genexpression zwischen verschiedenen Hirnregionen %. Insbesondere das Kleinhirn
weist im Vergleich zu Regionen wie dem Hippocampus unterschiedliche
Expressionsmuster von Genen auf, die mit der Molekularphysiologie von Neuronen und
Gliazellen assoziiert sind *. Eine weitere Studie von Chappell et al. (2018) zeigt, dass sich
die Genexpressionsprofile der kortikalen Hirnregionen ahneln, wahrend das Kleinhirn ein
deutlich abweichendes Expressionsmuster aufweist. Insbesondere unterscheiden sich dort
die Expressionsniveaus einiger mit Alzheimer assoziierter Gene signifikant von denen in
anderen Hirnregionen. Dies kdnnte auf maogliche neuroprotektive Mechanismen im

Kleinhirn hindeuten 199,

Auch auf epigenetischer Ebene scheint sich das Kleinhirn von anderem Teil des Gehirns
zu unterscheiden. Horvath und Kollegen zeigte 2015, dass das Kleinhirn hinsichtlich der
von ihm etablierten “Epigenetischen Uhr” (epigenetic clock) langsamer altert als andere
Hirnareale '°'. Als mdgliche Griinde wurden ein vergleichsweise reduzierter Metabolismus,
geringere Mengen an mitochondrialen (mt) DNA Deletionen und geringerer oxidativer

Schaden an mtDNA und nuklearer DNA genannt 102-104,
Einfliisse von EE auf das Kleinhirn

Funktionell sowie strukturell ist das Kleinhirn gepragt von seiner Anpassungsfahigkeit an
aulere Einflisse. EE wirkt sich laut zahlreicher Studien daher besonders glnstig auf das
Kleinhirn aus. In der Metaanalyse beschreiben Gelfo et al., dass EE im Kleinhirn eine
Zunahme der dendritischen Spines und Grofe der Purkinjezellen bewirkt %, was mit einer
Starkung der synaptischen Verbindungen im Kleinhirn und einer verstarkten
Feinmodulation von Verbindungen einhergeht %197 Zudem fanden sich in Studien erhohte
Level von BDNF, NGF, Noradrenalin und Chromatin, was auf eine gesteigerte RNA
Synthese und Neuroprotektion hindeutet %", Elektrophysiologisch zeigte sich eine
erhohte neuronale Aktivierung, erkennbar an verkirzten Aktionspotentialen der
Kornerzellen sowie hdhere Feuerungsfrequenzen, wobei letztere mit der motorischen
Leistung korrelierten "2, In einer Studie von Scholz et al. (2015) zeigte sich im Tiermodell
nach Exposition mit EE eine Verringerung des Kleinhirnvolumens, was in in-vivo- und ex-
vivo- Magnetresonanztomographie (MRT)-Untersuchungen nachgewiesen wurde. Diese

strukturelle Veranderung wurde als Folge von neuronalen Optimierungsprozessen wie das
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synaptischem Pruning interpretiert. Funktionell ging dieser Umbau mit einer verbesserten

raumlichen Lernleistung einher '3,

2.9. Das Kleinhirn und seine Rolle als Schliisselakteur in der Rehabilitation
nach Schlaganfall. Crossed Cerebellar Diaschisis: Mechanismen und

therapeutische Ansatze

Bei einem Schlaganfall kommt es nicht nur zu Einschrankungen des minderperfundierten
Areals, sondern auch in davon entfernten, aber verbundenen Arealen, wie zum Beispiel
dem Kleinhirn und dem Thalamus. Die Untersuchungen von diesen Ferneffekten von
Schlaganfallen beim Menschen sind erst mit der funktionellen Kernspintomographie im
breiteren Umfang mdglich geworden. Diese pathologische Veranderungen in nicht-
ischamischen, entfernten Hirnregionen koénnen akut als Diaschisis auftreten oder
zeitversetzt als sekundare Neurodegeneration (SNDG) und sind anterograd oder retrograd

synaptisch zur primaren Lasionsstelle verbunden "4,

Bei GroRhirninfarkten ist das Kleinhirn ist eine typische Hirnstruktur, die trotz Entfernung
vom Schlaganfall Anderungen unterworfen ist. Die "Crossed cerebellar diaschisis" (CCD)
beschreibt den Funktionsverlust, den Hypometabolismus und die Perfusionminderung des
Kleinhirns infolge einer fokalen Lasion in der kontralateralen Gehirnhalfte. Grundlage ist
eine durch die De-Konnektion mit dem Lasionsareal verursachte Minderung der neuronalen
Netzwerkaktivitat, die als Diaschisis bezeichnet wird '5-118 Nach einem kortikalen Infarkt
korreliert die Auspragung der CCD mit dem Hypoperfusions-Volumen des Infarktes sowie
mit dem neurologischen Schweregrad und dem Grad der Behinderung ''°. In der
Konsequenz fuhrt die Deafferenzierung zu einer Beeintrachtigung der Funktion des
gegenuberliegenden Kleinhirns. Meist bleibt die CCD jedoch akut symptomfrei. Langfristig
kann es jedoch zu einer Wallerschen Degeneration und somit kontralateralen

Kleinhirndegeneration mit Atrophie kommen 2,

Die funktionelle Erholung nach einem Schlaganfall hangt mit der Interaktion zwischen dem
Motorkortex und dem Kleinhirn, sowie mit der Reorganisation und Wiederherstellung
Uberlebender ipsi- und kontralasionaler Netzwerke im Gehirn zusammen '2'-'23, Eine neue
Studie zeigt, dass das Kleinhirn nach einem Schlaganfall durch eine erhdhte Umschaltrate
zwischen funktionellen Netzwerken aktiv an der Anpassung und Neuorganisation des
Gehirns beteiligt ist '?*. So kann bspw. durch therapeutische Stimulationsverfahren wie der
Tiefenhirnstimulation des lateralen Kleinhirnkerns ' oder die transkranielle

Magnetstimulation des Kleinhirns 26 motorische Defizite nach einem Schlaganfall effektiv
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verbessert werden. Das CCD-Phanomen ist allerdings noch nicht gut verstanden. Einige
Autoren vermuten, dass es ein vorUbergehendes Phanomen ist, andere berichten
ipsilaterale Ataxie in dem Zusammenhang ''°. Unabhangig von der CCD scheint die
"zerebellare Reserve” ein wichtiger Faktor flr die Erholung nach Schlaganfall zu sein. Die
oben genannten Auswirkungen von EE auf das Kleinhirn insbesondere tragen dazu bei,

dass nach Lasion eine schnellere und bessere Anpassung erfolgen kann.

2.10. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Im Rahmen des vorliegenden Projekts erfolgte eine Untersuchung der Auswirkungen
sportlicher Aktivitat im Kontext eines "enriched environments" (EE) auf die
Funktionserholung nach einem experimentell induzierten Schlaganfall (durch
Photothrombose) im Mausmodell. Da diese Arbeit Teil eines gréeren Projektes ist, soll
hier kurz das Gesamtprojekt beschrieben werden. In der Studie wurde neben der
Untersuchung der Einflisse von EE auch eine Beeinflussung durch die Ernahrung im Sinne
einer fettreichen Diat (HFD = high fat diet) untersucht. Diese wurde dabei zur Modellierung
der Effekte eines metabolischen Syndroms eingesetzt. In diesem Projekt wurden
metabolische Untersuchungen (Positronen-Emissions-Tomographie (PET);
Insulintoleranztest (ITT); Glukosetoleranztest, (GTT); Computertomographie der
Kdrperzusammensetzung (CT Body Mass)), strukturelle Untersuchungen
(immunhistochemische Analysen), molekularbiologische Untersuchungen (Polymerase-
Kettenreaktion, PCR und Transkriptomanalyse) und funktionelle Tests (Neuroscore)
durchgefuhrt. Die Halfte der Tiere verblieben ohne Schlaganfall, bei der anderen Halfte

wurde eine Photothrombose 6 Wochen nach Interventionsbeginn induziert.

In meinem Teilprojekt habe ich mich mit der Gruppe, bei der die Photothrombose induziert
wurde, beschaftigt. Ziel war vor allem molekularbiologische Signaturen zu identifizieren, die
zu einem guten oder schlechten funktionellen Outcome nach Schlaganfall fihren, sowie
den Einfluss der EE-Umgebung auf diese zu analysieren. Hierflr erfolgte zunachst die
Auswertung der sequentiellen klinischen Untersuchungen nach Schlaganfall sowie eine
Transkriptom-Analyse des Cerebellums per RNA-Sequenzierung. Das Kleinhirn war hierfir
besonders geeignet, weil es aufgrund seiner strukturellen und funktionellen Plastizitat
wesentlich an der postischamischen Reorganisation neuronaler Netzwerke beteiligt ist. Wir
postulierten demnach, dass EE cerebellare, plastizitatsférdernde und neuroprotektive
Signalwege moduliert und dass sich diese Effekte in Veradnderungen des cerebellaren

Transkriptoms widerspiegelt.
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Mithilfe der globalen Transkriptomanalyse sollten Signalwege Uber einzelne Marker hinaus

untersucht und Adaptationsprozesse identifiziert werden.

Erganzend hierzu und um die distalen Prozesse im Kleinhirn besser einordnen zu kénnen,
erfolgten immunohistochemische Farbungen um zusatzlich die lokale Inflammation des

Schlaganfalles und deren Auswirkungen auf die Neurone zu analysieren.

Diese Arbeit soll somit zum einen, einen klaren Fokus auf Lebensstilinterventionen setzen,
welche ein grolies Potenzial als Grundlage fir die Rehabilitation nach Schlaganfall bieten
kénnen, sowie in der Primarpravention eine groflere Rolle spielen sollten, als auch
molekulare Mechanismen aufdecken, welche mdglicherweise pharmakologisch moduliert

werden konnen.
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3. Methoden und Material
3.1. Methoden

Uberblick
Vorbereitung s h Experimente g ,)\‘ Auswertung 4 :\,
( (3
) NS/ \>/
Kleinhirnentnahme RNA Sequenzierung 1. Datenanalyse mit Software DESeq2 in R
- RNA Extraktion .
2. Darstellung : - Sample Distance plot
- Volcano plots, shrunken apeglm, p <0.001,
compared with shrunken ashr, p <0.001
3. Amalyse von Signalwegen, Genanreicherung und zelluliren
Kompartimenten :
- KEGG - Pfade
- GSEA
-Goce
Hirngewebsschnitte e et Immunhistochemische Auswertung
- Ibal Farbung
- NeuN Firbung

Abb. 5: Ubersicht der durchgefiihrten Experimente: 1) Vorbereitung: Versuchsausfbau,
Kleinhirnentnahme,  Hirngewebsschnitte 2) Eigene Durchgefiihrte Experimente:
Neuroscore, RNA-Sequenzierung, Immunhistochemie 3) Auswertung: Statistik, DEseqZ2 in
R, Sample distance plot, Volcano plots — shrunken apeglim p<0,001, compared with
shrunken ashr, p<0,001, KEGG- pathway, GSEA und GOCC-Analyse

3.1.1. Vorbereitung

3.1.1.1. Versuchsaufbau

Far die Studie wurden erwachsene mannliche C57BI6N-Mause im Alter von acht bis zehn
Wochen benutzt. Nach einer Eingewdhnungsphase von zwei Wochen in Standardhaltung

wurden die Mause in vier Gruppen unterteilt:

1) CC NCD: Kontroll-Kafig (CC) + Kontrolldiat (NCD)

2) CC HFD: Kontroll-K&fig (CC) + Hochfett-Diat (HFD)

3) EE NCD: Enriched Environment Kafig (EE) + Kontrolldiat (NCD)
4) EE HFD: Enriched Environment Kafig (EE) + Hochfett-Diat (HFD)
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Umgebung

CC+NCD

Erndhrung

CC + HFD EE + HFD

Abb. 6: Gruppeneinteilung: vier Gruppen mit zwei Variablen: Umwelt und Ernédhrung, CC:
untergebracht in Standard-Techniplast-Kéfigen, EE: untergebracht in groRen
Doppeldecker-Kéfigen mit zusétzlicher Ausrlistung, die routineméafilig gewechselt wurden.
NCD: 13 kd % Fett; 11 % Saccharose, 3,595 kcal/ kg, HFD: 60 kJ % Fett, 5,150 kcal’kg

Fur die EE-Intervention wurden grolde Doppeldecker-Rattenkafige (GR1800, Tecniplast,
1862 cm2; OptiRat® Plus 1574 cm2) genutzt. Die Gruppengrofie betrug max. zehn Tiere.
Die Doppelstock-Kafige wurden mit Stimulationsmaterial ausgestattet, die dreimal pro
Woche umgestellt und gewechselt wurden. Zur Ausstattung gehoérten Laufrader, Iglus,
Tunnel, Hauser, eine Mezzanine, Holzkl6tze, Nistmaterial (Bio Services BV, 5500 AA Uden,
Niederlande), eine Leiter zum Besteigen des Oberdecks (vgl. Abb. 7A). Die Kontrolltiere
waren in Standardkafigen (control caging, CC) mit bis zu funf Tiere untergebracht und nur

mit einem Nestlet von 40x40 mm und Streu ausgestattet (Abb. 7B).

Zusatzlich wurden die Tiere aus den EE- und CC-Gruppen in zwei Diat-Gruppen unterteilt
und entweder einer normalen Erndhrung (NCD, 13 kJ % Fett; 11 % Saccharose, 3,595
kcal/kg, E 15748-04) und einer fettreichen Diat (HFD, 60 kJ % Fett, 5,150 kcal/kg) zugeteilt.
Die NCD-Diat zeichnete sich durch einen niedrigen Gehalt an gesattigten Fettsduren und
Saccharose sowie einen hohen Gehalt an Ballaststoffen aus und entsprach somit einer
physiologisch gesunden Mausdiat. HFD war durch einen hohen Fettgehalt gekennzeichnet
und wurde verwendet, um das metabolische Syndrom, Fettleibigkeit und Glukoseintoleranz
bei Mausen zu induzieren. Alle Mause hatten dauerhaft uneingeschrankten Zugang zu dem
jeweiligen Futter und Wasser. Im Rahmen des Experiments wurden alle Mause einem 12-
h-Licht- und 12-h-Dunkelphasenzyklus ausgesetzt, welcher Uber den gesamten
Versuchszeitraum unverandert blieb. Die Betreuung der Versuchstiere sowie die

Organisation der Kafige erfolgte durch Cl. Orschel, A. Ladwig und Ch. Orschel.
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Abb. 7: Versuchsaufbau (A) Doppelstockkéfig mit Stimulationsgerdten und (B)
Standardkéfig mit Bettzeug

Nach einer sechswdchigen Interventionsphase wurde durch A. Ladwig unter Isofluran-
/Lachgas-Narkose mit praoperativer Analgesie eine kortikale Photothrombose mittels
Bengalrosa-Injektion und gezielter Schadelbeleuchtung zur Induktion eines kortikalen
Schlaganfalls durchgefiihrt. Mause wurden wahrend des gesamten Experiments in
Zusammenarbeit mit dem Max-Planck-Institut (MPI) fur Stoffwechselforschung mehreren
[18F] Fluordesoxyglukose (FDG) -Positronen-Emissions-Tomographie (PET)-Messungen
unterzogen. Die PET-Bildgebung wurde vor Beginn der Intervention (PET 0), ein Tag nach
Beginn (PET 1), sechs Wochen nach Intervention (PET 2) sowie ein Tag nach PT (PET 3)
und 14 Tage nach PT (PET 4) durchgefihrt. Intervention Die PET-Messungen wurden von
H. Backes und A. L. Cremer durchgefihrt. Zusatzlich wurden eine Woche vor und nach PT
GTT und ITT durchgefihrt (A. Ladwig, Ch. Orschel, Cl. Orschel). Zur Messung der
Infarktgré3e wurden am Tag 2 nach PT T2-gewichtete MRT-Bilder angefertigt. Die MRT-
Scans wurden von D. Wiedermann, U. Uhlenkueken, S. Blaschke, S. Vlachakis, A. Ladwig
durchgefuhrt. Zur funktionellen neurologischen Beurteilung nach Schlaganfall wurden
serielle Neuroscore - Untersuchungen inkl. Grid-Walk-Tests und ein Open-Field-Test
durchgefuhrt und das Gewicht wurde taglich gemessen (Durchfuhrung: A. Ladwig,
Beurteilung: V. Zimmermann). Am Tag 16 nach Schlaganfall wurden die Tiere getétet. Ein
Teil der Tiere wurde perfundiert. Diese Gehirne wurden geschnitten (A. Ladwig, Ch.
Orschel, CI. Orschel, Cl .Drapatz) und fir Immunohistochemie (A. Ladwig, Ch. Orschel, CI.
Orschel, J.Romer, V. Zimmermann) genutzt. Der andere Teil der Tiere wurde dekapitiert
und die Gehirne wurden bei -80°C eingefroren, um spater fur die RNA-Sequenzierung und
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PcR Analyse aufbereitet zu werden (A. Ladwig, J. Romer, V. Zimmermann). Die
Gesamtzeit unter experimentellen Bedingungen betrug acht Wochen und zwei Tage. Die
RNA wurde mit dem lllumina-System sequenziert, das Transkriptom wurde sequenziert und
einer bioinformatischen Analyse unterzogen (U.Goebels, CECAD). Das Sequencing erfolgt
in der Core-Facility Zentrum fir Molekulare Medizin (ZMMK) der Universitat zu Koéln. Des
Weiteren wurden Gen-Set-Enrichment-Analysen (GSEA) sowie Gen-Ontologie-
Uberreprasentationsanalysen (GOCC) der Transkriptomdaten durchgefiihrt (A. Ladwig, V.

Zimmermann).

Start EE

TEST | TEST | TEST TEST TEST

PETO | PET1 PET 2 PET 3 |MRT PET 4 m Ch

¥

17
0123456 7 8 o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Wochen

- Photothrombose

PET = FDG-Positronen-Emissions-Tomographie

- Glucosetoleranztest

MRT  Magnetresonanztomographie
TEST  Verhaltenstests - Neuroscore

Cb Cerebellum-Entnahme

Abb. 8: Versuchsplan: zwei Wochen Eingewbhnungszeit, PETO: eine Woche vor Beginn
der Intervention, PET1: ein Tag nach Beginn, PET2: sechs Wochen nach Beginn, PET3:
ein Tag nach PT, PET4: 14 Tage nach PT; MRT: zwei Tage nach PT; GTT eine Woche vor
und nach PT, Verhaltenstests folgten nach PT an den Tagen 1, 3, 7, 10 und 16 (Grid-Walk-
Training vor PT), MRT: Magnetresonanztomographie, PET: Positronen-Emissions-
Tomoraphie, PT: Photothrombose, GTT: Glucosetoleranztest

3.1.1.2. Gewebeentnahme

Die Tiere wurden unter Inhalation von Isofluran narkotisiert. Nach Eintritt einer ausreichend
tiefen Narkose wurden die Halfte der Tiere dekapitiert, woraufhin Leber und Gehirn
entnommen, das Kleinhirn, sowie weitere Areale (kortikal und subkortikal) separiert und
unmittelbar in flissigem Stickstoff schockgefroren wurden. Bei der anderen Halfte der Tiere
wurde vor der Dekapitation eine Perfusion mit Formaldehyd durchgefihrt. Anschlielend

wurden die Gehirne entnommen, bei - 80°C eingefroren und flr die immunhistochemische
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Analyse weiterverarbeitet. Hierzu wurden koronare Hirnschnitte mit einer Dicke von 10 um
mithilfe eines Leica-CM3050-S-Kryostaten angefertigt. Die Praparate wurden anschlieend

bei —80 °C auf Objekttragern gelagert.

3.1.2. Eigene experimentelle Untersuchungen

3.1.2.1. Funktionelle Testung mittels Neuroscore

Nach der Photothrombose wurden Funktionstests durchgefiihrt, um die funktionelle
Einschrankung, aber auch die Regeneration der Mause nach Schlaganfallinduktion
beurteilen zu kénnen. Hierbei wurde an Tag 1., 3., 7., 10. und 16. nach der PT ein
Neuroscore ermittelt, der sich aus der Beurteilung des allgemeinen Erscheinungsbildes,
einem neurologischen Test (Sensomotor Score) und einem Gitter-Lauftest (Grid Walk Test)
zusammensetzte, der zuvor in unserer Arbeitsgruppe entwickelt und an das Experiment
angepasst wurde (Abb. 9) '?7. Der Score kombinierte ein in unserer Arbeitsgruppe bereits
verwendetes Bewertungssystem '2” mit einem am Max-Planck-Institut (MPI) etablierten

System 28,

Der Neuroscore wurde standardisiert gefilmt. Die Auswertung erfolgte im Anschluss

verblindet und nach dem unten dargestellten Punktesystem (Abb. 10).

Neuroscore
Allgemeines Senso- Gitterlauftest
Erscheinungs- | | motorischer
bild Test

Abb. 9: Neuroscore umfasst allgemeines Erscheinungsbild, Sensomotorischer Test und
Gitterlauftest (nach Walter et al. 2015).

Die sensomotorischen Tests bewerteten die Bewegungsfahigkeit der Vorder- und
Hinterpfoten. Dabei lag der Fokus auf der Untersuchung der linken Korperhalfte der Tiere,
da der Infarkt in der rechten kortikalen Hirnregion lokalisiert war. Die Testung erfolgte in

funf Abschnitten: 1) Im ersten Abschnitt wurde der allgemeine Zustand bewertet, wie sich
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die Maus auf freier Flache bewegt und wie der Zustand ihres Fells ist. Ein ungepflegtes
Erscheinungsbild erhielt 0 Punkte (P), wahrend ein sauberes, gepflegtes Fell einen Punkt
bekam. 2) Im nachsten Abschnitt wurde bei Fixierung am Schwanz in hangender Position
die Kopfhaltung sowie die Beweglichkeit der linken Vorder- und Hinterpfoten im Vergleich
zur rechten Seite beurteilt. Eine Kopfhaltung von Gber 10° wurde mit einem Punkt bewertet.
Die Beweglichkeit jeder Pfote wurde mit O bis 4 Punkten bewertet, wobei vier Punkte einer
uneingeschrankten/normalen Bewegung entsprachen. 3) Die weitere Testung erfolgte
unter Fixierung am Nacken und am Schwanz. Dabei wurde das Tier langsam an eine Kante
herangefuhrt, bis die Pfoten der linken Seite keinen Halt mehr haben und abrutschen. Es
wurde die Reaktion und das Wiederhochflhren der linken Pfoten beurteilt und anhand einer
Punkteskala von 0 bis 5 bewertet. Die maximale Punktzahl von 5 Punkten wurde vergeben,
wenn die Pfote nach dem Herabrutschen von der Kante diese wieder optimal erreichte. 4)
Zur Testung des Whisker-Reflexes wurde die Maus langsam am Nackenfell und Schwanz
fixiert an eine Wand herangeflihrt. Wendete sich die Maus bei der Berlihrung zur getesteten
Seite, war der Test positiv und es wurden zwei Punkte vergeben. 5) Zusatzlich wurde der
Gitterlauftest (Grid-Walk-Test) durchgeflhrt, um die motorische Funktionsfahigkeit, das
Gleichgewicht und sekundar sensorische Defizite zu erfassen. Voraussetzung fur den
Gitterlauftest war, dass alle Mause diesen 3 Tage vor der PT gelbt hatten und vor der PT
fehlerfrei auf dem Gitter laufen konnten. Dadurch wurden gleiche Bedingungen geschaffen.
Der Grid-Walk-Score wurde in einen quantitativen Score (Anzahl der Fehler = Tritte durch
das Gitter, max. 6) und einen qualitativen Score (fir die Art und Weise, wie das Gitter

erklommen wurde) unterteilt.

Die erreichten Score-Punkte wurden schliel3lich zu einem Gesamtscore von maximal 30

Punkten addiert. Niedrigere Werte entsprachen einer starken Beeintrachtigung.
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Neuroscore 0 1 2 3 4 5 6
Allgemeines ungepflegt Sauberes Fell
Erscheinungsbild
Kopfneigung nach oben | Nein Ja
<10°
Bewegung Pfote bewegt | eingeschrinkie eingeschrinkte geringe normal
Linke Vorderpfote sich gar nicht, | Bewegung, Pfote | Bewegung, Plote | Asymmetrie der
(0-4P) hiingend, wird | wird bewegt sich auf | Pfoten-
fixiert am | tberwiegend am | und ab, aber | bewegungen bei
Karper Korper gehalten asymmetrisch im | normalem
B.E“Egm_lg gehalten Vergleich  zur | Bewegungs-
Linke Hinterpfote Gegenseite ausmal}
(0-4P)
Linke Pfote hingt | Pfote hingt | Pfote hingt | Pfote hingt | Pfote hidngt nur | normal
Vorderpfoteplatzierung paretisch tiberwiegend iiberwiegend meist herab, | leicht herab,
(0-5P) herab, herab, aber wird | herab, aber wird | wird aber miBig | wird deutlich
Link keinerlei etwas in der | sowchl in der | sowchl in der | sowchl in der
ke . Bewegung Horizontalebene | Horizontalebene | Horizontalebene | Horizontalebene
I-:]usllperpfolenplﬂ(zmrung iber dem Tisch | als auch in der | als auch in der | als auch in der
(0-5P) bewegt Vertikalebene Vertikalebene Vertikalebene
iber dem Tisch | bewegt.  Pfote | bewegt, schafft
bewegt, Pfote | bewegt sich | es meistens nach
bewegt sich | aber erreicht die | oben
leicht nach oben Kante nicht
‘Whisker Reflex Nicht Vorhanden
(0-2P) Vorhanden
Grid walk/Gitterweg > 6 Fehler 5 Fehler 4 Fehler 3 Fehler 2 Fehler 1 Fehler 0 Fehler
Grid walk Qualitit Lange Pause, | schr langsame | Bewept sich
bleibt  stehen | und vorsichtige | qualitativ
oder geht gar | Fortbewegung gleichmabig
nicht hoch, nach oben
Orientierung
fehlt

Abb. 10: Neuroscore, Punkte 0-6 P.

3.1.2.2. Inmunhistochemische Farbung

Es wurden Gehirnschnitte mit den Hirnregionen Striatum, der Bereich mit dem groften
Infarktbereich, Hippocampus und Thalamus ausgewahlt. Hierbei wurden im ersten Schritt
primare Antikoérper gegen die Zielantigene verwendet (Iba1, NeuN) und in einem zweiten
Schritt mit einem geeigneten sekundaren Antikérper gekoppelt, welcher eine
fluoreszierende Komponente gebunden hatte (goat-anti-rabbit 568). Die Zellkerne wurden

mittels Hoechst-Farbung dargestellt.

Am ersten Tag wurden die fur die immunhistochemische Farbung vorgesehenen Praparate
zunachst aus dem Gefrierschrank (-80°C) enthommen und fur einen Zeitraum von zehn
Minuten bei Raumtemperatur aufgetaut. Zunachst wurden die auf den Objekttragern
befindliche Schnitte mit einem Fixationsstift bzw. Histofix umrandet und fir die Dauer einer
Stunde mit je 300 ul einer 4% PFA pro Schnitt in einer Feuchtkammer bei einem pH-Wert
von 7,0 und Raumtemperatur fixiert. Im Anschluss wurden die Praparate funf Minuten in
einem Gefall mit einer einprozentigen phosphatgepufferten Salzlésung (PBS) gestellt und
dadurch gewaschen. Nachfolgend wurden die Praparate fur zwanzig Minuten im
Citratpuffer bei einer Temperatur von 80°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Praparate

erneut fur fanf Minuten mit PBS gewaschen und eine sogenannten Blocklésung aus
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funfprozentigem Ziegenserum (Normal Goat Serum, NGS) in 1% PBS und 0,3 % Triton X-
100 hergestellt. Nachfolgend wurde jeweils 300 ul der Ldsung pro Schnitt bei
Raumtemperatur auf die Praparate aufgetragen. Die Blockerlésung diente dazu,
unspezifische Bindung des Primarantikérpers zu verhindern. In Kombination mit der Gabe
von 0,3 Prozent Triton X-100 (in einprozentigem PBS) wurden die Zellmembranen flr die
Antikérper durchlassig. Nach Inkubation und Entfernung der Blockerlésung wurde der
Primarantikorper (Iba1l oder NeuN, siehe Tbl. 4) in einer Verdinnung von 1:500 in
einprozentigen NGS und einprozentigen PBS in 0,3 % Tx-100 Lésung auf die Schnitte
gegeben und Uber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4 °C inkubiert. Am Folgetag wurde
der primare Antikérper entfernt und die Proben fiinf Minuten lang mit PBS gewaschen. Vor
der Inkubation mit dem biotinylierten Sekundarantikdrper (Kaninchen-Anti-Maus-AK) wurde
die Sekundarantikérperldsung im Verhaltnis 1:500 in einem prozentigem NGS und in 0,3 %
Tx-100 gemischt. AnschlieRend wurden 300 pl der Lésung auf die Schnitte aufgetragen
und fur einen Zeitraum von einer Stunde inkubiert. Der Sekundarantikbrper war gegen

Kaninchen-IgG gerichtet.

Die Praparate wurden erneut mit einprozentigem PBS gewaschen und anschlieRend 5
Minuten lang mit Hoechst (1:500 in PBS verdiinnt) inkubiert. Die Farbung mit Hoechst
diente der Sichtbarmachung der Zellkerne. Danach wurden die Zellen erneut mit PBS

gewaschen.

Zum Schluss wurden die Objekttrager mit den gefarbten histologischen Schnitten fiir die
Fluoreszenzmikroskopie mit Fluoromount G und Deckgléschen eingedeckelt. Die Lagerung
der Objekttrager erfolgte bei 4 °C. Im Anschluss wurde die Fluoreszenz unter dem

Mikroskop analysiert (siehe Tbl. 4).
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3.1.2.3. RNA-Extraktion

A
—— J_LLL
EENEE
RNA Extraktion RNAs

RNeasy Mini Kit

Abb. 11: Darstellung Kleinhirnentnahme: Abbildung angepasst nach: © 2011 Allen Institute
for Brain Science. Allen Human Brain Atlas. Online verfligbar unter: mouse.brain-map.org
und Trizol RNA-Extraction Kits (invitrogen) in Kombination mit RNAeasy Qiagen

Die Gesamt-RNA aus dem Kleinhirn wurde unter der Verwendung des Trizol RNA-
Extraction Kits (Invitrogen) in Kombination mit RNAeasy Qiagen gemall den
Herstellerangaben extrahiert (vgl. Abb. 11). Zu Beginn wurden die bei -80 Grad gelagerten
Kleinhirngewebe zur auf Eis vorsichtig aufgetaut. Mit einer Rasierklinge wurde jeweils das
Kleinhirn koronar geteilt, sodass zwei Proben entstanden, die Kleinhirngewebe der
ipsilateralen und kontralateralen Hemispharen enthielt. Die Proben wurden jeweils zur RNA
(und die andere zur Proteinextraktion genutzt). Die Probe wurde in ein 2-ml-Eppendorf-
Roéhrchen dberfuhrt. Dann wurde 1ml Trizol, eine monophasische Lésung aus Phenol und
Guanidinisothiocyanat, hinzugefligt, wodurch eine Lysierung des Gewebes initiiert wurde.
Zur besseren Homogenisierung wurde die Gewebeprobe mit einem Gewebemixer
zerkleinert. Zwischen den einzelnen Proben wurde der Mixer in einer alkoholischen Losung
gesaubert. Nach der Homogenisierung der Proben wurde 200 ul Chloroform (CHCL3) unter
dem Abzug hinzugegeben und daraufhin 15 Sekunden gevortext. Nach einer Ruhezeit von
funf Minuten und einer anschlieRenden Zentrifugation tber zehn Minuten bei 12.200
Umdrehungen pro Minute und 4 °C erfolgte eine Trennung des Homogenats/Lysats in drei

Phasen: Es entstand eine obere, klare, flissige bzw. wassrige Phase, die die RNA enthielt.
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Von dieser Lésung wurden 400 pl in ein neues Tube Uberfuhrt. Zuséatzlich bildete sich eine
Grenzschicht sowie eine untere, organische Schicht, die die DNA und Proteine enthielt. Zu
der RNA-haltigen Phase wurden direkt 400 ul Ethanol (70 Prozent in RNAse- freiem
Wasser) dazugegeben und durch Auf- und Abpipettieren mit der wassrigen Phase
vermischt, um die RNA aus der umgebenden Losung auszufallen. Jeweils 700 ul dieser
Losung (des Tubes) wurde dann auf je eine 2 ml RNeasy Mini Spin Saule tbertragen und
15 Sekunden lang bei 8000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Dabei blieb die RNA an
der Silicamembran der Saule haften. Die flissige Phase, die sich in dem Tube nach der
Zentrifugierung unterhalb der Membran befand, wurde verworfen. Es wurde je 700 pl RW1-
Puffer hinzugefligt und es wurde15 Sekunden bei 8000 Umdrehungen pro Minute erneut
zentrifugiert, wodurch die Membran gewaschen wurden. Darauf wurde die fliissige Phase
ein weiteres Mal verworfen. Zur Lésung der RNA aus der Membran wurde 500 pl RPE-
Puffer jeweils einem Tube hinzugefugt und es folgte eine weitere Zentrifugierung bei 8000
Umdrehungen pro Minute (zunachst 15 Sekunden, dann zwei Minuten lang). Der letzte
Schritt wurde noch einmal wiederholt. Die auf der Membran der Saulen haftende RNA
wurde in ein 1,5 ml grofles Tube uberfuhrt und 30 pl RNAse-freiem Wasser wurde
beigemischt. AnschlieBend wurde eine Minute bei 8000 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert und der letzte Schritt ein weiteres Mal wiederholt. SchlieRlich wurden die Tubes
mit RNA-Losungen erstellt, in denen die RNA der Kleinhirnzellen in RNA-freiem Wasser
unterhalb der Membran gel6st vorlag. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C. Im Rahmen der
weiteren Versuche wurden die Konzentrationen der RNA mittels Spektralphotometer
(NanoDrop™) gemessen. Danach wurden die RNA-LGsungen bis zur weiteren Verwendung
bei -80°C gelagert.

3.1.2.3.1. Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Nukleinsduren-Konzentrationen der einzelnen RNA-Proben wurde mithilfe des
Spektrophotometers Nanodrop (™) bestimmt, um die Reinheit der Proben zu Gberprifen.
Die Messung diente zudem dazu, lagerungsbedingte Veranderungen zu identifizieren und
die Messgenauigkeit zu erhéhen. Im Rahmen dieser Untersuchung erfolgte die Applikation
von 1 pul einer RNA-Lésung direkt auf die Detektionsflache. Fur die
Konzentrationsbestimmung wurden lediglich geringe Probenmengen bendtigt.
Anschlieend wurden alle Proben auf eine einheitliche Konzentration von 5 ng/pl verdinnt,

sodass alle Proben die gleiche Gesamtkonzentration an RNA aufwiesen.
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3.1.3. Auswertung

3.1.3.1. Bildgebung und Bearbeitung

Reprasentative Bilder wurden unter Verwendung des
Fluoreszenzphasenkontrastmikroskops (Keyence BZ-9000E, Osaka, Japan) mit 10x-, und
20x-Objektiven aufgenommen. Fir die Ganzhirnanalyse und das Brain-Mapping wurden
mit dem 10x- Objektiven komplette Scans aufgenommen. Fir eine detaillierte Analyse
wurden mit den 20x- Objektiven Bilder von verschiedenen Bereichen einschlieflich

Infarktgewebe, Periinfarktgewebe und ipsi- und kontralateralem Kortex aufgenommen.

3.1.3.2. mRNASeq mittels lllumina

Die Probenaufbereitung und die mRNA-Sequenzierung wurden gemal einem
standardisierten Protokoll der Genomics Core Facility des ZMMK der Universitat zu Kdin
unter Verwendung des lllumina® Stranded TruSeq® RNA Sample Preparation Kits
durchgefuhrt. Die mMRNA-Sequenzierung wurde mit dem lllumina® Stranded TruSeq® RNA
Sample Preparation Kit durchgefiihrt. Die Bibliotheksvorbereitung basierte auf 500 ng
Gesamt-RNA.  Nach der  Poly-A-Selektion  mittels  Poly-T-Oligo-gebundener
Magnetklgelchen wurde die mRNA fragmentiert und ricktranskribiert. Die zweite Strang-
Synthese der cDNA erfolgte mit DNA-Polymerase | und RNase H. AnschlieRend wurden
die Enden repariert, ein A-Tailing durchgefihrt und Indexadapter ligiert. Nach Reinigung
und Amplifikation (15 PCR-Zyklen) wurden die cDNA-Bibliotheken validiert (Agilent
TapeStation), quantifiziert (Peglab KAPA Kit, Applied Biosystems 7900HT) und gepoolt.

Anschlieend wurden sie auf einem lllumina NovaSeq 6000 im PE100-Modus sequenziert.

Es wurden insgesamt 20 Proben sequenziert, jeweils 5 Proben pro Gruppe.

3.1.3.3. Statistik-Neuroscore

Die statistische Analyse wurde unter Verwendung des Programms GraphPad Prism
Version 9.3.1 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) durchgefihrt. Zur Analyse
der Daten wurden je nach Verteilung und Struktur der Daten verschiedene statistische

Tests verwendet.

Um Unterschiede zwischen den vier Gruppen zu ermitteln, wurden zunachst bei
mindestens intervallskalierten, normalverteilten Daten einfaktorielle Anovas durchgefiihrt.

Als post-hoc Test wurde der Tukey-Test verwendet. Bei ordinalskalierten oder nicht normal
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verteilten intervallskalierten Daten wurden Kruskal-Wallis Tests durchgefihrt, um die
Unterschiede zwischen den Gruppen zu analysieren (Post-hoc-Tests nach Dunn bei
signifikanten Ergebnissen). Alle Datensatze wurden mit dem Anderson-Darling-Test und
dem D'Agostino-Pearson-Test auf Normalverteilung getestet. Die Ergebnisse wurden als
Mittelwert des Scores + Standardfehler (SEM) dargestellt, wobei ein p-Wert von <0,05 als
statistisch signifikant galt. Die Signifikanzgrade wurden in den Abbildungen und Tabellen
wie folgt gekennzeichnet: *p < 0.05 (signifikant) ** p < 0.01 hoch signifikant), ***p < 0.001
(sehr hoch signifikant) **** p < 0.0001, ns (nicht signfinikant). Die Daten wurden grafisch
als Box-and Whisker Plots nach Tukey dargestellt. Um den Einfluss der jeweiligen Faktoren
EE, Diat und gemischte Effekte (EE*Diat) zu ermitteln, wurden 2-faktorielle ANOVAs sowie

multiple lineare Regressionsanalysen fur die Tage 1, 3, 7, und 16 nach PT durchgeflhrt.

Die Effekte von Sport, Erndhrung und Zeit auf die abhangigen Variablen wurden mittels
einer dreifaktoriellen Varianzanalyse analysiert, um die Interaktionen dieser Faktoren zu
erfassen. Die hier beschriebene Methode erlaubte die Untersuchung der Haupteffekte

jedes einzelnen Faktors sowie deren Interaktionseffekte.

3.1.3.3.1. Shrinkage Methoden der DESeq2 Daten in R

Zur Analyse der Sequenzierungsdaten wurden durch die IT des CECAD (U. Goebels) zwei
unterschiedliche Shrinkage-Methoden angewendet. Dadurch sollten Ubergrofe log2-fold-
change Werte vermieden und stabilere Ergebnisse erzielt werden, insbesondere bei Genen
mit geringen Stichprobengrdlien, wie sie in unserem Experiment vorlagen: 1) aepglm: Die
erste Methode apegim und steht flr “Approximate Posterior Estimation for generalized
linear model (GLM) coefficients” '2°. Die Methode rechnete empirische Bayes Shrinkage
(Schrumpfungsschatzer) flr EffektgroRen fur eine Vielzahl von GLM-Modellen. Diese
Vorgehensweise stellte eine gangige Methode zur Auswertung von DeSeq2-Daten dar, um
starke Variation in den log2-fold-Veranderungen zu vermeiden und eine bessere
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu schaffen. 2) ashr: steht fur “Adaptive Shrinkage for
High-dimensional data”. Die Anwendung von ashr erméglichte eine bessere Ausgleichung
von Varianzen innerhalb der Gruppen. Die Umsetzung der genannten Methoden erfolgte

unter Verwendung der DESeq2 mit R.
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3.1.3.3.2. Principal Component Analysis und Sample Distance Plot

Als nachster Schritt erfolgte eine Principal Component Analysis, um Outlier zu identifizieren.
Auch der Sample Distance Plot diente der Veranschaulichung der Unterschiede in der Gen-
Expression zwischen den Proben, um eventuelle Ausreier oder fehlerhafte Proben zu
identifizieren. Der Sample Distance plot visualisierte die Distanzen zwischen den Proben in
Form einer Heatmap. Die x-Achse sowie die y-Achse reprasentierten jeweils die
verschiedenen Proben. Die Farbcodierung der Felder der Heatmap entsprach dem Abstand
zwischen den jeweiligen Proben. Dabei standen dunklere Blautone fur geringere
Werte/geringe Distanzen, was auf eine hohe Ahnlichkeit der Proben in Bezug auf die
gemessenen Merkmale hindeutete. Hellere Farbténe hingegen reprasentierten hdhere

Werte/gréliere Distanzen zwischen den Proben.

19 RNA-Proben wurden analysiert, davon vier aus der CC-NCD-Gruppe sowie jeweils flnf
aus den Gruppen CC-HFD, EE-NCD und EE-HFD Gruppe.

3.1.3.3.3. Volcano Plots

Volcano Plots wurden zur grafischen Darstellung der am starksten veranderte Gene
zwischen den einzelnen Interventionsgruppen verwendet. Es wurden hierbei zur Analyse
die oben genannten statistischen Methoden ,apeglm“ und ,ashr®* sowie die
Vergleichsvarianten ,normal“ und ,inverted” verwendet. Die Volcano Plots wurden mithilfe
der Software R, des DESeq2-Pakets flr die statistische Analyse und des ggplot2-Pakets
fur die grafische Darstellung erstellt. Auf der x-Achse wurde der Log-Fold-Change (log2FC)
aufgetragen, wobei positive Werte eine Hochregulation und negative Werte eine
Herunterregulation der Gene anzeigten. Auf der y-Achse wurde der negative Logarithmus
des P-Werts dargestellt, sodass hoher gelegene Punkte statistisch signifikanten
Unterschieden in der Genexpression entsprachen. Dabei wurde statistisch fur die Menge
an Tests korrigiert. Die auf dem Plot dargestellten Punkte reprasentierten jeweils ein Gen.
Signifikant veranderte Gene wurden durch folgende Farbcodierungen hervorgehoben.
Gene, die signifikant hoch- oder herunterreguliert waren (p-Wert < 0,05) und einen logFC
von > 0,5 und < -0,5 hatten, wurden in Rot dargestellt. Gene, die nicht signifikant verandert
waren (p-Wert = 0,05), aber einen logFC von >0,5 hatten, erschienen in Grin. Die Farbe
Blau wurde fir Gene verwendet, die p-Werte von <0,001 aufwiesen, unabhangig vom log
FC.

In dieser Arbeit wurde der Fokus auf den Effekt von Sport gelegt, weshalb die Gene aus
den Vergleichen EE NCD vs. CC NCD sowie EE HFD vs. CC HFD ausgewahlt wurden. Die
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Auswahl der Gene erfolgte anhand der Volcano-Plots der Gruppenvergleiche, bei denen
zwei Kriterien berticksichtigt wurden: Einerseits Gene mit einem p-Wert cut off < 0,001 und
log2FC > 0,5 bzw. < -0,5, als auch Gene die unabhangig des log2FC einen adjustierten p-
Wert von <0,05 erreichten. Trotz geringer Expressionsanderung waren sie hoch signifikant
reguliert. Gene mit einem nicht signifikanten logFC < 0,5 und einem p-Wert = 0,05 wurden

nicht berucksichtigt.

3.1.3.3.4. KEGG-pathway- und GSEA-Analyse

Um eine ganzheitliche Sicht auf Genomdaten zu erlangen, wurden die signifikant
veranderten Gene auch im Kontext von Stoffwechselpfaden und biologischen Systemen
analysiert. Dies erfolgte zum einen mittels KEGG Analyse (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes) °. Die Zuordnung zu KEGG-Pfaden ermdglichte die Untersuchung der
biologischen Funktionen und Signalwege. Die identifizierten Signalwege waren durch
spezifische ldentifikationsnummern (IDs) gekennzeichnet. In verschiedenen Schaubildern
der Signalwege wurden die jeweiligen Gene durch kleine Kastchen dargestellt.
Hochregulierte Gene wurden in Rot hervorgehoben, wahrend herunterregulierte Gene in
Blau dargestellt wurden. Fir diese Untersuchung wurden die Signalwege/ KEGG Pathways

herausgesucht, in denen sich die meisten signifikant veranderten Gene befanden.

Daruber hinaus wurde die GSEA-Methode angewendet. Auf diese Weise war es mdglich,
systematisch zu identifizieren, ob vordefinierte Gruppen von Genen (sogenannte Gene-
Sets), die mit biologischen Prozessen, Signalwegen oder bestimmten Zellfunktionen
assoziiert sind, in den vorliegenden Bedingungen, beispielsweise EE vs. kein EE,
angereichert waren '3'. Zur visuellen Darstellung wurde zum einen die Methode der 1)
Enrichment-Plots verwendet. Die x-Achse stellte dabei alle Gene dar. Die y-Achse zeigte
den Enrichment Score (ES), welcher durch die griine Linie reprasentiert wurde. Der Graph
zeigte einen Anstieg der Kurve bei einem positiven Enrichment-Score, der eine hohe
Anreicherung der Gene des betrachteten Gene-Sets widerspiegelte. Bei einem negativen
Enrichment-Score, der eine geringe Anreicherung der Gene des Gene-Sets in den niedrig
regulierten Bereichen indizierte, war ein negativer Enrichment-Score zu beobachten. Unter
der x-Achse wurden Balken angezeigt, die die Dichte der Balken an einem Ende der x-
Achse reprasentierten und somit auf eine Anreicherung des Gene-Sets in dieser Region

hinwies.

Zur Interpretation der GSEA-Ergebnisse wurde ein weiteres Diagramm erstellt, welches die
Normalized Enrichment Score (NES)-Werte im Kontext der Signifikanz veranschaulichte.

Der NES diente dem Vergleich der Enrichment Scores verschiedener Gene-Sets, wobei die
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jeweilige GroRRe der Sets keine Rolle spielte. Die grafische Darstellung erfolgte anhand
zweier Achsen. Die x-Achse zeigte den NES, wahrend die y-Achse die Signifikanz
widerspiegelte, die durch einen p-Wert oder einen g-Wert dargestellt werden konnte. Die
jeweiligen Werte wurden durch rote Punkte flr den False Discovery Rate (FDR)-g-Wert und
schwarze Punkte fir den p-Wert reprasentiert. Jedes Gene-Set wurde als Punkt dargestellt.
Ein héherer NES indizierte eine verstarkte Anreicherung eines Gene-Sets. Ein p-Wert von
unter 0,05 indizierte, dass die beobachtete Anreicherung nicht zufallig, sondern statistisch
signifikant war. Dies wurde im Diagramm durch eine Linie dargestellt, die alle Werte
unterhalb eines Schwellenwertes von 0,05 mit einer gelben Flache kennzeichnete. Gene-
Sets mit hohen NES-Werten und niedrigen p-Werten/FDR-Werten wurden als signifikant

betrachtet und befanden sich im unteren rechten Bereich des Diagramms.

Des Weiteren wurden die Ergebnisse der GSEA in Form einer Heatmap prasentiert. Die
Farbgebung der Heatmap entsprach dabei der Expressionstarke der Gene in den jeweiligen
Proben. Dabei stand die Farbe Rot fir eine hohe und Blau fir eine niedrige
Expressionstarke. Die Gene innerhalb eines bestimmten Gene-Sets wurden auf der y-

Achse aufgelistet, wahrend die Proben auf der x-Achse dargestellt wurden.

3.1.3.3.5. GOCC-Gene Ontology Cellular Component Analyse

In der Folge wurde eine GOCC-Analyse durchgefihrt, um die zellularen Funktionen von
den Genen zu analysieren '*2. Dabei wurden Grafiken erstellt, die den Genen spezifische
Zellkomponenten zuordneten. Die Analyse basierte auf der Gene Ontology (GO)
Datenbank, welche Informationen Uber die biologischen Funktionen der Gene bereitstellte.
Die Netzwerk-GOCC-Analyse prasentierte die verschiedenen Zellkomponenten als Knoten,
wahrend die Linien die Interaktionen bzw. Beziehungen zwischen diesen Komponenten
veranschaulichten. Die Knoten/Zellen waren grin eingefarbt, wobei die Intensitat der
Grunfarbung mit der Anzahl der Gene in den jeweiligen Clustern korrelierte. Eine

intensivere Farbung wies auf eine hdhere Dichte von Genen in diesem Cluster hin.
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3.2. Materialliste

3.2.1. Substanzen und Losungen/Chemikalien

Substanzen/Losungen

Buffer RLT Lysis buffer 45 mi
Lot: 166042210

Buffer Wash buffer, Guanidinhaltiger
Waschpuffer (RW1) 45 ml
Lot: 166042210

Buffer Wash buffer, Ethanolhaltiger
Waschpuffer (RPE) 11 ml concentrate -
add 44 ml Ethanol

Lot: 166034057

DNase/Rnase freies destilliertes
Wasser 500 ml

Lot: 2183135

Ethanol absolute, 99.9 %
Fluoromount-G 25 mi

Normal Goat Serum
(5% in PBS, Selbstherstellung)
Objekttrager 72 st./pcs. 25x75x1.0 mm

Paraformaldehyd (PFA)
(4% in PBS, Selbstherstellung)
Phosphate-Buffered Saline (PBS)

RNA-Free Water 10 ml
Lot: 166039271
RNeasy Mini Kit ( 50)
Lot No. : 166045545

ROTI Histofix , 4 % Formaldehyd, pH7
Triton X (Tx)-100
Tissue- Tek 125ml

Hersteller

Qiagen, Venlo, Niederlande / Hilden
DE

Qiagen, Venlo, Niederlande / Hilden
DE

Qiagen, Venlo, Niederlande / Hilden
DE

Invitrogen UltraPureTM, Carlsbad, CA,
USA

ChemSolute, Renningen, Germany
SouthernBiotech, Birmingham, AL,
USA

Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA

VWR International bvba, Leuven,
Belgien

Sigma Aldrich, St.Louis, MS, USA

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Qiagen, Venlo, Niederlande / Hilden
DE ( RNA Kit)

Qiagen, Venlo, Niederlande / Hilden
DE

Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sakura Finetek, Nagano, Japan

Experimente

2

1
1
1

Thl. 1: Verwendete Substanzen und Lésungen werden mit Herstellerangaben fiir diverse

Experimente angegeben. 1= Immunhistochemie; 2= RNA-Sequenzierung/Extraktion
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3.2.2. Gerate

Gerate Name

Eppendorf
Thermomixer Comfort
5436

Keyence Biorevo BZ-
9000 Microscope

Leica Cm3050S
Kryostat

Mikrozentrifuge, VWR
MICRO STAR 17R
Mixer

Nanodrop One

Tol.

Verwendungszweck

Hitzeschuttler

Immunfluoreszenz-
mikroskop

Herstellung von gefroren
geschnittenen
Gehirnpraparaten

Zentrifugation

Zerkleinerung Hirngewebe
Messung RNA-
Konzentration

Hersteller

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Keyence, Osaka, Japan

Leica Biosystems, Wetzlar,
Deutschland

VWR International, Radnor,
Pennsylvania, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

2: Bendtigten Gerdte mit Herstellerangaben fiir diverse Experimente,

Immunhistochemie; 2= RNA-Sequenzierung/Extraktion

3.2.3. Computerprogramme/ Software

Software Name

BZ-2 Analyzer
(Version 2.2)
BZ-2 Viewer (2.2)

GIMP, GNU Image
Manipulation Program
Free Software
Foundation

Graph Pad Prism
Version 6

Imaged R (Fiji-
Version)

Microsoft Office Excel

Microsoft PowerPoint
Microsoft Word

Verwendungszweck

Programm zur Darstellung
digitaler mikroskopischer
Bilder
Bildverarbeitungsprogramm

Statistische Analysen

Bildverarbeitungsprogramm
Auswertung

Hersteller

Keyence, Osaka, Japan

Keyence, Osaka, Japan

GIMP Development Team

GraphPad Software, San
Diego, USA

, National Institutes of Health,

Bethesda, USA
Microsoft, Redmond, USA

Microsoft, Redmond, USA
Microsoft, Redmond, USA

Experiment

1=

Experiment
1

1

1,2
1
2

2
2

Tbl. 3: Verwendete Software, die fir die Analyse der Ergebnisse der verschiedenen
Experimente verwendet wird. 1= Immunhistochemie; 2= RNA-Sequenzierung/Extraktion
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3.2.4. Antikorper

Primar- Beschreibung,

antikorper markierte
Zellen

Anti-lonized Primarer

calcium Kaninchen-

binding Antikorper,

adaptor Mikroglia

molecule 1

(Iba1)

Neuronal Primarer-

nuclei (NeuN), Kaninchen
Lot:2028800 Antikorper,
Neuronen

Verdiinn-
ung

1:500

1:500

Hersteller Experimente

Fujufilm, Osaka Japan 1

Thermo Fisher Scientific 1
(Invitrogen)
Waltham, MA, USA

Thbl. 4: Verwendete Primérantikbrper mit Verdiinnungs- und Herstellerangaben fir 1 =

Immunhistochemie

Sekundar- Host
antikorper

Alexa Fluor® Goat Ziege
anti mouse 488

Lot: 2220848

Alexa Fluor® Goat Ziege
anti rabbit 568

Lot: 2156532

Antigen Verdiinn- Hersteller Experimente
ung
Maus 1:200 Invitrogen, Karlsruhe, 1

Immunglobuli  1:500
n G (IgG)
Kaninchen 1:200

IgG

1:500

Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, 1
Deutschland

Thl. 5: Verwendete Sekundérantikbérper mit Verdiinnungs- und Herstellerangaben fiir 1=

Immunhistochemie

3.2.5. Fluoreszenzfarbstoff

Fluoreszenz- Beschreibung,

farbstoff markierte
Zellen

Hoechst DNA-bindender

333342 Fluoreszenzfarbst
off zur
Kernfarbung

Verdiinnung Hersteller Experimente
gemaf Invitrogen, Life 1

Hersteller- Technologies, Darmstadt,

angaben Germany

Tbl. 6: Verwendeter Fluoreszenzfarbstoff mit Verdiinnungs- und Herstellerangaben fiir 1=

Immunhistochemie
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4. Ergebnisse

4.1. Vorarbeiten/Vorabveroffentlichungen von Ergebnissen

Da diese Arbeit, wie oben beschrieben, Teil eines groReren Projektes ist, werden hier kurz
die wichtigsten Vorergebnisse dargestellt. In einem ersten Versuch wurden die
Auswirkungen von EE und HFD auf den Kdérper in Tieren ohne Schlaganfall untersucht.
Hier lag der Fokus auf der Quantifizierung von metabolischen Parametern, wie der
Messung der Glukose- und Insulintoleranz, dem Hirnmetabolismus mittels FDG-PET sowie
Messungen in einer metabolischen Kammer (PhenomasterTM), die den Kalorienverbrauch
Uber die Zeit dynamisch darstellen konnten. Zudem erfolgten behaviorale Messungen im
Open Field Test, sowie ebenfalls im Phenomaster, welcher Lokomotion und Feinmotorik

aufzeichnete.

In dem Paper von Ladwig et al. (aktuell in Revision) konnte gezeigt werden, dass EE
ausreichte, um Mause vollstandig vor einer durch HFD induzierten Gewichtszunahme zu
schitzen. Nur in der CC HFD Gruppe wurde ein signifikant erhdhtes Gewicht beobachtet,
wahrend zwischen den Ubrigen Gruppen keine signifikanten Unterschiede zeigten (Abb.
12A). Auch CT-Untersuchen des Korperfett- und des Muskelanteils bestatigten, dass
phanotypisch die EE HFD Tiere nicht signifikant unterschiedlich waren zu den NCD-
Gruppen (Abb. 12B). Die CC HFD Tiere zeigten im Vergleich zu EE HFD, CC NCD und EE
NCD eine deutlich vermehrte Fettmasse (CC HFD: 34,18 % £ 9,10%; EE HFD: 26,45%%
4,78%; CC NCD: 27,41%= 2,84%; EE NCD: 25,41% % 2,36%, siehe Abb. 12B, C).
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HFD bewirkt eine Gewichtszunahme nur in sedativer Umgebung

Gewicht

35
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Abb. 12: Phédnotyp nach 6 Wochen EE- und Diétintervention: EE bestimmt das Gewicht und
die Koérpermasseverteilung, (A) Gewichtsentwicklung Uber 6 Wochen zeigt einen
signifikanten Anstieg des Gewichts in der CC HFD-Gruppe ab Woche 2 im Vergleich zu
den anderen Gruppen. B) reprdsentative CT-Bilder der Kérpermassezusammensetzung
und Fettverteilung zeigen, eine vermehrte Fettmasse (rot) in der CC HFD-Gruppe und
Zunahme der fettfreien Masse (griin) in beiden EE-Gruppen (C) Fettmasse (in %) in CC
HFD erhoéht (Ladwig et al. in Revision), Ergebnisse + SEM, Statistik: 1TW ANOVAEs fiir jede
Woche, Signifikanzen: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. Abbildung aus Ladwig et al. (in
Revision)

CC = Kontrollkéfig, EE = angereicherte Umgebung, NCD = normale Diét, HFD = fettreiche
Diét

Sechs Wochen nach Beginn der Intervention wurden Glukose- und Insulintoleranztests
durchgefihrt, die unabhangig von den Haltungsbedingungen erndhrungsabhangige
Unterschiede zeigten. Die Glukosetoleranz war unabhangig von der Umgebung durch die
HFD-Intervention signifikant verringert. Die Nuchternglukose (nach sechs Stunden Fasten)
und die basalen Glukosewerte waren jedoch bei CC HFD nur leicht erhéht, ohne

signifikante Unterschiede, was der klinischen Situation von Pradiabetes entspricht.

In den Insulintoleranztests zeigten sich bereits 15 Minuten nach Verabreichung
ernahrungsbedingte Unterschiede in der Reaktion auf Insulin. In den HFD-Gruppen sank
der Glukosespiegel um etwa 15 %, in den NCD-Gruppen wurde eine Reduktion von rund
30 % beobachtet — und das unabhangig von der Umgebung. Nach 30 Minuten betrug die
Abnahme in den HFD-Gruppen etwa 20 %, in der CC NCD-Gruppe etwa 40 %, wohingegen
die EE NCD-Gruppe bereits wieder einen Anstieg des Blutzuckerspiegels auf etwa 20 %

zeigte. Diese Ergebnisse lassen darauf schliefen, dass Bewegung, die durch eine
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fettreiche Erndhrung bedingte Verringerung der Insulinsensitivitat nicht verhindern kann.
Unter NCD hingegen konnten Mause aus der angereicherten Umgebung ihren
Blutzuckerspiegel nach Insulinverabreichung schneller stabilisieren als die CC-Gruppe.
Dies deutet auf eine mogliche, durch Bewegung induzierte Verbesserung der

Glukoseproduktion in der Leber hin.

Im Open-Field-Test zeigten EE-Tiere weniger Angst als CC-Tiere. In den PET-
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass HFD eine drastische Reduktion des
Glukosestoffwechsels im gesamten Gehirn induziert. EE konnte die Diat-assoziierte
Reduktion des zerebralen Glukosestoffwechsels nur teilweise kompensieren. Wahrend in
subkortikalen Hirnarealen — darunter Striatum, Corpus callosum, Hypothalamus, Anteile
des Hippocampus, Hirnstamm und Kleinhirn — auch unter EE-Bedingungen noch eine
signifikante Stoffwechselminderung festgestellt wurde, waren Kortex, Kleinhirn und
Thalamus weniger beeintrachtigt. Unter NCD zeigte EE ebenfalls eine regionenspezifische,
leichte Verringerung des Hirnstoffwechsels insbesondere in kortikalen Arealen, was

moglicherweise auf eine erhohte Energieeffizienz zurlckzufuhren sein konnte.

Die Phenomaster-Daten wurden ohne EE-Umgebung erfasst. Unter diesen Bedingungen
zeigte die EE HFD-Gruppe das grofite Ungleichgewicht zwischen Energieaufnahme und
Energieverbrauch, was auf ein hohes Risiko flr die Entwicklung von Fettleibigkeit wahrend

Phasen des akuten Entzugs aus EE-Bedingungen in dieser Gruppe hindeutet.

Die postmortale Analyse des Gehirngewebes ergab darUber hinaus, dass EE zu einer
Abschwachung der durch die Diat induzierten Meta-Entziindung fuhrte. Auch die Neurone
zeigten unter EE eine deutlichere NeuN Farbung im Zellkern, welche fir eine metabolisch

aktive Zelle spricht.

Zusammenfassend belegen diese Ergebnisse, dass ein durch EE modellierter aktiver
Lebensstil in der Lage ist, bestimmte durch eine HFD verursachte Stérungen -
insbesondere Gewichtszunahme und neuroinflammatorische Prozesse — signifikant zu
mildern oder sogar vollstandig zu verhindern. Dennoch bleiben wesentliche metabolische
Parameter wie die Glukosehomdostase, die Insulinsensitivitat und Regionen, die zentral an
Gedachtnisbildung, Integration von sensorischen und motorischen Informationen sowie
Nahrungsregulation und Stoffwechsel beteiligt sind, beeintrachtigt. Zudem scheint die
plétzliche Einstellung kdrperlicher Aktivitat bei anhaltender HFD ein kritisches Risiko fur die
Entwicklung von Fettleibigkeit darzustellen. Diese Befunde unterstreichen die
Notwendigkeit eines ganzheitlichen Gesundheitskonzepts, das korperliche Aktivitat und

eine ausgewogene Ernahrung verbindet. Die moglichen Ursachen der neuronalen
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Protektion und reduzierten Neuroinflammation werden im Folgenden untersucht. Im

Folgenden werden die eigenen Ergebnisse dargestellt.

4.2. Gewichtsverlust nach Schlaganfall ist am starksten ausgepragt in

der CC HFD Gruppe

Gewichtsverlust
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Abb. 13: A) Gewichtsverlust in Prozent der verschiedenen Gruppen (iber einen Zeitraum
von 16 Tagen nach Schlaganfall. B) Gewicht nach Schlaganfall (Ladwig et al. submitted to
Cell Reports) Die Fehlerbalken stellen SEM dar. Ergebnisse in % + SEM, Statistik: 1W
ANOVAs fir die Tage, Signifikanzen: * p < 0.05, ** p < 0.01, ™ p < 0.001.
CCNCD:n=18; CCHFD: n=18, EENCD: n= 18, EE HFD n = 25
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Um die metabolischen Veranderungen nach Schlaganfall besser zu verstehen, wurden die
Tiere an den Tagen 1, 3, 7, 10 und 16 gewogen. Am ersten Tag nach der Photothrombose
wurde in jeder Gruppe ein Gewichtsverlust im Vergleich zum Ausgangsgewicht festgestellt:
In der CC NCD-Gruppe wurde ein Gewichtsverlust von - 5,31 % + 1,11, in der EE NCD-
Gruppe von - 3,60 % + 0,78, in der CC HFD-Gruppe von - 7,12 % £ 0,56 und in der EE
HFD-Gruppe von - 7,24 % * 0,94 beobachtet.

Nach dem ersten Tag nahm das Gewicht nach dem anfanglichen Verlust in den Gruppen
CC NCD, EE NCD und EE HFD stetig zu. CC NCD und EE NCD zeigten einen ahnlichen
Anstieg und Verlauf und erreichten bis Tag 7 wieder ihr Ausgangsgewicht (+ 1,73 % + 1.02
(CCNCD)und + 1,78 % + 0,53 (EE NCD)) und nahmen bis Tag 16 stetig weiter zu.

Im Gegensatz dazu zeigten die HFD-Gruppen einen unterschiedlichen Gewichtsverlauf.
Die CC-HFD Gruppe verlor zunachst zunehmend an Gewicht bis zum Tag 3 (- 10,24 % *
1,60) und erholte sich nicht vollstandig bis Tag 16 (- 5,39 % £ 1,71). Die EE HFD-Gruppe
verlor nach dem initialen Gewichtsverlust wie die NCD-Gruppen kein weiteres Gewicht,
nahm allerdings deutlich langsamer an Gewicht zu und erreichte an Tag 16 erst das
Ausgangsgewicht (+ 0.071 % £ 1,50).

4.3. EE-Tiere haben ein funktionell besserer Outcome nach Schlaganfall

Neuroscore
30- k% k% T wERX 3
EE, Diiit, Zeit — EE NCD
-v-- EE HFD
g 204 -~ CCNCD
2 - CCHFD
=
<P
Z 104
0 | | | | | | | | | |
1 3 7 10 16
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(A)
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Abb. 14: Neuroscore nach Schlaganfall, A) Verdnderung des Neuroscores liber den
Gesamtzeitraum mit Messungen an Tag 1, 3, 7, und 16 nach PT. B) Darstellung nach
Tagen: EE NCD Tiere zeigen bereits ein Tag nach PT ein klinisch besseres Outcome als
die CC-Gruppen. Der Unterschied bestand fort bis Tag 16. Graphen reprédsentieren
Mittelwert £ SEM, *p < 0.05, **p < 0.01, *™**p < 0.001., *** p < 0.0001, ns = nicht signifikant
CCNCD:n=18; CCHFD: n=18 EENCD: n=18; EE HFD n = 24

Bereits am ersten Tag nach PT war der EE-Einfluss signifikant: Die EE NCD-Gruppe
erreichte an Tag 1 einen durchschnittlichen Score von 17,28 (+ 1,08 SEM), was einen
signifikanten Unterschied zur CC NCD (Score: 11,56, £ 0,99 SEM, p = 0,0007 ***), sowie
zur CC HFD (Score: 9,389 £ 0,96 SEM, p < 0,0001) und zur EE HFD-Gruppe (Score: 13,36,
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t 1,02 SEM, p = 0,0524) darstellte. In der Varianzanalyse wirkten sich sowohl die Diat (p =
0,0013) als auch die Umgebung (p < 0,0007) signifikant aus, wahrend kein signifikanter
Interaktionseffekt beobachtet wurde (p = 0,337).

Am dritten Tag erzielte die EE NCD-Gruppe einen signifikant héheren Neuroscore als alle
anderen Gruppen (Tag 3: EE NCD: 19,94, £ 0,56 SEM, CC NCD: 14,69, £ 1,18 SEM, p <
0,001, CC HFD:11,76 + 0,84 SEM, p < 0,001; EE HFD-Gruppe: 13,92, + 0,63 SEM, p <
0,001). Zu diesem Zeitpunkt konnte sich die EE HFD Gruppe nicht von der CC NCD-Gruppe
abheben. Sowohl die Diat (p < 0,00017) als auch die Umgebung (p < 0,0007) zeigten einen
signifikanten Effekt.

Erst ab dem siebten Tag nach der PT zeigte auch die EE HFD-Gruppe signifikante bessere
Ergebnisse als die CC-Gruppen (Tag 7: EE NCD: 19,89, £ 0,72 SEM; CC NCD: 15,93 £
0,71 SEM, p = 0,003, CC HFD: 13,00 + 0,87 SEM, p < 0,001; EE HFD-Gruppe: 17,42 +
0,71 SEM, p = 0,14). Die CC NCD Gruppe zeigte nun auch héhere Werte als die CC HFD
Gruppe. Die Varianzanalyse ergab weiterhin signifikante Effekte fir die Diat (p = 0,0036)
als auch die Umgebung (p < 0,0001).

Am zehnten Tag erzielte die EE NCD-Gruppe erneut die héchsten Werte (27,39 + 0,55
SEM) und unterschied sich signifikant von allen anderen Gruppen (Tag 10: CC NCD: 17,13
+ 0,71 SEM, p < 0,001; CC HFD: 14 + 0,67 SEM, p<0,001;, EE HFD: 18 + 0,80 SEM,
p=0,005). Auch die EE HFD-Gruppe und die CC NCD Gruppe zeigten am zehnten Tag
weiterhin signifikant bessere Scores als die CC HFD-Gruppe. Die zweifaktorielle
Varianzanalyse bestatigte flr diesen Zeitpunkt weiterhin signifikante Effekte sowohl der
Diat (p < 0,0001) als auch der Umgebung (p < 0,0001).

Am 16. Tag wurde in der EE-Gruppe ein Neuroscore von 22,88 (x 0,79 SEM) in der NCD-
Gruppe und ein Score von 20,00 (£ 0,89 SEM, p=0,04) in der HFD-Gruppe ermittelt. Die
Ergebnisse der CC-Gruppe wiesen im Vergleich EE NCD in der NCD-Gruppe einen
Neuroscore von 18,00 (+ 1,37 SEM, p=0,02) und in der HFD-Gruppe einen Score von 15,13
(x 1,22 SEM, p<0,001) auf, welche sich ebenfalls signifikant von den Ergebnissen der
anderen Gruppen unterschieden. Die Diat (p = 0,0053) sowie auch die Umgebung (p <

0,0001) hatten einen signifikanten Einfluss.

Zusammenfassend zeigte sich in den ersten Tagen nach dem Schlaganfall bei der CC HFD-
Gruppe im Vergleich zu allen anderen Gruppen eine signifikant schlechtere funktionelle

Erholung. Die EE HFD-Gruppe entwickelte sich ahnlich wie die CC NCD-Gruppe, erzielte
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jedoch ab Tag 7 bessere Ergebnisse, wahrend die EE NCD-Gruppe insgesamt die besten
Ergebnisse im gesamten Verlauf erreichte. Damit setzte sich der positive EE-Effekt auch

unter fettreicher Diat zunehmend durch.

4.4. EE begrenzt die Entziindung und schiitzt die umliegenden Neurone

EE CC

NCD

[ [bal

Il Hoechst

HFD

(A)
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Abb. 15: Zellverteilung im Schlaganfall- und Periinfakrtareal, A-B) Immunohistochemische
koronare Schnitte des Mausgehirns auf Héhe der gesetzten Lasion (Photothrombose), A)
Iba1-Féarbung (rot= Mikroglia, blau = Zellkerne) zeigt die Verteilung und Aktivierung von
Mikrogliazellen im Infarkt- und Periinfarktareal B) NeuN-Féarbung markiert die neuronale
Verteilung und die Dichte der Neuronen

Um die zellularen Prozesse hinter den funktionellen und metabolischen Unterschieden
besser zu verstehen, analysierten wir die Verteilung der Neurone und Mikroglia im
Periinfarktareal zunachst qualitativ. Auffallig war, dass die Entziindung in den EE-Gruppen
groBtenteils auf den Infarktbereich beschrankt war, wahrend sie in den CC-Gruppen und
insbesondere unter HFD deutlich Uber die Infarktgrenzen hinausging. Dies manifestierte
sich in einer verstarkten Aktivierung der Mikroglia (Iba1 + Zellen) und deren Verteilung im
umgebenden Gewebe in der CC HFD-Gruppe (siehe Abb. 15A).

Die Neurone in den EE-Tiere reichten bis nahe an den Infarktrand heran und zeigten intakte
Zellstrukturen, wahrend in den CC-Gruppen die Neurone am Infarktrand schwacher
angefarbt waren, unregelmaflige Rander aufwiesen und teilweise fragmentiert erschienen
(Abb. 15B).
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4.5. RNA - Sequenzierung des Kleinhirns

4.5.1. Vorauswertung: Sample Distance Plot

Tl

Ti1iT 1T T 1 11 [

2

g 8 8 3 3
Triddg g

Abb. 16: Heatmap Sample Distance plot, Ausschluss Probe 1

Der Sample Distance Plot veranschaulichte die Unterschiede in der Gen-Expression
zwischen den Proben. Probe 1, S1, wurde als Outlier identifiziert, da sie sich deutlich von
den anderen Proben abhob. Um mdgliche Verzerrungen in den Ergebnissen zu vermeiden,

wurde Probe 1 fir weitere Analysen ausgeschlossen.
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4.6. Identifizierung der am starksten von EE beeinflussten Gene

CCNCD vs. EE NCD CC HFD vs. EE HFD

NS ® Log;FC @ pvaue ® p-valueandlog, FC

NS Log; FC pvalue p - value and logz FC

-Legw P
-Logio P

0 2 4
Log, fold change

(A) Total = 21324 variables (B) Total = 19668 variables

CC NCD vs. EE NCD CC HFD vs. EE HFD

NS p-value p-value and log; FC NS pvalue p-value and log; FC

~Logio P

T o e 2
4 " ;v;ﬂ 7 5 iy I PN
0l— : : - : : :

T
3 2 1 0 1 2 1.0 0.5 0.0 0.5 1.0
Log, fold change Log; fold change

Total = 21324 variables Total = 19668 variables

(© (

Abb. 17: Volcano plots zeigen die am stédrksten verdnderten Gene zwischen den
Einzelgruppen ( apegim (A) CC NCD vs. EE NCD und (B) CC HFD vs. EE HFD, ahsr (C)
CC NCD vs. EE NCD und (D) CC HFD vs. EE HFD) Signifikant verénderte Gene sind
farblich hervorgehoben (Rot: p<0,001 und log2FC>0,5; Griin: p>0,001 und log,FC > 0,5;
Blau: p<0,001 und log.FC <0,5).

Die Volcano plots wurden die Gene dargestellt, die am starksten durch EE beeinflusst
waren (Abb. 17). Die Tabelle 6 zeigte die am starksten veranderte Gene aus den
Vergleichen CC NCD versus EE NCD in den statistischen Analysen apeg/im und ashr,
normal und invertiert. Das Atmungsketten-Gen Cox7b2, das Gen flr das Endothelin
converting Enzym-like 1 Ecel1, das Homeobox-Gen Hoxc4, sowie der Natrium/Chlorid
Kanal Sclba7 kamen in den meisten Auswertungen vor und waren in EE NCD hochreguliert.
In CC erschienen das flr den Gerinnungsfaktor Prothombin kodierende Gen F2, das
Komplement-Gen C3, das Apoptose-Gen Fos und das fir das Apolipoprotein H kodierende
Gen Apoh hochreguliert. Auffallig war, dass die Invertierung bei der Apeglm Methode ein

teilweise anderes Gen-Panel ergab.
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Methode

Hochreguliert in EE

Runterreguliert in EE

change >0,5/ <-0,5; p-value
< 0,001

Apeglm, log2fold change >0,5/ | Gm3488, Susd?, Skap1, | Gm16091, Irf9, Dusp1, Fosl2,
<-0,5; p- Wert (p-value) | Ahnak2, Vill, Ighm, Cox7b2, | FbxI22
< 0,001 Hs3st3a1, Chodl, Hoxc4, Ecell,
4930426D05Rik, Prph, Slc5a7
Apeglm, inverted; log2fold | Cox7b2, Gm3488, Susd2 Gm18939, F2, Fos, C3,

Slc22a1, Bhmt, Apoh, Angptl3,
Gm37240, Gm37821, Gm
50241, Gm13684, Gm26280,
If9, Dusp1, Fosl2, Mov10,
Gm16091, Vmn1r49, Tmprss6

Ashr, log2fold change =>0,5/
< -0,5; p-value < 0,001

Hoxc4, Ecel1, Cox7b2, Slcba7

Gm18939, Fos, F2

Ashr, inverted; log2fold change
>0,5/ <-0,5; p-value < 0,001

Hoxc4, Ecel1, Cox7b2, Slcba7

Gm18939, Fos, F2

Ashr, inverted; log2fold change
>0,25/ <-0,25; p-value < 0,001

Hoxc4, Ecel1, Cox7b2, Sicb5a7,
Hs3st3a1, Pigp, Prph, Slc18a3

Gm18939, Fos, F2,
Angptl3, Slc22a1, Rif1

Cs,

Thl. 7: angewendete Methoden im Gruppenvergleich EE NCD vs CC NCD

Insgesamt (ashr + apeglm) hochregulierte Gene in EE bei normaler Diat waren Gm3488,
Susd2, Skapi1, Ahnak2, Vill Ighm, Cox7b2, Hs3st3a1, Chodl, Hoxc4, Ecell,
4930426D05Rik, Prph, Sicba7, Pigp und Slc18a. Runterreguliert waren Gm18939, F2, Fos,
C3, Slc22a1, Bhmt, Apoh, Angptl3, Gm37240, Gm37821, Gm 50241, Gm13684, Gm26280,
Irf9, Dusp1, Fosl2, Mov10, Gm16091, Vmn1r49, Tmprss6, Rif1, Irf9 und FbxI22.
Ungeachtet des log2FC fanden wir weiterhin folgende Gene signifikant hochreguliert in EE
mit einem nach adjustierten P-Wert von <0,05: CD83. Nach den gleichen MalRgaben fanden
sich folgende Gene runterreguliert: Mfap3, Usp9x, Gnpnat1, Selenoi, Qser, MIIt3,
Tmem74bos, Tox4.

Tabelle 8 zeigte die am starksten veranderten Gene aus dem Vergleich der EE und CC-
Gruppe unter HFD. In allen Vergleichen konsistent erhéht unter EE zeigte sich das
Wachstumsfaktor - Gen Fgf7 und das keimzellspezifische/ zum AMPAR-Komplex
gehdrende Gen Gsg11. Runterreguliert zeigte sich vor allem das Myosin-Bindungsprotein-
Gen Mybpc1.
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Methode Hochreguliert in EE Runterreguliert in EE

Apeglm, log2fold change >0,5/ | Amd2, Drd1, Doc2a, Six30s1, | Gm18939, 2810457G06RIk,
<-0,5; p-value < 0,001 Camkv, Tox3, Tafal, Kcnj4, | lire17, Mybpc1, Olfr1396
Gaint14,  Lrfn2, Cacna1h,
Stk32a, Fgf7, Vstm2b, Gsg1l

Apeglm, inverted; log2fold | Drd1, Kcnj4, Fgf7, Gsg1l Gm 18939, Gm15494,

change >0,5/ <-0,5; p-value Tnfrsf13b, 2810457G06RIk,

< 0,001 Fam205a2, FamZ205a4, Itga5,
I117re,  Mybpc1,  OlIfr1396,
Gprin3

Ashr, log2fold change >0,5/ | Fgf7
<-0,5; p-value < 0,001

Ashr, inverted; log2fold change | Fgf7
>0,5/ <-0,5; p-value < 0,001

Ashr, inverted; log2fold change | Fgf7, Gfra2, Gsg1l, Barhl1 Mybcp1, Ldlrad4, Unc13d
>0,25/ <-0,25; p-value < 0,001

Thl. 8: angewendete Methoden im Gruppenvergleich EE HFD vs CC HFD

Insgesamt zeigten sich somit folgende Gene (ashr + apeglm, normal + invertiert)
hochreguliert unter EE und HFD: Amd2, Drd1, Doc2a, Six3o0s1, Camkv, Tox3, Tafa1, Kenj4,
Galnt14, Lrfn2, Cacnatlh, Stk32a, Fgf7, Vstm2b, Gsg1l, Barhl. Folgende Gene fanden wir
am starksten runterreguliert unter EE und HFD: Gm18939, Gm15494, 2810457G06Rik,
llre17, Mybpc1, Olfr1396, Tnfrsf13b, 2810457G06Rik, Fam205a, Fam205a4, ltgab, Gprin3,
Ldlrad4, Unc13d.

Erganzend und ungeachtet des log2FC waren folgende weitere Gene mit einem
adjustierten P-Wert von <0,05 hochreguliert in EE: Gfra2, Thy1, Gsg1l, Faim.
Runterreguliert fanden wir: Pom1h, Setd1a, Sez6l.

Die Tabellen 9 und 10 prasentieren zusammenfassend die Ergebnisse der
Gruppenvergleiche EE NCD vs. CC NCD und EE HFD vs. CC HFD mit den oben genannten
(0.g.) Genen aus den Volcano Plots sowie die signifikantesten Gene (adjusted p-value

(padj) < 0.05) mit ihrer funktionellen Einordnung.
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Gen

Symbol Beschreibung Kategorie log2FC  pvalue padj

NCD
phosphatidylinositol glycan anchor
biosynthesis, class P [Source:MGI

Pigp Symbol;Acc:MGI:1860433] Neuroprotektion 0,286359 3,94E-08 0,000841
cytochrome c oxidase subunit 7B2
[Source:MGl

Cox7b2  Symbol;Acc:MGI:1925424] Stoffwechel 1,435827 7,52E-07 0,004009
solute carrier family 5 (choline
transporter), member 7 [Source:MGI

Slcba7 Symbol;Acc:MGI:1927126] Neuroprotektion  4,092298 1,38E-05 0,024518
CD83 antigen [Source:MGI Neuroprotektion,

Cd8s3 Symbol;Acc:MG1:1328316] Immunregulation 0,423031 2,51E-05 0,039195
endothelin converting enzyme-like 1
[Source:MGI

Ecell Symbol;Acc:MGl:1343461] Neuroprotektion 2,794866 2,57E-05 0,039195
homeobox C4 [Source:MGI

Hoxc4 Symbol;Acc:MGI:96195] Neuroprotektion 2,163911 7,35E-05 0,062671
heparan sulfate (glucosamine) 3-O-
sulfotransferase  3A1  [Source:MGI

Hs3st3a1 Symbol;Acc:MGI:1333861] Neuroprotektion  1,752338 9,82E-05 0,064741
solute carrier family 18 (vesicular
monoamine), member 3 [Source:MGl

Slc18a3  Symbol;Acc:MGI:1101061] Neuroprotektion 5,564772 1,18E-04 0,064741
predicted gene, 3488 [Source:MGI

Gm3488 Symbol;Acc:MGI:3781665] Sonstige 0,703273 1,11E-04 0,064741
villin-like [Source:MGI

Vill Symbol;Acc:MGI:1201781] Neuroprotektion 1,483815 2,77E-04 0,098623
chondrolectin [Source:MGI

Chodl Symbol;Acc:MGI:2179069] Neuroprotektion  1,793427 2,95E-04 0,098734
immunoglobulin heavy constant mu

Ighm [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:96448] Immunregulation 1,249871 3,80E-04 0,108771
peripherin [Source:MGI

Prph Symbol;Acc:MGI1:97774] Neuroprotektion 2,691513 3,74E-04 0,108771
RIKEN cDNA 4930426D05 gene

4930426 [Source:MGI

DO5Rik  Symbol;Acc:MGI:1921894] Sonstige 2,365164 5,03E-04 0,121838
src family associated phosphoprotein 1
[Source:MGl

Skap1 Symbol;Acc:MGI:1925723] Immunregulation 1,169090 5,57E-04 0,132062
sushi domain containing 2 [Source:MGl

Susd2 Symbol;Acc:MGI:1918983] Neuroprotektion  0,750663 6,29E-04 0,138810
AHNAK nucleoprotein 2 [Source:MGI

Ahnak2  Symbol;Acc:MG1:2144831] Neuroprotektion 1,358868 9,67E-04 0,162380

HFD
fibroblast growth factor 7 [Source:MGI

Fgf7 Symbol;Acc:MGI:95521] Neuroprotektion 0,641227 5,13E-09 0,000101
glial cell line derived neurotrophic factor
family receptor alpha 2 [Source:MGI

Gfra2 Symbol;Acc:MGI:1195462] Neuroprotektion 0,346714 7,10E-07 0,003489
thymus cell antigen 1, theta

Thy1 [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:98747] Neuroprotektion 0,205193 2,01E-06 0,007905
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GSG1-like [Source:MGlI

Gsgil Symbol;Acc:MGI1:2685483] Neuroprotektion 0,516869 1,91E-05 0,033896
Fas apoptotic inhibitory molecule
[Source:MGl

Faim Symbol;Acc:MGI:1344387] Anti-Apoptose 0,226086 2,07E-05 0,033896
BarH like homeobox 1 [Source:MGI

Barhl1 Symbol;Acc:MGI:1859288] Neuroprotektion 0,428410 2,97E-05 0,044882
dopamine receptor D1 [Source:MGI

Drd1 Symbol;Acc:MGI:99578] Neuroprotektion 1,721056 3,35E-04 0,131921
CaM kinase-like vesicle-associated
[Source:MGl

Camkv Symbol;Acc:MGI:2384296] Neuroprotektion 1,256436 4,26E-04 0,152883
TAFA chemokine like family member 1
[Source:MGl

Tafa1 Symbol;Acc:MGI:2443695] Neuroprotektion  1,194791 4,74E-04 0,152883
SIX homeobox 3, opposite strand 1
[Source:MGI

Six30os1  Symbol;Acc:MGI:1925118] Neuroprotektion 1,430746 6,60E-04 0,183851
TOX high mobility group box family
member 3 [Source:MGI

Tox3 Symbol;Acc:MGI:3039593] Anti-Apoptose 1,203807 7,68E-04 0,203517
potassium inwardly-rectifying channel,
subfamily J, member 4 [Source:MGI

Kcnj4 Symbol;Acc:MGI:104743] Neuroprotektion 1,016529 7,93E-04 0,203517
polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 14
[Source:MGI Apoptose,

Galnt14  Symbol;Acc:MGI:1918935] Immunregulation 0,752949 8,27E-04 0,203517
serine/threonine kinase 32A
[Source:MGI

Stk32a Symbol;Acc:MGl:2442403] Neuroprotektion  0,048558 2,03E-02 0,423177
double C2, alpha [Source:MGI

Doc2a Symbol;Acc:MGI:109446] Neuroprotektion  0,004242 2,83E-02 0,461133
S-adenosylmethionine decarboxylase
2 [Source:MGI

Amd2 Symbol;Acc:MGI1:1333111] Stoffwechsel 0,003832 6,57E-02 0,554141
V-set and transmembrane domain
containing 2B [Source:MGil

Vstm2b  Symbol;Acc:MGI:1914525] Neuroprotektion  0,005733 2,08E-01 0,737289
leucine rich repeat and fibronectin type
Il domain containing 2 [Source:MGI

Lrfn2 Symbol;Acc:MGI:1917780] Neuroprotektion  0,003283 2,68E-01 0,780725
calcium channel, voltage-dependent, T

Cacnalh type, alpha 1H subunit [Source:MGI
Symbol;Acc:MG1:1928842] Neuroprotektion  0,001421 6,99E-01 0,941676

Thl. 9: Hochregulierte Gene in EE, Statistik nach shrunken apegim

Gen

Symbol  Beschreibung Kategorie log2FC pvalue padj

NCD
predicted gene, 18939 [Source:MGI

Gm18939 Symbol;Acc:MGI:5011124] Sonstige -0,011297 8,96E-08 0,000956
replication timing regulatory factor 1
[Source:MGI

Rif1 Symbol;Acc:MGI:1098622] Neuroprotektion -0,427572 7,45E-07 0,004009
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Mfap3

Usp9x

Gnpnat1
Selenoi

Fos

Qser1

MIIt3
Tmem74b
0s

Tox4

F2

Irf9
Mov10
Gm16091
C3
Gm50241
Angptl3

Gm37821

Slc22a1

Vmn1r49
Gm37240
Dusp1

Gm26280

Bhmt
Gm13684

Apoh

microfibrillar-associated  protein 3
[Source:MGl
Symbol;Acc:MGI:1924068]

ubiquitin  specific peptidase 9, X

chromosome [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:894681]
glucosamine-phosphate N-

acetyltransferase 1 [Source:MGI

Symbol;Acc:MGI:1858963]
selenoprotein I [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:107898]

FBJ osteosarcoma oncogene
[Source:MGI Symbol;Acc:MGI:95574]
glutamine and serine rich 1
[Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:2138986]

myeloid/lymphoid or mixed-lineage
leukemia; translocated to, 3
[Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:1917372]
transmembrane 74B, opposite strand
[Source:MGI
Symbol;Acc:MGI1:3039588]

TOX high mobility group box family

member 4 [Source:MGl
Symbol;Acc:MGI:1915389]
coagulation factor Il [Source:MGlI

Symbol;Acc:MGI:88380]

interferon regulatory factor 9
[Source:MGI Symbol;Acc:MGI:107587]
Mov10 RISC complex RNA helicase
[Source:MGI Symbol;Acc:MGI:97054]
predicted gene 16091 [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI1:3802007]
complement component 3 [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:88227]

predicted gene, 50241 [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI1:6303050]
angiopoietin-like 3 [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:1353627]

predicted gene, 37821 [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:5611049]

solute carrier family 22 (organic cation
transporter), member 1 [Source:MGl

Symbol;Acc:MGI:108111]
vomeronasal 1, receptor 49
[Source:MGI

Symbol;Acc:MGI:1344384]

predicted gene, 37240 [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI1:5610468]

dual  specificity phosphatase 1
[Source:MGI Symbol;Acc:MGI:105120]
predicted gene, 26280 [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:5456057]
betaine-homocysteine
methyltransferase [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI1:1339972]

predicted gene 13684 [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI1:3649340]
apolipoprotein H [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:88058]

Neuroprotektion

Neuroprotektion

Neuroprotektion
Neuroprotektion

Apoptose

Neuroprotektion

Neuroprotektion

Neuroprotektion

Neuroprotektion
Blutgerinnung
Imunregulation
Neuroprotektion
Sonstige
Entziindung
Sonstige
Lipidstoff-
wechsel

Sonstie

Neuroprotektion

Sonstige
Sonstige
Imunregulation

Sonstige

Stoffwechsel
Sonstige

Blutgerinnung

-0,290972

-0,182963

-0,319764
-0,377406

-0,009712

-0,174197

-0,322779

-0,400783

-0,164413
-0,003551
-0,524358
-0,516718
-0,632811
-0,005724
-0,017204
-0,008783

-0,012812

-0,005725

-0,020151
-0,008816
-0,948072

-0,017005

-0,004788
-0,017880

-0,004426

2,47TE-06

5,28E-06

5,22E-06
4,54E-06

8,10E-06

8,19E-06

1,25E-05

2,82E-05

3,50E-05
9,04E-05
9,70E-05
1,17E-04
1,33E-04
1,49E-04
1,53E-04
1,83E-04

1,99E-04

2,18E-04

2,91E-04
3,27E-04
4,21E-04

5,25E-04

6,10E-04
6,47E-04

7,38E-04

0,010520

0,014075

0,014075
0,014075

0,017474

0,017474

0,024328

0,040099

0,046642
0,064741
0,064741
0,064741
0,069131
0,075453
0,075635
0,084624

0,085245

0,087884

0,098734
0,104277
0,113946

0,125898

0,137604
0,138810

0,142440
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Fbxl22

Tmprss6
Fosl2

Unc13d

HFD

Ldlrad4

Gm18939

Mybpc1

Gm18939

Ppm1h

Setd1a

Sez6l

Fam205a
4

Fam205a
2

Tnfrsf13b

Gm15494

Itgab
Barhl1
Olfr1396

2810457G
06Rik

F-box and leucine-rich repeat protein
22 [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:1921415]
transmembrane serine protease 6
[Source:MGl
Symbol;Acc:MGI:1919003]

fos-like antigen 2 [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:102858]

unc-13 homolog D [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:1917700]

low density lipoprotein receptor class A
domain containing 4 [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:1277150]

predicted gene, 18939 [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI1:5011124]

myosin binding protein C, slow-type
[Source:MGlI
Symbol;Acc:MGI:1336213]

predicted gene, 18939 [Source:MGI

Symbol;Acc:MGI1:5011124]

protein phosphatase 1H (PP2C domain
containing) [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:2442087]

SET domain containing 1A
[Source:MGI
Symbol;Acc:MGl:2446244]

seizure related 6 homolog like
[Source:MGI
Symbol;Acc:MGI1:1935121]

family with sequence similarity 205,
member A4 [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:5434294]

family with sequence similarity 205,
member A2 [Source:MGl
Symbol;Acc:MGI:3701946]

tumor  necrosis factor  receptor

superfamily, member 13b [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:1889411]

predicted gene 15494 [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:3782940]

integrin alpha 5 (fibronectin receptor
alpha) [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:96604]

BarH like homeobox 1 [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:1859288]

olfactory receptor 1396 [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI1:3031230]

RIKEN cDNA 2810457G06 gene
[Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:1920074]

Muskelspezifisch
e Gene

Stoffwechsel
Apoptose,
Immunantwort

Immunantwort

Neuroprotektion
Sonstige

Muskelspezifisch

e Gene

Sonstige

Neuroprotektion

Neuroprotektion

Neuroprotektion

Sonstige

Sonstige

Immunregulation

Sonstige

Neuroprotektion
Neuroprotektion

Sonstige

Sonstige

-0,642273

-0,007217
-0,738030

-0,000569

-0,268739

-0,011297

-0,548088

-2,138727

-0,182625

-0,184271

-0,188145

0,008647

0,008647

0,006158

-0,003150

0,004723
-0,007882

-0,004702

0,002661

7,77E-04

8,10E-04
9,87E-04

9,60E-01

3,13E-08

8,96E-08

3,76E-07

3,34E-06

6,08E-06

7,41E-06

8,71E-06

6,08E-02

6,08E-02

9,05E-02

2,55E-01

3,55E-01
4,05E-01

4,78E-01

4,97E-01

0,146599

0,148981
0,163117

0,993307

0,000308

0,000956

0,002466

0,010936

0,017097

0,018212

0,019031

0,542940

0,542940

0,609118

0,771382

0,832994

0,856899

0,882881

0,888084
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interleukin 17 receptor E [Source:MGI Entziindung,

M7re Symbol;Acc:MGI:1889371] Apoptose -0,003288 6,18E-01 0,924005
GPRIN family member 3 [Source:MGI
Gprin3 Symbol;Acc:MGI:1924785] Neuroprotektion -0,003527 6,31E-01 0,927407

Thl. 10: Herunterregulierte Gene in EE, Statistik nach shrunken apegim

Analyse der signifikanten Gene und Literatur-basierte Einteilung in

funktionelle Gruppen

Anhand einer ausfihrlichen Literaturrecherche der in den 0.g. Analysen identifizierten Gene
erfolgte eine Einteilung der Gene in funktionelle Gruppen. In den folgenden Tabellen
erfolgte eine detaillierte Beschreibung der Gene in jedem Cluster. Die identifizierten Cluster
waren folgende: 1) Neuronale Entwicklung, synaptische Integritat, neuronales Uberleben
(Tbl. 11), 2) Immunregulation sowie der Regulation pro-apoptotischer und pro-
inflammatorischer Signalwege (Tbl. 12), 3) anti-apoptotische Gene (Tbl. 13), 4)
mitochondriale Gene (Tbl. 14), 5) Blutgerinnung (Tbl. 15), 6) Stoffwechsel (Tbl. 16), 8)
muskelfunktionspezifische Gene (Tbl. 17). Die nicht eindeutig zuzuordnenden Gene waren
in Tabelle 17 unter der Kategorie ,Sonstige“ aufgelistet und wurden hier nicht weiter

gruppiert.

Gene, die neuronale Entwicklung, synaptische Integritat und neuronales
Uberleben fordern

Gene Funktion

In EE NCD hochreguliert

Slc18a3 kodiert fir den Vesicular Acetylcholine Transporter (VAChT), der eine wesentliche Rolle
im cholinergen System des Gehirns spielt und fur die Aufnahme von Acetylcholin in
synaptische Vesikel verantwortlich ist 133,

Sicb5a7 kodiert fur einen Natrium- und Chloridionen-abhangigen Transporter, der Cholin zur
Acetylcholinsynthese in Neuronen transportiert 134,

Hoxc4 spielt eine zentrale Rolle in der embryonalen Gehirnentwicklung 3.

Chodl ist ein Transmembranprotein und wichtig fiir die Synaptogenese und das Wachstum
von Motoraxonen 136,

Prph ist ein Intermedarfilament, das die Zellstruktur und die Stabilitdt der axonalen und
dendritischen Strukturen unterstitzt 7.
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Vill

reguliert die Zellstruktur und -motilitdt und gehdrt zur Familie der Villin-dhnlichen
Proteine, die sich durch ihre Fahigkeit zur Bindung von Aktin, einem Strukturprotein im
Zytoskelett, auszeichnen '38.

Ahnak2

unterstitzt die stressabhangige Exportation von Fgf1, einem Wachstumsfaktor, der flr
Zellliberleben und Reparaturprozesse wichtig ist 139,

Ecell

ist eine neuronale Endopeptidase, die entscheidend fiir die Entwicklung und
Regeneration des Nervensystems ist 140,

Hs3st3a1

ist ein essentielles Enzym fir die Biosynthese von Heparansulfat, das wichtige
Funktionen in Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen hat 138,

Gm3488

ist moglicherweise an der Synthese von Glykosylstrukturen beteiligt, die fir Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Interaktionen wichtig sind 3.

Susd2

spielt eine wichtige Rolle bei Zelladhasion und -kommunikation und hat bedeutende
Auswirkungen auf die Immunantworten. Es wurde gezeigt, dass Susd2 die
Antitumorimmunitdt von CD8+ T-Zellen unterdriickt, indem es gezielt die
Signallbertragung des IL-2-Rezeptors beeinflusst. Diese Modulation der Immunantwort
konnte wichtige Implikationen fiir die Tumorabwehr 41,142,

Pigp

beteiligt an der Synthese von Phosphatidylinositol-Glykan-Ankern (GPI-Ankern), die fur
die Verankerung von Glykoproteinen in der Zellmembran wichtig sind 3.

Cds3

kodiert fur ein Transmembranprotein, das die Antigenprasentation und Aktivierung von
Lymphozyten reguliert und immunsuppressive Eigenschaften besitzt 144145,

In EE HFD hochreguliert

Drd1

kodiert fir den D1-Subtyp des Dopaminrezeptors und spielt eine wesentliche Rolle bei
der Entwicklung des menschlichen Nervensystems 46147,

Stk32b

kodiert fur ein Protein, das zur Familie der Serin/Threonin-Proteinkinasen, das
insbesondere in der Signaliubertragung und Regulation von Zellfunktionen, sowie in
Signalwegen wie Axonflhrung, olfaktorische Signalibertragung, Calcium-
Spannungskanalen und in der Stress- und Abwehrreaktion involviert ist 148149,

Fgf7

ist ein Wachstumsfaktor, der fiur Zellwachstum und Differenzierung in der frihen
neuronalen Entwicklung wichtig ist und die Differenzierung sowie Reifung
exzitatorischer Synapsen fordert 150151,

Barhl1

ist ein Transkriptionsfaktor, der die Zellentwicklung und Neuronen-Differenzierung
reguliert und eine Schliisselrolle bei der Entwicklung des Kleinhirns spielt 152153,

Tafa1

ist ein sekretorisches Protein aus der Familie der Tafa-Proteine, das an der Regulierung
von Neurexinen beteiligt ist, indem es deren posttranslationale Modifikationen
beeinflusst und so die Organisation von Synapsen im Gehirn moduliert 154155,

Lrfn2

ist ein Protein, das flir synaptisches Zelladhasionsmolekil kodiert und an der
Regulierung von Synapsen und neuronalen Verbindungen beteiligt ist 156:157,

Kcnj4

ist ein Mitglied der Kaliumkanal-Unterfamilie J, das die Kalium-Homdostase an der
postsynaptischen Membran exzitatorischer Synapsen aufrechterhalt 158159,
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Gsg1l

ist Bestandteil des AMPAR-Komplexes, reguliert die Signalubertragung in
glutamatergischen Synapsen und beeinflusst AMPA-Rezeptorkomplexe 160,

Thy1 kodiert fur ein Zelloberflachen-Glykoprotein aus der Immunglobulin-Familie, dass das
axonale Wachstum und die synaptische Funktion reguliert 161162,

Camkv ist ein Pseudokinase-Protein, das flr die Aufrechterhaltung von Dendritenstacheln und
die Regulation der synaptischen Ubertragung und Plastizitat entscheidend ist 63.

Doc2a ist ein Protein, das Uberwiegend im Gehirn exprimiert wird % und an der
kalziumabhangigen Freisetzung von Neurotransmittern beteiligt ist.

Vstm2b spielt eine wichtige Rolle in der Zellkommunikation und kénnte an der Regulierung von
Immun- und neuronalen Prozessen beteiligt sein 138,

Gfra2 kodiert fir einen Rezeptor und férdert das Uberleben peripherer und zentraler
Neuronen durch Bindung und Signallibertragung neurotropher Faktoren 165-167,

Cacnailh kodiert fir die AlphalH-Untereinheit des Cav3.2-Calciumkanals, der den
Calciumionenstrom in Nervenzellen reguliert und entscheidend fiir elektrische Signale
und Neurotransmission ist 168,169,

In EE NCD herunterreguliert

Tox4 ist ein Transkriptionsfaktor, der die Umprogrammierung vom somatischen Zustand zum
pluripotenten und neuronalen Schicksal vermittelt und fur die Regulation des Zellzyklus
und anderer biologischer Prozesse bedeutend ist 170-172,

Mov10 kodiert fur eine RNA-Helicase, die entscheidend fur die neuronale Entwicklung und
Gehirnfunktion, ist, da es RNAs bindet, die mit Aktinbindung, neuronalen Projektionen
und dem Zytoskelett assoziiert sind 138173,

Mfap3 kodiert fur Mikrofibrillen, die wichtige Bestandteile der extrazellularen Matrix sind und
Zelliiberleben regulieren 174,

Usp9x unterstitzt die neuronale Entwicklung durch Verstdrkung der Selbsterneuerung
neuraler Vorlaufer 175176,

Selenoi ist ein Enzym, das entscheidend fir den Myelinisierungsprozess und die neuronale
Entwicklung ist 177.

Gnpnat1 ist beteiligt am Glukosestoffwechsel und der Uridindiphosphat-N-Acetylglucosamin-
Biosynthese '78. Es spielt ebenfalls eine Rolle in der Chondrogenese und kann bei
Skelettdysplasien von Bedeutung sein '7°.

Miit3 spielt eine zentrale Rolle in der neuronalen Differenzierung und der Entwicklung von
kortikalen Projektionsneuronen 189,

Rif1 kodiert fir ein Protein, welches in verschiedenen Zellzyklusstadien nach

Replikationsschaden bendotigt wird 81,
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In EE HFD herunterreguliert

Itgab

kodiert fur die Integrin-Untereinheit Alpha 5, die als Teil des Fibronectin-Rezeptors die
Zelladhasion und  Signaliibertragung  vermittelt und in  verschiedenen
Krebserkrankungen eine Schliisselrolle bei Proliferation, Apoptose, Invasion und
Metastasierung spielt 182-185,

Gprin3

beteiligt an der neuronalen Erregbarkeit und Signaliibertragung, insbesondere im
Zusammenhang mit Dopaminrezeptoren und B-Arrestin-Signalkaskaden, sowie an der
Regulation des Neuritenwachstums 186,187,

Ldirad4

(Low-Density Lipoprotein Receptor Adaptor Protein 4) ist ein negativer Regulator des
TGF-B-Signalwegs, dessen Herabregulation mit erhéhter Zellproliferation, verminderter
Apoptose und erhéhter Tumorentwicklung assoziiert ist 128,

Ppm1h

ist eine Magnesium-abhangige Phosphatase, die durch Proteinphosphorylierung,
posttranslationale Modifikation, zelluldre Prozesse wie Proliferation, Differenzierung
und Stressreaktionen reguliert 8.

Setd1A

kodiert fir ein wichtiges Enzym, das durch Methylierung von Histonen die
Genexpression reguliert und somit grundlegende zellulare Prozesse wie Entwicklung,
Differenzierung und Genomstabilitdt beeinflusst ' und so fiir die normale
Gehirnentwicklung wichtig ist '91.

Sez6l

ist ein Protein, das zur Sez6-Familie gehort und die synaptische Konnektivitat und die
motorische Koordination bei Mausen beeinflusst 192193,

Mybpc1

kodiert flir Myosin-Bindungsprotein C, Typ langsam (sMybp-c), das die Interaktion
zwischen Aktin und Myosin reguliert und somit die Kontraktilitdt von Muskelfasern
steuert. Es wurde mit Myopathien und Tremor in Verbindung gebracht °* und
klassifiziert zusammen mit anderen Proteinen Subpopulationen von VIP-
exprimierenden Interneuronen in der Grof3hirnrinde 9.

Thl. 11: Hoch - und Herunterregulierte Gene in EE-Gruppe, die neuronale Entwicklung,
synaptische Integritdt und neuronales Uberleben férdern

Gene

pro-apoptotische und pro-inflammatorische Wege und

Immunregulation

Gene Funktion
In EE NCD hochreguliert

Ighm ist ein essentielles Gen fur die Produktion von IgM-Antikérpern, die eine zentrale
Rolle in der frihen Immunantwort und Aktivierung des Komplementsystems spielen
196

Skap1 kodiert fur ein Protein, das in T-Lymphozyten vorkommt und wichtig fur die T-Zell-

Aktivierung und -Funktion ist 197
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In EE HFD hochreguliert

Gaint 14

kodiert fir ein Enzym Galnt 14 gehdrt zur Familie der Polypeptid-N-
Acetylgalaktosaminyltransferasen und spielt eine Rolle bei der Glykosylierung von
Proteinen. Insbesondere in der Tumorentwicklung (Infiliration von M2-Makrophagen
in hepatozellulares Karzinom-Tumorgewebe), Zellmigration, Gewebsinvasion und
apoptotischen Signallibertragung zeigt Galnt14 eine bedeutende Funktion und wird
daher als potenzieller Biomarker fir die Krebstherapie und -prognose in Betracht
gezogen 198199

In EE NCD herunterreguliert

Fos

ist ein Proto-Onkogen, das eine entscheidende Rolle bei der p53-abhangigen
Aktivierung der Apoptose spielt und als zentrales Mitglied des AP-1-
Transkriptionskomplexes wichtige Zellfunktionen wie Proliferation, Differenzierung
und Apoptose reguliert 200201,

Dusp1

ist eine Phosphatase, die MAP-Kinasen dephosphoryliert und somit die Regulation
von zellularen Signalwegen und Immunreaktionen steuert 202,

Fosl2

ist ein Transkriptionsfaktor, der die Entwicklung von regulatorischen T-Zellen hemmt
und an der Regulation von Autoimmunitat sowie der T-Zell-Infiltration in Tumoren
beteiligt ist 203,204,

Irf9

ist ein Transkriptionsfaktor, der die angeborene Immunantwort reguliert 205,

C3

kodiert fur ein Komplementfaktor C3 und ist ein wichtiger Bestandteil bei der
Aktivierung des Komplementsystems 206,

Qser1

(Glutamin- und Serin-reiches 1) ist ein DNA-Methylierungsmodulator, der eine Rolle
bei der Tumortransformation und Immunsuppression spielt, insbesondere in der
Tumor-Mikroumgebung 27,

Tmem74bo
s

modifiziert die Bildung von Autophagolysosomen und ist an der funktionellen
Autophagie beteiligt, was unter Zellstressbedingungen von Bedeutung ist 208209,

In EE HFD herunterreguliert

Tnfrsf13b

kodiert fir TACI, einen B-Zell-spezifischen Rezeptor der TNF-Rezeptor-
Superfamilie, der eine entscheidende Rolle bei der Regulation und Funktion des
Immunsystems, insbesondere der humoralen Immunitat spielt 21°.

117re

kodiert fur den Interleukin-17-Rezeptor E, der IL-17C bindet. Studien zeigen, dass
IL-17 Gewebeschadigung nach Schlaganfallen férdert und eine neurotoxische Rolle
bei intrazerebralen Blutungen spielt 211.212,

Unc13d

(Unc13 Homolog D) ist ein Protein, das eine wichtige Rolle in der Exozytose von
zytotoxischen Granula in Immunzellen spielt 213,

Thl. 12: Hoch- und herunterregulierte Gene in der EE-Gruppe, die pro-apoptotische und
pro-inflammatorische Signalwege sowie die Immunregulation betreffen.
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Gene fir anti-apoptotische Wege

Gene

Funktion

In EE HFD hochreguliert

Tox3

ist ein Transkriptionsfaktor, der die Entwicklung neuraler Stamm- und
Vorlauferzellen reguliert und neuronale Zellen schiitzt, indem er anti-apoptotische
Gene aktiviert und pro-apoptotische Gene unterdriickt 214215,

Faim

(Fas Apoptotic Inhibitory Molecule-Like) kodiert fiir ein Protein, das eine wichtige
Rolle beim Schutz von Nervenzellen vor dem programmierten Zelltod spielt. Es
konnte bereits nachgewiesen werden, dass eine Reduktion der Faim-L-Expression
mit dem Fortschreiten der Neurodegeneration einhergeht, da sie die TNFa-
vermittelte Entziindungsreaktion in Neuronen verandert 2.

Six3o0s1

ist ein Homeobox-Transkriptionsfaktor, das oxidative Stressreaktionen und
neuronale Apoptose bei depressiven Mausen reduziert 123217,

Thl. 13: Hoch- und herunterregulierte Gene in der EE-Gruppe, die an anti-apoptotischen
Wege beteiligt sind.

Eine weitere wichtige Gruppe umfasst mitochondriale Gene, die durch EE hochreguliert

sind.

Mitochondriale Gene

Gene Funktion
In EE NCD hochreguliert
Cox7b2 kodiert fur eine Untereinheit der Cytochrom-c-Oxidas (COX) und spielt eine zentrale

Rolle in der Zellatmung und Energieproduktion 38,

Tbl. 14: Hochregulierte Gene in der EE-Gruppe, die eine Rolle in der zelluldren
Energieproduktion spielen.
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Es wurden ebenfalls Gene identifiziert, die direkt in die Blutgerinnung involviert und in
CCNCD hochreguliert waren.

Gene fur die Blutgerinnung

Gene Funktion
In CC NCD hochreguliert (EE NCD herunterreguliert)

Apoh ist ein Plasma-Proteinkomplex, der an der Regulation der intrinsischen
Blutgerinnungskaskade durch Bindung an negativ geladene Phospholipide beteiligt
ist 138,

F2 ist bekannt als Prothrombin und ist ein zentraler Bestandteil des

Blutgerinnungssystems, der in Thrombin umgewandelt wird, um die Fibrinbildung
und somit die Blutgerinnung zu unterstiitzen 3. Neben dieser Funktion fordert
Thrombin die Polarisation von Makrophagen zu einem entziindlichen M1-Phanotyp,
was zu einer verstarkten entziindlichen Reaktion beitragt 28,

Thl. 15: Herunterregulierte Gene in der EE-Gruppe, die an der Blutgerinnung beteiligt sind.
Wege beteiligt sind.

Stoffwechsel

Gene

Funktion

In EE NCD herunterreguliert

Bhmt

(Betain-Homocystein-Methyltransferase) ist ein wichtiges Enzym im
Stoffwechsel von Homocystein, das zur Regulierung von Homocysteinspiegeln
beitragt 21°.

Tmprss6

(Transmembrane Serine Protease 6) kodiert fur ein Enzym, das den
Eisenstoffwechsel durch Regulation von Hepcidin beeinflusst, wobei

Stérungen in diesem Prozess zu Eisenlberladung oder -mangel fiihren kénnen
220

In CC NCD hochreguliert

Angptl3

kodiert fir ein in der Leber produziertes Glykoprotein, das den
Lipidstoffwechsel reguliert, indem es die Lipoproteinlipase (LPL) und die
Endotheliale Lipase (EL) hemmt 221,

In EE HFD hochreguliert

Amd2

(Adenosylmethionine Decarboxylase 1) ist ein Schlissel-Enzym in der
Biosynthese von Polyaminen 222,

Thl. 16: Hoch- und herunterregulierte Gene in der EE-Gruppe, die zum Stoffwechsel

beitragen.
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Muskelfunktion-Genregulatoren/Muskelspezifische Gene

Gene Funktion

In EE NCD herunterreguliert

FbxI22 kodiert fur ein zentrales Protein im Ubiquitinierungsprozess, das Muskelzellproteine
wie Alpha-Actinin-2 und Filamin-C reguliert und dadurch die Muskelstruktur, -funktion
und Muskelatrophie kontrolliert 223, Eine Uberexpression filhrt zu Muskelabbau,
wahrend eine Hemmung die Muskelmasse nach Denervierung schiitzt 224, Zudem
dient es als Immunbiomarker zur Vorhersage der Prognose bei Prostatakrebs 225,

Tbl. 17: Herunterregulierte Gene in der EE-Gruppe, die als Genregulatoren der
Muskelfunktion fungieren.

Sonstige
Gene Funktion
In EE NCD hochreguliert
4930426D05Rik
Gm3488

In EE NCD herunterreguliert

Gm16091,Gm189 gehdren zu einer Gruppe von vorhersehbaren Genen, die nicht vollstandig
39,Gm37240,Gm charakterisiert sind und die als "Gm" (Genmodell) bezeichnet werden 8.
37821,Gm13684,

Gm26280,Gm502

41

Vmn1r49 kodiert fur einen Rezeptor, der mit der Wahrnehmung von Pheromonen und
anderen chemischen Signalen im Zusammenhang 38,
In EE HFD herunterreguliert

OIfr1396 ist ein olfaktorischer Rezeptor, der fir die Geruchswahrnehmung verantwortlich
ist 138,

Gm15494

Thl. 18: Hoch- und herunterregulierte Gene in der EE-Gruppe, die keiner spezifischen
Genkategorie zugeordnet werden kbnnen.

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse, dass in den EE-Gruppen Gene hochreguliert
waren, die an neuronaler Reifung, synaptischen Prozessen sowie neuroimmunen
Mechanismen beteiligt sind. Diese waren nicht Gberlappend in NCD und HFD. Dazu zahlten
Gene, die die synaptische Signallubertragung (Cacna1-HFD, Kcnj4-HFD, DocZ2a-HFD),
sowie die cholinerge (Slc18a3-NCD, Sicba7-NCD), dopaminerge (Drd1-HFD) und
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glutamaterge Prozesse (Gsg1/-HFD) regulieren. Dartber hinaus wurden Gene identifiziert,
die fur die neuronale Entwicklung (Hoxc4-NCD, Fgf7-HFD, Ecel1-NCD), die Differenzierung
(Barhl1-HFD), das Axon- und Dendritenwachstum (Prph-NCD, Thy1-HFD) sowie die
Regulation Synapsen (Chodl-NCD, Camkv-HFD, Tafa-HFD, Lrfn2-HFD) relevant sind.
Erganzend zeigten sich Genen, die an Zelladhasion (Vill-NCD, Hs3st3a1-NCD, Gm3488-
NCD, Susd2-NCD, Pigp-NCD) und an immunologischer Regulation (Cd83-NCD) beteiligt
sind.

Gleichzeitig zeigten sich mehrere Gene in den EE-Gruppen herunterreguliert, die an
neuronaler Entwicklung (Mov10-NCD, Usp9x-NCD, MIlit3-NCD, Setd1a-HFD), Zelladhasion
(ltga5-HFD), der extrazellularen Matrix (Mfap3-NCD) sowie der intrazellularen
SignalUbertragung (Ppm1h-HFD) eine Rolle spielen. Dartber hinaus wurden Gene mit
Funktionen in der Myelinisierung (Selenoi-NCD), im Glukosestoffwechsel (Gnpnat1-NCD),
in der DNA-Reparatur (Rif1-NCD) sowie in der Regulation des Zellzyklus (Tox4-NCD)

vermindert exprimiert.

In den EE-Gruppen waren nur wenige Gene hochreguliert, die mit der Aktivierung des
Immunsystems in Zusammenhang stehen, insbesondere die an der Immunaktivierung uber
das Komplementsystem (/lghm-NCD), an der T-Zell-Aktivierung (Skap1-NCD) sowie an

tumorrelevanten Prozessen (Galnt14-HFD) beteiligt sind.

Demgegenuber zeigten die EE-Gruppen eine Herunterregulation mehrerer Gene, die
apoptotische oder proinflammatorische Signalwege sowie immunologische Prozesse
regulieren. Dazu gehodrten Regulatoren von MAP-Kinasen (Dusp1-NCD), AP-1-
Signalwegen (Fos-NCD) und T-Zell-Differenzierung (Fos/2-NCD). Ebenso waren Gene der
angeborenen Immunitat wie Irf9 (NCD) und C3 (Komplementfaktor; NCD) vermindert
exprimiert. Weitere herunter regulierte Gene betrafen Prozesse der Autophagie
(Tmem74bos-NCD), der humoralen Immunregulation (Tnfrsf13b-HFD), der IL-17-
Signalubertragung (//17re-HFD) sowie der Freisetzung zytotoxischer Granula (Unc13d-
HFD). Zudem zeigte die EE-Gruppe eine erhdhte Expression von Genen, die neuronale
Apoptose reduzieren kénnten (Tox3-HFD, Faim-HFD, Six3o0s1-HFD).

Alle signifikant veranderten mitochondrialen Gene wie Cox7b2 (NCD), eine Untereinheit

der Cytochrom-c-Oxidase (COX), waren in EE hochreguliert.

In den EE-Gruppen zeigte sich eine verminderte Expression mehrerer Stoffwechselgene.

Dazu gehdéren Gene des Homocystein-Metabolismus (Bhmt-NCD) und des
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Eisenstoffwechsels (Tmprss6-NCD) sowie des Lipid-Stoffwechsels (Angpt/3-NCD). Auch
Gene, die an der Blutgerinnung beteiligt sind, waren herunterreguliert, darunter Apoh
(NCD), die die intrinsische Gerinnungskaskade moduliert, sowie F2 (Prothrombin; NCD),
ein zentrales Gerinnungsprotein. Zudem zeigte die EE-Gruppe eine Herunterregulation
muskelspezifischer Genregulatoren, darunter Mybpc1 (HFD), Myosin-Bindungsprotein,
sowie Fbx/22 (NCD), ein Ubiquitinierungsprotein, dass die Stabilitat struktureller

Muskelproteine steuert.
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4.7. KEGG-Pathway Analyse: EE beeinflusst maBgeblich Gene fur

oxidative Phosphorylierung und ribosomale Proteine

EE.NCD_vs_CC.NCD (pvalue,org.Mm.eg.db)
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Abb. 18: Running Enrichment Score nach KEGG pathways (A) Gruppenvergleich von EE
NCD vs CC NCD (B) EE HFD vs CC HFD
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Gene, Blau: Herrunterregulierte Gene
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Die KEGG-Pathway-Analyse zeigte, dass EE im Vergleich CC verschiedene Signalwege
abhangig von der Diat beeinflusste. Beim Vergleich der EE NCD vs CC NCD Gruppe waren
folgende Signalwege in absteigender Signifikanz beeinflusst: Ribosom (KEGG Pathway
03010), Oxidative Phosphorylierung (00190), Prionenkrankheit (05020), Parkinson-
Krankheit (05012), Huntington-Krankheit (05016), Wechselwirkung zwischen neuroaktiven
Liganden und Rezeptoren (04080), Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) (05074), Wege der
Neurodegeneration - multiple Erkrankungen (05022) hochreguliert. Gleichzeitig zeigten
sich die Pathways Herpes-simplex-Virus-1-Infektion (05768) und der RIG-I-dhnliche
Rezeptor-Signalweg (04622) als herunterreguliert in EE (Abb. 18A).

Bei EE HFD waren im Vergleich zu CC HFD Gene in den Signalwegen Ribosom, Oxidative
Phosphorylierung, Parkinson-Krankheit, Prionenerkrankung, Coronavirus-Krankheiten -
COVID-19 (05171), Thermogenese (04714), ALS, Huntington-Krankheit sowie Wege der
Neurodegeneration hochreguliert. Gleichzeitig war der Signalweg, der die Pluripotenz von
Stammzellen (04550) reguliert, unter EE herunterreguliert (Abb. 18B). Hier sahen wir

deutliche Uberlappungen zwischen den unterschiedlichen Diatgruppen.

Die zwei am starksten angereicherten Pathways in beiden Diatformen waren Oxidative
Phosphorylation (Abb. 19A; B) und Ribosom (Abb. 19C; D) und sollen im Folgenden naher
erlautert werden. Der erste umfasste die Komplexe der Atmungskette, welche sich aus funf
Teilen zusammensetzen. Der Datensatz umfasste insgesamt 186 Geneintrage, von denen
79 Gene in der EE NCD-Gruppe und 77 Gene in der EE HFD-Gruppe eine Hochregulierung
aufwiesen. Es konnten nur wenige Gene identifiziert werden, die eine Herunterregulierung
aufwiesen. Dazu gehorten Atp6v0Oe und Atp6v0at in der NCD-Gruppe sowie Afp6v71a und
Ndufs1 in der HFD-Gruppe.

Im Komplex |, der NADH-Dehydrogenase, zeigten sich vor allem die Gene Ndufs8 und
Ndufb8 in der NCD-Gruppe hochreguliert. In der HFD konnten wir ebenfalls eine
Hochregulierung von Ndufs8, sowie Ndufa10, Ndufa6 und Ndufs2 beobachten.

Im Komplex Il, der Succinat-Dehydrogenase waren insbesondere Sdhb und Sdha in der
NCD- Gruppe hochreguliert. In der HFD wurde zusatzlich eine Hochregulierung von Shdc

identifiziert.

In Bezug auf Komplex I, der Cytochrom-C-Reduktase, NCD, lie} sich feststellen, dass

nahezu alle Gene hochreguliert waren, insbesondere Uqcrfs1, Uqcr10 und Uqcr11in NCD
und Cyc1 und Uqcrb in HFD.
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Im Komplex IV, der Cytochrom-C-Oxidase, wurden deutlich erhéhte Genexpressionswerte

in NCD fur Cox10, Cox5a, Cox6c und Cox11 sowie in HFD ebenfalls fir Cox710, Coxéc,
aber auch Cox7b, Cox4i1 und COX3 nachgewiesen.

Im Komplex V, der ATP-Synthase, wurden zahlreiche Gene des F-Typs hochreguliert. Hier
waren in der NCD-Gruppe insbesondere Afpbd, Atpbb, Atp5c1 und AtpS5e hochreguliert.
Die HFD fuhrte zur Induktion der Expression von Atp6, gefolgt von Atp5h und Atp5j. Bei
den V-Typ-Proteinen waren in der NCD-Gruppe Atp6v1f und Afp6v1b2 zu beobachten,
wahrend in der HFD-Gruppe eine erhdhte Expression von Afp6vid und Atp6viel

festgestellt wurde.

Der zweite signifikant Uberreprasentierte KEGG-Pfad umfasste eine Gruppe von 135
Geneintragen (siehe Abb. 19C; D), die fur kleine (Ribosomal Protein Small (RPS)) und
grofl’e (Ribosomal Protein, Large (RPL)) ribosomale Kernproteine kodieren. Von diesen
wiesen fast alle (NCD: 98, HFD: 83) in EE erhdhte Transkriptionswerte auf, mit Ausnahme
von Mrpl19 in NCD und Rp/10 in HFD. In der Gruppe NCD lie sich eine deutliche
Hochregulierung der Gene Rps2, Rpl23a, Rps15 und Rpl21 beobachten. Zu den weiteren
stark hochregulierten Genen zahlten Rps4x, Rpl13a, Mrpl11, Rps13, Rpl13, Rpl35a,
Rsp25, Rpl6, sowie Rps7. Im Gegensatz dazu konnten wir in der HFD-Gruppe eine
Hochregulierung der Gene Mrpl16, Rps15a, Rpsa, Rps25 und Rps27a beobachten.

Zusammenfassend zeigte die KEGG-Analyse, dass insbesondere Gene, die an der
mitochondrialen Atmungskette und an ribosomalen Strukturproteinen beteiligt sind, durch

EE hochreguliert waren - ungeachtet der Erndhrungsform.

Parkinson-Krankheit: Ribosomale und
mitochondriale = Gene, weiterhin axonale
Transportgene (Tubalb, Tubb3), Proteasom
(Psma6, Psmd9), Cav1, C1gb (Komplement),
Grin3a

Vergleichs- Hochreguliert in EE Runterreguliert in EE
gruppen

EE NCD vs. CC | Prionerkrankung: Prnp, Psmaé6, | Herpes-simplex-Virus 1
NCD mitochondriale Gene, axonaler Transport Infektion: Akt2, Casp8,

Zfp874b, C3, Ikbkb, Rela,
Birk2

RIG-I-dhnlicher Rezeptor-
Signalweg: Ofud5, Sikef1,
Azi2, Ripk1, Ikbkb, Rela

Neuroaktive Ligand-
Rezeptor-Interaktionen:
C3 (Anaphylatoxin), F2
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Huntington-Krankheit: Mitochondrial, | (Proteinase-aktiviert) und
axonaler Transport, Proteasom, Clta, Dnal4, | Nr3c1 (Cortisol)
Gpx2

Neuroaktive Ligand-Rezeptor-Interaktionen:
Drd5 (Dopamin), Hrh3 (Histamin), Hir7
(Serotonin), Apin (Apelin), Mc4r (Melanocortin),
Ntsr1 (Neurotensin), Oprk1 (Endomorphin),
Hertr1 (Orexin), Sstr4 (Somatostatin), Mchr1
(Hormonprotein), Ptger4 (Prostaglandin2),
Calca (Calcitonin), GiIp1r (Glucagon-like
Peptid), Gabra5 (GABA), P2rx5 (Nukleotide)

Amyotrophe Lateralsklerose: Mitochondrial,
axonaler Transport, Neurofilamente (Prph),
SOD1

Pathways der Neurodegeneration:
Mitochondrial, Proteasom, axonaler Transport
(Tuba1b, Tubb3, Dnal4, Actr1a), Prph, Sqstm1

EE HFD vs. CC | Parkinson-Krankheit: Mitochondrial, axonaler | Signalwege, die die

HFD Transport (Kif5a, Tubb3), Dopamin (Drd2, | Pluripotenz von
Drd1), Ubb, Camk2a, Proteasom (PsmaZ2, | Stammzellen regulieren:
Sem1) Bmpria, Acvric, Fzdb5,

Pcgf5, Axin2

Prionerkrankung: Mitochondrial, C1qp, Prnp,
Ppp3r1, Casp3, Proteasom (Psma2, Sem1), | Thermogenese: Lipe,

NADPH-Oxidase (Rac2) Zfp516
Coronavirus-Krankheit - COVID-19: | Amyotrophe

Ribosom, Irak4, Syk Lateralsklerose: Ranbp2
Thermogenese: Mitochondrial, Smarcd3, Hras, | Pathways der
Prkacb Neurodegeneration:

Fzd5, Lrp5, Axin2 (Wnt-
Amyotrophe Lateralsklerose: Mitochondrial, | Signalweg), Kif5c
axonaler Transport (Kifba, Tubb3, Dctnb,
Hap1), Pfin2, Gpx1, Ppp3r1, Sqstm1, Nup43

Huntington-Krankheit: Mitochondrial,
axonaler Transport (Kifba, Tubb3, Dctnb,
Hap1), Proteasom (Psma2, Semt), Gpx1,
Polrze

Pathways der Neurodegeneration:
Mitochondrial, Proteasom (Psma2, Sem1, Ubb,
Uba7), Grm5, Fas, Nox1, Camk2a, Cdk5, Gpx1,
axonaler Transport (Kifba, Tubb3, Dctn5, Hap1)

Tbl. 19: Gruppenvergleich EE NCD vs CC NCD, EE HFD vs CC HFD

Auch die anderen Pathways zeigten in EE Uberwiegend hochregulierte Gene, die mit
mitochondrialen und/oder ribosomalen Proteinen, aber auch axonalen Transportproteine

und Neurotransmitter, sowie Proteasom Gene in Verbindung stehen (vgl. Tbl. 19).
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Beispielsweise zeigte die EE-Gruppe im Vergleich zu CC eine deutliche Hochregulation
von Genen, die spezifischen neurodegenerativen Signalwegen zugeordnet sind. Dazu
gehorten Prnp (NCD; HFD) sowie die Proteasomkomponenten Psma6 (NCD), PsmaZ2
(HFD) und Sem1 (HFD) innerhalb des Signalwegs der Prionerkrankungen. Ebenso waren
im Parkinson-Signalweg axonale Transportgene wie Kifba (HFD), Tuba1b (NCD) und
Tubb3 (NCD; HFD) sowie dopaminerge Rezeptorgene (Drd1-HFD, Drd2-HFD)

hochreguliert.

Zudem waren Gene, die fur Rezeptoren kodieren, wie Dopamin (Drd5), Histamin (Hrh3),
Glutamat (Grin3a), Serotonin (Htr7), GABA (Gabra5), Neurotensin (Ntsr1), aber auch
Apelin (Apln) im Signalweg der neuroaktiven Liganden-Rezeptor-Interaktion, in EE NCD
hochreguliert. Gleichzeitig zeigte CC NCD eine Herunterregulation immunmodulatorischer

Gene, darunter C3 (Komplement), F2 (Proteinase-aktiviert) und Nr3c1 (Cortisolrezeptor).

Auch Gene, die fir Neurofilamente kodieren (Prph), waren in der EE NCD sowohl im ALS
- als auch Neurodegeneration Signalweg erhoéht. Zudem waren Gene fiur den axonalen
Transport (Kifba (HFD), Tubb3 (NCD; HFD), Dctn5 (HFD), Hap1 (HFD)) in den

Signalwegen der ALS, Neurodegeneration und Huntington-Krankheit hochreguliert.

In der CC NCD-Gruppe waren Gene, die fir Komponenten der immunologischen Antwort
kodieren, in dem HSV-1-Infektion- und dem RIG-I-dhnlichen Rezeptor-Signalweg
herunterreguliert. Darunter waren Mediatoren der Apoptose und Inflammation (Casp$§,
Akt2, Birk2), der Komplementaktivierung (C3), sowie des NF-kB-Signalwegs (/kbkb, Rela).

Erganzend zeigte die CC HFD-Gruppe eine Herunterregulation von Genen, die sowohl der
Thermogenese (Smarcd3, Hras, Prkacb) als auch der Regulation der Stammzell-

Pluripotenz (Bmpria, Acvric, Fzd5, Pcgf5, Axin2) zugeordnet sind.
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4.8.
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GSEA-Analyse: Enrichment fiir ribosomale Gene unter EE
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Abb. 20: GSEA-GOCC Analyse: ribosomale und mitochondriale Gene sind angereichert in
EE

A) Graph zeigt den Normalized Enrichment Score (NES) der Gen-Sets in Abhéngigkeit der
Signifikanz (p-Wert) und FDR q-value. Es zeigten sich ausschliel3lich positiv signifikant
angereicherte Gen-Sets fiir die EE-Intervention, keine negativen (fiir CC). B) Heatmap zeigt
die 50 am stérksten in EE positiv (rot) und negativ (blau) angereicherten Gene der Proben
EE (grau) vs. CC (gelb) C) die 12 signifikantesten GSEA Enrichment Plots fiir die GOCC
(Gene Ontology Cellular Compartment) Datenbank, die ein positives Enrichment bei EE-
Intervention darstellen zeigen v.a. Anreicherungen in ribosomalen und mitochondrialen
Strukturen D) Netzwerk-GOCC-Analyse der Gene mit einem Enrichment Score >0,6 (n =
98) zeigt, dass die angereicherten Gene an der Expression neuronaler Strukturen
(Dendriten, Axonen, Synpapsen) beteiligt sind (je intensive die Griinfdrbung, umso mehr
Gene befinden sich im Cluster)

Weiterhin fuhrten wir eine Gene-Set Enrichment-Analyse (GSEA) durch. Hier wurden nicht
die Einzelgruppen, sondern alle CC- mit allen EE-Tieren verglichen, um den EE-Effekt
unabhangig von der Ernahrung zu analysieren. Im Rahmen der EE-Intervention konnten
ausschlieBlich positiv signifikant angereicherte Gen-Sets festgestellt werden (p<0,225).

Demgegenuber waren negativ korrelierte Gene in keinem Kompartment oder Kategorie
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signifikant angereichert (Abb. 20A). Die Analyse ergab eine Anreicherung von Genen durch
EE in ribosomalen und mitochondrialen Gen-Sets aus der Gene Ontology Cellular
Compartment Datenbank (Abb. 20C) und bestatigte die Ergebnisse der KEGG-Analyse.
Interessanterweise fanden sich in der Netzwerkanalyse der Gene mit einem Enrichment
Score von >0,6 (n = 98), Gen-Cluster, die am Aufbau von Synapsen, Dendriten und Axonen,
demnach insgesamt an der Struktur und Funktion von Neuronen beteiligt sind (Abb. 20D).

Dies bestatigte wiederum die manuelle Cluster-Analyse (Tbl. 11).

Die Heatmap (Abb. 20B) zeigte die 50 am starksten in EE positiv bzw. negativ
angereicherten Gene. Die in EE hochregulierten Gene standen im Zusammenhang mit
biologischen Prozessen wie neuronaler Plastizitat, synaptischer Funktion, zellularer
Signaltransduktion sowie metabolischer Aktivitat (siehe Abb. 20B). Hierzu zahlten unter
anderem lonenkanéle sowie Neurotransmitterrezeptoren wie Scn3a, Sic6a16, Kcnhé,
Kcnab, Kenk15, Gabra3, Gabrab, Glra2, Glra3, Htr1a, Gpr149 und Gpr165. Darlber hinaus
waren Gene beteiligt, die neuropeptiderge Signalwege reprasentieren, wie Tac? und Sst,
sowie Gene mit Funktionen in der synaptischen Organisation (Cb/n4) und der neuronalen
Struktur und Modulation (Vstm5, Vstm2b). Weitere hochregulierte Gene waren der
posttranslationalen Proteinmodifikation (Galnt14) und der extrazellularen Matrix (Hs3st3a1,
Hs3st4, Col24a1, P4ha3 und Opct) zuzuordnen. Zu den Genen der zellularen
Signaltransduktion zahlte Tmem179 und der calciumabhangigen Prozesse zahlten
Necab2, Cpne4, Ppp3r2 und Stk32c. Darlber hinaus waren Gene mit metabolischen
(Gpat2, Amd2, Mafa, Acp7, Smyd1) und mit mitochondrialen Funktionen (Cox7b2)
vertreten. Erganzend wurden weitere Gene identifiziert, die in EE hochreguliert sind und
die die Regulation von Appetit und Sattigung steuern (Mc4r), sowie Gene, die mit der
Immunmodulation in Verbindung stehen (Btn2a2, Dleu7, Tnfaip8/3), und Gene, die

oxidativen Stress regulieren (Nox1).

Die in EE herunterregulierten Gene befanden sich Transkriptionsfaktoren wie Immediate
Early Gene Fos, Dusp1, ler2, Nr4a1, Npas4, Egr4, die unter anderem an der Regulation
von Stressantworten beteiligt sind (Fos, Dusp1, Nr4a1), sowie weitere regulatorische Gene
wie Ahrr, Rassf9, Ubash3a, Myct1 und der Wnt-Rezeptor Fzd5. Zudem waren Gene der
Zellzyklus- und Proliferationskontrolle (Cdc6, Ska3, Kif24, Rfx2) sowie der extrazellularen
Matrix- und Strukturorganisation (Obscn, Hmcn2, Frem1, LoxlI2, Lrrc34, Krt24, Mybpc1)
vermindert exprimiert. Ergédnzend zeigten sich Herunterregulationen von Genen, die mit
neuronaler Entwicklung und Differenzierung assoziiert sind, darunter Eomes, Gmx, Gprin3
und Angptl7. Aullerdem zeigten sich Herunterregulationen von immun- und
entzindungsassoziierten Genen (Clec4a2, Il17re, Pla2g5, Mpig6b, Nrd4a1) sowie
zahlreicher olfaktorischer Gene OIfr329, Olfr787, Olfr1396, Olfr1441, OIfr922, Olfr1318.

83



In die Netzwerk-GOCC-Analyse wurden alle Gene eingespeist, welche einen positiven
Enrichment Score (>0,6, Abb. 20B) aufwiesen. Diese wurden nach der Gene Ontology
Datenbank in Cellular Compartments eingeteilt. Hier zeigten sich besonders die
Compartments: “Integral Component of Synaptic membrane”, “Intrinsic component of

LT}

Postsynaptic membrane”, “Integral component of Plasma membrane”, “Synapse part”,

“Neuron part”, “Transmembran transporter complex” hervorgehoben. Die angereicherten
Gene waren demnach insbesondere im Bereich der Synapsen, Dendriten und axonalen

Strukturen zu finden.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen von Enriched Environment und einem
aktiven Lebensstil auf das Gehirn und spezifisch auf die klinische Erholung und die
Genexpression im Kleinhirn nach Schlaganfall untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
1) EE die klinische Erholung und Funktion mal3geblich beeinflusst. 2) EE einen lokalen
Einfluss auf die Entzliindungsreaktion im Infarkt hat und den neuronalen Untergang im
Periinfarktgewebe reduziert und 3) mechanistisch fur die positiven Effekte EE Tiere eine
erhohte Expression von strukturell neuronalen, anti-apoptotischen, mitochondrialen und

ribosomalen Genen (im Kleinhirn) aufweisen.

5.1. Methodische Limitationen des Modells

EE als doppelte Intervention vor und nach Schlaganfall

Die vorliegende Studie erfasste die funktionelle Erholung Uber einen Zeitraum von 16
Tagen. Eine langere Beobachtungszeit konnte jedoch dazu beitragen, langfristige
Auswirkungen der Umweltanreicherung und Ernahrung auf die Erholung zu dokumentieren
und zu bewerten, wie nachhaltig die beobachteten Ergebnisse sind. Die Ergebnisse dieser
zeigten, dass die Versuchstiere der EE NCD-Gruppe bereits am ersten Tag einen deutlich
héheren Score erzielten und diesen Unterschied auch beibehielten. Es ist jedoch wichtig
zu berlcksichtigen, dass hier sowohl eine Vorbehandlung mit EE wie auch eine
Rehabilitation nach Schlaganfall stattfand. Dies sollte im Modell einen lebenslang gesunden
Lebensstil widerspiegeln, Iasst aber keine Schliisse auf die individuellen Effekte von EE vor
versus nach Schlaganfall zu. Vor Beginn der Studie wurde bei allen Tieren eine
neurologische Untersuchung durchgeflihrt, um sicherzustellen, dass sie den gleichen
Ausgangszustand aufweisen. Es wurde zudem sichergestellt, dass alle Tiere Uber die
Fahigkeit zur Bewaltigung des Gridwalks sowie eine allgemeine motorische
Leistungsfahigkeit verfiigen. Von der Studie ausgeschlossen wurden Tiere, die bereits vor
Beginn der Studie Defizite aufwiesen. Dieser Test ist jedoch nicht dafir ausgelegt, einen
bereits vor dem Schlaganfall bestehenden besseren Trainingszustand der Tiere im EE zu
erfassen, sondern wurde spezifisch fur neurologische Defizite nach Schlaganfall entwickelt.
Aus dem bereits an Tag 1 nach PT bestehenden besseren klinischen Score der EE-
Gruppen im Vergleich zu CC lasst sich ableiten, dass dieser Unterschied nicht an einer

besseren Heilung liegen kann, da diese erst spater einsetzt.
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Messung der Nahrungsaufnahme nach Schlaganfall

Eine detaillierte Analyse der Nahrungsaufnahme nach Schlaganfall kénnte durch den
Einsatz spezifischer Messmethoden, wie beispielsweise der Verwendung von
Futterungskontrollsystemen im Phenomaster, durchgeflihrt werden. Die Anwendung
solcher Messmethoden konnte detailliertere Informationen Uber die tatsachlich
aufgenommene Nahrung liefern und somit die Frage klaren, ob die verminderte
Gewichtszunahme bei  erhdhtem  Energieverbrauch  durch  eine  geringere
Nahrungsaufnahme oder durch eine verstarkte Energieverwertung aufgrund der erhdhten
Aktivitat bedingt ist.

Fehlende hemispharenspezifische Analyse des Kleinhirns

In der vorliegenden Arbeit wurde das Kleinhirn nicht seitengetrennt analysiert. Das Kleinhirn
wurde entnommen und ausgewertet, ohne zwischen der kontra- und ipsilateralen Seite in
Bezug auf die kortikale Lasion zu differenzieren. Da diaschitische Mechanismen
insbesondere die kontralaterale Kleinhirnhemisphare betreffen kdénnen, hatte eine
seitengetrennte Analyse zusatzliche Einblicke in lateralisierte Anpassungsprozesse
ermdglicht. Durch die Analyse des nahezu gesamten Kleinhirngewebes kdénnten regional

begrenzte molekulare Veranderungen abgeschwacht oder liberlagert worden sein

Zukinftige Arbeiten sollten daher eine seitengetrennte Probenentnahme und Analyse
berticksichtigen, um Ferneffekte nach einem Kkortikalen Schlaganfall differenzierter

erfassen zu kdénnen.
Limitationen der Transkriptomics

Aufgrund der geringen Anzahl an Tieren in der Transkriptomanalyse (n = 5) wurde bei der
weiteren Analyse der Fokus auf Gene gelegt, die zwar eine geringere Log-Fold-Change
aufweisen, jedoch statistisch signifikante Veranderungen (mit entsprechend niedrigen P-
Werten) zeigen. Dies war insbesondere relevant, da wir bei der Umweltanreicherung und
den Erndhrungsumstellungen keine extremen Log-Fold-Changes erwarteten. Um diese
weniger auffallige, aber moglicherweise biologisch relevanten Veranderungen besser
erfassen zu konnen, wurde eine detaillierte Auswertung der Daten in Tabellenform
durchgefihrt. Auf diese Weise war es moglich, Gene zu identifizieren, die trotz kleinerer
Veranderungen eine signifikante Reaktion auf die Umweltbedingungen und Diaten

aufwiesen.

Der Sample Distance Plot zeigt, dass Probe 1 (S1) als deutlicher Ausrei3er identifiziert
wurde, da sie eine signifikant gréRere Distanz zu den anderen Proben aufwies. Der
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Ausreil3er in Probe 1 (S1) kdnnte auf einen technischen Fehler zurtickzufiuihren sein, da das
Gehirn von einem anderen Praparator entnommen wurde, was mdglicherweise zu
unterschiedlichen Genexpressionsprofilen gefihrt hat. Aus diesem Grund wurde Probe 1
von den weiteren Berechnungen ausgeschlossen, um die Verzerrung der Analyse zu

minimieren.

Zudem ist die RNA-Expression nicht direkt umsetzbar in synthetisierte Proteine. Daher
habe ich am Ende meiner Laborarbeit versucht per Western Blot ausgesuchte Proteine
(z.B. Cox7b2, Peripherin) nachzuweisen. Ich habe mit zwei unterschiedlichen Methoden
die Proteine isoliert. Leider waren die Ergebnisse bis zuletzt technisch bedingt nicht gut
auswertbar, sodass wir bei der Auswertung meiner Arbeit auf den Western Blot verzichten
mussten. Eine erganzende Analyse auf Proteinebene ware nichtsdestotrotz sinnvoll, um

die biologische Wertigkeit der RNA-Ergebnisse zu Uberprifen.

5.2. Gewichtsreduktion nach Schlaganfall: Ursachen und Konsequenzen

Am ersten Tag nach Schlaganfall verloren alle Tiere zunachst an Koérpergewicht. In den
NCD-Gruppen blieb die Phase des Gewichtsverlustes kurz, sodass die Tiere bis zum 7.
Tag wieder ihr Ausgangsgewicht erreicht hatten. Im Gegensatz dazu erreichte die EE HFD
Gruppe ihr Ausgangsgewicht erst im Durchschnitt am 16. Tag nach dem Schlaganfall. In
der CC HFD-Gruppe konnte hingegen ein langer andauernder Gewichtsverlust und eine
langsamere Erholung des Gewichts Uber den gesamten Beobachtungszeitraum hinweg
beobachtet werden, sodass die Tiere der Gruppe an Tag 16 noch durchschnittlich 5%

weniger wogen als vor Schlaganfall.

Der Gewichtsverlust nach Schlaganfall ist ein in Nagetiermodellen gut charakterisiertes
Phanomen. Der Schlaganfall I6st eine Reihe kataboler Veranderungen aus. Dazu gehoéren
vor allem eine stressbedingte, neuroendokrine Aktivierung des autonomen Nervensystems
Uber die adrenale Kortikosteroidsekretion 2?6, die Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine, eine erhdhte Belastung durch freie Sauerstoffradikale sowie systemische
hormonelle Dysbalancen, die insgesamt eine katabole Dominanz beginstigen 2%,
Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass durch Unterbrechung der adrenergen
Achse die Mortalitat deutlich ansteigt 2. Somit erscheint der initiale Gewichtsverlust,

getriggert durch die systemische Stressreaktion, Uberlebensnotwendig.

Weiterhin finden metabolische Umstellungen im Fett-, Leber- und Muskelgewebe statt.

Haley und Kollegen beschreiben erhdhte freie Fettsduren und Triglyceride im Plasma auch
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60 Tage nach Schlaganfall 2?2, Dies konnte auf die Freisetzung entziindungsférdernder

Mediatoren zurlickzuflihren sein, die einen katabolen Stoffwechselzustand beglinstigen 2%°.

Weitere sekundare katabole Faktoren sind die durch Lahmungen und verminderte
korperliche Aktivitat bis hin zur Immobilitat bedingten Veranderungen im Muskelgewebe
(Sarkopenie) und Denervierung zu erklaren 2%’. Die Sarkopenie nach einem Schlaganfall
wird vor allem auf die Aktivierung des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) sowie von
Autophagie- und Apoptosemechanismen, zurlickgefihrt. Ebenso zeigen die
Herunterregulation des AKT/mTOR Signalpfades sowie erhéhe Myostatin-Werte (Inhibitor
des Skelettmuskelwachstums) im Muskelgewebe der betroffenen und der gegenseitigen
Muskeln, welche im Muskelaufbau involviert sind, einen Beitrag zum nach Schlaganfall

beobachteten Muskelabbau 22°.

Langere Inaktivitat und Hyperkortisolamie verstarken den Muskel- und Kraftabbau durch
eine anhaltend reduzierte Muskelproteinsynthese 2*'. Dem beschriebenen Mechanismus
der Muskelatrophie kann insbesondere durch korperliche Aktivitat entgegengewirkt werden,
wobei die Studienlage zu Art, Dauer und Hohe der Belastung noch nicht sehr eindeutig ist
232 Feng und Kollegen untersuchten die Auswirkungen von Krafttraining der gesunden
Seite auf die Erholung nach Schlaganfall und fanden positive Auswirkungen auf

Sarkopenie, Funktionalitat und Stimmung 233,

Eine gestorte Nahrungsaufnahme oder erhdhter Grundumsatz sind laut Springer et al. nicht
Ursache der Gewichtsabnahme, eher entgegengesetzt zeigt sich ein reduzierter
Energieumsatz bei normaler Nahrungsaufnahme und Bewegung als kompensatorische
Mechanismen 2%, Allerdings konnte eine weitere Gruppe zeigen, dass
Nahrungsunterstitzung die Mortalitdt senken und die Gewichtszunahme unterstutzen

kann, indem sie Hypoglykamie, Ketonamie und Dehydratation verhindert 2%.

In der vorliegenden Studie zeigten die HFD-Gruppen eine langsame Erholung von dem
Gewichtsverlust. Haley und Kollegen zeigten in mehreren Studien, dass Fettleibigkeit die
metabolische Reaktion auf einen Schlaganfall verandert. Adipése Mause zeigten Uber
langere Zeitraume intramuskulare Fetteinlagerungen sowie katabole Prozesse mit erhohter
Lipolyse und Inflammation, die den Krankheitsverlauf verldngern und die Erholung

verzogern 228236,

Die EE-Tiere mit HFD konnten allerdings deutlich schneller zu ihrem Ausgangsgewicht
zurtickkehren als die sedative Gruppe. Kérperliches Training moduliert dabei katabole und
anabole Signalwege. So konnte gezeigt werden, dass Training bei gealterten Ratten (ohne

Schlaganfall) anabole Prozesse férdert und gleichzeitig katabole sowie apoptotische
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Mechanismen in der Skelettmuskulatur abgeschwachter zurickkehren als bei der
sedativen Gruppe ?*. Erganzend wurde beschrieben, dass Ausdauertraining die katabolen
Effekte von TNF-a in der Skelettmuskulatur von Mausen abschwacht. Trainierte Tiere
wiesen geringere Anstiege kataboler Marker (z. B. TNF-Rezeptoren, Forkhead Box O1
(FoxO1), Muscle RING Finger 1 (MURF1), Myostatin) sowie eine verminderte Autophagie-
Induktion (z. B. Microtubule-associated protein 1 light chain (LC)3BII/LC3BI) auf 23,

Auch eine Prakonditionierung durch Sport kann die Post-Stroke Gewichtsabnahme durch
eine Verbesserung der metabolischen Anpassungsfahigkeit verbessern 2%, Er steigert die
Insulinsensitivitdt und férdert die Expression des Glukosetransporters (GLUT) 4 auf den
Muskeln, wodurch die Glukoseaufnahme und -verwertung effizienter ablaufen sowie zu
einer verbesserten Glukosetoleranz fiihrt 2*°. Diese Effekte tragen wahrscheinlich dazu bei,
dass trainierte Tiere nach einem Schlaganfall schneller wieder an Gewicht zunehmen. Auch
Training nach Schlaganfall kann mdglicherweise die Gewichtsabnahme positiv

beeinflussen, wie von Ogawa et al. gezeigt wurde 241,

5.3. Funktionelle Erholung durch EE-Intervention nach Schlaganfall

Die EE-Tiere lebten vor wie auch nach dem Schlaganfall in der EE-Umgebung.
Dementsprechend betrachten wir ein zweifaches Modell aus Training (Prakonditionierung)
vor dem Schlaganfall sowie Rehabilitation danach. Wir sahen insbesondere in den EE NCD
Tieren dauerhaft bessere klinische Scores als in allen anderen Gruppen. Dieser Abstand
zeigte sich unmittelbar nach Schlaganfall und hielt Gber die Beobachtungsdauer stetig an.
Auch die EE HFD Tiere zeigten sich im Verlauf deutlich besser als die Vergleichsgruppe
(CC HFD). Im Folgenden wurden die mdéglichen Einflussfaktoren auf diese Entwicklung

eruiert.
a) Prakonditionierung mittels EE vor Schlaganfall

Vor Schlaganfall liefen alle Tiere nach mehrfachem Training in gleichem Male den
GridWalk hoch und zeigten kein neurologisches Defizit (Ergebnisse nicht dargestellt). Dies
war die Voraussetzung fur den Beginn der Studie. Allerdings zeigte die EE NCD Gruppe
bereits am ersten Tag nach der PT die besten Ergebnisse im Neuroscore. Das sprach nicht
(nur) fur eine schnelle Heilung, sondern fur die effektive Nutzung von
Kompensationsmechanismen. Eine Studie von Risedal zeigte, dass praischamische
korperliche Aktivitat das Infarktvolumen um 42,2 %, wahrend postischamische korperliche

Aktivitat um 18,9 % verringerte *2. Eine weitere Studie berichtete hingegen, dass EE mit
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einer etwa 8 % groReren InfarktgroRe assoziiert war, jedoch gleichzeitig eine signifikante
Verbesserung des funktionellen Outcomes bewirkte 2*3. Diese Befunde verdeutlichen, dass
funktionelle Erholung nicht ausschliefdlich vom Ausmal} struktureller Schadigung abhangt,
sondern durch kompensatorische Netzwerkmechanismen beeinflusst wird. Die EE-
Umgebung mit der Trainingskomponente scheint somit den Ausgangszustand, die “Brain
Reserve”, so zu verbessern, dass ein Ausfall von Teilen des Gehirns besser zu
kompensieren war als bei den Gruppen ohne Sport. Welche Prozesse dieser erhdhten
funktionellen Reserve zugrunde lagen, wurde in unserer Arbeit nicht direkt auf funktioneller
Ebene quantifiziert. In unseren Transkriptomanalysen zeigten sich unter EE-
Veranderungen in Signalwegen, die mit einer Modulation inflammatorischer Prozesse
sowie mit einer verstarkten mitochondrialen Funktion und energiestoffwechselassoziierten
Mechanismen vereinbar sind. Unsere Befunde passen zu dem in der Literatur
beschriebenen Prinzip, dass die erhdhte Reservekapazitat durch Aktivierung verschiedener
neuroprotektiver Mechanismen (Neurogenese, Angiogenese, Schutz der BHS,
Entziindungsmodulation und der Hemmung glutamaterger Uberaktivitit sowie

apoptotischer Prozesse) entsteht 244245,
b) EE zur Rehabilitation nach Schlaganfall

Nach abgelaufenem Schlaganfall ist die Rehabilitation eine gangige Therapie, die auf der
Stroke Unit bereits friih eingesetzt wird, um die Erholung zu férdern. In unserem Modell
wurden die EE-Tiere direkt nach Schlaganfall wieder in ihre gewohnte Umgebung mit den
Laufradern und anderen Bewegungs- und Erkundungsmdglichkeiten zuriickgesetzt. Die
EE-Gruppen blieben wahrend der gesamten Messphase stetig besser als ihre
Vergleichsgruppen, wobei die Geschwindigkeit der Erholung nicht Uber den anderen
Gruppen lag (Abb. 16). Mechanismen wie die Vermeidung einer Inaktivitats-induzierten
Sarkopenie, psychosoziale Effekte von EE auf die Rehabilitation sowie die Forderung der
neuronalen Plastizitat nach Schlaganfall knnen nach stattgegebenem Schlaganfall durch

EE und physikalische Aktivitat zu einer besseren Erholung beitragen.

Sarkopenie ist haufig bei Schlaganfall-Uberlebenden. Sie tritt in ca. 46% der Falle langfristig
ein 2% Sarkopenie ist zudem stark assoziiert mit einer erhohten Sturzrate,
Hospitalisierungen, Mortalitat, Frakturen, kognitiven Einschrankungen und eingeschrankter
Lebensqualitat 247248, Sarkopenie zu vermeiden, ist demnach eines der wichtigsten
langfristigen Ziele der Schlaganfallrehabilitation. Zahlreiche Veréffentlichungen der letzten
Jahre konnten nachweisen, dass Sarkopenie durch gezieltes Krafttraining (ggf. auch der

nicht betroffenen Extremitat) vermeidbar bzw. verbesserbar ist 247-249,
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Auch psychische Faktoren kdnnen die Erholung nach Schlaganfall beeinflussen. Die Studie
von Lima et al. konnte zeigen, dass EE die Symptome von Verhaltensstérungen wie z.B.
Angst lindern kann. Eine Verringerung von Angst und Stress flihrt zu einer Verbesserung
der kognitiven Leistung und des Verhaltens der Tiere, da sie sich besser auf Aufgaben wie
raumliches Lernen und Objekterkennung konzentrieren kdénnen. Dies kann ebenso die
Rehabilitation férdern 2°°. Auch im Open Field Test in unserer Studie konnten wir eine durch
EE gestarkte Exploration und verminderte Angstreaktion zeigen (Ladwig et al. in Revision).
Auf den Menschen Ubertragen kann eine Post-Stroke Depression zu einem funktionell
schlechteren Outcome fiihren mit vermehrten Einschrankungen in der Lebensqualitat und
Alltagstatigkeiten einhergehen 25'. Auch hier konnte wieder in multiplen Metaanalysen
gezeigt werden, dass Sport und Bewegung die Post-Stroke Depression signifikant

verbessern kann. Hier scheint insbesondere Ausdauersport eine wichtige Rolle zu spielen
252

Die in unserer Studie beobachtete signifikant bessere funktionelle Erholung der EE-
Gruppen legt nahe, dass EE neuroplastische Prozesse nach Schlaganfall fordert. Sowohl
praklinische als auch klinische Studien zeigten, dass eine gezielte Stimulation neuronaler
Netzwerke die funktionelle Regeneration unterstiitzen kann 253-256,
Hirnstimulationsverfahren wie transkranielle Magnetstimulation (TMS) oder transkranielle
Gleichstromstimulation (tDCS) werden bereits in spezialisierten Zentren angewendet und
konnten in einzelnen Studien moderate Effekte auf die motorische Funktion erzielen 2%7.
Obwohl in unserer Studie keine spezifischen Hirnareale gezielt stimuliert wurden, kénnte
die kontinuierliche Bewegung in EE eine ahnlich stimulierende Wirkung auf das gesamte

Gehirn haben 258,

Zusammenfassend gibt es sowohl gute Daten fur die Prakonditionierung durch Sport vor
Schlaganfall als auch fur die Nachbehandlung mit Sport und Physiotherapie. In unserer
Studie konnten wir durch eine Kombination einen positiven Effekt verzeichnen, wobei in
Folgearbeiten eine Kontrolle mittels EE-Intervention nur vor und nur nach Schlaganfall
sinnvoll ware, um die individuellen Prakonditionierungs- und Rehabilitationseffekte besser

zu verstehen.

5.4. Modulation von Entziindungszellen und neuronalen Prozessen durch

EE im Periinfarktareal

Die Qualitative Analyse der Zellverteilung im Periinfarktareal zeigte deutliche Unterschiede
zwischen den verschiedenen Gruppen auf. In den EE-Gruppen erschien die
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Entzindungszellinfiltration in das umliegende Gewebe reduziert. Insbesondere in der CC
HFD Gruppe erstreckte sich die Iba1-Zell Infiltration bis weit in die umliegenden Strukturen.
Nach einer zerebralen Ischamie kommt es zu einer friihen proinflammatorischen Reaktion,
die durch die Aktivierung von Mikroglia und die Infiltration von Monozyten und Makrophagen
in das Gehirn verursacht wird und zu sekundaren Gewebeschaden fuhrt. Das Ausmal} der
Schadigung kann durch eine proinflammatorische/ neurotoxische Polarisierung der
Mikroglia geférdert (M1) und durch eine antiinflammatorische/ reparative (M2) Aktivierung
gemindert werden 2%°. Vorherige Studien zeigten, dass EE die Neuroinflammation nach
einem Schlaganfall in Tiermodellen modulieren kann. Im Vergleich zur Standardhaltung
fuhrte EE nach Schlaganfall zu einer signifikant reduzierten Anzahl aktivierter
Mikrogliazellen und Astrozyten in der Penumbra sowie zu einer verminderten Expression
von M1-Markern wie induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) und TNF-a und einer
vermehrten Expression von Arg1, was flUr eine M2-Polarisierung spricht 2. Diese
entzindungshemmenden Effekte gingen mit einer besseren Regeneration der weil3en
Substanz, einer verminderten Demyelinisierung und einer signifikanten Verbesserung
kognitiver Funktionen nach einem Schlaganfall einher 26'. Auch in weiteren Ergebnissen
aus dieser Studie konnten eine verstarkte M2-Anwort im Infarkt und Periinfarkt-Gewebe
gesehen werden (Ladwig et al. in Revision). Dadurch wird potenziell die Bildung einer

stabileren Glianarbe beglnstigt 262253,

Astrozyten reagieren auf einen Schlaganfall mit reaktiver Astrogliose. Dabei bilden sie
durch  Vermehrung reaktiver Astrozyten und Mikroglia, die durch ein vergrof3ertes
Zellkoérpervolumen, hypertrophierte und verdickte Fortsatze sowie eine erhdhte Expression
des Strukturproteins GFAP gekennzeichnet sind, eine Glianarbe, um die Lasion
abzugrenzen und die Homoostase im ZNS zu sichern 2%, Die Bildung von Glianarben
kénnen die Ausbreitung der Neuroinflammation, die LasionsgroRe sowie das Hirnédem
verringern und somit Hirnschaden nach einem Schlaganfall vorbeugen. Gleichzeitig fordert
die Glianarbe die Wiederherstellung der BHS 265267 Demgegentiber flihrte die Hemmung
der reaktiven Gliose und der Glianarbenbildung nach einem Schlaganfall zu einer
Vergrélierung des Infarktgebiets und zu einer Verschlechterung des neurologischen

Defizits 266,

Andererseits kann die Glianarbenbildung nach einem ischamischen Schlaganfall die
axonale Regeneration sowie die funktionelle Erholung beeintrachtigen 2%4. Die in der
Glianarbe exprimierten Molekile, wie Chondroitinsulfat-Proteoglykane, hemmen das
axonale Wachstum aktiv. Dadurch wird die neuronale Plastizitat eingeschrankt, was die
funktionelle Erholung nach einer ischamischen Schadigung negativ beeinflusst 2. Friihere

Studien zeigten ebenfalls, dass Stoffwechselstérungen wie Diabetes und Adipositas die
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Bildung von Glianarben nach ischamischen Ereignissen negativ beeinflussen. Dies geht mit
einer verstarkten Expression von extrazellularen Matrix-Komponenten, wie CSPGs, sowie
verstarkten Aktivierung von Astroglia und Mikroglia und einer hdheren extrazellulare Matrix
(ECM)-Proteinsynthese einher 2%, In Vorergebnissen zu dieser Arbeit konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass die Glianarbe um den Schlaganfall herum signifikant breiter und die
Astrozytendichte hoher ist in den EE-Gruppen (Ladwig et al. in Revision, Orschel et al.,
Poster DGN 2019). Auch wenn eine Glianarbe mdglicherweise die Neurogenese lokal
unterbindet, scheint eine durch EE verstarkte Glianarbe zu einer effizienten Heilung
beizutragen, indem sie den Austritt von Entziindungszellen aus dem Schlaganfallgebiet in

das gesunde Gewebe einschrankt.

Zudem erschienen die Neurone im Periinfarktgewebe klarer abgrenzbar, mit weniger
Zellfragmenten und deutlicher gefarbt als in den CC-Tieren. Auch in den Vorergebnissen
(Tiere ohne Schlaganfall, gleicher Versuchsaufbau) konnten wir zeigen, dass die EE-Tiere
eine vorrangig nukleare Farbung im Vergleich zu CC und besonders CC HFD Tieren
zeigten (Ladwig et al. in Revision). NeuN, ein etablierter Marker fur Neurone, ist in den
Kernen reifer Neurone des gesamten Nervensystems von Wirbeltieren vorhanden und

spielt eine zentrale Rolle in der neuronalen Differenzierung 2¢°.

NeuN ist ein Teil eines neuronalen Spleiliproteins (Rbfox3), das die neuronale
Differenzierung unterstitzt 2’°. Es hat zwei Isoformen — eine befindet sich im Zellkern (am
haufigsten) und die andere im perinukleéren Zytoplasma 27". Studien haben gezeigt, dass
ein Verlust der NeuN-Reaktivitat nicht unbedingt einen neuronalen Verlust widerspiegeln
muss, sondern auf einen Reaktivitatsverlust aufgrund von Veranderungen seines
Phosphorylierungsstatus zurtckzufiihren sein kann oder den Stoffwechselzustand der
Neuronen im Gegensatz zum neuronalen Tod widerspiegeln konnte 272273, Verletzungen
des ZNS, wie axonale Durchtrennung, Entziindungen und Ischamie, kdnnen ebenfalls zu

einem Verlust der NeuN-Reaktivitat fuhren 274,

Yu und Kollegen haben berichtet, dass die Farbungsintensitdt von NeuN mit
dekondensiertem Chromatin und der Expression von Markern fir die Zellzyklusaktivitat
korreliert, und sie postulieren, dass einige reife Neuronen mit hohem NeuN-Gehalt sogar

proliferieren kénnten 27°.

Die qualitativ deutlichere NeuN-Farbung bei den EE-Tieren kdnnte auf eine Zunahme der
NeuN-Funktion hinweisen, was auf eine verstarkte neuronale Differenzierung durch
vermehrtes SpleiRen hindeuten kann, sowie auf eine erhdhte metabolische Aktivitat.
Weitere Untersuchungen, etwa mit Co-Farbungen der Mitochondrien und NeuN kénnten

helfen, die metabolischen Veranderungen besser zu verstehen.
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Qualitative Auswertungen zur Zelldichte der Mikroglia, Astrozyten und Neurone folgen noch

und sind nicht mehr Teil dieser Arbeit.

5.5. EE in Kombination mit HFD fiihrt zu einer initial schlechteren Erholung

Die EE HFD-Gruppe wies zwar ebenfalls eine Verbesserung im Vergleich zur
Kontrollgruppe auf, jedoch war der Effekt unter der fettreichen Diat weniger stark
ausgepragt als in der EE NCD-Gruppe. Dies war insbesondere in der frihen Phase nach
dem Schlaganfall der Fall. Die fehlende kontinuierliche Erholung in den ersten drei Tagen
sowie die ebenfalls beobachtete erhdhte Mortalitdt der EE HFD Gruppe weist auf eine
dysfunktionale Heilung in der EE HFD Gruppe hin. Dies kénnte durch die negativen
metabolischen Effekte der HFD auf entscheidende Hirnregionen (Hypothalamus,
Hippocampus, Striatum) erklart werden, welche auch unter EE nicht verbessert werden
konnten (Ladwig et al.,, in Revision). Eine fettreiche Ernahrung kann die
Glukosehomoostase bereits kurzfristig storen, indem sie die GLUT-1-Expression im Gehirn
reduziert. Dadurch sinkt die zerebrale Energieverfligbarkeit, was insbesondere in der
ischamischen Penumbra zu verstarkter Gewebeschadigung fiihren kann 276277 Dariiber
hinaus stehen unsere Befunde im Einklang mit experimentellen Arbeiten, die unter HFD
eine verstarkte Neuroinflammation und eingeschrankte vaskulare Reparaturmechanismen
beschreiben 27827%, Diese Mechanismen konnen dazu beitragen, dass sich postischamische
Mause unter EE + HFD trotz korperlicher Aktivitat schlechter erholen als Tiere unter EE +
NCD.

Die Tiere, die sich aus der initial schlechten Phase erholen konnten, verbesserten sich mit
Training dann zunehmend. Dies zeigt, dass korperliche Aktivitat selbst unter metabolisch
ungunstigen Bedingungen einen protektiven Effekt entfalten kann. Insgesamt deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass HFD die durch EE vermittelte funktionelle Anpassungsfahigkeit

beeintrachtigt, jedoch nicht vollstandig aufhebt.

5.6. Transkriptomveranderungen im Kleinhirn unter EE-Bedingungen

Verschiedene Hirnregionen kdnnen nach einem kortikalen Schlaganfall durch Diaschisis
und sekundare Neurodegeneration (SNDG) mitbetroffen sein. Dazu z&hlen der Thalamus,
der Hippocampus, die Amygdala, die Substantia nigra sowie Faserbahnen wie das Corpus
callosum 2°, Der Thalamus ist als zentrale subkortikale Schaltstelle eng mit kortikalen
Arealen vernetzt und kann nach einer kortikalen Lasion eine entzundliche Mitreaktion sowie
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im chronischen Verlauf sekundare neurodegenerative Veranderungen entwickeln %', Dies
verdeutlicht, dass Schlaganfalle nicht nur lokale Gewebeschaden verursachen, sondern
auch Netzwerkstoérungen, die sich auf entfernte Regionen auswirken. Wahrend der
Thalamus vor allem als Zielstruktur sekundarer Degeneration Einwanderung von
Entziindungszellen und Wallerscher Degeneration und auch langfristig zu komplexen
motorischen und sensorischen Problemen fuhren kann, ist die Kleinhirn-Diaschisis eher ein
prognostischer Marker flr den klinischen Outcome nach Schlaganfall. Vor diesem
Hintergrund stellt das Kleinhirn eine geeignete Zielstruktur dar, um erholungsassoziierte

Netzwerkveranderungen auf molekularer Ebene zu untersuchen.

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag auf der Untersuchung der Genexpression und
der Mechanismen, die flr die unterschiedlichen Erholungsprozesse der Tiere nach einem
Schlaganfall verantwortlich sein kdnnten. Ein zentrales Ziel war es, herauszufinden, warum
die Tiere in der EE-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe nach dem Schlaganfall ein
besserer Outcome zeigten. Der Einfluss einer fettreichen Ernahrung wurde hier nur am
Rande berucksichtigt. Wie einleitend beschrieben, ist Enriched Environment eine Methode,
die sich positiv auf Kognition, Gedachtnis und korperliche Funktion auswirkt. Diese
positiven Effekte werden durch einen multifaktoriellen Prozess vermittelt: erhohtes
Gehirnvolumen, einer Forderung der Neuroplastizitdt, Synaptogenese, Neurogenese,
neuronalen Reparaturprozessen nach Verletzungen, sowie eine verbesserte
mitochondriale Funktion 7°282-284 |n der Analyse der mRNA, des Transkriptoms, konnten
wir Gene identifizieren, die durch EE reguliert werden und die an den beschriebenen
Prozessen mitwirken. Auf einige interessante Gene sowie Gruppen von Genen werde ich

im Folgenden naher eingehen.

EE fordert synaptische Plastizitat und Neurotransmission und schafft damit eine

verbesserte Grundlage fir funktionelle Erholung

Unsere Daten zeigten, dass EE die Expression von Genen erhoht, die fir Acetylcholin-,
Natrium- und Chloridkandle sowie fiir Dopaminrezeptoren kodieren und eine

entscheidende Rolle in der Neurotransmission spielen.

Die Transporter Slc18a3 und Sicba7 sind zentrale Komponenten der cholinergen
Signalubertragung und vor allem unter NCD-Bedingungen in EE hochreguliert. Sie sind
entscheidend fir die Freisetzung des Neurotransmitters Acetylcholin im ZNS 33,
Acetylcholin wirkt in der Peripherie als Neurotransmitter an neuromuskularen
Verbindungen, im Gehirn hingegen hauptsachlich als Neuromodulator. Es beeinflusst die
neuronale Erregbarkeit, die Neurotransmitterfreisetzung, die synaptische Plastizitat (z. B.
im Hippocampus Uber Nikotinische-(nNnAChRs) und Muskarinische Acetylcholinrezeptoren
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(mAChRs)) sowie die Langzeitpotenzierung 2°. Zudem ist Acetylcholin entscheidend fiir die
neuronale Entwicklung, da es unter anderem die Reifung GABAerger und glutamaterger
Synapsen fordert 2%, Dariiber hinaus besteht eine enge Verbindung zwischen Acetylcholin

und kognitiven Funktionen wie Lernen, Kurzzeitgedachtnis und Aufmerksamkeit 286287,

Neben diesen cholinergen Effekten beeinflusste EE jedoch auch dopaminerge Signalwege.
So zeigte sich eine gesteigerte Expression von Drd1 in der EE HFD im Vergleich zur CC
HFD Gruppe. In der EE-NCD-Gruppe war die Expression von Drd1 im Vergleich zur CC-
NCD-Gruppe erniedrigt. Darlber hinaus wiesen Gene der Dopaminrezeptor-Familie
insgesamt eine erhdhte Expression unter EE-Bedingungen auf. So war Drd2 sowohl in der
EE-NCD- als auch in der EE-HFD-Gruppe im Vergleich zu den jeweiligen CC-Kontrollen
erhdht exprimiert. Eine besonders ausgepragte Hochregulation der Dopaminrezeptoren
Drd4 und Drd5 zeigte sich vor allem in der EE-NCD-Gruppe, wahrend diese Effekte in der
EE-HFD-Gruppe weniger stark ausgepragt waren. Drd7 ist ein Dopaminrezeptor, welcher
vor allem im Striatum, aber auch in anderen Hirnregionen wie dem Cortex und
Hippocampus exprimiert wird 228, Das dopaminerge System ist eng mit der Regulation der
adulten Neurogenese verknlpft. Drd7 reguliert die Proliferation und Differenzierung
neuraler Stammzellen und spielt somit eine zentrale Rolle bei der friihen Entwicklung des
menschlichen Gehirns %6, Dopamin spielt dariiber hinaus eine zentrale Rolle bei
zahlreichen Gehirnfunktionen, darunter Lernen, motorische Kontrolle,
Belohnungsverarbeitung, sowie emotionale Regulation ?¢°. Eine Studie von Tian Wang et
al. (2018) demonstrierte, dass die Aktivierung von Drd71 durch den Agonisten A68930 das
neurologische Outcome nach intrazerebraler Blutung verbessert, indem sie die Nod-like-
Rezeptor-Familie, Pyrin-Domane-haltend 3 (NLRP3) vermittelte Entziindung hemmt 47
Diese These wird durch eine weitere Untersuchung von Yan et al. (2015) gestutzt, welche
nachwies, dass der Neurotransmitter Dopamin Uber den Drd7 die Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms inhibiert. Dadurch wird eine UbermafRige Entziindungsreaktion verhindert
20 Des Weiteren belegen Studien, dass der Drd7-Agonist A-68930 sowohl kognitive
Defizite als auch mitochondriale Dysfunktion sowohl in vivo als auch in vitro verbessern
kann 2!, Neueste Forschungsergebnisse legen zudem dar, dass die Aktivierung von Drd1
zu einer verstarkten Translokation des Proteinrezeptors Tropomyosinrezeptorkinase (Trk)B
an die Zelloberflache fuhrt und die Empfindlichkeit gegeniber BDNF erhoht. Die
BDNF/TrkB-Signalubertragung stellt einen wesentlichen Regulator der kortiko-striatalen
synaptischen Plastizitat dar, welche mit einer verbesserten motorischen Erholung nach
einem Schlaganfall assoziiert wird und auch als ein wichtiger Faktor in den EE-vermittelten
Prozessen spielt 29229 Dies lasst vermuten, dass die Aktivierung von Drd7 durch EE

insbesondere unter hyperkalorischer Erndhrung bei HFD zur Verringerung von

96



Entzindungen und zur Verbesserung der neurologischen Erholung nach einem

Schlaganfall beitragt und einen moéglichen Kompensationsmechanismus darstellt.

Weitere wichtige Gene, die eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Signallbertragung an den Synapsen und damit fir deren Funktion spielen, sind Cacna1h,
Kenj4, Gsg1l, Doc2a sowie Gfra2 (in EE erhoht unter HFD). Darlber hinaus zeigten
Cacna1h und Doc2a auch in der EE-NCD-Gruppe im Vergleich zur CC-NCD-Gruppe eine
erhdhte Expression. Durch ihre Funktionen, wie die Regulation von Calciumkanalen
(Cacna1th), der Kaliumhomoostase (Kcnj4), der glutamatergen Signalwege (Gsg1/) und der
calciumabhangigen Freisetzung von Neurotransmittern (Doc2a), Signallbertragung
neurotropher Faktoren (Gfra2) tragen sie zur Stabilitat der neuronalen Kommunikation bei.
Des Weiteren sind die Gene Camkv, Thy1 und Lrfn2 (in EE erhdht unter HFD) fir die
Organisation der synaptischen Funktion sowie die Regulation des axonalen Wachstums
von entscheidender Bedeutung. Zum einen kodiert Camkv flur eine Pseudokinase, die in
dendritischen Spines als Struktur- und Signalmodulator wirkt und Uber lokale Synthese
sowie Phosphorylierung die Stabilitdt der Spine-Architektur und damit die synaptische
Plastizitat sicherstellt %*. Zum anderen stellt das Gen Thy7 ein Zelloberflachen-
Glykoprotein dar, das auf reifen Neuronen exprimiert wird und als zentrales Signalprotein
in der Kommunikation zwischen Neuronen und Astrozyten wirkt 2%4. Es ist entscheidend
daflir, dass Astrozyten sich in einem nicht-reaktiven, homdostatischen Zustand befinden,
und verhindert so eine UbermafRige oder fehlgesteuerte Aktivierung der Astrozyten bei
Stress, Verletzung oder Entziindung 2°°. Zudem fungiert Thy1 als wichtiger Regulator von
Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen und spielt eine wesentliche Rolle in der neuronalen
Regeneration 2%. In der EE-NCD-Gruppe zeigte Thy? im Vergleich zur CC-NCD-Gruppe
ebenfalls eine erhohte Expression. Lrfn2 kodiert fir ein synaptisches Adhasionsprotein, das
mit NMDA-Rezeptoren interagiert und sowohl die Funktion exzitatorischer als auch die
Entwicklung inhibitorischer = Synapsen steuert, wodurch es die neuronale

Netzwerkorganisation beeinflusst '%.

Die Hochregulation der zahlreichen Gene, die an der SignalUbertragung beteiligt sind, in
EE NCD und EE HFD-Gruppe gegeniber CC NCD und CC HFD bestatigt, dass EE nicht
nur strukturelle, sondern auch funktionelle Aspekte der synaptischen Ubertragung
verstarkt. In der Gene Ontology Cell Compartment Analyse zeigten sich die signifikantesten
Gene im Vergleich zwischen EE und CC vorrangig in den Synapsen und Membranen von
Neuronen lokalisiert (Abb. 20D). Dies bestatigt die Ergebnisse der Einzelgenanalyse. EE

férdert demnach Uber die synaptische Integritat und die Struktur der Zellmembranen.

97



EE begiinstigt neuronale Regeneration und strukturelles Remodeling

Nach einem Schlaganfall ist es essenziell fir die Heilung, neue Netzwerke aufzubauen.
Neben der GroRRe des geschadigten Areals ist die Auspragung der Netzwerkverbindungen

entscheidend fiir die Funktion.

Chodl, Hoxc4 und Ecel1 sind Gene, die unter EE NCD Bedingungen und Fgf7 und Barhl1
unter EE HFD am starksten hochreguliert waren (siehe Volcano Plot, Abb.17). Alle diese
Gene sind direkt am Axonwachstum, der Synapsenbildung und/oder der motorischen

Innervation beteiligt.

Insbesondere Fgf7, ein Mitglied der Fibroblast growth factor-Familie, kénnte diesen
Regenerationsprozess unterstitzen. Die Studie von Dordoe et al. (2021) analysierte die
Bedeutung der Ffg-Gruppe, die zur Forderung der neuronalen Protektion, der
Neuroregeneration, des Gefallschutzes, der Angiogenese und der Stabilisierung der BHS
nach einem ischamischen Schlaganfall beitragen 2°’. Eine aktuelle Studie zeigte, dass Fgf7
Herzmuskelzellen nach einem Myokardinfarkt schitzt, indem es Uber den PI3Ka/AKT-
Signalweg die Aktivierung von Nrf2 sowie die mitochondriale Lokalisation von Hexokinase
2 (HXK2) fordert. Dadurch wird die Produktion und Ansammlung von ROS reduziert, was
wiederum die mitochondriale Dysfunktion verringert und die durch ROS induzierte

Zellapoptose verhindert 2%,

Barhl1 spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der Migration und des Uberlebens von

Kdrnerzellen im Kleinhirn 152,

Chod! fordert die Synapsenbildung und Axonverzweigung, was fir die funktionelle

Regeneration nach einem Schlaganfall entscheidend ist 2%.

Auch das Gen [ltga5, hier in EE unter HFD herunterreguliert, spielt eine besondere Rolle.
Neuere Forschungsergebnisse zeigten, dass die Hemmung der Hochregulierung von Itga5
das Uberleben von Hippocampus-Neuronen bei Sauerstoff-Glukose-Entzug und
Reperfusion foérdern kann. Dies eroffnet neue therapeutische Perspektiven und

Zielstrukturen fir die Behandlung von ischamischen Schlaganfallen 3%,

Das Homebox Gene Hoxc4 (in EE NCD hochreguliert) spielt eine zentrale Rolle in der
embryonalen Gehirnentwicklung '%. Weitere Homeodomain-Transkriptionsfaktoren, wie
HoxaZ2, Hoxa3, Hoxa4, Hoxb2, Hoxb3, Hoxb3os, Hoxb4, Hoxd3, waren ebenfalls in EE
NCD stark hochreguliert. Diese Hox-Gene spielen eine zentrale Rolle bei der Organisation,

Positionierung und Verschaltung von Neuronen im Hinterhirn und Rickenmark. Durch die
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Regulation neuronaler Differenzierung, Migration und Konnektivitat tragen sie maf3geblich

zur synaptischen Spezifitat und zur Ausbildung funktioneller neuronaler Schaltkreise bei *°".

Ecel1 ist laut Studie von Kiryu-Seo et al. (2019) wichtig flr die Bildung von Verzweigungen
motorischer Axone. Ein Mangel an Ecel1 bei Mausen kann zu einer insuffizienten
Atemmuskulatur und damit zu Atemversagen und Tod unmittelbar nach der Geburt flihren
40 Nagata et al. (2017) zeigten, dass Missense-Mutationen in Ecel1 zu motorischen
Innervationsdefekten und zur Entwicklung angeborener Kontrakturen fiihren 302, Im
Rahmen der Rehabilitation nach einem Schlaganfall kdnnte die gezielte Férderung oder
Modulation des Ecel1-Gens die motorischen Fahigkeiten verbessern und die Genesung
beschleunigen. Wahrend in der EE NCD-Gruppe im Vergleich zur CC NCD-Gruppe eine
deutliche Hochregulation von Ecel1 beobachtet wurde, zeigte sich in der EE HFD-Gruppe

im Vergleich zur CC HFD-Gruppe lediglich eine minimale Hochregulation.

EE erhoht die Expression von Genen, die Synapsenstabilitat, Zellstruktur und

Neurogenese unterstiitzen

Die Gene Prph, Vill, Hs3st3a1, Gm3488, Susd2, sowie Pigp, spielen eine wesentliche Rolle
bei der Aufrechterhaltung der synaptischen Integritat, der Stabilisierung der Zellstruktur und

der Zell-Zell Interaktionen und fanden sich hier vor allem unter NCD in EE hochreguliert.

Besonders hervorzuheben ist Peripherin (Prph), ein Intermediarfilamentprotein der Klasse
I, das vor allem im peripheren Nervensystem flr Neuritenwachstum, axonale Stabilitat und
den axonalen Transport, wahrend der Myelinisierung essenziell ist. Peripherin interagiert
mit Neurofilamenten und verschiedenen Kinasen und beeinflusst dadurch die
Zytoskelettdynamik sowie neuronale Funktionen 3%, Die Studie von Keddie et al. (2023)
wies Peripherin zudem eine wichtige Rolle als Biomarker fur axonale Schaden zu und
bestatigt seine Bedeutung fir die Stabilisierung der Zellstruktur und die axonale

Regeneration 3%,

Das unter EE (NCD und HFD) runterregulierte Gen Gprin3 fuhrt unter verminderter
Expression in striatalen Neuronen zu einer erhdhten dendritischen Verzweigung bei
gleichzeitig verminderter neuronaler Erregbarkeit. Funktionell geht dies mit einer
gesteigerten Motivation und einer abgeschwachten Reaktion auf Kokain einher. Dies deutet
auf eine vorzeitige strukturelle Anpassung dopamin- und glutamatsensitiver Synapsen hin,

welches eine verminderte dopaminerge Signaltransduktion zur Folge hat 8.

Pigp ist ein essenzielles Gen der Glycosylphosphatidylinositol(GPI)-Anker-Biosynthese und

ermoglicht die korrekte Verankerung zahlreicher Proteine an der Zelloberflache und ist
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damit entscheidend flr eine normale neuronale Entwicklung und Funktion. Mutationen im
Gen Pigp kénnen wiederum zu schweren Stérungen der neuronalen Entwicklung sowie zu
epileptischen Enzephalopathien fiihren 3%, Es ware denkbar, dass eine Stimulation von
Pigp durch EE nach Schlaganfall die neuronale Funktion stabilisiert und Dysfunktionen

vorbeugt.

Ein weiteres fir neuronale Prozesse relevantes Gen ist Tafa-1, hochreguliert in EE HFD,
das stark im erwachsenen Hippocampus exprimiert wird und die Proliferation und
Differenzierung neuronaler Stammzellen reguliert. Somit spielt Tafa-1 eine Schllsselrolle
in der Gehirnentwicklung und Neurogenese 3%, Insgesamt fungieren Tafa-Proteine als
Neurokine im zentralen und peripheren Nervensystem, wobei sie verschiedene Prozesse
regulieren, darunter Bewegung, Nahrungsaufnahme, Lernen, Gedachtnis, Angstverhalten
und soziale Kommunikation '%°. Eine erhdhte Expression war zudem in der EE NCD-Gruppe

gegenlber der CC NCD-Gruppe nachweisbar.

Zu den unter EE runterregulierten Genen gehdrten unter NCD: Mov10, Mfap3, Usp9x,
Gnpnat1, MIlt3, Rif1, Tox4 und unter HFD: ltgab, Gprin3, Ldlrad4, Setd1A, Sez6l, Mybpc.
Diese Gene spielen ebenfalls eine Rolle in der Differenzierung und Organisation zellularer

Strukturen.
EE moduliert Gene der Immunantwort

Entzindungen und Immunreaktionen kénnen nach einem Schlaganfall sowohl schadliche
als auch protektive Auswirkungen haben 30738 Mikroglia spielen dabei eine zentrale Rolle,
indem sie entweder pro- oder antiinflammatorisch agieren. In entziindungsférdernden
Zustanden kann eine Aktivierung der Mikroglia die Ausdehnung des Infarkts und somit die
Entwicklung sekundarer Hirnschaden férdern. Gleichzeitig sind sie jedoch in der Lage,
entzindungshemmende Zytokine und neurotrophe Faktoren freizusetzen, welche die
Remodellierung und Reparatur des Gewebes unterstitzen und somit die Genesung nach
einem Schlaganfall fordern 373, Auch T-Zellen spielen bei der Entziindung nach einem
Schlaganfall eine entscheidende Rolle. Wahrend einige Arten von T-Zellen die Entwicklung
von Entziindungsreaktionen férdern und ischamische Gewebeschaden bei Patienten mit
akutem ischamischem Schlaganfall verschlimmern kénnen, scheinen andere T-Zellen
neuroprotektive Effekte zu haben und exzessive Entzindungen durch Immunsuppression
und andere Mechanismen zu reduzieren 3'°. In diesem Zusammenhang konnten wir eine
weitere Gruppe von Genen identifizieren, die an diesen Prozessen der Immunregulation
beteiligt sind. Zu den hoch regulierten Genen in der EE NCD-Gruppe gehdren Cd83, Skap1,

sowie Ighm.
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Hierbei wurde eine Hochregulierung des Gens Cd83 in EE sowohl in der NCD- als auch in
der HFD-Gruppe gegenuber den jeweiligen CC-Kontrollen beobachtet. Cd83 ist ein
Transmembranprotein und gehort zur Familie der Immunglobin-Rezeptormolekile '
Besonders hervorzuheben ist eine Studie, bei der bei Mausen mit einer Deletion von Cd83
in regulatorischen T-Zellen (Tregs) ein deutlich starker aktivierter, proinflammatorischer
Phanotyp beobachtet wurde. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Cd83-
Expression in regulatorischen T-Zellen ein entscheidender Faktor fur deren Entwicklung
und Funktion ist 312, Diese sogenannten Tregs spielen demnach eine schiitzende Rolle bei
der Modulation der Immunantwort nach ischamischem Schlaganfall 30733, Es wird
vermutet, dass sie dazu beitragen, die Immunreaktion nach einem Schlaganfall zu
regulieren und die Genesung durch Einddmmung der Entzindung zu férdern. Eine
Fehlregulation der Tregs wird mit Autoimmunerkrankungen und chronischen Entziindungen
in Verbindung gebracht. Behandlungen, die auf die Infiltration von T-Zellen, insbesondere
von regulatorischen T-Zellen (Tregs), abzielen, kdnnten daher potenzielle therapeutische

Ansatze fiir die Rehabilitation nach einem ischamischen Schlaganfall darstellen 312,

Ein weiteres Gen, das in EE NCD hochreguliert war und die Immunantwort moduliert, ist
Skap1. Das Adapterprotein Skap1 spielt eine wesentliche Rolle bei der Regulierung der
Zelladhasion und der Proliferation von T-Zellen. Dadurch wird die T-Zell-Signaltbertragung
und die Immunfunktion beeinflusst. Skap1 verstarkt positiv die Signalgebung des T-Zell-
Rezeptors, indem es den MAP-Kinase-Weg aktiviert *'4. Darliber hinaus ist es entscheidend
fur eine effektive Konjugation zwischen T-Zellen und Antigen-prasentierenden Zellen, da
es das Clustern des Integrins ITGAL auf der Oberflache von T-Zellen fordert 3'5. Die
vollstandige Funktionsweise von Skap1 ist jedoch noch nicht vollstandig aufgeklart, sodass
weitere Studien zu diesem Protein wichtige Erkenntnisse Uber die Regulation der

Immunfunktion liefern konnen.

Des Weiteren war das Immunglobulin Heavy Constant Mu (/ghm) in EE NCD hochreguliert.
Ighm stellt einen Bestandteil des Immunglobulin-Systems dar und reguliert die Produktion
von IgM-Antikorpern '%. Ighm wird aber im Gehirn auch von kortikothalamischen Neuronen
in Schicht 6 und von Mikroglia exprimiert 6. Ighm wéare somit einem Mikroglia- und Neuron
spezifisches Target von EE im Gehirn, welches méglicherweise durch Beeinflussung der
hirneigenen Immunabwehr zur Steuerung von Immunreaktionen nach Lasionen beitragen

kann.

In EE herunterreguliertes Gen ist Selenoi ein Selenoprotein, dessen Funktion im
Myelinisierungsprozess und in der neuronalen Entwicklung liegt 3. In beiden EE-Gruppen

(EE NCD und EE HFD) zeigte Selenoi eine verminderte Expression gegentber CC NCD
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und CC HFD. Die Dysregulation von Selenoi kann zu einer Mehrexpression von TDP-43
fihren, welches am Krankheitsprozess der ALS beteiligt ist '8, Es gibt bis dato keine
Studien zu der Expression von Selenoi nach Schlaganfall, aber von anderen
Selenoproteinen weill man, dass sie auf oxidativen Stress reagieren 3'°. Denkbar wére hier
eine kompensatorische Reaktion der CC-Gruppen auf den erhdhten Stress, der in den EE-
Gruppen nicht in diesem Mal} vorhanden ist. Die Interpretation bleibt jedoch spekulativ und

mehr Daten sind vonnoéten.

EE wirkt antiinflammatorisch durch die Herunterregulation Stress- und

Entziindungsgene

Wie oben bereits beschrieben, ist die Reduktion proinflammatorischer Signalwege ein
zentraler Mechanismus, durch den EE neuroprotektiv wirkt. Die herunterregulierten Gene
deuten auf eine Abschwéachung von MAPK-, Aktivator-Protein (AP)-1- und Komplement-
vermittelten Entztindungsreaktionen hin. In der Folge konnten wir eine weitere Gruppe von
Genen identifizieren, die an diesen Prozessen wie der Regulation pro-apoptotischer und
pro-inflammatorischer Signalwege beteiligt sind. Die in EE NCD herunterregulierten Genen
umfassten Fos, Dusp1, Fosl2, Irf9, C3, Qser1, Tmem74bos, sowie in EE HFD //17re und
Tnfrsf13b (vgl. Tbl. 12).

Fos kodiert fur den Transkriptionsfaktor c-Fos. Die Fos Gene sind assoziiert mit Apoptose,
Proliferation und Differenzierung. Dieser Marker wird breit genutzt, um neuronale
Aktivierung zu detektieren bspw. mittels immunohistochemischer Farbung. Die mRNA ist
unmittelbar (30-45min) nach Stimulation in den Nervenzellen nachweisbar. Die Level
sinken danach auch rasch wieder 3%, C-Fos spielt weiterhin eine Rolle in der Aktivierung
von Apoptose. Studien zeigten, dass die Hochregulation von c-Fos Uber den FasL/Fas-
Signalweg mit neuronaler Apoptose nach ICH assoziiert ist 32'. Auch Hypoxie oder
Hyperkapnie erhoht die Anzahl von c-Fos-markierten Zellen an mehreren spezifischen
Stellen des Hirnstamms, die somit an der Anpassung des zentralen Atemantriebs beteiligt
sind %22, Darlber hinaus fiihrt eine fettreiche Diat bei Mausen zu einer erhohten c-Fos-
Expression und daraus resultierende Immunreaktion im Hypothalamus 32, Studie von
Valdivia fand heraus, dass akutes HFD die c-Fos-Expression in mehreren
belohnungsbezogenen Hirnarealen aktiviert, darunter im ventralen Tegmentalbereich
(VTA), im Nucleus accumbens, in der zentralen Amygdala und im lateralen
hypothalamischen Bereich 32, C-Fos wird aber nicht nur von Neuronen, sondern auch von
Gliazellen exprimiert. In Gliazellen wird c-Fos unter anderem als Antwort auf Zellschaden

exprimiert. In Mikroglia kann Lipopolysaccharide die c-Fos Expression erhéhen 32°.
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Auch in unserer Studie haben wir in immunhistochemischen Farbungen c-Fos
Anreicherungen im Infarktgebiet darstellen koénnen. Hier zeigte sich eine deutliche
Anreicherung in den Makrophagen und Mikroglia (Ladwig et al. in Revision). Laut Babaei
und Kollegen kdnnte c-Fos eine duale Rolle haben - als Marker fiir neuronale Entwicklung,
Lernen und Gedachtnisbildung im gesunden Gehirn (wobei es nach Habituation
herunterreguliert wird), aber auch als Marker flr neuronalen Untergang, wenn dauerhaft

Uberexprimiert sowie in Gliazellen als Aktivierungsmarker fir Zellstress 326,

Ein weiteres Gen aus der Fos — Gen Familie, ist Fos/2 (in EE NCD und EE HFD
herunterreguliert). Auch dieses Gen wird von Neuronen exprimiert 327, scheint aber eine
wichtige Rolle in der Immunregulation zu spielen. Die Ergebnisse der Studie von Renoux
et al. zeigten, dass Fos/2 die Differenzierung von T-Zellen zu regulatorischen T-Zellen

(Tregs) unterdriicken kann und somit Inflammation und Autoimmunitat fordert 2°3.

Ein weiteres Gen, welches in EE NCD deutlich heruntereguliert war, ist /rf9, Mitglied der
Interferon-Regulationsfaktor (IRF)-Familie, der angeborene Immunreaktionen reguliert, und
bereits mit neurologischen Erkrankungen in Verbindung gebracht 2°°, darunter auch
zerebraler Ischamie. Studien haben gezeigt, dass I/rf9 als Reaktion auf akute
Ischamie/Reperfusion (I/R)-Stress die Sirt1-Deacetylase Aktivitat verringert und somit p53
Acetylierung erhoht, welches direkt zum neuronalen Tod fuhrt. Dies kann neuronale
Schaden und neurologische Defizite nach einem Schlaganfall maoglicherweise

verschlechtern 328,

Das Gen C3, ein Teil des Komplementsystems, kann als prognostischer Marker fur die
Schwere und Prognose von Schlaganfallen dienen. In einer Studie von P. Yang et al. waren
erhohte Serumspiegel von C3 mit ungunstigen klinischen Ergebnissen nach einem
ischamischen Schlaganfall assoziiert *°. C3 war im Gehirn nach einem ischamischen
Schlaganfall erhéht, und die Hemmung der C3-Aktivitdt konnte den ischamischen
Hirnschaden reduzieren. In einem Mausmodell fir voribergehende zerebrale
Mangeldurchblutung konnte bereits gezeigt werden, dass bei neugeborenen und
erwachsenen Ratten, die einer Hypoxie-Ischamie-Operation unterzogen wurden, die
Verabreichung von Kobragiftfaktor (CVF) die Ischadmie bedingte C3-Hochregulation
gehemmt werden kann und die Entzindungsreaktion lindern, das Hirninfarktvolumen

reduzieren und neurologische Defizite nach 1 bis 7 Tagen zerebraler Ischamie lindern 33

Auch Interleukine spielen eine entscheidende Rolle beim ischamischen Schlaganfall, indem
sie T-Zellen als B-Zellen aktivieren, ihre Differenzierung und Proliferation regulieren, die
Entzindungsreaktion modulieren und damit den Krankheitsverlauf und das Outcome

beeinflussen 3%'. Der IL-17-Rezeptor, der im ZNS in Neuronen, Mikroglia und Astrozyten
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exprimiert wird, spielt eine entscheidende Rolle bei der Modulation von
Entztiindungsprozessen im zentralen Nervensystem 2'2, Er bindet das Zytokin IL-17, dass
die Aktivierung von T-Zellen férdert und die Expression verschiedener
entziindungsfordernder Zytokine induziert 33, //17re ist Teil des IL-17 Rezeptorkomplexes,
an welchen IL17C bindet, dies resultiert in der Initiierung einer Entziindungsreaktion. Eine
Uberstimulation kann zu einer chronischen Entziindung fiihren und zur Schadigung von

Nervenzellen beitragen 332,

In dieser Studie zeigte sich das //17re Gen in CC HFD erhdht im Vergleich zu allen anderen
Gruppen (signifikant zu EE HFD) und kénnte zu der Uberschielienden Entzlindungsreaktion

und verzogerten Heilung beitragen, die wir in CC HFD beobachten konnten.

EE aktiviert anti-apoptotischer und depressionsmodulierender Gene mit
neuroprotektiver Wirkung

Eine weitere Gruppe von Genen, die mit anti-apoptotischen Wegen assoziiert werden und
in EE HFD hochreguliert waren, umfasst die Gene Tox3, Faim und Six30s7 (vgl. Tbl. 13).
Die genannten Gene tragen zur neuroprotektiven Wirkung von EE bei, indem sie den
programmierten Zelltod in Neuronen verhindern und die Schadigung des Gehirns nach
einem ischamischen Schlaganfall reduzieren 333. Zusatzlich zu diesem Effekt konnte in
einer Studie von Zou et al. gezeigt werden, dass die Hochregulierung des Gens Six30s1
durch den EE-Effekt depressive Symptome bei Mausen reduzieren kann 2", Dies bestatigt,
dass korperliche Aktivitat eine wirksame Behandlungsmethode fir Depressionen sein kann
334 Wie oben beschrieben, sind Post-Stroke-Depressionen sind mit einer deutlichen

Minderung von Lebensqualitat vergesellschaftet und Sport kann helfen diese zu mindern
335,336

EE beeinflusst Gene der Blutgerinnung und des Lipidstoffwechsels

Apoh und F2 waren in CC NCD im Vergleich zu den anderen Gruppen stark hochreguliert
und sind Teil der Blutgerinnung. Mehrere Studien haben die Rolle von Thrombin, dessen
Vorstufe das Prothrombin (F2) ist, im Kontext des ischamischen Schlaganfalls naher
untersucht. Thrombin kann uber zellulare Interaktionen zu Stérungen der BHS, der Bildung
von Hirnédemen, einer Neuroinflammation sowie dem Untergang von Nervenzellen fihren.
Demgegenliber fordern niedrige Thrombinkonzentrationen das Uberleben von Zellen 3%,
Allerdings muss man hier einwenden, dass in der naheren Betrachtung nur ein Tier aus der
CC NCD Gruppe diese Gene wirklich deutlich Gberexprimierte. Die restlichen CC NCD
Tiere lagen von der Expression sehr &hnlich wie die restlichen Gruppen. Ahnliche
Ergebnisse konnten wir bei F70 und den Apolipoproteinen Apoa, Apoc, Apof und Apoh
finden, sodass wir hier von einem Outlier ausgehen. Bei anderen Genen fiel dieses Tier
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nicht derart auf, sodass das Tier nicht generell von der Analyse ausgeschlossen wurde
(siehe Sample Distance Plot Abb. 16).

Bei dem Angiopoietin-ahnlichen Protein, Angptl3, das eine zentrale Rolle bei der
Regulierung des Lipidstoffwechsels spielt und in der gesamten CC NCD-Gruppe im
Vergleich zur EE-Gruppe hochreguliert war. Angptl3 kodiert fir ein in der Leber
produziertes Glykoprotein, das den Lipidstoffwechsel moduliert, indem es die
Lipoproteinlipase sowie die Endotheliale Lipase hemmt 22!, Eine Studie von Kosmas et al.
zeigte, dass die Hemmung von Angptl3 durch spezielle Medikamente eine
vielversprechende Therapieoption fiir Hypercholesterinamie darstellen konnte 227,
Demnach stellt Angptl3 nicht nur einen Hauptrisikofaktor flr die Entwicklung einer
koronaren Herzkrankheit dar 3%, sondern spielt auch eine wesentliche Rolle bei der
Entstehung von Atherosklerose und Schlaganfallen. Bei Angptl7 sahen wir eine Erhéhung

in beiden CC-Gruppen.

5.7. EE aktiviert Gene der oxidativen Phosphorylierung und fordert

mitochondriale Resilienz nach Schlaganfall

Nach der Einzelgenanalyse verwendeten wir die KEGG-Pathway- und die GSEA-Analysen,
um nun nach biologisch relevanten Netzwerken und Prozessen zu suchen. Bei Lebensstil-
Interventionen wie durch EE und Erndhrung ist eine Erklarung durch einzelne Gene
unwahrscheinlich. Die Pfad- und Netzwerkanalyse spiegelt hier deutlich besser die breite
Art der Intervention wider und beruht nicht nur auf einzelnen Signifikanzen. In beiden EE-
Gruppen zeigten sich in der KEGG-Analyse im Vergleich zu den CC-Gruppen eine
signifikante Anreicherung von mitochondrialen und ribosomalen Genen, was auf eine
gesteigerte mitochondriale Aktivitdt und potenziell erhdhte Energieversorgung sowie
gesteigerte Proteinsynthese durch Ribosomen in der EE-Gruppe hinweist. Es ist bereits
durch zahlreiche Studien belegt, dass korperliche Aktivitat der effektivste Ansatz zur
Forderung der mitochondrialen Gesundheit ist, nicht nur in der Muskulatur, sondern auch

in anderen Geweben 3%,

Besonders auffallig war die Hochregulation von mitochondrialer Gene wie der Cytochrom-
c-Oxidase, der NADH-Dehydrogenase und der ATP-Synthase in der EE NCD Gruppe. Von
den 27 gemessenen Cox Genen zeigten 9 einen signifikanten EE-Effekt mit Hochregulation
beider EE-Gruppen und 3 einen deutlichen Trend (p <0,1). Von den 48 NADH-Genen
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zeigten 12 einen EE-Effekt und 8 einen Trend. Im Gegensatz dazu fand sich kaum ein Diat
Effekt oder ein mitochondriales oder ribosomales Gen, auf welches EE einen signifikant
negativen Effekt hatte. Insbesondere das Cox7b2 Gen fiel bereits in den Volcano Plots und
den Einzelgenanalysen auf. Diese Enzyme sind Teil der Atmungskette und tragen dazu
bei, den Zellen zusatzliche Energie in Form von ATP durch oxidative Phosphorylierung zur
Verfigung zu stellen. Darlber hinaus kann die mitochondriale Funktion verbessert und
reguliert werden, da die Cytochrom-C-Oxidase, die flr den sauerstoffabhangigen und
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Atmungskette verantwortlich ist, die ATP-
Versorgung der Zellen steuert 3°. Uber diese Regulation beeinflusst sie zugleich das
mitochondriale Membranpotenzial sowie die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS).
Neuronen sind in besonderem Malie auf Mitochondrien angewiesen, da neurologische
Prozesse einen sehr hohen Energiebedarf haben **'. Das Gehirn macht zwar nur 2 % der
Kdrpermasse aus, verbraucht aber 20 % des gesamten vom Korper verbrauchten
Sauerstoffs 3%2. Aufgrund dieses hohen Energiebedarfs sind Neurone besonders
empfindlich gegenuber einem Mangel an Glukose und ATP, was dazu fuhrt, dass sie als
erste Zellen im Gehirn absterben, wenn der Blutfluss in bestimmten Bereichen
eingeschrankt ist 342, Es gibt bereits mehrere Studien, die die wichtige Rolle der
Mitochondrien bei der Rehabilitation nach einem Schlaganfall hervorheben. Eine Studie
von Hayakawa et al. identifizierte einen mitochondrialen Mechanismus der neuroglialen
Interaktion. Dabei wird der Transfer von Mitochondrien von Astrozyten zu Neuronen durch
extrazelluldre Vesikel als forderlich fiir das neuronale Uberleben in der akuten Phase eines
Schlaganfalls beschrieben. Gleichzeitig wird eine unterstitzende Wirkung auf die
neuronale Plastizitdt angenommen %', Weitere Studien belegen, dass sowohl der Hirninfarkt
als auch der neuronale Zelltod durch den Einsatz exogener Mitochondrien oder
mitochondrialer Transplantate gemildert werden konnen 34334 Daraus folgt, dass die EE-
Gruppe mdglicherweise durch eine bessere mitochondriale Versorgung auch im
Schlaganfall eine bessere Ischamietoleranz aufweisen kénnte. Dieses Konzept wurde

bereits durch Vorarbeiten belegt 345,

In der CC HFD Gruppe war dieser supprimierende Effekt auf die mitochondriale
Biosynthese oft am starksten ausgepragt. Eine fettreiche Erndhrung kann die
mitochondriale Funktion im Gehirn beeintrachtigen. Dies geschieht durch metabolische
Veranderungen wie ER-Stress und oxidativen Stress, die langfristig den Verlust von
Oligodendrozytenvorlauferzellen und Myelinzellen begiinstigen 4. Eine weitere Studie
bestatigt, dass eine fettreiche Ernahrung bei Tieren zu erhéhten Entziindungsmarkern und
oxidativem Stress fiihrt, was wiederum die mitochondrialen Oxidationskapazitat und den
BDNF-Signalweg beeintrachtigt, der fur die synaptische Plastizitdt und den

Energiestoffwechsel entscheidend ist **’. Wie oben dargelegt, sahen wir in der
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Immunhistochemie eine deutlichere Kernfarbung von NeuN. Die Ergebnisse der
Transkriptomuntersuchung unterstiitzen die Annahme, dass die Neurone unter EE eine
gesteigerte metabolische Funktion bzw. mitochondriale und ribosomale Biosynthese
haben. Interessanterweise sahen wir in den FDG-PET-Analysen aus Ladwig et al., dass
die EE NCD Tiere gegentiber den CC NCD Tieren einen regionsspezifisch reduzierten
Stoffwechsel aufweisen. Dieses Paradox ware erklart, wenn man in Betracht zieht, dass
Mitochondrien flr eine sehr effektive Glukosenutzung sorgen. Aus einem Glukosemolekdl
kénnen 30-32 ATPs gewonnen werden, wohingegen durch Glykolyse nur 2 ATP-Molekiile
gewonnen werden konnen 3434° Da das PET im Ruhezustand aufgenommen wurde, wére
hier denkbar, dass die Regionen mit reduziertem Stoffwechsel einen reduzierten
Ruheverbrauch haben. Dies ware vergleichbar mit einem erniedrigten Ruhepuls bei

Sportlern, was fir eine bessere Energiehomdostase spricht.

Auch in Bezug auf die ribosomalen Gene zeigte sich ein deutlicher Effekt, welcher auch in
der GSEA-Analyse (Abb. 20) deutlich wurde. Von den 61 Rps Genen hatten 18 einen
signifikanten EE-Effekt und 13 einen deutlichen Trend, ahnlich wie bei den mitochondrialen

Genen.

In einer Studie von Wang et al. wurde bereits die Theorie aufgestellt, dass die Ribosomen-
Biogenese die Erholung nach einem Schlaganfall fordern konnte, da sie fur die
Proteinsynthese der Entzindungsreaktion sowie flr die neuronale Reparatur und

Regeneration wichtig ist 3.

Daruber hinaus zeigten neuere Studien, dass Neuronen Uber Mechanismen der lokalen
Ribosomen-Biogenese und -reifung in dendritischer und axonaler Kompartimente verfigen.
Dies ermdglicht eine rasche Anpassung der translationalen Kapazitat an externe Reize,

einschliellich bewegungsinduzierter Stimuli 351352,

Eine intakte neuronale Ribosomen-Biogenese ist essenziell fir die Proteinsynthese, welche
das Wachstum und den Erhalt des dendritischen Baums unterstutzt. Defizite in der
ribosomalen Ausstattung hingegen flhren zu verminderter Translation, gestorter

dendritischer Morphologie und potenziell zu neurodegenerativen Veranderungen 3.

Bewegung fiuhrt zudem zur Freisetzung sogenannter Exerkine wie BDNF, insulin-like
growth factor 1 (IGF-1) und Fibronectin type lll domain-containing protein 5 (FNDC5)/Irisin.
Diese Uberwinden die Blut-Hirn-Schranke und aktivieren intrazellulare Signalwege wie
AMPK, Sirtuin 1 (SIRT1) und Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator
1-alpha (PGC-1a), welche den neuronalen Energiestoffwechsel sowie synaptische

Plastizitat regulieren und im Zusammenhang mit einer erhdhten Expression ribosomaler
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Proteingene stehen 4. Diese Steigerung der lokalen Proteinsynthese ist bedeutend fiir

neuronale Plastizitdt und neuroprotektive Mechanismen.

Erganzend moduliert kdrperliche Aktivitat die Redoxhomoéostase durch eine Erhéhung der
antioxidativen Kapazitdt sowie durch die Regulation ROS-abhangiger und
zytokinvermittelter Signalwege, welche wiederum die ribosomale Funktion und die

neuronale Proteinsynthese beeinflussen konnen 3%53%.

Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass koérperliche Aktivitdt die lokale
translationale Kapazitat erhoht, und somit neurogenetische Prozesse, synaptische
Stabilitat sowie die funktionelle Anpassungsfahigkeit des Gehirns fordert. Dies erklart die

neuroprotektiven Effekte regelmafiger Bewegung auf molekularer Ebene.

In der GOCC-Analyse zeigten sich die am starksten angereicherte Gene lokalisiert in den
Synapsen und Membranen von Neuronen. Hier ware denkbar, dass die mitochondriale und
ribosomale Anreicherung auch in den synaptischen Kompartimenten von Neuronen
stattfinden kdnnte. Eine Studie von 2020 zeigte, dass auch Ribosomen lber die Lange des
Axons transportiert werden und direkt vor Ort Proteine synthetisieren kénnen 7. Fir die
Bestatigung dieser These waren allerdings elektronenmikroskopische oder

immunhistochemische Untersuchungen der Synapsen nétig.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass EE im direkten Vergleich mit den
jeweiligen Kontrollgruppen eine konsistente Verbesserung der neurologischen Scores
zeigte. Dieser Effekt war bereits ab dem ersten Tag nach dem Schlaganfall nachweisbar

und hielt iber den gesamten Beobachtungszeitraum an.

In dieser Arbeit wurde der Neuroscore eingesetzt, ein Verfahren, das drei
Testkomponenten — das allgemeine Erscheinungsbild, einen sensomotorischen Test sowie
den Grid-Walk-Test — integriert und damit eine breitere Abbildung motorischer und
koordinativer Defizite erfasst. Obwohl dieser praklinische neurologischer Score nicht direkt
mit klinischen Skalen wie der National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) oder dem
modified Rankin Scale (mRS) vergleichbar % ist und fiir Tiermodelle bislang keine minimal
clinically important differences (MCID) definiert wurden 3%°, entspricht er den Stroke
Therapy Academic Industry Roundtable (STAIR)-Empfehlungen, mehrere funktionelle
Untersuchungen als Bewertungsgrundlage einzusetzen und diese miteinander zu
kombinieren 3%°, Damit nahert sich der Score in seinem Aufbau den Kklinischen
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Bewertungssystemen an. Vor diesem Hintergrund kénnen Gruppenunterschiede, die
konsistent Uber mehrere Messzeitpunkte auftreten, als Hinweis auf eine funktionell
bedeutsame Wirkung interpretiert werden. Darlber hinaus starkt die Kombination aus
histologischen Analysen (Immunhistochemie), funktionellen Tests (Neuroscore) und
molekularen Untersuchungen (Transkriptomik) die Aussagekraft der Ergebnisse, da
beobachtete Effekte nicht auf einer einzelnen methodischen Ebene beruhen. Die
Unterschiede zwischen den Gruppen waren Uber mehrere Messzeitpunkte hinweg
konsistent und hochsignifikant nachweisbar. Die Repeated-Measures-ANOVA ergab einen
signifikanten Haupteffekt der Umgebung (p < 0,0001). Die konsistent niedrigen p-Werte
sowohl in der Varianzanalyse als auch in den Post-hoc-Analysen bestatigen die statistische

Relevanz der beobachteten Gruppenunterschiede.

Auch unter der HFD wirkte EE protektiv, indem sie einem prolongierten Gewichtsverlust
entgegenwirkt und sowohl zu Beginn als auch im Verlauf bessere klinische Ergebnisse als
die CC HFD erzielte. Im Vergleich zur EE-NCD-Gruppe zeigte sich jedoch eine verzdgerte
Erholung, sowohl der klinischen Parameter als auch des Korpergewichts. Dies deutet auf

einen nachteiligen Einfluss der HFD trotz physischer Aktivitat hin.

Die Ursachen der besseren Erholung der EE-Tiere wurden auf immunhistochemisch sowie
transkriptomischer Ebene analysiert. Dabei zeigte sich eine bessere Eingrenzung der
entziindlichen Reaktion auf das Infarktgebiet, die mit einem erhdhten Schutz Neuronen
einherging. Dartber hinaus wiesen die EE-Tiere aufgrund einer sechswdchigen
Prakonditionierung bereits unmittelbar nach PT eine bessere funktionelle Ausgangslage
auf. Diese Effekte konnten durch eine verbesserte mitochondriale Funktion, insbesondere
durch eine erhdhte Expression von Genen der Atmungskette sowie durch eine gesteigerte
Aktivitdt des ribosomalen Syntheseapparats, vermittelt sein. Die verbesserte
Schlaganfallheilung unter EE war zudem mit einer veranderten Expression anti-
inflammatorischer, immunregulatorischer, neuroprotektiver und reparativer Gene
assoziiert. Durch die Forderung der neuronalen Plastizitdt und die Veranderung der
Synapsendichte kann EE die Kommunikation zwischen Nervenzellen verbessern und die
Anpassungsfahigkeit des Gehirns an verschiedene Veranderungen unterstutzen. Dies ist
insbesondere fir die Rehabilitation nach einem Schlaganfall von Bedeutung, da eine

verstarkte Synapsenbildung die Erholungsprozesse erheblich férdern kann.

Translational bestatigt diese Studie den Vorteil einer gesunden Lebensfiihrung, bei dem
nicht nur auf Sport oder Erndhrung Wert gelegt wird, sondern beides zusammen wichtig ist.
Nur die Kombination von beidem konnte ein klinisch optimales Ergebnis erzielen und die

HFD in der Sportgruppe kann zusatzliche Gefahren zu Beginn der Schlaganfallheilung
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aufweisen. Auch in Krankenhausern und auf Stroke Units sollte auf multimodale
Stimulation, Bewegung, sowie eine ausgewogene Ernahrung nach Schlaganfall geachtet
werden, um ein optimales Ergebnis zu erzielen. Weitere Studien am Menschen sollten sich
auf den Nutzen von nicht-medikamentdsen additiven Therapien fokussieren, da diese

zumindest bis heute nicht durch eine medikamentdse Behandlung ersetzbar sind.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass korperliche Aktivitat eine vielversprechende
nicht-pharmakologische Praventionsstrategie darstellt, die neuroprotektive Effekte fordert
und sowohl die negativen Auswirkungen einer zerebralen Ischamie als auch die Schwere
der motorischen Folgen nach einem Schlaganfall reduzieren kann. Die explorative Studie
liefert somit wertvolle Hinweise auf molekulare Angriffspunkte, die das Outcome nach

Schlaganfall verbessern kénnten.

5.8. Limitationen und Ubertragbarkeit
Mausmodell und Ubertragbarkeit

Ein wichtiger Aspekt dieser Studie ist die Frage, inwieweit die Ergebnisse auf andere
Populationen, insbesondere den Menschen, Ubertragen werden kénnen. Das Mausgenom
weist eine hohe Ahnlichkeit zum menschlichen Genom auf, was eine Grundlage fiir den
Einsatz von Tieren zur Erforschung menschlicher Krankheiten und zur Vorhersage von
Reaktionen auf Therapien bietet *'. Dennoch wird der Nutzen von M&usen als Modelle fiir
menschliche Krankheiten oft in Frage gestellt, weil sie im Gegensatz zum Menschen in
einer kontrollierten Laborumgebung leben 362, Zusatzlich konnte die Haltung der Tiere und
die Durchfuhrung der Verhaltenstests die Tiere erheblich gestresst haben, was wiederum
die Ergebnisse der Studie beeinflusst haben konnte. Daruber hinaus kdénnten
Umweltfaktoren wie die Lichtverhaltnisse und die Art der Haltung das Verhalten und die
physiologischen Reaktionen der Tiere beeinflusst haben. Beispielsweise wurden die Tiere
wiederholt aus ihren Kafigen herausgenommen, und es gab einen haufigen Wechsel des

Equipments, was als zusatzlicher Stress angesehen werden kann.
Begrenzte Vergleichbarkeit des EE-Modells mit klinischer Rehabilitation

Das EE-Modell ist eine standardisierte experimentelle Intervention, die nur eingeschrankt
auf die klinische Rehabilitation Ubertragbar ist. Wahrend EE im Tiermodell eine
kontinuierliche Kombination aus spontaner motorischer Aktivitdt, sensorischer und
kognitiver Stimulation sowie sozialer Interaktion darstellt, sind Rehabilitationsprogramme

beim Menschen individuell angepasst, zeitlich begrenzt, therapeutisch geleitet sowie an
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spezifische Defizite gebunden °'. Zudem ist bislang unklar, welche Komponenten der
Umweltanreicherung — korperliche Aktivitat, soziale Interaktion oder kognitive Stimulation —
die entscheidenden Wirkfaktoren fir die Forderung neuronaler Plastizitat sind und in

welcher Intensitat sie klinisch wirksam wéren.
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