DER EINFLUSS VON CHRONISCHEM STRESS
WAHREND DER SCHWANGERSCHAFT
AUF DIE FUNKTIONELLE REIFUNG

DES FETALEN ZENTRALEN NERVENSYSTEMS

DISSERTATION

zur Erlangung des akademischen Grades

doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt dem Rat der Medizinischen Fakultét der
Friedrich-Schiller-Universitat Jena

von
FLORIAN RAKERS
geboren am 14.11.1979 in Lingen (Ems)



Gutachter:
1. Prof. Dr. med. Matthias Schwab / Jena
2. Prof. Dr. rer. nat. Herbert Witte / Jena

3. Prof. Dr. med. Geerd Mayer / Schwalmstadt

Tag der offentlichen Verteidigung:
01.03.2011



fiir meine Familie

fir Vilmar



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkiirzungsverzeichnis

ACTH
ADHS
AVP
(p)CRH
dGA
CBF
ECoG
EEG
EKG
EMG
EOG
GR

HHN-Achse

118-HSD2
im.

i.v.

I.U.

MAP
MR

MW

Necl.

ng

n

pCO,
pO;

PVF
(N)-REM
SEM
SSW
ZNS

Adrenocorticotropin
Aufmerksamkeitsdefizit-/ Hyperaktivitdtsstorung
Arginin-Vasopressin
(plazentares)Corticotropin-Releasing-Hormon
Gestationstag

zerebral-arterieller Blutfluss
Elektrokortikogramm
Elektroenzephalogramm
Elektrokardiogramm

Elektromyogramm

Elektrookulogramm

Glukokortikoidrezeptor
Hypothalamus—-Hypophysen—Nebennieren—Achse
11-8-Hydroxysteroid-Dehydrogenase-Typ-2
intramuskulér

intravenos

internationale Einheiten
Mikrotubulus-assoziierte Proteine
Mineralkortikoidrezeptor

Mittelwert

Nucleus

Nanogramm

Anzahl der Tiere

Kohlendioxidpartialdruck
Sauerstoffpartialdruck

Punktvorhersagefehler
(Non)-Rapid-Eye-Movement

Standardfehler des Mittelwerts
Schwangerschaftswoche

zentrales Nervensystem



INHALTSVERZEICHNIS

Inhaltsverzeichnis
1 Zusammenfassung 1
2 Einleitung 3
2.1 Préanataler Stress: klinische und neuropsychologische Bedeutung . . . . . . 4
2.1.1 Depressionen . . . . . . ... 5
2.1.2  Kognitive Storungen und Verhaltensauffalligkeiten . . . . . . . . .. )
2.1.3 Schizophrenie . . . . . . . ... ... 6
2.2 Physiologie des pranatalen Stresses . . . . . . . . ... ... ... 7
2.2.1 Physiologie der Stressachse und neurologische Bedeutung . . . . . . 7
2.2.2 Maternal-fetale Ubertragungswege von prinatalem Stress . . . . . 9
2.2.2.1 Plagentarer Transfer von miitterlichem Kortisol . . . . . . 9

2.2.2.2 Effekte von mitterlichen Stresshormonen auf die Plazenta 10

2.2.2.3 Plazentare Produktion des Corticotropin-Releasing-Hormons 10

2.3 Stresshormone und Hirnentwicklung . . . . . . . .. ... ... .. ... .. 10
2.3.1 Fetale Schlafstadien als bedeutender Marker der Hirnentwicklung . 10
2.3.2 Neuronale Steuerung fetaler Schlafstadien . . . . . ... .. .. .. 12
2.3.3 Zerebrale Effekte einer pranatalen Glukokortikoidtherapie. . . . . . 13
2.3.3.1  Akute zerebrale Effekte von synthetischen Stresshormonen
auf die Hirnfunktion . . . .. .. ... ... ... ... .. 13
2.3.3.2  Akute zerebrale Effekte von synthetischen Stresshormonen
auf die Hirnstruktur . . . . . ... .. ... ... 15
2.3.3.3  Chronische zerebrale Effekte von synthetischen Stresshor-
MONCIL . . v v o e 16
2.3.3.4 Programmierung der fetalen HHN-Achse . . . .. .. .. 16
2.3.4 Zerebrale Effekte von pranatalem Stress und Einfluss unterschied-
licher Expositionszeitpunkte . . . . . . . .. .. ... ... ... 17
3 Ziele der Arbeit 19
4 Methodik 21
4.1 Experimentelles Protokoll . . . . . . . .. ... ... 0. 21
4.1.1 Uberblick . . . . . . . ... 21
4.1.2 Gruppeneinteilung . . . . . . ... 22
4.1.3 Versuchsablauf . . . . ... ... ... ... .. ... 23

IT



INHALTSVERZEICHNIS

4.1.3.1 Phase 1: chronische Stressung der Muttertiere und chirur-

gische Instrumentierung der Feten . . . . . .. . ... .. 23

4.1.3.2 Phase 2: Datenerhebung . . . . . ... ... .. ... 25

4.2 Analyse des Elektrokortikogramms . . . . . . ... .00 0oL 26
4.2.1 Lineare Leistungsspektralanalyse des ECoGs . . . . . . . . . . . .. 26
4.2.2  Nicht-lineare Analyse des ECoGs . . . . . .. ... ... ... ... 27
4.2.3 Auswahl der ECoG-Abschnitte und Zuordnung zu den Schlafstadien 29

4.3 Statistische Analyse der Daten . . . . . . . . .. .. ... ... ... ..., 30
5 Ergebnisse 31
5.1 Physiologische Parameter . . . . . . . . . ... .00 31
5.2 Chronische Stressung der Muttertiere . . . . . . . . . ... ... ... .. 32
5.3 Einfluss von prénatalem Stress auf die Entwicklung der Schlafstadien . . . 34
5.3.1 Definition der verwendeten Begriffe . . . . . .. ... ... ... 34
5.3.2  Entwicklung des REM- und N-REM-ECoGs: lineare Analyse . . . . 34
5.3.2.1 Entwicklung des ECoGs . . . . . ... ... ... .. ... 34

5.3.2.2 Kortikale Aktivierung und sich entwickelnder REM-Schlaf 36
5.3.2.3 Kortikale Deaktivierung und sich entwickelnder N-REM-

Schlaf . . . . . . . . 36
5.3.3 Entwicklung des REM- und N-REM ECoGs: nicht-lineare Analyse . 38
5.3.3.1 Entwicklung des ECoGs . . . . . ... ... ... ..... 38

5.3.3.2 Kortikale Aktivierung und sich entwickelnder REM-Schlaf 40
5.3.3.3 Kortikale Deaktivierung und sich entwickelnder N-REM-

Schlaf . . . . . . 40

5.4 Einfluss von pranatalem Stress auf die Schlafstadienldnge . . . . . . . . .. 41

6 Diskussion 45
6.1 Diskussion der Methode . . . . . . . . . . ... ..o 45
6.1.1 Experimentelles Modell . . . . . . .. ... ... ... ... ... 45

6.1.2 Auswertung des ECoGs . . . . . . . . .. ... L. 46

6.1.3 Chronische Stressung der Muttertiere . . . . . . . . . . .. .. ... 47

6.2 Diskussion der Ergebmisse . . . . . . ... . oo 48
6.2.1 Physiologische Parameter . . . . . . ... ... .. ... ... ... 48

6.2.2 Effekte von prianatalem Stress auf die Entwicklung der Schlafstadien 49

6.2.3 Effekte von prianatalem Stress auf die Schlafstadienlénge . . . . . . 52

7 Schlussfolgerungen 55

I1I



INHALTSVERZEICHNIS

8 Literatur- und Quellenverzeichnis 57
Anhang 73
Ehrenwortliche Erklarung . . . . . . .. o000 73
Tabellarischer Lebenslauf. . . . . . . .. .. ... 0o 74
Danksagung . . . . . . . L 75

IV



1 ZUSAMMENFASSUNG

1 Zusammenfassung

Es gibt Hinweise aus retrospektiven und ersten tierexperimentellen Studien, dass préna-
taler Stress zu Krankheiten im spéteren Leben wie Depressionen, Schizophrenie, ADHS
und kognitiven Einschriankungen fithren kann. Dies kann theoretisch Folge einer gestorten
Hirnreifung sein. Durch experimentelle Untersuchungen ist zwar bekannt, dass die pra-
natale Gabe von synthetischen Glukokortikoiden die Entwicklung des sich entwickelnden
Gehirns storen kann - experimentelle Untersuchungen zur Auswirkung von préanatalem

Stress auf die Hirnreifung fehlen aber.

In vorherigen Experimenten unserer Arbeitsgruppe fiithrte die Gabe von synthetischen
Glukokortikoiden beim Schaf zu Beginn des dritten Trimenons am 105. Gestationstag (0.7
Gestation) in klinischer Dosierung zu einer beschleunigten Reifung der fetalen Schlafsta-
dien - insbesondere des REM-, nicht aber des N-REM-Schlafs - sowie zu einer Schlaf-
stadienfragmentierung, welche ein charakteristisches Symptom von depressiven Patienten
ist. Die fetalen Schlafstadien sind Marker der funktionellen Hirnreifung und spiegeln die

Funktion eines komplexen und disseminierten neuronalen Netzwerkes wider.

Aus Versuchen an Ratten ist bekannt, dass die durch pranatalen Stress ausgeloste Schlaf-
stadienfragmentierung bis ins spatere Leben persistieren kann und somit ein Hinweis auf
eine durch pranatalen Stress verursachte Pradisposition fiir Depression im spéiteren Leben

ist.

Die vorliegende Arbeit untersucht, ob auch préanataler Stress - vergleichbar mit der pra-
natalen Applikation von synthetischen Glukokortikoiden - die funktionelle Hirnreifung
beeinflusst und infolge dessen zu einer beschleunigten Reifung der Schlafstadien und zu
einer Schlafstadienfragmentierung als Marker einer Pradisposition fiir Depressionen im

spateren Leben fiihrt.

Als Tiermodell dient das chronisch instrumentierte fetale Schaf, welches eine dem Men-
schen vergleichbare Entwicklung der Schlafstadien aufweist und die intrauterine Ablei-
tung des Elektrokortikogramms (ECoG) erlaubt. Es wurden insgesamt 14 tréchtige Scha-
fe analysiert, welche vom 30. - 100. Gestationstag (0.2-0.66 Gestation) durch eine jeweils
180-miniitige Isolation an zwei Tagen der Woche chronisch gestresst wurden. Nach der
anschliefenden chronischen Instrumentierung ab dem 105. Gestationstag (0.7 Gestation)
wurde das ECoG vom 110.-135. Gestationstag (0.73-0.86 Gestation) intrauterin abgeleitet

und mittels linearer und nicht-linearer Verfahren analysiert.

Die chronische Stressung der Muttertiere fiihrte zu einer signifikanten und reproduzier-
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baren Stressantwort. Diese wurde durch die Messung der maternalen Kortisolspiegel va-
lidiert. Der chronische Stress fiihrte zu einer fetalen Schlafstadienfragmentierung glei-
chen Ausmafes und gleicher Qualitdt, wie sie auch durch die pranatale Gabe von syn-
thetischen Glukokortikoiden am 105. Gestationstag (0.7 Gestation) ausgelost wird. Die
Schlafstadienfragmentierung war auch noch am letzten analysierten Gestationstag, 30
Tage nach der letzten Stressung, nachweisbar. Eine beschleunigte Reifung der Schlafsta-
dien, wie sie durch die Gabe von synthetischen Glukokortikoiden am 105. Gestationstag

ausgelost wird, konnte nicht beobachtet werden.

Im Gegensatz zur fritheren Reifung der Schlafstadien nach einer pranatalen Glukokor-
tikoidgabe, spricht die ausbleibende Reifung der Schlafstadien in unserem Stressmodell
entweder fiir die mangelnde Vulnerabilitit des die Schlafstadien steuernden Neuronen-
systems vor dem 100. Gestationstag, fiir eine zu geringe Intensitat unseres Stressmodells

oder aber fiir die Unreife der Glukokortikoidrezeptoren wihrend der Stressphase.

Mit dieser Arbeit ist es gelungen, die Empfindlichkeit des sich entwickelnden Gehirns fir
auflere Einfliisse und deren Konsequenzen fiir die Entstehung von Krankheiten im spateren
Leben nachzuweisen. Unsere Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
epidemiologischer und tierexperimenteller Studien, die einen Zusammenhang zwischen
prianatalem Stress und dem Auftreten von Depressionen im spéateren Leben fanden. Dies
ist vor dem gesundheitspolitischen Hintergrund der Entwicklung von wissenschaftlich fun-

dierten, primérpriaventiven Mafinahmen von besonderer Bedeutung.
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2 Einleitung

Bereits in der Antike wurde vermutet, dass sich der emotionale Zustand einer Schwangeren
auf die Entwicklung des Fetus auswirkt (Ubersicht in Ferreira 1960). Es gelang jedoch erst
in der ersten Halfte des 20. Jahrhunderts, eine Beziehung zwischen emotionalen Stérungen
wahrend der Schwangerschaft und einem gestorten Verhalten des Séduglings nachzuweisen
(Sontag 1952).

Heute sind die Untersuchungen zum Einfluss von pranatalem Stress auf die fetale Ent-
wicklung und die Bedeutung fiir das spéatere Leben ein viel diskutiertes, medizinisches
Problem mit weitreichenden gesundheitspolitischen und arbeitsrechtlichen Konsequenzen
(Schwab 2009).

Obwohl in den vergangenen 20 Jahren — ausgeldst durch die Forschungen von David J. Bar-
ker und der von ihm aufgestellten Hypothese zum prénatalen Ursprung von Erkrankungen
des spéiteren Lebens (Barker et al. 1993) - viel Energie in die Erforschung zur Auswir-
kung von pranatalem Stress auf die Gesundheit der nachfolgenden Generationen investiert
wurde, sind die Mechanismen und vulnerable Zeitfenster im Detail bisher weitestgehend
ungeklart. Dies liegt nicht zuletzt daran, dass Stress wahrend der Schwangerschaft unter
klinischen Bedingungen nur unzureichend objektivierbar ist. Untersuchungen der zugrun-
de liegenden Mechanismen unter standardisierten experimentellen Bedingungen stehen im
Fokus des offentlichen Gesundheitsinteresses und sind eine wesentliche Voraussetzung fiir

die Entwicklung primarpraventiver Mafinahmen.

Ungeachtet der Ergebnisse vieler epidemiologischer Studien, welche einen Zusammenhang
zwischen préanatalem Stress und neuropsychologischen Defiziten der Nachkommen herstel-
len, fehlen strukturierte experimentelle Untersuchungen, welche die neuronalen Auswir-
kungen von préanatalem Stress direkt am fetalen Gehirn ergriinden. Dabei ist es fiir die
Primarpravention duflerst wichtig, die Ursachen, Mechanismen und Zeitfenster zu kennen,

in denen pranataler Stress das menschliche Gehirn bereits im Mutterleib zeitlebens pragt.
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2.1 Pranataler Stress: klinische und neuropsychologische Bedeu-

tung

Pranataler Stress hat viele Gesichter und die Definition ist je nach Betrachtungswinkel un-
terschiedlich. Wahrend die psychologische Definition die emotionale Komponente starker
betont, akzentuiert die Neurowissenschaft die bekannten biologischen Marker wie Kortisol
oder Katecholamine. Fachertibergreifend kann pranataler Stress aber als ein multidimen-
sionales Geschehen verstanden werden, das wahrend der Schwangerschaft wirkt und aus
einem unausgewogenen Verhéltnis zwischen akuten oder chronischen Anforderungen der
Umwelt an ein Individuum und seinen Ressourcen resultiert und psychische und/oder
physische Reaktionen auslost (Beydoun et al. 2008, Lazarus 1974).

Prénataler Stress wird nach dem aktuellen Stand der Wissenschaft mit einer Reihe von
neuropsychiatrischen Storungen in Verbindung gebracht. Sowohl epidemiologische als auch
tierexperimentelle Untersuchungen konnten eine enge Verbindung zwischen pranatalem
Stress und motorischen bzw. kognitiven Entwicklungsstorungen, abnormen Verhaltens-
weisen sowie einer erhohten Inzidenz von Depressionen und Schizophrenien nachweisen.
Einzelne Autoren vertreten sogar die Meinung, dass prénataler Stress aufgrund der Viel-
zahl der beobachteten Storungen keine spezifische Psychopathologie begiinstigt, sondern
vielmehr eine generelle Anfélligkeit fiir neuropsychologische Storungen bewirkt (Huizink
et al. 2004).

Die Erkenntnisse zu den Auswirkungen von préanatalem Stress auf die neuropsychologische
Entwicklung des Individuums — auf die im Folgenden eingegangen werden soll - wurden
mehrheitlich durch epidemiologische Untersuchungen gewonnen. Obwohl diese Untersu-
chungen einen wesentlichen Beitrag zur Identifikation der neuropsychologischen Folgen
von pranatalem Stress leisten, sind diese mit der notigen Vorsicht zu interpretieren, da sie
vom individuellen Stresserleben des untersuchten Individuums abhangig und aufgrund ih-
res Designs anfillig fiir mogliche Storfaktoren sind. Tierexperimentellen Untersuchungen
wird aus diesem Grund in der Stressforschung eine besondere Bedeutung beigemessen, da

sie es erlauben, den Stress unter Kontrolle méglicher Storfaktoren zu objektivieren.
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2.1.1 Depressionen

Bereits ein einzelnes belastendes Ereignis wahrend der Schwangerschaft, z. B. das Erleben
eines schweren Erdbebens, kann ausreichen, um die Inzidenz von schweren Depressionen
bei der nachfolgenden Generation zu erhéhen (Watson et al. 1999). Dabei aktivieren akute
Stresserfahrungen neuronale Schaltkreise im Vorderhirn und im limbischen System, um
eine adaquate Stressantwort des Individuums zu erzeugen. Eine Storung dieser Neuronen-
kreise durch eine préanatale Fehlprogrammierung wiahrend der Schwangerschaft kann die
individuelle Vulnerabilitét im Bezug auf Depressionen erkldren (Ehlert et al. 2001). In der
Atiologie der Depressionen spielt weiterhin eine Stérung der Stressachse im Sinne einer
Hyperaktivitit eine wesentliche Rolle (Nestler et al. 2002). In der Tat ist pranataler Stress
beim Menschen mit einer erhohten und schnelleren Kortisolausschiittung in belastenden
Situationen verbunden (Burke et al. 2005, Gutteling et al. 2004, Gutteling et al. 2005).

Ebenso konnte in Tierversuchen bei pranatal gestressten Ratten und Méusen im sogenann-
ten ,forced-swim-test“ ein Zusammenhang zwischen prianatalem Stress und depressiven
Symptomen hergestellt werden (Alonso et al. 1991, Alonso et al. 2000, Frye et al. 2003).
Diese depressiven Symptome gehen — vergleichbar mit den Ergebnissen von Studien am
Menschen - mit einer gestorten Stressachse einher (Morley-Fletcher et al. 2003). Wie
bei depressiven Patienten zeigten pranatal gestresste Ratten einen gestorten zirkadianen
Rhythmus der Kortisolsekretion sowie der Schlafstadien (Maccari et al. 2003). Die durch
prianatalen Stress induzierten depressiven Symptome konnen interessanterweise erfolgreich
mit Antidepressiva behandelt werden (Morley-Fletcher et al. 2004).

2.1.2 Kognitive Storungen und Verhaltensauffalligkeiten

Verschiedene Studien konnten einen Zusammenhang zwischen pranatalem Stress und ver-

minderten kognitiven Storungen sowie Verhaltensauffalligkeiten herstellen.

Niederhofer und Reiter stellten fest, dass Kinder im Alter von sechs Jahren, deren Miitter
wahrend der Frihschwangerschaft subjektiv hohem Stress ausgesetzt waren, schlechtere
Schulnoten bekamen, als vergleichbare Kinder von subjektiv nicht-gestressten Miittern
(Niederhofer et al. 2004). Auch bei einer Objektivierung des Stresses, z. B. durch ein
einzelnes Grofischadensereignis wahrend der Schwangerschaft, konnte eine kognitive Be-
eintrachtigung der Kleinkinder in Form von schlechteren Ergebnissen bei Intelligenz- und
Sprachtests nachgewiesen werden (Laplante et al. 2004) als bei vergleichbaren Kleinkin-

dern von nicht gestressten Miittern. Durch prospektive Studien gilt der Zusammenhang
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von pranatalem Stress und verminderten kognitiven Leistungen bei Kindern als gesichert

nachgewiesen (Gutteling et al. 2006).

Auch Verhaltensauffilligkeiten (z.B. ADHS) konnen durch pranatalen Stress begiinstigt
werden. So zeigt sich bei Kindern, deren Miitter wihrend der Schwangerschaft einem
hohen psychologischen Stress ausgesetzt waren, hdaufiger eine ADHS-Symptomatik als bei
Kindern von nicht gestressten Miittern (Rodriguez et al. 2005a). Van den Bergh konnte
anhand einer prospektiven Studie ebenfalls einen Zusammenhang zwischen pranatalem
Stress und ADHS bei Schulkindern (Van den Bergh et al. 2004) und Jugendlichen (Van
den Bergh et al. 2006) nachweisen. Zudem scheint die Dauer bzw. die Stérke des pranatalen

Stresses positiv mit der ADHS-Symptomatik korreliert zu sein (Grizenko et al. 2008).

Bei pranatal durch Bewegungseinschrankung (Zagron et al. 2006, Lemaire et al. 2000)
oder elektrischen Strom (Yang et al. 2006) gestressten Ratten und M&ausen konnte in
Labyrinthversuchen, bei denen primér das raumlicher Lernen als Hinweis auf kognitive
Disparitdaten untersucht wird, eine teils erheblich verminderte Leistung festgestellt wer-
den. Eine physiologische Erklarung dieser Ergebnisse konnte durch die Untersuchung der
neuronalen Funktion und Struktur des Hippocampus gefunden werden. Ausgepragter pra-
nataler Stress fithrt zu einer Unterdriickung der hippocampalen, neuronalen Langzeit-
Potenzierung, welche unverzichtbar fiir die Speicherung neuer Informationen ist (Yang et
al. 2006, Son et al. 2006).

2.1.3 Schizophrenie

Auch im Bezug auf die Schizophrenie kénnen Zusammenhénge zwischen Belastungen wéh-
rend der Schwangerschaft und einer Erkrankung der Nachkommen gefunden werden. So
fithrte z. B. die deutsche Invasion der Niederlande 1940 bei den Nachkommen von Frauen,
die zu diesem Zeitpunkt schwanger waren, zu einem erhohten Risiko an Schizophrenie zu
erkranken (van Os et al. 1998). Diese Beobachtung ist auch bei anderen belastenden Er-
eignissen nachweisbar (Kinney et al. 1999). Auch in prospektiven Untersuchungen kann
pranataler Stress mit dem Auftreten einer Schizophrenie bei den Nachkommen korreliert
werden (Myhrman et al. 1996, Huttunen et al. 1978).

Bei pranatal chronisch gestressten Ratten konnten Verhaltensanderungen nachgewiesen
werden, die den Verhaltensénderungen schizophrener Patienten dhneln (Koenig et al.
2005). Ferner 16st pranataler Stress in verschiedenen tierexperimentellen Untersuchungen
eine Erhohung des prasynaptischen Dopaminmetabolismus aus, welcher auf Neurotrans-

mitterebene ebenfalls charakteristisch fiir schizophrene Patienten ist (Meyer et al. 2010).
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2.2 Physiologie des pranatalen Stresses

Das Verstédndnis der neuropsychologischen Auswirkungen von pranatalem Stress auf den
Fetus und die daraus resultierenden Erkrankungen beim Adulten erfordern die Ausein-
andersetzung mit den physiologischen Mechanismen des Stresses und die Wirkung seiner
Effektorhormone im ZNS. Nachdem im Folgenden auf die Stressphysiologie eingegangen
wird, erfolgt die Beschreibung verschiedener Méglichkeiten der Ubertragung von mater-

nalem Stress auf den Fetus.

2.2.1 Physiologie der Stressachse und neurologische Bedeutung

Im Zentrum der Stressreaktion stehen zwei Systeme: das sympathoadrenerge Stresssys-
tem und die Hypothalamo-Hypophysen-Nebennierenachse (HHN-Achse) (Ubersichtsarti-
kel: Miller et al. 2002, Wurtman 2002).

Einige, vor allem frithe Studien zu préanatalem Stress beschéftigen sich hauptsachlich mit
dem sympathoadrenergen Stresssystem, welches unter bestimmten Bedingungen Mediator
des prianatalen Stresses sein kann (Kaiser et al. 2005). Tatséchlich kénnen durch die
maternale Gabe von Katecholaminen in Tierversuchen vergleichbare Effekte, wie sie durch

préanatalen Stress verursacht werden, nachgewiesen werden (Liebermann 1963).

Ein Grofiteil der verfligbaren Studien konzentriert sich aber auf den Einfluss der HHN-
Achse und das Stresshormon Kortisol. Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe sowie die Ergeb-
nisse einer Vielzahl von neueren Studien belegen, dass die Aktivitaten der HHN-Achse
und des Kortisols den Hauptanteil an der Vermittlung des prénatalen Stresses tragen
(Huizink et al. 2004).

Spezialisierte Neurone im Ncl. paraventricularis des Hypothalamus produzieren als Re-
aktion auf externe und interne Stimuli das Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) und
Arginin-Vasopressin (AVP). CRH stimuliert im Hypophysenvorderlappen die Bildung und
Freisetzung des Hormons Adrenocorticotropin (ACTH). Uber den Blutkreislauf gelangt
ACTH u. a. zur Nebennierenrinde, welche zur Bildung und Freisetzung von Glukokorti-
koiden sowie Mineralokortikoiden angeregt wird. Die Ausschiittung von Kortisol erfolgt
zirkadian mit einem Spitzenwert in den frithen Morgenstunden (Ubersicht in Miller et al.
2002).

Neben den bekannten katabolen Wirkungen des Kortisols besteht im ZNS eine weitrei-

chende Wirkung auf neurofunktionale Systeme und Neurotransmitter. So besitzt Kortisol
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eine modulierende Wirkung auf den Hippocampus, welcher als Teil des limbischen Sys-
tems Einfluss auf Kognition, Verhalten und das Gedéchtnis hat (Belanoff et al. 2001,
Lupien et al. 2005). Das limbische System spielt sowohl in der Atiologie der Depres-
sionen als auch in der Atiologie der Schizophrenie eine wesentliche Rolle (Tsuno et al.
2005, Meyer et al. 2010). Ferner ist Kortisol an der Regulation verschiedener neuronaler
Transmittersysteme beteiligt. Es besteht eine enge Verbindung zwischen der Stressachse
und dem serotonergen und noradrenergen System. Eine Steigerung des Kortisolspiegels
bewirkt eine Verminderung des Serotonin- und Noradrenalingehalts, was charakteristisch
fir die neuronale Dysbalance bei depressiven Erkrankungen ist (Slotkin et al. 1996, Mu-
neoka et al. 1997). Des Weiteren fiihrt ein erhohter Kortisolspiegel zu einer Stérung der
dopaminergen Neurotransmission, wie sie unter andrem bei ADHS und der Pseudode-
menz im Rahmen einer depressiven Erkrankung gefunden werden kann (Muneoka et al.
1997, McArthur et al. 2005). Kortisol ist ebenfalls in den Stoffwechsel von Acetylcholin
und gamma-Aminobuttersiure eingebunden, deren Stérung u. a. mit der Pathogenese der
Schizophrenie assoziiert wird (Day et al. 1998, Stone et al. 2001).

Die Wirkung von Kortisol wird durch zwei Arten von intrazelluldren Rezeptoren sowie
durch schnell wirksame Membraneffekte vermittelt (Ubersichtsartikel in Tasker et al.
2006). Die intrazelluldaren Rezeptoren, welche als Transkriptionsfaktor die Genexpression
regulieren, existieren in zwei Subtypen. Typ I oder Mineralkortikoidrezeptoren (MR) sind
hauptsichlich im septo-hippocampalen Hirnsystem zu finden. Diese Rezeptoren besitzen
eine hohe Bindungsaffinitit fiir Glukokortikoide und sind bei physiologischen Konzentra-
tionen um 10 ng/ml zu 90 % besetzt. Typ II oder Glukokortikoidrezeptoren (GR) besitzen
eine geringere Bindungsaffinitat und sind vor allem bei gestressten Individuen sowie bei
medikamentos induzierten Glukokortikoidspiegeln (50 - 60 ng/ml) vollstédndig besetzt. GR
sind im gesamten Gehirn zu finden (Reul et al. 1985) und spielen somit bei der Wirkung
von pranatalem Stress eine wichtige Rolle. Es wird angenommen, dass MR eine eher neu-
roprotektive Wirkung besitzen. GR l6sen hingegen bei hohen Kortisolspiegeln Apoptose
aus (Hassan et al. 1996).

Die Regulation der HHN-Achse erfolgt tiber einen direkten hormonellen negativen Feed-
backmechanismus im Hypothalamus und in der Hypophyse. Daneben sind auch der Hip-
pocampus und weitere Teile des limbischen Systems an der Regulation beteiligt. Dem
Hippocampus werden hauptséchlich inhibitorische Funktionen zugeschrieben (Ubersicht
in Chrousos 1998).

Wiéhrend der Schwangerschaft ist der Fetus nur sehr geringen Kortisolspiegeln ausgesetzt

(Fowden 1995). Da wéhrend der Fetalperiode auch die Genexpression wichtiger Schlis-
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selenzyme der Kortisolbiosynthese, z. B. die 17-alpha-Hydroxylase, deaktiviert sind (Tan-
galakis et al. 1989), wird angenommen, dass das vorhandene Kortisol allein von der Mutter
stammt (Hennessy et al. 1982). Die Reifung der HHN-Achse und somit die Eigenproduk-
tion von Kortisol beginnt erst im letzten Drittel der Schwangerschaft - beim Schaf ab dem
125. Gestationstag (Challis 2001).

2.2.2 Maternal-fetale Ubertragungswege von prinatalem Stress

Der Mechanismus der Stresstibertragung von der Schwangeren auf den Fetus ist noch nicht
vollstandig verstanden. Es werden verschiedene Mechanismen diskutiert, welche wahr-
scheinlich gemeinsam wirken (Ubersicht in: van den Bergh et al. 2005 und Huizink et al.
2004).

2.2.2.1 Plazentarer Transfer von miitterlichem Kortisol

Die Ubertragung von miitterlichen Stresshormonen auf den Fetus ist ein gut untersuchter
Mechanismus der Stressiibertragung (Barbazanges et al. 1996). Wahrend der Schwan-
gerschaft steigt der physiologische Kortisolspiegel der Mutter um das zwei bis vierfache
an, wobei ein Grofiteil des Anstiegs auf das letzte Drittel der Schwangerschaft entfallt
(Sandman et al. 2006). Menschliches Kortisol und sein bei Nagern vorhandenes Aquiva-
lent Kortikosteron besitzen lipophile Eigenschaften und konnen die Plazenta passieren
(Zarrow et al. 1970). Tatsachlich korreliert der mutterliche Kortisolspiegel linear mit dem
des Fetus. Die Konzentration des fetalen Kortisolspiegels liegt allerdings um den Faktor 10
unter dem miitterlichen Spiegel (Gitau et al. 2001), wobei hierfiir das plazentare Enzym
11-8-Hydroxysteroid-Dehydrogenase-Typ-2 (118-HSD2) ursachlich ist. 118-HSD2 konver-
tiert das aktive Kortisol zum inaktiven Metaboliten Kortison. Die Konvertierungsrate
betragt zwischen 50 % und 90 %. Synthetische Glukokortikoide werden von 118-HSD2
nicht metabolisiert (Benediktsson et al. 1997). Fiir Noradrenalin konnte keine Korrelation
zwischen dem miitterlichen und dem fetalen Hormonspiegel gefunden werden. Noradrena-
lin ist nicht in der Lage, die Plazentaschranke zu passieren (Giannakoulopoulos et al.
1999).
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2.2.2.2 Effekte von miitterlichen Stresshormonen auf die Plazenta

Eine weitere Moglichkeit der Ubertragung von maternalem Stress auf den Fetus ist die
direkte Beeinflussung der Plazenta durch maternale Stresshormone. Die Plazenta besitzt
eine hohe Dichte an Katecholamin- und Glukokortikoidrezeptoren, deren Aktivierung eine
Vasokonstriktion der plazentaren Geféafie bewirkt. Die maternale Infusion von Noradrena-
lin sorgt z. B. im Schafmodell fiir eine sofortige Konstriktion der plazentaren Gefafie und
fithrt so zu einer verminderte fetalen Oxygenierung (Stevens et al. 1995). Die verminderte
Oxygenierung fiithrt tiber bisher nicht vollstdndig verstandene Mechanismen zu direktem
Stress im fetalen Organismus (Challis et al. 1989). Beim Menschen lassen sich mittels
Doppleruntersuchungen Mangeldurchblutungen der plazentaren Gefiafie bei emotional in-
stabilen Miittern feststellen (Sjostrom et al. 1997).

2.2.2.3 Plazentare Produktion des Corticotropin-Releasing-Hormons

Miitterlicher Stress kann ebenfalls durch ein plazentaeigenes Hormon, das plazentare
Corticotropin-Releasing-Hormon (pCRH), tibertragen werden. pCRH wird direkt von der
Plazenta sowohl in den miitterlichen als auch in den fetalen Kreislauf abgegeben. Es
ist weitestgehend mit dem miitterlichen CRH identisch, unterliegt aber im Gegensatz
zu diesem keinem negativen Feedbackmechanismus. Es kommt im Gegenteil durch die
Anwesenheit von Glukokortikoiden zu einer Steigerung des pCRH-Spiegels (Grammato-
poulos 2008). Hohe Spiegel von pCRH aktivieren die maternale und die fetale HHN-Achse
(Mastorakos et al. 2003). Maternales Kortisol, welches wiahrend Stressreaktionen in hohen
Dosen ausgeschiittet wird, kann so durch diesen positiven Feedbackmechanismus den feta-
len Kortisolspiegel erhéhen. pCRH wurde bisher nur bei Primaten nachgewiesen (Huizink
et al. 2004).

2.3 Stresshormone und Hirnentwicklung

2.3.1 Fetale Schlafstadien als bedeutender Marker der Hirnentwicklung

Um zu untersuchen, ob pranataler Stress Entwicklungsstorungen des fetalen Gehirns ver-
ursacht, bedarf es einer geeigneten Methode, um diese Storungen sichtbar zu machen.
Aufgrund der Notwendigkeit einer funktionierenden, komplexen und disseminierten neu-

ronalen Steuerung sind das Vorhandensein und die Qualitit der zerebralen Schlafstadien
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geeignete Marker fiir die funktionelle Reifung des fetalen Gehirns (van den Bergh et al.
2005, Mirmiran 1995).

Da beim menschlichen Fetus die Moglichkeit zur invasiven Diagnostik der Reifung des
ZNS nicht moglich ist, bedient man sich indirekter Untersuchungsmethoden. So kénnen
Reifungsstorungen des fetalen ZNS durch die Analyse der fetalen Verhaltensstadien mit-
tels Ultraschalluntersuchungen und Kardiotokografie indirekt nachgewiesen werden. Die
Verhaltensstadien kénnen als Vorldufer von adulten Schlaf-Wachphasen bzw. Schlafstadi-
en betrachtet werden (van den Bergh et al. 2005, McNerney et al. 1990).

Ab der 8. Schwangerschaftswoche (SSW) lassen sich per Ultraschalluntersuchung beim
Menschen fetale Bewegungen nachweisen (de Vries et al. 1982). Ab der 26. SSW konnen
diesen Bewegungen bestimmte Herzfrequenzmuster sowie im weiteren Verlauf bestimm-
te Augenbewegungen (Rapid-Eye-Movement/REM) zugeordnet werden. Es werden vier
Schlafstadien unterschieden, wobei die Phase 1F dem N-REM- und die Phase 2F dem
REM-Schlaf zuzuordnen sind (Mulder et al. 1987, Selton et al. 2000). Ab der 26.-28. SSW
sind die Schlafstadien zunéchst temporir und ab der 36. SSW stabil ausgebildet (Uber-
sicht in Romanini et al. 1995). In der 38. SSW verbringt ein Fetus etwa 75 % in den
Stadien 1F und 2F (Nijhuis et al. 1982).

Die beim menschlichen Fetus verwendeten Methoden zur Untersuchung der Verhaltens-
stadien sind methodisch mit einer groffen Ungenauigkeit behaftet, da sie zum einen nur
einen indirekten Nachweis des Verhaltens liefern und zum anderen zu wenige Parameter
zur Beschreibung der Schlaf- bzw. Verhaltensstadien darstellen konnen. Um die zur ge-
naueren Analyse der funktionellen ZNS-Entwicklung notwendigen Daten zu erheben, wird
das Tiermodell des chronisch instrumentierten fetalen Schafs verwendet. Hierbei handelt
es sich um ein seit den 1970er-Jahren bekanntes Tiermodell, bei welchem die Moglichkeit
besteht, intrauterin mittels ECoG-Elektroden die neuronale Aktivitat direkt am fetalen
Gehirn zu bestimmen. Im Gegensatz zum beim Menschen verwendeten EEG, wird beim
ECoG die elektrische Hirnaktivitat direkt von der Hirnoberfliche durch in die Schédelka-
lotte implantierte Elektroden abgeleitet. Obwohl das Gehirn des Schafes bei der Geburt
einen hoheren Reifungsgrad als das menschliche Gehirn aufweist, ist die Entwicklung der
Schlafstadien dabei mit der des Menschen vergleichbar (Dobbing et al. 1979, Astrom
1967).

Beim fetalen Schaf konnten in Voruntersuchungen ab dem 106. Gestationstag (0.73 der
Gestation) phasenweise auftretende instabile zyklische Schwankungen im ECoG mithil-
fe nicht-linearer rechnergestiitzter Analyseverfahren nachgewiesen werden. Ab dem 112.

Gestationstag (0.77 der Gestation) sind Schlafstadienwechsel in Form von erhdhter Del-
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taaktivitdt im ECoG mittels linearer Verfahren nachweisbar (Groh 2009). Dies entspricht
einem sich entwickelnden N-REM-Schlaf und der Phase 1F der humanen Verhaltenssta-
dien. Ab dem 130. Tag (0.9 der Gestation) kénnen dann stabile Schlafstadienwechsel in
Form eines Anstiegs von Betaaktivitidt im ECoG beobachtet werden, welche einem sich
entwickelndem REM-Schlaf und somit der Phase 2F der humanen Verhaltensstadien ent-
sprechen (Groh 2009).

2.3.2 Neuronale Steuerung fetaler Schlafstadien

Aus der Reihenfolge der Entwicklung der einzelnen Schlaf- bzw. Verhaltensstadien, deren
Lange, Fragmentierung und Qualitat lassen sich Riickschliisse auf die physiologische und

pathophysiologische neuronale Entwicklung einzelner ZNS-Abschnitte ziehen.

Die Schlaf-Wachphasen unterliegen bereits im frithen Fetalalter einer komplexen Steue-
rung unterschiedlicher neuronaler Systeme (Pace-Schott 2002) So wird der REM-Schlaf
durch die in der mesopontinen Kreuzung des Hirnstamms gelegenen cholinergen REM-
ON-Neurone des Ncl. pedunculopontinus und des Ncl. laterodorsalis tegmentalis, welche
Teil der lateralen Formatio reticularis sind, initiiert. Diese Neurone synthetisieren Ace-
tylcholin, welches als exzitatorischer Neurotransmitter auf die Projektionen im Kortex,
Thalamus und posterioren Hypothalamus wirkt (Fibiger 1982). Die cholinergen Neurone
und ihre Projektionen bzw. komplexen Verschaltungen sind fiir die Initiierung und Auf-
rechterhaltung des REM-Schlafes von zentraler Bedeutung (Blanco-Centurion et al. 2007,
Deurveilher et al. 2001, Hobson et al. 1998).

Wiéhrend dem REM-Schlaf hauptsachlich cholinerge Neurone zugrunde liegen, wird der N-
REM-Schlaf durch das monoaminerge System unterhalten. Wiahrend des N-REM-Schlafs
wird das den REM-Schlaf aktivierende cholinerge System durch verschiedene im Hirn-
stamm und Hypothalamus lokalisierte monoaminerge Neuronen inhibiert (Lu et al. 2006).
Hierzu gehoren der noradrenerge Locus coeruleus und der serotonerge Ncl. raphe dorsalis
des Hirnstamms sowie die dopaminerge Area tegmentalis ventralis des Mesencephalons
und der histaminerge Ncl. tuberomammillaris des Hypothalamus (Wada et al. 1991). Tha-
lamische Schrittmacherneuronen bestimmen in Interaktion mit kortikalen Neuronen den
synchronen neuronalen Rhythmus, welcher sich als niederfrequentes und hochamplituges
EEG wihrend des REM-Schlafs darstellt (McCormick et al. 1997).

Die Umschaltung zwischen REM- und N-REM-Schlaf sowie die Schlafstadienlange werden
durch ein Zusammenspiel der cholinergen REM-ON-Zellen in der mesopontinen Kreuzung

und den adrenergen bzw. serotonergen REM-OFF-Zellen, welche sich im Locus coeruleus
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und in den dorsalen Raphekernen befinden, gesteuert. Diese interagieren als Gegentakt-
Oszillator (Pace-Schott et al. 2002). Dabei hemmen die aminergen REM-OFF-Zellen die
cholinergen REM-ON-Zellen, was zu einer Unterdriickung des REM-Schlafs und zum Auf-
treten von N-REM-Schlaf fithrt. Die Wirkung der REM-OFF-Zellen lésst durch Autoin-
hibition graduell nach. Positive Riickkopplungsmechanismen steigern die Aktivitat der
REM-ON-Zellen, welche den REM-Schlaf initiieren. Der ultardiane Gegentaktoszillator

wird durch zirkadiane Oszillatoren im Ncl. suprachiasmaticus kontrolliert (Lu et al. 2000).

2.3.3 Zerebrale Effekte einer pranatalen Glukokortikoidtherapie

Glukokortikoide sind fiir die regelrechte Entwicklung des fetalen Gehirns notwendig (Mey-
er 1985, de Kloet et al. 1999, Welberg et al. 2001). Aus der Glukokortikoidtherapie zur
Beschleunigung der fetalen Lungenreifung ist jedoch bekannt, dass die préanatale Verab-
reichung von Glukokortikoiden die neuronale Funktion und Struktur des fetalen Gehirns
beeinflusst (Coe et al. 2005). Aus Art und Weise, wie synthetische Glukokortikoide auf
das fetale Gehirn wirken, lassen sich Hypothesen fiir die Effekte von pranatalem Stress

auf das fetale Gehirn ableiten.

2.3.3.1 Akute zerebrale Effekte von synthetischen Stresshormonen auf die Hirnfunktion

Prénatal verabreichte Glukokortikoide beschleunigen die funktionelle Reifung des ZNS
beim Menschen (Groh 2009, Amiel-Tison et al. 2004). Unsere Arbeitsgruppe konnte in
vorangegangenen Untersuchungen zeigen, dass pranatal verabreichte Glukokortikoide in
der Dosierung und zu dem Zeitpunkt, wie sie klinisch zur fetalen Lungenreifung einge-
setzt werden, beim Schaf innerhalb von vier Tagen nach Applikation zu einer um mehrere
Wochen beschleunigten Reifung des REM-Schlaf-ECoGs, nicht aber des N-REM-ECoGs
fihrten (Abb. 1 und 2). Zudem fiihrte die prianatale Glukokortikoidbehandlung zu einer
persistierenden Schlafstadienfragmentierung sowie zu einer Zerstorung der zirkadianen
Schlafstadienrhythmik (Groh 2009). Sowohl die Schlafstadienfragmentierung als auch der
Verlust der zirkardianen Rhythmik sind charakteristische ECoG-Verédnderungen im Rah-

men einer Depression (Tsuno et al. 2005).

Des Weiteren ist bekannt, dass die Gabe von Betamethason die neuronale Erregbarkeit
des fetalen Gehirns beeinflusst. Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe mittels Magneten-
zephalografie ergaben, dass prianatal appliziertes Betamethason unmittelbar die Latenz-

zeiten der kortikal akustisch evozierten Potenziale beim menschlichen Fetus verzogern
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(Schleussner et al. 2004). Ferner konnte unsere Arbeitsgruppe am Schafmodell zeigen,
dass die Komplexitiat des ECoG-Signals als Zeichen einer verringerten zerebralen Aktivi-
tat 24 h nach préanataler Bethamethasongabe abnimmt (Schwab et al. 2001).

Mulder et al. konnte nachweisen, dass die pranatale Gabe von synthetischen Glukokor-
tikoiden beim Menschen Anderungen im fetalen Verhalten bewirkt, welche wahrschein-
lich durch eine Stérung der Hirnstammaktivitat verursacht werden (Mulder et al. 1997,
Mulder et al. 2004, Mulder et al. 2009). Ebenso ldsst die Funktionsédnderung des autono-
men Nervensystems in diesem Zusammenhang auf eine Anderung der Hirnstammaktivitét
schlieen (Multon et al. 1997, Frusca et al. 2001, Rotmensch et al. 2005).

Ferner haben Glukokortikoide akute Auswirkungen auf wesentliche Hirnstoffwechselakti-
vitdten. So hemmt z. B. Betamethason in klinischer Dosierung die Atmungskettenaktivitat
in den Mitochondrien (Schwab et al. 2006a).
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Abb. 1: Die Entwicklung der spektralen Eckfrequenz des ECoGs im REM-Schlaf-ECoG zwi-
schen dem 106. und 130. Gestationstag in Abhéngigkeit von einer Betamethasongabe am 107.
Gestationstag. MW + SEM; * p < 0,05 im Vergleich zum 106. Gestationstag; $ p < 0,05 im
Vergleich zur Kontrollgruppe; n = 7
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Abb. 2: Die Entwicklung der spektralen Eckfrequenz des ECoGs im N-REM-Schlaf-ECoG zwi-
schen dem 106. und 130. Gestationstag in Abhéngigkeit von einer Betamethasongabe am 107.
Gestationstag. MW + SEM; * p < 0,05 im Vergleich zum 106. Gestationstag; n = 7

2.3.3.2 Akute zerebrale Effekte von synthetischen Stresshormonen auf die Hirnstruktur

Durch eine Vielzahl von klinischen und tierexperimentellen Studien ist gesichert, dass
die antenatale Glukokortikoidgabe Einfluss auf die Struktur und Morphologie des fetalen
Gehirns hat. Zwar reift das fetale Gehirn nach einer pranatalen Glukokortikoidtherapie
schneller als bei vergleichbaren, nicht behandelten Feten (Amiel-Tison et al. 2004, Groh
2009) - dies geschieht jedoch auf Kosten einer verminderten neuronalen Proliferation. So
ist bei z. B. bei pranatal mit Glukokortikoiden behandelten Feten das Geburtsgewicht
vermindert und der Kopfumfang verringert (Huang et al. 1999, Aghajafari et al. 2002,
French et al. 1999), ebenso ist das Hirnwachstum betroffen (Modi et al. 2001, Murphy et
al. 2001).

Bereits die einmalige pranatale Gabe von Glukokortikoiden in klinischer Dosierung reicht
aus, um die neuronale Dichte im Hippocampus bei nicht-menschlichen Primaten zu ver-

ringern (Uno et al. 1990). Die pranatale Applikation von Betamethason in klinisch ver-
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wendeter Dosis im letzten Drittel der Schwangerschaft fiihrt bei nicht-menschlichen Pri-
maten zu einer Verringerung der Dichte von Mikrotubulus-assoziierten Proteinen (MAPs)
(Antonow-Schlorke et al. 2003), welche wesentlich fiir die Synaptogenese und die Stabi-
lisierung des neuronalen Netzwerkes sind (Ubersicht in Halpain et al. 2006 und Dehmelt
et al. 2005). Diese Veranderungen treten unabhéngig vom Gestationsalter auf (Antonow-

Schlorke et al. 2007).

2.3.3.83 Chronische zerebrale Effekte von synthetischen Stresshormonen

Bisher existieren nur wenige Studien, die die chronische Wirkung einer prénatalen Glu-
kokortikoidtherapie untersuchen - mit zum Teil widerspriichlichen Ergebnissen. Die chro-
nische Wirkung scheint aber im Wesentlichen von der Anzahl der prédnatalen Glukokor-
tikoidinjektion und vom Applikationszeitpunkt abhédngig zu sein. Die einmalige Gabe
von Betamethason beim Menschen zeigte in verschiedenen Nachbeobachtungsstudien, in
welcher der ldngste Nachbeobachtungszeitraum bis ins Alter von 32 Jahren reicht, kei-
ne Einfliisse einer pranatalen Glukokortikoidtherapie auf das Wachstum, das Verhalten
und/oder die psychische Kondition der Nachkommen (Collaborative Group on Antenatal
Steroid Therapy, 1984, Dalziel et al. 2005, Dessens et al., 2000). Eine einzelne Studie an
139 Kindern konnte subtile kognitive Storungen im Alter von sechs Jahren nach pranataler
Betamethasongabe nachweisen (MacArthur et al. 1982). Die mehrmalige prianatale Gabe
von Betamethason fithrte hingegen in einer nicht-randomisierten Studie an 541 Kindern
im Alter von drei bis sechs Jahren zu psychischen Verhaltensauffalligkeiten (French et al.
2004).

2.3.8.4 Programmierung der fetalen HHN-Achse

Die prinatale Glukokortikoidtherapie fiihrt zu einer Anderung der Funktion der fetalen
HHN-Achse. Die Regulation der HHN-Achse erfolgt tiber einen direkten negativen Feed-
backmechanismus (Chrousos 1998). Werden die in diesen Mechanismus eingebundenen
Glukokortikoidrezeptoren im letzten Trimenon, wahrend des Zeitraums in dem die feta-
le HHN-Achse reift, erh6hten Glukokortikoidspiegeln ausgesetzt, so kommt es zu einer
permanenten Desensitivierung dieser Rezeptoren im Sinne einer Sollwertverstellung. Die-
se Sollwertverstellung, welche durch eine Anderung der Genexpression der Glukokortiko-
idrezeptoren iiber DNS-Methylierung funktioniert (Meaney et al. 2007), fithrt im spateren
Leben zu einer verminderten negativen Riickkopplung und somit zu einer permanenten

Hyperaktivitdt der HHN-Achse. Dieser Effekt kann sowohl durch pranatalen Stress als
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auch durch eine pranatale Glukokortikoidgabe bei verschiedenen Spezies ausgelost wer-
den (Welberg et al. 2001, McMillen et al. 2005, Huizink et al. 2004, Sloboda et al. 2005,
Weinstock 2008). In der Atiologie der Depression spielt eine fehlregulierte und hyperaktive

Stressachse eine entscheidende Rolle (Antonijevic 2008).

2.3.4 Zerebrale Effekte von pranatalem Stress und Einfluss unterschiedli-

cher Expositionszeitpunkte

Im Gegensatz zu den Auswirkungen von prénatal verabreichten, synthetischen Glukokor-
tikoiden auf das ZNS sind die Auswirkungen von prénatalem Stress auf das Gehirn wenig

untersucht.

Gesichert ist, dass pranataler Stress zu einer Verdnderung der fetalen Verhaltensstadi-
en fithrt (van den Bergh et al. 2005). In vier Studien an insgesamt 204 Schwangeren
konnte nachgewiesen werden, dass pranataler Stress zu Beginn der Schwangerschaft eine
Hyperaktivitiat des Fetus im dritten Trimenon verursacht (Tenenbaum et al. 1985). Die-
se Hyperaktivitat duflerte sich vor allem in einer gesteigerten Herzfrequenzvariabilitat,
einem Anstieg der Bewegungen wahrend des REM-Schlafs und der aktiven Wachphase
sowie einer Abnahme der Zeit, den der Fetus im 1F-Stadium verbrachte (van den Bergh
et al. 1989, Sjostrom et al. 2002, Mulder et al. 2002). Weitere Studien konnten eine Hype-
raktivitdt bereits ab der 24. SSW nachweisen (DiPietro et al. 1999, DiPietro et al. 2002).
Akuter Stress wahrend des frithen zweiten Trimenons hatte hingegen keinen akuten Effekt
auf die fetalen Verhaltensstadien (Mulder et al. 2002, Bartha et al. 2003, Niederhofer et
al. 2004).

Der Zeitpunkt der Stresserfahrung wahrend der Schwangerschaft hat eine wesentliche Be-
deutung fiir die Effekte von prianatalem Stress bzw. prianatalen Glukokortikoiden. Einige
Effekte konnen nur nachgewiesen werden, wenn der Stress wahrend einer bestimmten Zeit-
periode appliziert wurde. So erhoht pranataler Stress z. B. das Risiko der Nachkommen
an Schizophrenie zu erkranken nur, wenn der Stress wahrend der Frithschwangerschaft
erlebt wurde (Khashan et al. 2008, Malaspina et al. 2008). Ebenso scheint die Intensitét
der ADHS-Symptomatik bei Kindern am grofiten zu sein, wenn préanataler Stress wah-
rend des ersten Trimenons gewirkt hat (Rodriguez et al. 2005b). Laplante et al. konnten
einen Zusammenhang zwischen den intellektuellen Fahigkeiten von Zweijahrigen und pra-
natalem Stress der Mitter nur nachweisen, wenn dieser Stress wihrend der ersten sechs
Monate der Schwangerschaft erfahren wurde (Laplante et al. 2004). Huizink et al. fanden

hingegen einen Zusammenhang zwischen einem erhéhten maternalen Kortisolspiegel wah-
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rend des dritten Trimenons und einer verminderten kognitiven Leistung bei drei Monate
alten Sauglingen und einer verminderten motorischen Leistung bei drei und acht Monate
alten Sauglingen (Huizink et al. 2003).

Es gibt bisher nur wenige tierexperimentelle Studien, die Stress wahrend der Frithschwan-
gerschaft mit Stress wiahrend der Spatschwangerschaft vergleichen. Diesen Studien ist al-
lerdings gemeinsam, dass sich die Auswirkungen desselben Stressors zu unterschiedlichen
Zeitpunkten teils erheblich unterscheiden (Hauser et al. 2007, Kranendonk et al. 2006,
Woods et al. 2005). Dabei verursachte Stress in der Frithschwangerschaft stérkere kogniti-
ve und verhaltensbezogene Probleme als Stress gegen Ende der Schwangerschaft (Mueller
et al. 2008, Schneider et al. 1999), auch wenn einzelne Studien keine zeitlichen Effekte
von préanatalem Stress nachweisen konnten (Coe et al. 2003). Ein moderater Glukokortiko-
idanstieg wahrend der Endphase der Schwangerschaft bzw. in der frithen Postnatalperiode
scheint zum Teil giinstige Einfliisse auf die Entwicklung des ZNS zu haben (Davis et al.
2010, Catalani et al. 2002, Scaccianoce et al. 2001).

Obwohl gesichert ist, dass préanataler Stress mit einer umfangreichen Anzahl von neu-
ropsychologischen Storungen beim Menschen assoziiert ist und die Ergebnisse aus der
Erforschung der zerebralen Nebenwirkungen einer antenatalen Glukokortikoidtherapie in
die gleiche Richtung zeigen, sind bisher nur wenige experimentelle Studien vorhanden, die

die Auswirkungen von pranatalem Stress auf die fetale zerebrale Entwicklung untersuchen.
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3 Ziele der Arbeit

Das Ziel der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit war es, nachzuweisen, dass pra-
nataler Stress analog zur pranatalen Glukokortikoidgabe erstens die fetale funktionelle
Hirnreifung fordert, welche zweitens mit einer Fragmentierung der fetalen Schlafstadien

vergesellschaftet ist, wie es bei depressiven Patienten beobachtet werden kann.

Es gibt Hinweise, dass sich pranataler Stress wahrend unterschiedlichen Zeitfenstern auf
die neuropsychologische Entwicklung des Fetus auswirkt. Diese Auswirkungen gipfeln in
Erkrankungen wie Schizophrenie, Depressionen, ADHS sowie in einer verminderten kogni-
tiven Leistung. Die derzeit verfiigharen Studien konzentrieren sich dabei hauptsachlich auf
den epidemiologischen Nachweis des Zusammenhangs von préanatalem Stress und den eben
erwahnten Storungen. Dabei wurde pranataler Stress grofitenteils ohne Berticksichtigung

der physiologischen Stressantwort durch subjektiv-individuelle Messverfahren bestimmt.

Tierexperimentelle Untersuchungen, welche die Auswirkungen von pranatalem Stress im
Verlauf der Schwangerschaft direkt am fetalen Gehirn untersuchen, sind noch nicht durch-
gefiihrt worden. Dabei sind diese tierexperimentellen Untersuchungen Voraussetzung, um
die Auswirkung und den Mechanismus des pranatalen Stresses zu verstehen und um darauf

aufbauend wissenschaftlich fundierte, primarpréaventive Mafinahmen zu entwickeln.

Wesentliche Erkenntnisse der Wirkung von Glukokortikoiden auf das fetale Gehirn konn-
ten aus der Analyse der prianatalen Glukokortikoidtherapie zur fetalen Lungenreifung ge-
wonnen werden. Unsere Arbeitsgruppe konnte in vorhergehenden Untersuchungen zeigen,
dass die einmalige prinatale Gabe von synthetischen Glukokortikoiden in der zur fetalen
Lungenreifung klinisch angewendeten Dosierung und zum klinisch relevanten Zeitpunkt,
namlich zu Beginn des dritten Trimenons, beim fetalen Schaf die funktionelle Hirnreifung
beschleunigt. Die funktionelle Hirnreifung betraf vor allem das cholinerge Neuronensys-
tem, welches dem REM-Schlaf zugrunde liegt (Groh 2009).

Wir konnten ebenfalls zeigen, dass diese beschleunigte Reifung mit einer funktionellen
Anderung, nimlich einer Schlafstadienfragmentierung wie sie bei Depressionen gefunden
wird, einhergeht (Groh 2009).

Unbekannt ist, ob auch pranataler Stress die Hirnreifung in der Form, wie wir sie nach ei-
ner pranatalen Glukokortikoidgabe beobachten konnten, beschleunigt und ob diese frithere
Reifung analog zur pranatalen Glukokortikoidgabe ebenfalls zu einer Schlafstadienfrag-

mentierung fiihrt.

Wir tiberpriiften daher durch unsere Untersuchungen folgende Hypothesen:
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1. Prénataler Stress wéihrend des ersten und zweiten Trimenons fiihrt — analog zur
einmaligen pranatalen Glukokortikoidgabe im dritten Trimenon - zu einer beschleu-
nigten funktionellen Hirnreifung, die anhand der Schlafstadienentwicklung zu beob-

achten ist.

2. Prénataler Stress wahrend des ersten und zweiten Trimenons fithrt — analog zur
einmaligen prénatalen Glukokortikoidgabe im dritten Trimenon - zu einer Storung
der Hirnfunktion des fetalen Gehirns, die anhand einer Schlafstadienfragmentierung

zu beobachten ist.

Fir unsere Untersuchungen ist das Schaf besonders geeignet, da die Hirnreifung und
im speziellen die Reifung der Schlafstadien des fetalen Schafes in grofien Teilen mit der
des Menschen vergleichbar ist. Zum anderen handelt es sich bei Schafen um eine soziale
Spezies, welche durch Isolation unter standardisierten Bedingungen tiber einen langen
Zeitraum der Schwangerschaft mit einer vertretbaren Adaptation gestresst werden kann.
Die Grofie und Robustheit der Tiere erlaubt zudem die intrauterine ECoG-Ableitung.

Da bereits bekannt ist, dass die den Schlafstadien zugrunde liegenden neuronalen Systeme
zu Beginn des dritten Trimenons auf eine Behandlung mit Glukokortikoiden reagieren und
noch unbekannt ist, ob auch andere vulnerable Zeitfenster wahrend der Schwangerschaft
existieren, wiahlten wir im Rahmen dieser Arbeit als Zeitspanne der Stressung das erste

und zweite Trimenon.
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4 Methodik

4.1 Experimentelles Protokoll

4.1.1 Uberblick

Alle dieser Arbeit zugrunde liegenden Experimente wurden am Tiermodell des chronisch
instrumentierten fetalen Schafes durchgefiihrt, nachdem die Genehmigungen der Tier-
schutzkommission des Landes Thiiringen und des Cornell University Animal Use and Care
Committees vorlagen. Als Versuchstiere wurden Tiere der Schafrasse Merino-Schwarzkopf
und Merino-Langhaar bzw. deren amerikanischer Entsprechung Rambouillet-Colombia
verwendet. Die chronische Stressung der Schafe fand im Friedrich-LofHer-Institut in Jena
sowie im Institut fiir Tierversuchskunde der Friedrich-Schiller-Universitat in Jena statt.
Die terminierte Verpaarung, Instrumentierung und Datengewinnung wurden hauptséch-
lich durch und im Institut fiir Tierversuchskunde der Friedrich-Schiller-Universitét in Jena
(Versuchs- und Kontrollgruppe) sowie zu einem geringeren Teil im Dept. of Biomedical
Sciences, Laboratory for Pregnancy and Newborn Research, Cornell University, [thaca,

New York, USA (Kontrollgruppe) durchgefiihrt.

Unsere Arbeitsgruppe kann auf eine mehrjéhrige Erfahrung im Umgang mit diesem Mo-
dell, an dem bereits im Jahr 1972 die pranatale Glukokortikoidtherapie zur Férderung der

fetalen Lungenreifung entwickelt wurde, zuriickblicken.

Der Versuchsablauf gliedert sich in zwei Phasen. Wéhrend der ersten Phase wurde der
Zyklus der nicht-trachtigen Mutterschafe durch eine hormonelle Behandlung synchroni-
siert und die synchronisierten Muttertiere anschlieend terminiert verpaart. Die trachtigen
Muttertiere wurden dann vom 30.-100. Gestationstag (0.2 - 0.66 Gestation) chronischem
Stress durch soziale Isolation ausgesetzt und ab dem 105. Gestationstag chirurgisch in-
strumentiert. Die zweite Phase diente der Datengewinnung. Es wurde das fetale ECoG
sowie weitere physiologische Parameter am nichtsedierten Fetus intrauterin abgeleitet und

anschliefend ausgewertet.
Der zeitliche Ablauf ist in der Abb. 3 im Uberblick dargestellt.

Fiir die terminierte Verpaarung und die Stressphase wurden zwei Personen benétigt. Fir
die Instrumentierung standen zwei sterile Operateure sowie ein steriler und ein unsteriler
Assistent zur Verfligung. Die anschlieBende Datenerhebung sowie die Durchfithrung wei-

terer Experimente (Ergebnisse nicht Teil dieser Arbeit) erforderte die Anwesenheit von
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Phase 1 Phase 2
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Abb. 3: Experimentelles Protokoll

zwei Personen. Fiir die Dauer der Experimente stand stets ein Tierarzt zur Uberwachung

und Versorgung der Tiere zur Verfligung.

Mir oblag in weiten Teilen die Verantwortung fiir die terminierte Verpaarung, die chro-
nische Stressung, die Durchfithrung der Experimente sowie die Datenauswertung und

Interpretation.

4.1.2 Gruppeneinteilung

Aufgrund der invasiven Mafinahmen am Fetus, der geplanten Dauer der Ableitungen und
den zu erwartenden Ausfillen wurden zwei Versuchstiergruppen gebildet. Bei den Tie-
ren der Gruppe 1 (n = 7) wurden vom 110.-119. Gestationstag und bei den Tieren der
Gruppe 2 (n = 7) vom 119.-135. Gestationstag Daten mittels ECoG-Ableitung erhoben.
Die Zuordnung zu den jeweiligen Gruppen erfolgte randomisiert. Es wurden insgesamt
sieben Ableitungszeitpunkte definiert (110., 113., 119., 122., 128., 131., 135. Gestations-
tag) zu denen die Datenerhebung und Datenanalyse durchgefiihrt wurden. Aufgrund einer
begrenzten Anzahl an Versuchsplatzen und der daraus resultierenden Rotation der Ver-
suchstiere, sind die angegebenen Gestationszeitpunkte im weiteren Verlauf der Arbeit

jeweils +/- 1 Gestationstag genau.
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4.1.3 Versuchsablauf

4.1.3.1 Phase 1: chronische Stressung der Muttertiere und chirurgische Instrumentierung
der Feten

Die Versuchstiere wurden zur Gewéhrleistung eines exakt bekannten Gestationsalters ter-
miniert verpaart. Hierzu wurden die nicht-trachtigen Mutterschafe hormonell vorbehan-
delt und anschliefend durch unterschiedliche Bocke gedeckt. Durch Messung der Proges-
teronwerte am 18. Gestationstag wurde zwischen trachtigen und nicht-trachtigen Tieren

unterschieden.

Die Versuchstiere wurden ab dem 25. Gestationstag vom Freiland in das Versuchsla-
bor transportiert und unter standardisierten Bedingungen (12 h Licht, 12 h Dunkelheit,
20 °C Raumtemperatur) bei freiem Zugang zu Futter und Wasser gehalten. Jedes Tier
wurde zwischen dem 30. und dem 100. Gestationstag pro Woche zweimal in standardisier-
ten Laboren isoliert. Die Einzelisolation erfolgte aufler Sicht- und Horweite eines anderen
Versuchstiers. Die verwendeten Labore waren hell beleuchtet, ca. 5 qm grof, temperiert
(18 °C) und mit einem Wasserspender ausgestattet. Die Tiere hatten wahrend der Stres-
sung keinen Zugang zu Nahrung. Es wurden jeweils 20 Isolationen pro Tier durchgefiihrt.
Die Isolationsdauer betrug drei Stunden. Durch die Rotation der Versuchszeit sowie der
Versuchslabore wurde sichergestellt, dass sich kein Tier an eine bestimmte Stresszeit, einen

bestimmten Stresstag oder an ein bestimmtes Labor adaptieren konnte.

Zur Erfolgskontrolle der Stressung wurden zu fiinf verschiedenen Gestationstagen die ma-
ternalen Kortisolwerte (nmol/l) im Serum bestimmt. Weiterhin wurde ein sogenannter
integrierter Kortisolspiegel (nmol*min/1) als Flache unter den so entstandenen Kurven

tiber die 180 Minuten Isolationsdauer pro untersuchtem Termin/Gestationstag berechnet.

Die Zeitspanne der Stressung entspricht beim Schaf 0.2 und 0.66 der Gestation bei einer
Gestationsdauer von 146 Tagen. Beim Menschen entspricht dies einer Stressung zwischen
der 8. SSW und 26. SSW bei einer Gestationsdauer von 267 Tagen.

Samtliche Tiere wurden vor der Instrumentierung mindestens fiinf Tage zur Akklimatisa-
tion bei Futter ad libitum und standardisiertem Hell-Dunkel-Rhythmus (10 h Licht von
8.00 -18.00 Uhr) in den Laborraumen eingestallt. Nach 24 h Nahrungskarenz wurden die
Tiere mit 1 g Ketamin (Ketaflo, Abbott, USA bzw. Ketamin 10, Atarost, Deutschland)
i.m. pramediziert. Die chirurgische Instrumentierung erfolgte grundsétzlich zwei Tage vor

der Datenerhebung unter Intubationsnarkose mit 1,5 % Isofluran und 100 % Sauerstoff.
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Zunéchst wurde dem Muttertier zur Blutprobengewinnung und postoperativen Schmerz-
und Infektionsprophylaxe die linke V. jugularis externa katheretisiert (Polyvenyl-Katheter,
Tygon, Norton Performance Plastic, USA bzw. Riischelit, Riisch, Deutschland). Zur In-
strumentierung des Fetus wurde das maternale Abdomen medial eréffnet und ein Uterus-
schnitt durchgefiithrt. Der Fetus wurde schonend bis zu den oberen Extremitiaten entwi-
ckelt. Zur arteriellen Blutdruckmessung sowie zur Blutprobenentnahme implantierten wir
dem Fetus durch die linke A. carotis com. einen Polyvenylkatheter in der linken Aorta
aszendens. Zur Medikamentenapplikation im Rahmen einer weiteren Studie wurden ferner
tiber die linke V. jugularis externa ein weiterer Katheter in der V. cava anterior (entspricht
der humanen V. cava superior) implantiert. Zur Korrektur des hydrostatischen Druckes
im Rahmen der fetalen Blutdruckmessung sowie postoperativen Antibiotikaapplikation

platzierten wir einen weiteren Katheter in der Amnionhdéhle.

Zur kontinuierlichen ECoG-Ableitung implantierten wir insgesamt fiinf Elektroden (Coo-
ner Wire, Cathsworth, USA bzw. LIFYY, Metrofunk Kabel-Union, Deutschland) in die
fetale Kalotte - jeweils zwei Elektroden biparietal und zwei weitere bitemporal, ca. 10
mm in jeder Richtung vom Bregma entfernt. Eine weitere Elektrode wurde zentral in das
Os frontale, ca. 2 mm vom Bregma entfernt implantiert. Die Elektroden wurden mittels
Messingschraubchen sowie einem Kaltpolymerisat (Kallocryl, Laborchemie Glockenstadt
Apolda, Deutschland) fixiert und isoliert (schematische Darstellung in Abb. 4).

Zur Aufzeichnung von Uteruskontrakturen wurden zwei Drahtelektroden in die Uterus-
muskulatur eingendht. Zur kontinuierlichen Ableitung des fetalen EKGs wurden drei
Drahtelektroden in die Brustwandmuskulatur eingenidht. Zur Differenzierung der Schlaf-
stadien wurden supra- und infraorbital jeweils eine Elektrode in das Os zygomaticum
sowie das Os frontale eingebracht und mittels Messingschrdubchen sowie dem o. g. Kalt-
polymerisat fixiert und isoliert. Zur Ableitung des EMGs wurden zwei Elektroden in die
tiefe Nackenmuskulatur eingendht. Der Fetus wurde anschliefend in den Uterus zuriick-
gelegt und dieser verschlossen. Samtliche Katheter und Elektroden wurden durch eine
Inzision in der Flanke des Mutterschafes nach auflen gefihrt (Abb. 4).

Postoperativ wurden alle Katheter direkt an eine Infusionspumpe angeschlossen und wéh-
rend der gesamten Versuchsdauer mit heparinisierter Kochsalzlosung gespiilt (Infusions-
rate 0,7 ml/h bei 15 TU pro ml, Heparin Natrium 25000, Ratiopharm, Deutschland).
Des Weiteren erhielt jedes Muttertier zur Infektionsprophylaxe praoperativ 1 g Ampicil-
lin (Ampicillin, Ratiopharm, Deutschland bzw. AMP-Equine; SmithKline Beecham, West
Chester, PA; USA) i. m. und postoperativ fir drei Tage zweimal téglich jeweils 0,5 g Ampi-

cillin i. v. sowie in die Amnionhohle. Zur Analgesie applizierten wir 2 x 1 g Phenylbutazon
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ECoG

EOG

EMG (Nacken)
EKG

EMG (Uterus)

V. cava anterior
Aorta aszendens

Abb. 4: Der instrumentierte Schaffetus in utero mit Kathetern in der Amnionhéhle, der V.
cava anterior und der Aorta aszendens sowie ECoG-Elektroden in der Schidelkalotte, EOG-
Elektroden supra-/infraorbital, EMG-Elektroden in der Uteruswand sowie im fetalen Nacken
und EKG-Elektroden in der supraskapulidren Muskulatur; modifiziert nach Riisse und Sino-
watz 1991

oral (Equiphene paste, Luitpold Pharmaceuticals, USA) bzw. 2 x 150mg Phenylbutazon
(Phenylbutazon c¢p-pharma, Deutschland) i. m. {iber zwei Tage. Am Operationstag appli-
zierten wir zusétzlich 2 x 2000 mg Metamizol (Arthripur, Atarost, Deutschland) i. v..

4.1.3.2 Phase 2: Datenerhebung

Nach der chronischen Instrumentierung der Schafsfeten wurde am zweiten postoperati-
ven Tag mit der Ableitung des fetalen ECoGs und der Aufzeichnung von Herzfrequenz,
Blutdruck, Amniondruck, Nacken-EMG, ECoG und Uteruskontraktionen begonnen. Die
Signale wurden verstarkt (Verstarker Modelle 5900 und 6600, Gould Instruments, Gould,
USA), durch einen Hardwarefilter gefiltert (Bandbreiten fiir ECoG 0,3-100 Hz, EKG:
30-300 Hz) und anschliefend iiber einen A/D-Wandler (DT2801F, Data Translation,
USA, bzw. DI-400-PGH, DATAQ Instruments, USA) digitalisiert und mittels des Mess-
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programms WINDAQ (DATAQ Instruments, Inc, USA) kontinuierlich auf einem Rechner
aufgezeichnet. Aufgrund der begrenzten Anzahl von Messplitzen und der langen Auf-
zeichnungsdauer wurden die Tiere in einem Rotationsverfahren fiir 24 h an den Messplatz
angeschlossen. Um den fetalen Gesundheitszustand zu kontrollieren, wurden alle Tiere
wahrend der gesamten Monitoringphase einer tdglichen Blutgasuntersuchung unterzogen.
Mittels eines Blutgasanalysators (ABL 600, Radiometer, Kopenhagen, Danemark) wur-
den pOy, pCO,, Oo-Sattigung und pH-Wert bestimmt. Alle Tiere wurden ausreichend mit
Wasser und Nahrung versorgt. Ein natiirlicher Hell-Dunkel-Rhythmus wurde durch ein
automatisiertes Lichtsystem mit einer Lichtphase von 8 bis 18 Uhr und einer Dunkelphase
von 18 bis 8 Uhr erreicht.

An allen Versuchstieren wurden im Abstand von fiinf Tagen weitere Untersuchungen zur
Messung der Reifung des autonomen Nervensystems mittels Phenylephrin zur Blutdruck-
erh6hung und Natriumnitroprussid zur Blutdrucksenkung durchgefiithrt. Die Ergebnisse

sind nicht Gegenstand dieser Arbeit.

4.2 Analyse des Elektrokortikogramms

4.2.1 Lineare Leistungsspektralanalyse des ECoGs

Zur Spektralanalyse des ECoG-Signals wurde die Software ATISA fiir WINDOWS (In-
stitut fiir Medizinische Statistik, Informatik und Dokumentation der Friedrich-Schiller-
Universitat ~ Jena,  Deutschland)  verwendet.  Die  Spektralanalyse  mittels
Fast-Fourier-Transformation (FFT) ist die Standardmethode zur Qualifizierung der im
ECoG-Signal hauptsichlich enthaltenden Frequenzen und dient der Beschreibung der
hirnelektrischen Aktivitdt. Die zuvor mithilfe einer Voranalyse ausgewéahlten 10-miniitigen
ECoG-Abschnitte wurden automatisch in 150 sich nicht tiberlappende Abschnitte von 4
Sekunden Lénge geteilt und mittels FFT analysiert. Dabei wurden die absolute und rela-
tive Bandleistung sowie die Bandeckfrequenz fiir die Frequenzbénder der Gesamtleistung
(1,5-30 Hz), des Deltabands (1,5-4 Hz), des Thetabands (4-8 Hz), des Alphabands (8-13
Hz) sowie des Betabands (13-30 Hz) bestimmt. Die Eckfrequenz gilt als sensitiver Parame-
ter der Reifungsanalyse des fetalen ECoGs und wird als die Frequenz definiert, unterhalb
der sich 95 % der spektralen Leistung befindet (Szeto 1990).
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4.2.2 Nicht-lineare Analyse des ECoGs

Zur Beurteilung des ECoG-Signals kam neben der linearen Spektralanalyse ein innovati-
ves nicht-lineares Analyseverfahren zum Einsatz, welches von Frau Dr. Schwab (Institut
fiir Medizinische Statistik, Informatik und Dokumentation, Friedrich-Schiller-Universitéat
Jena) entwickelt wurde (Schwab K. et al. 2009). Dieses Analyseverfahren schatzt tiber
einen sogenannten Punktvorhersagefehler die theoretische Vorhersagharkeit eines Signals
und ist damit ein Maf fiir die nicht-lineare Stabilitdt des zu untersuchenden Prozesses.
Dieses nicht-lineare Mafl konnte z. B. erfolgreich zur Analyse des fetalen ECoGs wéihrend
unbeeinflusster Schlafstadien bzw. wiahrend vibroakustischer Stimulationen (Schwab et al.
2001) aber auch zur Analyse von im Frithstadium auftretender unreifer REM-/N-REM-
Schlafmuster im fetalen ECoG (Schwab et al. 2006b) eingesetzt werden und erwies sich

dort als sensitiver als die lineare Spektralanalyse (Eckfrequenz).

Das menschliche ECoG ist ein hoch-komplexes und zumeist instationédres Signal. Linea-
re Methoden wie die Spektralanalyse werden zwar oft zur Quantifizierung des ECoGs
herangezogen, sind jedoch nicht in der Lage, die haufig sehr komplexen Prozesse, die wah-
rend neuronaler Aktivitdten im menschlichen Gehirn ablaufen, zu quantifizieren. Durch
eine nicht-lineare ECoG-Analyse wird im Allgemeinen die hochkomplexe Informations-
verarbeitung des Gehirns wesentlich besser widergespiegelt als durch eine reine lineare
Analyse (Ubersichtsartikel in Stam 2005 und Thakor et al. 2004). Die Quantifizierung der
nichtlinearen Stabilitat ist ein mogliches Mafl zur Beschreibung von Signalanderungen im
Zeitverlauf. Ein hoher Punktvorhersagefehler steht dabei fiir eine weniger stabile und da-
mit komplexere, ein niedriger Punktvorhersagefehler fiir eine stabilere und damit weniger
komplexe ECoG-Aktivitat.

Die Basis des Algorithmus zur Schiatzung des Punktvorhersagefehlers ist der Wolf-Algo-
rithmus, welcher der Schiatzung des fithrenden Lyapunov-Exponenten dient. Ausgangs-

punkt der Betrachtungen ist eine ein-dimensionale Zeitreihe der Lange N:

.....

Nach Takens (Takens et al. 1981) ist es moglich, eine solche Zeitreihe mithilfe eines Ver-

zogerungsparameters 7 in einen multidimensionalen Raum zu tiberfithren:
Vt)={zt;),z(t;+7),...,2(t; + (D —1)7)} (2)

wobei i =1,...,N — (D, — 1)7 gilt. Weiterhin bezeichnet 7 die Zeitverzogerung, D, die Fin-

bettungsdimension, {z(t)}ioy N die gemessene Zeitreihe und

.....

V() ={x ),z (t;i+7),...,2(t; + (D. —1)7)} die Trajektorie im Phasenraum.
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Beginnend mit einem beliebigen Punkt V' (¢;) auf einer Trajektorie V' wird nach dem (im
euklidischen Sinne) néchsten Nachbarpunkt im Phasenraum gesucht. Die Entfernung die-
ses Punktes zum Ausgangspunkt sei D(t;). Nach einer spezifischen Entwicklungszeit k
ist die Entfernung der untersuchten Punkte im Phasenraum D’(t; + k). Diese Prozedur
wird fiir jeden beliebigen Punkt V' (¢;) im Phasenraum wiederholt. Die einzelnen Vorher-
sagefehler PV F; fiir jeden Zeitpunkt ¢ konnen entsprechend folgender Formel berechnet
werden(i =1,...N — (D. — 1)7 — k) :
PVF; = Llog, 25t (3)

Dabei bezeichnet ¢; den aktuellen Zeitpunkt, D(¢;) den kleinsten euklidischen Abstand
zum Zeitpunkt t;, D'(¢; + k) den entwickelten Abstand zum Zeitpunkt ¢; + k, k die Ent-
wicklungsschritte, f die Abtastrate und PV F; die einzelnen geschétzten Vorhersagefehler.
Die logarithmische Beziehung (3) driickt den Grad der Abhéngigkeit des Verlaufes der un-
tersuchten Punkte von den Initialbedingungen aus und ist ein Maf} fiir die lokale exponen-
tielle Divergenz bzw. Konvergenz benachbarter Trajektorien im Phasenraum. Die lokale
exponentielle Divergenz bzw. Konvergenz definiert die theoretische Vorhersagbarkeit und
damit die Kausalitat der zu untersuchenden Zeitreihe. D’(¢; +k) > D(t;) ist Aquivalent zu
einer Divergenz der untersuchten Punkte im Phasenraum. Es resultiert PV F; > 0. Kleine
Anderungen der Initialbedingungen begriinden damit grofie Verdnderungen iiber die Zeit.
Ein hoher positiver Wert des Vorhersagefehlers bedeutet eine sehr niedrige Vorhersagbar-
keit oder Kausalitat, PV F'i < 0 reprasentieren einen periodischen bzw. quasiperiodischen

Prozess oder eine Konvergenz in Richtung eines Gleichgewichtszustandes.

Der Punktvorhersagefehler wurde fiir jeden vorhandenen Datenpunkt berechnet. Die re-
sultierende Zeitreihe der Punktvorhersagefehler wurde anschlieSfend mit einem Rechteck-
fenster gegléttet (Fensterlinge 256 Datenpunkte bzw. 4 sec). Zusétzlich wurden die ein-
zelnen Punktvorhersagefehler fiir definierte ECoG-Abschnitte gemittelt, um neben dem

zeitlichen Verlauf auch einen mittleren Vorhersagefehler fiir die jeweils zu untersuchenden
ECoG-Abschnitte zu erhalten.

Wie bei allen nicht-linearen Verfahren héngen die absoluten Werte der PV F; von einer
ausreichend groflen Zahl an Datenpunkten und verschiedenen speziellen Parametern wie
der Einbettungsdimension De, der Zeitverzogerung 7 sowie der Entwicklungszeit k ab.
Nach sorgfaltiger Testung aller Parameter wurde eine Einbettungsdimension von 16 ms,
eine Verzogerungszeit von 150 ms und eine Entwicklungszeit von 75 ms gewahlt. Die
10 gewéhlten 10-mintitigen ECoG-Abschnitte (das entspricht bei der gewéhlten Abtast-
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frequenz von 64 Hz 38400 Datenpunkten) erwiesen sich als ausreichend fiir die Berech-

nung des Punktvorhersagefehlers.

4.2.3 Auswahl der ECoG-Abschnitte und Zuordnung zu den Schlafstadien

Das fetale ECoG wurde pro Tier und Ableitungszeitpunkt mittels der in die Kalotte im-
plantierten Elektroden fiir mindestens 24 h kontinuierlich aufgezeichnet. Die lineare und
nicht-lineare ECoG-Analyse erfolgte anhand von représentativen, artefaktfreien ECoG-
Stiicken von 10-miniitiger Dauer. Die kontinuierliche Aufzeichnung erfolgte biparietal und
bifrontal, wobei nur das biparietale ECoG ausgewertet wurde. Soweit aufgrund von Stor-
artefakten moglich, wurde nur das néchtliche ECoG (22:00 bis 8:00 Uhr) untersucht, um
eine mogliche Beeinflussung der Ergebnisse aufgrund von tierpflegerischen Tétigkeiten,
maternalen und fetalen Bewegungsartefakten, Uteruskontraktionen sowie den o. g. wei-
teren Experimenten, weitestgehend auszuschliefen. Die Auswahl der ECoG-Abschnitte

erfolgte reprasentativ aus einer Voranalyse von mindestens 180 Minuten kontinuierlicher
ECoG-Aufzeichnung.

Am 110. Gestationstag war mithilfe der linearen Analyse noch keine zyklische Aktivitat
im analysierten ECoG zu beobachten. Eine Zuordnung von ECoG-Abschnitten zu Schlaf-
stadien erfolgte zu diesem Zeitpunkt mithilfe der Berechnung und grafischen Darstellung
des Punktvorhersagefehlers. Hiermit wurden deutliche zyklische Aktivitdten innerhalb
der analysierten ECoG-Abschnitte sichtbar. Bereiche mit einer Mindestdauer von zwei
Minuten, deren Vorhersagefehler mindestens 5 % tiber dem Mittelwert des 180-mintitigen
ECoG-Abschnitts lagen, wurden dem Stadium der kortikalen Aktivierung zugeordnet. La-
gen die Bereiche mehr als 10 % unter dem Mittelwert des 180-mintitigen ECoG-Abschnitts,
wurde dieser Abschnitt dem Stadium der kortikalen Deaktivierung zugeordnet. Abschnit-
te, die weder dem Stadium der kortikalen Aktivierung, noch dem Stadium der kortikalen

Deaktivierung zuzuordnen waren, wurden als nicht-klassifizierbar bezeichnet.

Ab dem 113. Gestationstag wurde zur Voranalyse das lineare Analyseverfahren verwendet.
Es wurden dieselben Grenzwerte wie beim Punktvorhersagefehler angewandt. Ab diesem
Zeitpunkt war auch mithilfe des linearen Analyseverfahrens, zu deren Berechnung weniger
leistungsstarke Rechner eingesetzt werden konnten, eine sichere Zuordnung der ECoG-
Abschnitte zu den jeweiligen Schlafstadien moglich. Es wurden am 113. Gestationstag
iiberwiegend und ab dem 119. Zeitpunkt ausschliefllich zehnminiitige ECoG-Abschnitte

zugeordnet.

Ab dem 119. Gestationstag konnte zusétzlich im nativen ECoG die kortikale Aktivierung
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an einem niedrigamplitudigen, hochfrequenten ECoG-Muster und den sich entwickeln-
den N-REM-Schlaf an einem hoch amplitudigen, niegrigfrequenten ECoG-Muster erkannt
werden. Die visuelle Auswertung wurde unterstiitzend zur oben beschriebenen Voranalyse

verwendet.

4.3 Statistische Analyse der Daten

Zur statistischen Untersuchung auf Signifikanz kamen nichtparametrische Tests zur An-

wendung, da die Spektralwerte im ECoG keiner Normalverteilung folgen.

Der Vergleich auf Mittelwertsunterschiede zwischen den Tiergruppen fiir die Spektral-
parameter, die Schlafstadienldnge und die Vorhersagefehler des ECoGs wurde mit dem
U-Test von Mann & Whitney durchgefiihrt. Zur Prifung auf Verdnderung in der zentralen
Tendenz innerhalb der Versuchsgruppen fiir die genannten Parameter fand der Vorzeichen-
Test Verwendung. Die Ergebnisse sind, wenn nicht anders angegeben, als Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwertes (MW + SEM) dargestellt. Eine Irrtumswahrscheinlich-
keit von p < 0.05 wurde als signifikant betrachtet.

Die statistische Betrachtung der untersuchten Parameter tiber einen Zeitverlauf fiihrte zu
mehrfachen Tests zwischen den Tiergruppen bzw. innerhalb einer Versuchsgruppe. Um
das multiple Signifikanzniveau alpha = 0.05 einzuhalten, wurde das Korrekturverfahren
von Holm verwendet (Kang et al. 2009) Zur Diskussion des multiplen Signifikanzniveaus
und iiber die Fehlerhdufigkeit bei der ECoG-Auswertung sieche Hemmelmann et al. 2005.
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5 Ergebnisse

5.1 Physiologische Parameter

Wiéhrend des gesamten Versuchsablaufs waren alle Muttertiere in einem guten Allgemein-

zustand. Es wurden sowohl klinisch als auch elektromyografisch keine Anzeichen einer
beginnenden Geburt beobachtet.

Die arteriellen Blutgase pCOy und pOy sowie der pH-Wert und die Os-Sattigung der
Stress- und Kontrolltiere waren wahrend des Beobachtungszeitraums vom 109. bis 130.
Gestationstag konstant. Es fand keine Entwicklung der genannten Parameter innerhalb

der jeweiligen Gruppe in diesem Zeitraum statt (Abb. 5).

Der pCOq der Stressgruppe am 109. und 130. Gestationstag war im direkten Vergleich
zur Kontrollgruppe erniedrigt (Abb. 5).

arterieller pH-Wert 70 1 arterieller pCO,
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Abb. 5: Entwicklung der fetalen Blutgase sowie deren direkter Vergleich zwischen Kontroll- und
Stressgruppe zwischen dem 109. und 130. Gestationstag. MW + SEM; * p < 0.05 im Vergleich
zur Kontrollgruppe; n = 7
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5.2 Chronische Stressung der Muttertiere

Die Isolation der Tiere erfolgte vom 30. bis zum 100. Gestationstag fiir eine Dauer von 180
Minuten zweimal pro Woche. Die Messung der Plasmakortisolkonzentration zur Kontrolle
der individuellen Stressantwort der Muttertiere erfolgte am 30., 44., 59., 72., und 88.
Gestationstag. Es wurden jeweils 15 Minuten vor jeder Isolation (Basiswert) sowie 15,
60, 120 und 180 Minuten nach Beginn der Isolation venoses Blut aus der maternalen

V. jugularis entnommen.

Die wiederholte Isolation der Muttertiere fihrte im Vergleich mit dem Basiswert (15
Minuten vor der Stressung) zu allen gemessenen Gestationstagen zu einem Anstieg der
Plasmakortisolkonzentration (Abb. 6 und 7). Die individuelle minimale und maximale
Gesamtkortisolausschiittung der Muttertiere unterlag wahrend der Stressung einer grofien
Spannbreite (Abb. 7).

Der iiber die Dauer der Stressung von drei Stunden integrierte maternale Kortisolspiegel
fiel im Verlauf der Stressphase vom 30.-89. Gestationstag und betrug am 89. Gestations-
tag 49 % im Vergleich zum integrierten Kortisolspiegel des 44. Gestationstags. Am 30.
Gestationstag betrug der Gesamtkortisolspiegel bedingt durch die unbekannte Prozedur
der Blutabnahme 129 % im Vergleich zum 44. Gestationstag (Abb. 7 und Tab. 1).

Gesamtkortisolspiegel wihrend der Stressung

Gestationsalter in Tagen integrierter Gesamtkortisolspiegel

30 129 %
44 100 %
59 83 %
72 45 %
88 49 %

Tab. 1: Integrierter Gesamtkortisolspiegels wéhrend der dreistiindigen Stressphase vom 30.—88.
Gestationstag, normiert auf den 44. Gestationstag; n = 20
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15 Minuten vor bis zum Ende der Isolation vom 30.-89. Gestationstag. MW + SEM; n = 20;
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5.3 Einfluss von pranatalem Stress auf die Entwicklung der Schlaf-

stadien

5.3.1 Definition der verwendeten Begriffe

Im weiteren Verlauf der Arbeit werden folgende Begriffe zur Beschreibung der analysierten

Schlafstadien verwendet:

Unter Stadien der kortikaler Aktivierung bzw. Deaktivierung werden im Folgenden zy-
klische Schwankungen des Punktvorhersagefehlers bzw. der spektralen Eckfrequenz von
ECoG-Abschnitten eines untersuchten Gestationstages verstanden, die mindestens 5 %
iiber dem Mittelwert des Punktvorhersagefehlers bzw. der spektralen Eckfrequenz eines
reprasentativen 180-miniitigen ECoG-Abschnitts aus der Voranalyse des selben Gestati-
onstags (kortikale Aktivierung) bzw. mehr als 10 % unter diesem Mittelwert (kortikale
Deaktivierung) liegen und noch keinen Unterschied zum Mittelwert des 110. Gestations-

tags aufweisen.

Sich entwickelnder REM- bzw. N-REM-Schlaf wird durch ECoG-Abschnitte widergespie-
gelt, die dieselben Qualitéiten der kortikalen Aktivierung und Deaktivierung besitzen, sich
zusétzlich aber im Ausmaf} ihrer Schwankungen vom Mittelwert des 110. Gestationstags

(Basiswert) unterscheiden.

5.3.2 Entwicklung des REM- und N-REM-ECoGs: lineare Analyse

5.3.2.1 Entwicklung des ECoGs

Im Folgenden werden nur die Ergebnisse der linearen Analyse im Bezug auf die Frequenz-
bénder der Gesamtleistung (1,5-30 Hz) gezeigt. Aufgrund der Ergebnisse der Analyse des

Gesamtbandes ertibrigte sich die Analyse weiterer Frequenzbéander.

Im Rahmen der linearen Analyse wird ein Anstieg der spektralen Eckfrequenz mit einer
kortikalen Aktivierung bzw. mit einem sich entwickelnden REM-Schlaf assoziiert. Ein
Abfall der spektralen Eckfrequenz wird hingegen mit einer kortikalen Deaktivierung bzw.
mit einem sich entwickelnden N-REM-Schlaf in Verbindung gebracht.

Am 110. Gestationstag konnten mithilfe der linearen Analyse keine zyklischen Schwan-

kungen im ECoG der Stress- und Kontrollgruppe nachgewiesen werden (Abb. 8 und 9).
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Ab dem 113. Gestationstag lief} sich innerhalb der analysierten ECoG-Abschnitte der
Stress- und Kontrollgruppe zwischen Phasen kortikaler Aktivierung und Deaktivierung
unterscheiden. Ein Unterschied zu den Mittelwerten des 110. Gestationstags und somit
ein sich entwickelnder REM- oder N-REM-Schlaf war zu diesem Zeitpunkt weder in der
Stress- noch in der Kontrollgruppe feststellbar (Abb. 8 und 9).

Ab dem 122. Gestationstag lieflen sich im ECoG der Stress- und Kontrollgruppe zyklische
Schwankungen der spektralen Eckfrequenz nachweisen, welche einem sich entwickelnden

N-REM-Schlaf entsprachen (Abb 8 und 9).

Ein Anstieg der spektralen Eckfrequenz, welcher einer beginnenden Reifung des REM-
Schlafs zuzuordnen ist, war in der Stressgruppe am 135. Gestationstag zu finden (Abb. 9).

In der Kontrollgruppe fand sich diese Anderung bereits am 131. Gestationstag (Abb. 8).
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Abb. 8: Entwicklung der spektralen Eckfrequenz der Gesamtleistung des ECoGs der Kon-
trollgruppe und Zuordnung zu den unterschiedlichen Schlafstadien zwischen dem 110. und 135.
Gestationstag. MW + SEM; * p < 0.05 im Vergleich zum selben Gestationstag; $ p < 0.05 im
Vergleich zum 110. Gestationstag; n = 7
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Abb. 9: Entwicklung der spektralen Eckfrequenz der Gesamtleistung des ECoGs der Stress-
gruppe und Zuordnung zu den unterschiedlichen Schlafstadien zwischen dem 110. und 135.
Gestationstag. MW + SEM; * p < 0.05 im Vergleich zum selben Gestationstag; $ p < 0.05 im
Vergleich zum 110. Gestationstag; n = 7

5.3.2.2 Kortikale Aktivierung und sich entwickelnder REM-Schlaf

Die Mittelwerte der spektralen Eckfrequenz der der kortikalen Aktivierung bzw. dem sich
entwickelndem REM-Schlaf zugeordneten ECoG-Abschnitte unterscheiden sich zu keinem
Zeitpunkt von den Mittelwerten der spektralen Eckfrequenz der Kontrollgruppe desselben
Gestationstags (Abb. 10).

5.3.2.3 Kortikale Deaktivierung und sich entwickelnder N-REM-Schlaf

Die Mittelwerte der spektralen Eckfrequenzen der der kortikalen Deaktivierung bzw. dem
sich entwickelndem N-REM-Schlaf zugeordneten ECoG-Abschnitte unterscheiden sich zu
keinem Zeitpunkt von den Mittelwerten der spektralen Eckfrequenz der Kontrollgruppe
desselben Gestationstags (Abb. 11).
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Abb. 10: Vergleich der spektralen Eckfrequenz (Gesamtleistung) des dem REM-Schlaf bzw. der
kortikalen Aktivierung zugeordneten ECoG der Stress- und Kontrollgruppe zwischen dem 110.
und 135. Gestationstag; MW + SEM; n =7
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Abb. 11: Vergleich der spektralen Eckfrequenz (Gesamtleistung) des dem N-REM-Schlaf bzw.
der kortikalen Deaktivierung zugeordneten ECoG der Stress- und Kontrollgruppe zwischen dem
110. und 135. Gestationstag; MW + SEM; n =7
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5.3.3 Entwicklung des REM- und N-REM ECoGs: nicht-lineare Analyse
5.3.3.1 Entwicklung des ECoG's

Im Rahmen der nicht-linearen Analyse wird ein Anstieg des Vorhersagefehlers mit einer
kortikalen Aktivierung bzw. mit einem sich entwickelnden REM-Schlaf assoziiert. Ein
Abfall des Vorhersagefehlers wird hingegen mit einer kortikalen Deaktivierung bzw. mit
einem sich entwickelnden N-REM-Schlaf in Verbindung gebracht.

Mithilfe der nicht-linearen Analyse des Vorhersagefehlers ist in der Stress- und Kontroll-
gruppe bereits am 110. Gestationstag eine zyklische Aktivitdt im untersuchten ECoG zu
erfassen und ermdglicht somit eine Unterscheidung zwischen kortikaler Aktivierung und
Deaktivierung (Abb. 12 und 13).

Ab dem 122. Gestationstag sinkt in der Stress- und Kontrollgruppe der Vorhersagefehler
unter das Niveau des Basiswertes des 110. Gestationstags und reflektiert somit einen sich
entwickelnden N-REM-Schlaf (Abb. 12 und 13).

Ein Anstieg des Vorhersagefehlers tiber das Niveau des 110. Gestationstags, welcher einer
beginnenden Reifung des REM-Schlafs zuzuordnen ist, war in der Stressgruppe am 131.
Gestationstag zu finden (Abb. 13). In der Kontrollgruppe fand sich dieser Anstieg bereits
am 128. Gestationstag (Abb. 12).
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Abb. 12: Entwicklung des Vorhersagefehlers des ECoGs der Kontrollgruppe und Zuordnung zu
den unterschiedlichen Schlafstadien zwischen dem 110. und 135. Gestationstag. MW + SEM;
* p < 0.05 im Vergleich zum selben Gestationstag; $ p < 0.05 im Vergleich zum 110. Gestati-
onstag; n =7
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Abb. 13: Entwicklung des Vorhersagefehlers des ECoGs der Stressgruppe und Zuordnung zu
den unterschiedlichen Schlafstadien zwischen dem 110. und 135. Gestationstag. MW + SEM;
* p < 0.05 im Vergleich zum selben Gestationstag; $ p < 0.05 im Vergleich zum 110. Gestati-

onstag;n =7
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5.3.3.2 Kortikale Aktivierung und sich entwickelnder REM-Schlaf

Bis zum 128. Gestationstag lassen sich keine Unterschiede zwischen dem Vorhersagefehler
der der kortikalen Aktivierung bzw. dem sich entwickelnden REM-Schlaf zugeordneten
ECoG-Abschnitte der Stress- und der Kontrollgruppe finden (Abb. 14).

Am 128. Gestationstag ist der Vorhersagefehler des Kontrollgruppen-ECoGs héher als der
Vorhersagefehler der vergleichbaren Abschnitte der Stressgruppe (Abb. 14).

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen ist am 131. und 135 Gestationstag der eben
beschriebene Unterschied nicht mehr nachweisbar (Abb. 14).

12 4
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Vorhersagefehler (1/sec)
o0

110 113 119 122 128 131 135
Gestationsalter (Tage)

B Vorhersagefehler Kontrollgruppe O Vorhersagefehler Stressgruppe
Abb. 14: Vergleich des Vorhersagefehlers des dem REM-Schlaf bzw. der kortikalen Aktivierung

zugeordneten ECoGs der Stress- und Kontrollgruppe zwischen dem 110. und 135. Gestationstag.
MW + SEM; $ p < 0.05 im Vergleich zum selben Gestationstag; n = 7

5.3.3.8 Kortikale Deaktivierung und sich entwickelnder N-REM-Schlaf

Es lassen sich zu keinem Zeitpunkt Unterschiede zwischen dem Vorhersagefehler der
der kortikalen Deaktivierung bzw. dem sich entwickelnden N-REM-Schlaf zugeordneten
ECoG-Abschnitte der Stress- und der Kontrollgruppe nachweisen (Abb. 15).
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Abb. 15: Vergleich des Vorhersagefehlers des dem N-REM-Schlaf bzw. der kortikalen Aktivie-
rung zugeordneten ECoGs der Stress- und Kontrollgruppe zwischen dem 110. und 135. Gestati-
onstag; MW + SEM; n =7

5.4 Einfluss von pranatalem Stress auf die Schlafstadienlange

Die Schlafstadienldange sowie der Anteil der einzelnen Schlafstadien am Gesamt-ECoG
wurden am 110. und am 130. Gestationstag zwischen 24 h und 6 h iiber insgesamt 6
Stunden mithilfe der nicht-linearen Analyse bestimmt. Die Zuordnung zu den einzelnen
Schlafstadien erfolgte dabei rechnergestiitzt unter Zuhilfenahme der im Kapitel 4.2.3 ge-
nannten Parameter. Es wird im Folgenden zwischen REM-;, N-REM- und indifferenten
(d.h. nicht-klassifizierbaren) ECoG-Abschnitten unterschieden.

Am 130. Gestationstag nahm im Vergleich zum 110. Gestationstag der prozentuale Anteil
des REM-ECoGs sowie des N-REM-ECoGs an der Gesamtzeit sowohl in der Kontroll-
als auch in der Stressgruppe zu. Dieser Anstieg ging mit einem Abfall des Anteils der
indifferenten ECoG-Abschnitte einher (Abb. 16).
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Abb. 16: Entwicklung des prozentualen Anteils der Schlafstadien am Gesamt-ECoG der
Kontroll- und Stressgruppe am 110. und 130. Gestationstag; MW + SEM; * p < 0.05 im Ver-
gleich zum 110. Gestationstag; n = 7

Sowohl am 112. als auch am 130. Gestationstag ist der prozentuale Anteil des N-REM-
ECoGs an der Gesamtzeit in der Stress- und Kontrollgruppe identisch (Abb. 17).

Im Gegensatz dazu ist der Anteil des REM-ECoGs der Stressgruppe sowohl am 112.
Gestationstag als auch am 130. Gestationstag im Vergleich zur Kontrollgruppe erniedrigt.
Eine Kompensation findet in diesem Fall iiber einen Anstieg des Anteils des indifferenten
ECoGs am 112. und 130. Gestationstag statt (Abb. 17).
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Abb. 17: Vergleich des prozentualen Anteils der Schlafstadien der Kontroll- und Stressgruppe
am Gesamt-ECoOG des 112. und 130. Gestationstags. MW + SEM; * p < 0.05 im Vergleich
zur Kontrollgruppe; n = 7
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Am 112. Gestationstag ist die Schlafstadienldnge der Stressgruppe sowohl im REM-ECoG
als auch im N-REM-ECoG im Vergleich zur Kontrollgruppe verkiirzt (Abb. 18).

Am 130. Gestationstag ist die kiirzere Schlafstadienlinge des N-REM-ECoG nicht mehr
nachweisbar. Die im Vergleich zur Kontrollgruppe verkiirzte Schlafstadienlénge des REM-
ECoG persistiert (Abb. 18).
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Abb. 18: Vergleich der Schlafstadienlange des N-REM- und REM-Schlaf-ECoGs der Kontroll-
und Stressgruppe am 112. und 130. Gestationstag. MW + SEM; * p < 0.05 im Vergleich zur
Kontrollgruppe; n = 7

Wie in der Einleitung beschrieben konnte unsere Arbeitsgruppe am Schafmodell zeigen,
dass die pranatale Gabe von Glukokortikoiden in Form von Betamethason in der Dosis,
wie sie zur human-fetalen Lungenreifung bei drohenden Frithgeburten eingesetzt wird, die
Schlafstadienlange verkiirzt und den Anteil des REM-Schlafes am Gesamtschlaf verringert
(Groh 2009).

Im direkten Vergleich der Ergebnisse von Groh mit unseren Ergebnissen zeigt sich sowohl
im Bezug auf die Schlafstadienlange als auch auf den Anteil der jeweiligen Schlafstadien

an der Gesamtzeit ein vergleichbares Bild

Sowohl in der Betamethasongruppe von Groh als auch in unserer Stressgruppe ist im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe der prozentuale Anteil des REM-ECoGs am 130. Gestationstag
in gleichem Umfang verringert. Diese Veranderung geht sowohl in der Betamethason- als
auch in der Stressgruppe mit einer Erhohung des Anteils der indifferenten Schlafstadien

einher (Abb. 19).

Im Bezug auf die Schlafstadienlange ist sowohl in der Betamethason- als auch in unserer

Stressgruppe eine Verkiirzung der Schlafstadienlange im REM-ECoG am 130. Gestati-
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onstag zu beobachten. Die Verkiirzung der Schlafstadienléinge des N-REM-ECoGs der

Betamethasongruppe am 130. Gestationstag konnte in der Stressgruppe nicht beobachtet
werden (Abb. 19).

prozentualer Anteil Schlafstadienlénge

60 * ok * % 1400 1 * * *

50 7 1200
o 40 g 1000 -
S 2
N 30 | 5 8007
» [
A~ 3 600 -

20 A

400 -
10 1 200
N-REM REM Indifferent N-REM REM

B Kontrolle  OBetamethason prénataler Stress

Abb. 19: Prozentualer Anteil der Schlafstadien am Gesamt-ECoG (links) und durchschnittliche
Schlafstadienlénge (rechts) am 130. Gestationstag in Abhéngigkeit von pranatalem Stress und
einer prianatalen Betamethasongabe. MW + SEM; * p < 0.05 im Vergleich zur Kontrollgruppe;
n==17
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6 Diskussion

6.1 Diskussion der Methode

6.1.1 Experimentelles Modell

Das verwendete Tiermodell (,,chronisch instrumentiertes fetales Schaf*) ist ein seit den
1970er-Jahren fest etabliertes und weitreichend verwendetes Modell zur Untersuchung
grundlegender physiologischer und pathophysiologischer Fragestellungen. Das Modell wur-
de erstmals von Liggins verwendet, um die fetale Lungenreifung nach synthetischer Glu-
kokortikoidgabe nachzuweisen. Diese Experimente dienen heute als Grundlage der pré-
natalen Behandlung von drohenden Frithgeburten zur Beschleunigung der Lungenreifung
(Liggins 1969).

Ebenso wurden die grundlegenden Untersuchungen zur Entwicklung der fetalen Schlaf-
stadien an diesem Tiermodell durchgefiithrt (Szeto et al. 1985). Da die ECoG-Auswertung
von Frithgeborenen zur Untersuchung der funktionellen Hirnreifung als ungenau betrach-
tet wird - die Bedingungen und Einfliisse ex-utero unterscheiden sich zu sehr von den
Bedingungen in-utero — wurde das chronisch instrumentierte fetale Schaf an diese Frage-

stellungen adaptiert.

Wesentliches Argument fiir die Verwendung von Schafen als Versuchstiere fiir unsere Ex-
perimente ist die Tatsache, dass die funktionelle Hirnentwicklung und hier im Besonderen
die Schlafstadienentwicklung, im Gegensatz zu Nagern, pranatal und vergleichbar zum
Menschen erfolgt (Todd et al. 2010, Groh 2009). Zwar weist das fetale Gehirn des Schafes
zur Geburt einen etwas hoheren Entwicklungstand auf als das des Menschen, jedoch ent-
spricht die funktionelle Entwicklung des zentralen Nervensystems und die Myelinisierung
des Schafsfetus im Wesentlichen der des humanen Fetus (Astrom 1967 undMcIntosh et
al. 1979). Ferner erlaubt die chronische Instrumentierung die Ableitung des ECoGs ohne
den Einfluss von Anéasthetika. Die Muttertiere sind robust und tolerieren den Eingriff
gut. Ferner ist von Bedeutung, dass beim Schaf ebenso wie beim Menschen mit einer
Einlings- oder Zwillingsschwangerschaft zu rechnen ist. Da die maternalen Kortisolspiegel
einem zirkadianen Rhythmus folgen (Mastorakos et al. 2003), wurden soweit méglich die
nachtlichen Ableitungen zur Analyse verwandt, um Einfliisse der zirkadianen Rhythmik
auf die Ergebnisse auszuschlieflen. Zu dieser Zeit waren die Tiere ruhig, frei von tierpfle-

gerischen Tétigkeit und Bewegungsartefakte konnten bestméglich vermieden werden. Da

45



6 DISKUSSION

auch Uteruskontraktionen die fetalen Schlafstadien beeinflussen kénnen (Nathanielsz et al.
1980), wurden mithilfe der Aufzeichnungen des Uterus-EMGs ausschlielich Ableitungen

gewahlt, bei denen keine Uteruskontraktionen nachzuweisen waren.

6.1.2 Auswertung des ECoGs

Seit Langem wird zur Beschreibung des ECoG-Signals die Analyse des Frequenzspek-
trums mittels Fast-Fourier-Transformation verwendet (Bickford et al. 1971). Diese Stan-
dardmethode kann heute mit einfacher Rechnertechnik durchgefithrt werden und erlaubt
die Analyse verschiedener Frequenzbander, welche jeweils unterschiedlichen Schlafstadien

zugeordnet sind.

Mithilfe der linearen Analyse ist das ECoG aber noch nicht vollsténdig beschrieben. Es
wird angenommen, dass der neuronale Cortex aus annahernd 10'° Neuronen besteht, wo-
bei jedes Neuron durch jeweils 1.000-10.000 Synapsen mit anderen Neuronen verbunden
ist. Diese Komplexitidt der neuronalen Vernetzung und deren Aktivitdt wird durch die
Analyse der Frequenzbander des ECoG-Signals und somit durch die linearen Analysever-
fahren nur unzureichend wiedergegeben (Stam 2005). Daher verwendeten wir eine auf das
fetale ECoG adaptierte nicht-lineare Analysemethode, welche mithilfe der Berechnung des
fithrenden Ljapunow-Exponenten Aussagen zur Komplexitéit des ECoG-Signals ermoglicht
(Schwab et al. 2009). Diese und andere nicht-lineare Analyseverfahren sind etabliert und
werden seit den Urspriingen der nicht-linearen ECoG-Analyse Mitte der 1980er-Jahre
(Rapp et al. 1985) zur Analyse des ECoG-Signals unter physiologischen Bedingungen wie
kognitiver Belastung (Micheloyannis et al. 1998) und emotionaler Anspannung (Aftanas
et al. 1998) sowie bei neurologischen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer (Adeli et al.
2005), Epilepsie (Hughes 2008) und Schizophrenie (Breakspear 2006) angewandt.

Die Ableitung des ECoG-Signals erfolgte vom parietalen als auch vom frontalen Cortex.
Es wurde nur die parietale Ableitung zur Auswertung herangezogen, da diese sich in
Vorversuchen im Gegensatz zur frontalen Ableitung als weniger storungsanféllig erwies.
Dabei gab es hinsichtlich der Ergebnisse sowohl in der linearen als auch in der nicht-
linearen Analyse keine ergebnisrelevanten Unterschiede. Die verwendeten Ableitpunkte

entsprachen den Elektrodenpositionen p3 und p4 des 10/20-Systems.

Die Zuordnung der jeweiligen ECoG-Abschnitte zu den unterschiedlichen Schlafstadien
erfolgte ausschliellich rechnergestiitzt - die visuelle Auswahl wurde nur unterstiitzend
angewandt. Dabei erfolgte die Zuordnung am 110. Gestationstag aufgrund der hoheren

Sensitivitdt mithilfe der nicht-linearen und ab dem 113. Gestationstag mithilfe der linearen
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Analysemethode. Es wurden ECoG-Abschnitte, deren Vorhersagefehler (nicht-linear) bzw.
spektrale Eckfrequenz (linear) mindestens 5 % iiber dem Mittelwert eines 180-miniitigen
ECoG-Abschnittes lagen, dem Stadium der kortikalen Aktivierung/REM-Schlaf zugeord-
net. Lagen die Bereiche mehr als 10 % unter dem Mittelwert, wurde dieser Abschnitt
dem Stadium der kortikalen Deaktivierung/N-REM-Schlaf zugeordnet. In Vorversuchen
konnte die Zuordnung der ECoG-Abschnitte zu den Schlafstadien durch eine zusatzliche
Analyse der mit den fetalen Schlafstadien assoziierten Augenbewegungen und motorischen
Aktivitaten nicht verbessert werden. Daher wurde auf eine Auswertung dieser Daten ver-
zichtet. Durch die Ableitung der elektrischen Aktivitat in der Uterusmuskulatur konnten
Uteruskontraktionen sicher erkannt werden. Wahrend dieser Kontraktionen wurde auf

eine Auswertung des ECoGs verzichtet.

Die Anwendung eines einheitlichen Bewertungsmaflstabes durch rechnergestiitzte Vorana-
lysen erlaubte eine sichere, objektive und vergleichbare Zuordnung der ECoG-Abschnitte

zu den jeweiligen Schlafstadien.

6.1.3 Chronische Stressung der Muttertiere

Unsere Experimente erforderten ein Stressmodell, welches chronischen Stress wéhrend der
Schwangerschaft simuliert, ohne sich dabei zu stark an den Stressor zu adaptieren. Schafe
sind in diesem Zusammenhang als Versuchstiere besonders geeignet, da sie als Herden-
tiere sehr sensitiv auf psychosozialen Stress reagieren (Price et al. 1980) und bekannt
ist, dass die Stressung durch Isolation zu einer sofortigen und anhaltenden Aktivierung
der Stressachse fithrt (Minton et al. 1990). Dabei 16st die Stressung durch Isolation eine
groflere Stressantwort hervor, als dies z. B. durch andere Stressoren wie eine Bewegungs-
einschrankung der Tiere moglich gewesen wére (Zayan et al. 1990). Wir begannen die
Stressung erst am 30. Gestationstag, da Stress wiahrend der frithen Embryonalphase beim
Schaf zu einer hohen Abortrate fithrt (Behrens et al. 2001).

In unserem Versuchsaufbau fithrte die Stressung der Schafe im Vergleich zum Basiswert
(15. Minuten vor der Stressung) zu jedem gemessen Gestationstag zu einem Anstieg der
maternalen Plasmakortisolkonzentration (Abb. 6). Am 30. Gestationstag beobachteten
wir zu Beginn der Stressung einen im Vergleich zu allen anderen Gestationstagen er-
hohten Kortisolspiegel (Abb. 6). Dieser ist am ehesten als Reaktion der Schafe auf die
unbekannte Blutentnahme zuriickzufithren und bei den folgenden Messungen so nicht

mehr nachweisbar.

Es ist bekannt, dass sich Schafe in gewissem Umfang an chronischen Isolationsstress adap-
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tieren (Niezgoda et al. 1987, Roussel 2004). Die iiber die Dauer der Stressung integrierten
Kortisolspiegel der Muttertiere fielen zum Ende der Stressung am 89. Gestationstag auf
49 % des Ausgangswertes des 44. Gestationstages, was in diesem Zusammenhang am
ehesten als Teiladaptierung an den verwendeten Stressor zu interpretieren ist. Da die
Stressantwort der Muttertiere am 30. Gestationstag zu grofien Teilen als Antwort auf die
unbekannte Blutentnahme zu interpretieren ist und nicht auf die Isolation zurtickzufithren
war, haben wir die Adaptation an den Isolationsstress zu spateren Zeitpunkten auf diesen
Tag bezogen. Trotz der Teiladaptation waren die gemessenen maternalen Spitzenkortisol-
spiegel auch am 89. Gestationstag noch um das mehr als sechsfache des Basiswertes so

stark erhoht, um von einem suffizienten Stressor sprechen zu kénnen.

Urséachlich fiir die Teiladaptation konnte die Adaptation an den Vorgang der Isolation als
solches sein, wie ihn Coppinger et. al beobachtet haben (Coppinger et al. 1991). Da wir
allerdings durch ein zeitliches und ortliches Rotationsverfahren ausgeschlossen haben, dass
sich die Schafe an einen bestimmten Stressrhythmus oder ein Labor adaptieren konnten,
konnte auch eine andere Erklarung fiir die Adaptation in Frage kommen: Einige Studien an
Ratten (Johnstone et al. 2000) und Schafen (Vierin et al. 2001) legen den Schluss nahe,
dass diese Tiere im Verlauf ihrer Schwangerschaft eine generell verminderte psychische

und physische Reaktion auf negativen Stress zeigen.

Um eine nicht schwangerschaftsbedingte Adaptation bei zukiinftigen Experimenten zu
verringern, konnten weitere Stressoren dem Versuchsaufbau hinzugefiigt werden. So ist
z.B. die Ndhe zu Hunden wéihrend der Schwangerschaft ein erheblicher Stressor fiir Schafe
(Smith et al. 2008). Diese zusétzliche Stressung muss allerdings aufgrund von ethischen
und tierschutzrechtlichen Bedenken sehr kritisch hinterfragt werden und wére durch die

Tierschutzkommission des Landes Thiiringen zu Recht nicht genehmigt worden.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Physiologische Parameter

Die gemessenen physiologischen Parameter (pH-Wert, arterieller pOs, arterieller pCO,
und arterielle O9-Séttigung) der Stress- und Kontrollgruppe zeigten innerhalb ihrer Grup-
pe keine Entwicklung im Zeitraum vom 110. bis zum 130. Gestationstag. Die gemessenen
Parameter waren konstant. Im selben Zeitraum konnte zudem kein Unterschied zwischen
dem pH-Wert, dem arteriellem pO, und der arteriellen O,-Sattigung im direkten Ver-

gleich der Stress- zur Kontrollgruppe gemessen werden. Diese Messungen befinden sich in
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Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer Versuche (Lohle et al. 2005, Muller et al.
2002, Groh 2009).

Unterschiede ergaben sich beim arteriellen pCOy im Vergleich zwischen Stress- und Kon-
trollgruppe, wobei dieser in der Stressgruppe am 110. und am 130. Gestationstag signifi-
kant und am 118. Gestationstag tendenziell erniedrigt war. Die Ursache dieser Unterschie-
de ist am ehesten auf eine stressbedingte Hyperventilation des Muttertieres zuriickzufiih-
ren. Dies kann allerdings nicht bewiesen werden, da die hierfiir notwendigen Messungen

der Blutgase der Muttertiere nicht durchgefiithrt wurden.

Die gleichmafBige Sauerstoffversorgung des fetalen Gehirns wird durch den zerebral ar-
teriellen Blutfluss (CBF) sichergestellt (Jones et al. 1984). Dabei wird der CBF unter
anderem durch den pCOy reguliert; ein erhéhter pCOy fithrt zur Vasodilatation und so
zur Erhohung des CBF (Ashwal et al. 1984). Ein erniedrigter pCO, kénnte zur Vaso-
konstriktion und so theoretisch zu einem verminderten CBF im fetalen Gehirn gefiihrt
haben (Schwab et al. 2000). Allerdings sind die gemessenen pCO,-Unterschiede so gering,
dass der gemessene Effekt zu gering fiir einen Einfluss auf den CBF gewesen sein diirfte;
zudem beim fetalen Schaf im Gegensatz zum adulten Schaf hohere pCOs-Schwankungen

notwendig sind, um eine Anderung des CBF zu bewirken (Ashwal et al. 1984).

6.2.2 Effekte von pranatalem Stress auf die Entwicklung der Schlafstadien

Unsere erste Hypothese besagt, dass pranataler Stress — analog zur pranatalen Betame-
thasongabe zu einer beschleunigten funktionellen Hirnreifung fiihrt, welche anhand der
Schlafstadienentwicklung zu beobachten ist (Groh 2009).

In vorangegangenen Untersuchungen konnte unsere Arbeitsgruppe bereits zeigen, dass
die in klinischer Dosierung und zum klinisch relevanten Zeitpunkt, namlich zu Beginn des
dritten Trimenons, angewandte maternale Gabe von Betamethason beim fetalen Schaf
die Hirnreifung beeinflusst. So fithrte die pranatale Gabe von Betamethason auf der einen
Seite zu einer beschleunigte Reifung des REM-ECoGs (nicht aber des N-REM ECoGs),
welche auf der anderen Seite mit einer Schlafstadienfragmentierung einhergeht, wie sie

charakteristisch fiir die Depression ist.

Im Gegensatz zur ersten Hypothese, nach der eine pranatale Gabe von Betamethason
zu einer beschleunigten Reifung der Schlafstadien und im Besonderen des REM-ECoGs
fithrt, konnten wir mit unserem Stressmodell keine friithzeitige Reifung der Schlafstadien
nach prianatalem Stress wahrend des ersten und zweiten Trimenons nachweisen. So wa-

ren sowohl in der linearen als auch in der nicht-linearen Analyse zu keinem gemessenen
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Gestationszeitpunkt wesentliche Unterschiede zwischen den Ergebnissen der Stress- und
Kontrollgruppe im REM- und N-REM-ECoG nachweisbar.

Zwar lasst sich im ECoG der Stressgruppe ein dem REM-Schlaf entsprechendes Signal so-
wohl in der linearen als auch in der nicht-linearen Analyse im Bezug auf die Entwicklung
der Schlafstadien um drei Gestationstage spater nachweisen als in der Kontrollgruppe.
Dieses Ergebnis wird aber am ehesten durch die statistische Unscharfe bei einer kleinen
Fallanzahl bedingt und lasst auch im Bezug auf die Gestationsdauer von 147 Gestationsta-
gen keinen Riickschluss auf eine relevante Verzogerung der Entwicklung schlieflen. Dieser
spatere Nachweis der Entwicklung des REM-ECoGs in der Stressgruppe spiegelt sich auch
im direkten Vergleich des 128. Gestationstags zwischen Kontroll- und Stressgruppe in der
nicht-linearen Analyse wider. Hierbei ist ebenfalls die eben beschriebene statistische Un-
scharfe am wahrscheinlichsten ursédchlich und ist auch aufgrund der singuldren Darstellung

nicht relevant.

Wie in der Einleitung bereits erlautert sind das Vorhandensein und die Qualitat der zere-
bralen Schlafstadien aufgrund der Notwendigkeit einer funktionierenden, komplexen und
disseminierten neuronalen Steuerung etablierte Marker fiir die funktionelle Reifung des
fetalen Gehirns (van den Bergh et al. 2005, Mirmiran 1995). Dabei wird der REM-Schlaf
hauptsachlich durch das cholinerge Neuronensystem und der N-REM-Schlaf hauptséch-
lich durch das monoaminerge Neuronensystem des ZNS gesteuert und aufrechterhalten.
In Anbetracht der Wichtigkeit der beiden neuronalen Systeme fiir das Vorhandensein so-
wohl von REM- als auch von N-REM-Schlaf (Pace-Schott et al. 2002) kann man davon
ausgehen, dass auch die Entwicklung der beiden Systeme eng mit der Entwicklung der

Schlafstadien verbunden ist.

Wir konnten bereits zeigen, dass synthetische Glukokortikoide eine beschleunigte Reifung
des REM-ECoGs, nicht aber des N-REM-ECoGs, bewirken. Da der REM-Schlaf haupt-
séchlich durch das cholinerge Neuronensystem gesteuert wird, welches sich zu Beginn des
dritten Trimenons in der Entwicklung und einer vulnerablen Phase befindet (Coyle et al.
1976, Groh 2009), spricht die beschleunigte Reifung des REM-Schlafs in diesem Zusam-

menhang fiir eine beschleunigte Reifung des cholinergen Systems.

Chronischer Stress 16st nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit keine beschleunigte
Reifung der Schlafstadien aus, was folglich dafiir spricht, dass prédnataler Stress in unserem
Stressmodell keine Auswirkung auf sowohl die funktionelle Reifung des cholinergen als

auch des monoaminergen neuronalen Systems hat.

Es kommen hierfiir folgende Erklarungen in Betracht: Zum einen ist es moglich, dass auf-

grund des fritheren Beginns der Stressphase, im Gegensatz zu den bereits durchgefiihrten
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Untersuchung mit synthetischen Glukokortikoiden, noch keine Glukokortikoidrezeptoren
im ZNS vorhanden waren, um die Effekte des pranatalen Stresses zu vermitteln. Zum
anderen konnte auch die Stressintensitat im Verlauf der Stressung zu gering gewesen sein,
um eine frithere Reifung der Schlafstadien zu bewirken. Ferner konnte das die Schlafstadi-
en steuernde Neuronensystem grundséatzlich nicht vor dem 100. Gestationstag vulnerabel

fiir pranatalen Stress sein.

Glukokortikoide tiben ihre Wirkung tiber schnell wirksame Membraneffekte (Tasker 2006,
Tasker et al. 2006) sowie tiber langsamere intrazellulidre Rezeptoren aus, welche die Gen-
expression als ligandenabhéngiger Transkriptionsfaktor in verschiedener Art und Weise
beeinflussen konnen (Joels et al. 1994). Dabei sind die intrazelluldren Glukokortikoidre-
zeptoren unerlésslich fir die regelrechte Entwicklung des ZNS (de Kloet et al. 1999) und

die den Schlaf steuernden neuronalen Systeme (Guijarro et al. 2006).

Die intrazelluldren Rezeptoren, von denen angenommen wird, dass sie fiir die langerfris-
tigen Effekte der Glukokortikoide verantwortlich sind, existieren in zwei Subtypen: die
Mineralokortikoid- und die Glukokortikoidrezeptoren (MR und GR) (Joels et al. 1994).
Sowohl der hochaffine MR als auch der weniger affine GR werden im pranatalen Gehirn
synthetisiert, obwohl topografisch unterschiedliche Expressionsmuster vorliegen (Pryce
2008). Im Gegensatz zum MR, welcher nur im Hippocampus, im Septum und im Hypo-
thalamus vorkommt, ist der GR ubiquitér im ZNS vorhanden (Cintra et al. 1994, Sanchez
et al. 2000). Der MR des ZNS ist bereits bei normal-physiologischen Kortisolspiegeln zu
mehr als 90 % geséattigt und scheint die physiologische Wirkung der Glukokortikoide zu
vermitteln. Im Gegensatz dazu wird der GR aufgrund seiner niedrigeren Affinitét fiir die
Wirkung bei hoch-physiologischen oder medikamenten-induzierten Kortisolspiegeln ver-
antwortlich gemacht (Reul et al. 1985).

Untersuchungen zur prianatalen Expression des Glukokortikoidrezeptors zeigten im Maus-
modell, dass erst ab dem 9%. Gestationstag (entspricht ca. 50 % der Gestation)
Glukokortikoidrezeptor-mRNA nachgewiesen werden konnte (Speirs et al. 2004). Ebenso
konnte beim fetalen Schaf gezeigt werden, dass die Expression von GR-mRNA im Hippo-
campus erst um den 75. Gestationstag beginnt (Sloboda et al. 2008). Dies bedeutet, dass
mit unserem Stressmodell die Versuchstiere in einem Zeitraum gestresst wurden, in dem
noch kein Glukokortikoidrezeptor im ZNS exprimiert wurde bzw. die vorhandenen Re-
zeptoren noch unreif waren. Dies konnte die fehlende Beeinflussung der Entwicklung der
Schlafstadien durch pranatalen Stress im Unterschied zur pranatalen Glukokortikoidgabe

erklaren.

Auch wenn in einem Grofiteil der Stressphase keine Glukokortikoidrezeptoren im ZNS
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exprimiert wurden, wére im Zeitraum vom 75.-100. Gestationstag eine direkte Wirkung
des maternalen Kortisols iiber die Glukokortikoidrezeptoren méoglich gewesen. Vor allem
da bekannt ist, dass auch die einmalige synthetische Glukokortikoidgabe zu Beginn des
dritten Trimenons beim Schaf zu einer frithzeitigen Entwicklung der Schlafstadien und

insbesondere des cholinergen Systems fihrt (Groh 2009).

Moglicherweise war aber in der Endphase der Stressung die von den Mutterschafen ausge-
schiittete Menge an Kortisol im Vergleich zur Gabe von synthetischen Glukokortikoiden

nicht ausreichend, um die vorzeitige Reifung der Schlafstadien auszulosen.

Da die Plazenta endogene Glukokortikoide durch das Enzym 118-HSD2 zu 50-90 % de-
aktiviert (Benediktsson et al. 1997), miissen sehr hohe maternale Kortisolwerte erreicht
werden, um im fetalen Kreislauf eine der synthetischen Glukokortikoidgabe dquivalen-
ten Glukokortikoidkonzentration zu erreichen. Synthetische Glukokortikoide konnen die
Plazenta ungehindert passieren (Anderson et al. 1977). Hinzu kommt, dass synthetische
Glukokortikoide, im Gegensatz zu endogenen Glukokortikoiden, im Serum nicht an das
Transportprotein Transcortin gebunden werden (Alexander et al. 1998, Kajantie et al.
2004) und so nicht in vollem Umfang fiir Rezeptorinteraktionen zur Verfiigung stehen.
Ferner ging in der Stressphase vom 75.-100. Gestationstag die stressbedingte maternale
Kortisolausschiittung bereits zurtick, was den fetalen Kortisolspiegel ebenfalls beeinflusst
haben diirfte.

Aufgrund der genannten Griinde ist die Aktivitat des miitterlichen Kortisols im fetalen
Kreislauf moglicherweise zu gering gewesen, um die selben Effekte auf die Entwicklung
der Schlafstadien auszulésen, wie sie durch synthetische Glukokortikoide erreicht werden

konnen.

6.2.3 Effekte von pranatalem Stress auf die Schlafstadienlange

Unsere zweite Hypothese besagt, dass chronischer Stress — analog zur pranatalen Glu-
kokortikoidgabe - zu einer Schlafstadienfragmentierung als Ausdruck einer Storung der
funktionellen Hirnreifung fithrt (Groh 2009).

Bei der Betrachtung der Schlafstadienldnge und des Anteils des REM- und N-REM-ECoG
an der Gesamtzeit zeigten sich erhebliche Unterschiede zwischen der Stress- und Kontroll-
gruppe. So war in der Stressgruppe am 130. Gestationstag der Anteil des REM-Schlafs
im Vergleich zur Kontrollgruppe erniedrigt. Auch die durchschnittliche Lénge des REM-
ECoGs war im Vergleich zur Kontrollgruppe am 130. Gestationstag verkiirzt.
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Schlafstorungen, insbesondere in Form einer Schlafstadienfragmentierung, sind wesentli-
che Symptome der Depression beim Menschen (Tsuno et al. 2005, Ubersicht in: Germain
et al. 2008). Die neuroendokrine Schlafregulation wird dabei von den gleichen Hirnre-
gionen kontrolliert, welche auch in der Pathophysiologie der Depressionen eine wichtige
Rolle spielen. Hierzu gehoren insbesondere der Ncl. paraventricularis des Hypothalamus,
der prafrontale Cortex und die zum ultradianen Oszillator gehérenden aminergen Neurone
des Hirnstamms (Locus coeruleus und Ncl. raphe dorsalis) (Antonijevic 2008, Nestler et
al. 2002, Hasler et al., 2004). Tatséchlich fithrt pranataler Stress in der spaten Schwanger-
schaft bei Ratten zu einer Schlafstadienfragmentierung im frithen Erwachsenenalter (Du-
govic et al. 1999). Untersuchungen an Séuglingen haben ebenfalls ergeben, dass pranataler
Stress zu einer Anderungen des Schlafverhaltens fiihrt, welches dem Schlafverhalten von
depressiven Patienten dhnelt (O’Connor et al. 2007).

Die in unseren Experimenten gezeigte Schlafstadienfragmentierung kénnte somit auf eine
Pradisposition fiir Depressionen im spateren Leben durch pranatalen chronischen Stress
hinweisen und befindet sich in Ubereinstimmung mit epidemiologischen (Watson et al.
1999) und tierexperimentellen Daten (Alonso et al. 1991, Alonso et al., 2000, Frye et al.
2003), die bereits einen Zusammenhang zwischen prianatalem Stress und dem Auftreten

von Depressionen im spéateren Leben nachweisen konnten.

Die Schlafstadienwechsel und die Lange der Schlafstadien werden durch einen ultradia-
nen Gegentakt-Oszillator in der mesopontinen Kreuzung gesteuert, welcher mithilfe der
Interaktion von cholinergen REM-ON- und aminergen REM-OFF-Neuronen funktioniert
(Pace-Schott et al. 2002). Der ultradiane Oszillator des Hirnstamms steht unter der Kon-
trolle eines zirkadianen Oszillators im Ncl. suprachiasmaticus. Der zirkadiane Oszillator
projiziert direkt (Sun et al. 2000) oder iiber den dorsomedialen hypothalamischen Kern
(Chou et al. 2002) zum hypothalamischen ventrolateralen praoptischen Kern, welcher In-
formationen in die aminergen Neurone des Hirnstamms (Locus coeruleus und Necl. raphe
dorsalis) sendet. Experimentelle Arbeiten zeigen, dass die direkte Zerstorung des dufleren
hypothalamischen ventrolateralen praoptischen Kerns eine Schlafstadienfragmentierung
mit Verkiirzung des REM-Schlafs an der Gesamtzeit zur Folge hat, wie wir sie in unseren
Experimenten beobachten konnten (Lu et al. 2000). Es ist demnach wahrscheinlich, dass
pranataler Stress in unserem Modell einen direkten Einfluss auf die Reifung und/oder die
Funktion des Gegentakt-Oszillators bzw. des Ultradianen-Oszillators gehabt hat.

Interessanterweise bewirkt pranataler chronischer Stress in unseren Versuchen die gleichen
Muster und Intensitédten wie sie auch durch die Gabe von synthetischen Glukokortikoi-

den in vorausgegangenen Experimenten ausgelost werden konnten (Groh 2009). Da das in
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dieser Arbeit verwendete Stressmodell auch in einem Zeitraum gewirkt hat, in dem noch
keine Glukokortikoidrezeptoren im ZNS exprimiert wurden - diese konnen erst ab dem
75. Gestationstag sicher nachgewiesen werden (Speirs et al. 2004) — lasst dies im Zusam-
menhang mit der identischen Stérung durch synthetische Glukokortikoide den Schluss zu,
dass die Oszillatoren entweder nach der Expression der Glukokortikoidrezeptoren ab dem
75. Gestationstag vulnerabel fiir Stress sind oder aber die Effekte nicht Glukokortikoidre-

zeptor vermittelt sind.

Aus der Erforschung anderer neuropsychologischer Erkrankungen, z. B. der Schizophre-
nie, ist bekannt, dass gerade prénataler Stress in der frithen Schwangerschaft mit dem
Auftreten der Erkrankung im spateren Leben vergesellschaftet ist (Khashan et al. 2008,
Malaspina et al., 2008). Ebenso scheint die Intensitat der ADHS Symptomatik am grof-
ten zu sein, wenn pranataler Stress wiahrend des ersten Trimenons gewirkt hat (Rodriguez
et al. 2005b). Die Mechanismen der Wirkung von pranatalem Stress wéihrend der frithen
Schwangerschaft auf die genannten neuropsychologischen Erkrankungen und im Speziel-
len auf die von uns gefundene Beeinflussung der Oszillatoren sind noch weitestgehend

unklar.

Moglicherweise beeinflusst pranataler Stress die Versorgung des Fetus durch Vasokon-
striktion der Umbilicalgefafie (Stevens et al. 1995, Sjostrom et al. 1997) oder durch die
plazentare Produktion von pCRH (siehe Kapitel 2.2.2). Denkbar ist auch, dass das durch
die erhohten Glukokortikoidspiegel und die damit einhergehende Hemmung der Produk-
tion von Wachstumsfaktoren neurotoxische Effekte ausgelost werden (Chao et al. 1998,
Zhang et al. 2002). Die endgiiltige Kldrung dieser Mechanismen bedarf aber noch weiterer,

eingehender Untersuchungen.
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7 SCHLUSSFOLGERUNGEN

7 Schlussfolgerungen

Mit unseren Ergebnissen leisten wir einen wesentlichen Beitrag zur Frage, inwieweit sich
chronischer pranataler Stress auf die funktionelle Entwicklung des zentralen Nervensys-
tems auswirkt. Wir untersuchten in diesem Zusammenhang zwei Hypothesen, welche sich
aus den Ergebnissen unserer Experimente zur pranatalen Gabe von synthetischen Glu-
kokortikoiden und deren Wirkung auf die Entwicklung der Schlafstadien ergaben. Wir
nahmen erstens an, dass pranataler Stress — analog zur pranatalen Gabe von syntheti-
schen Glukokortikoiden - zu einer fritheren Entwicklung der Schlafstadien sowie zweitens
- und ebenfalls analog zur pranatalen Gabe von Glukokortikoiden - zu einer Schlafstadi-

enfragmentierung fiihrt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit fiithrt chronischer pranataler Stress zwischen dem 30.
und 100. Gestationstag beim fetalen Schaf zu einer Schlafstadienfragmentierung gleichen
Ausmafles und gleicher Qualitit, wie sie auch nach der pranatalen Gabe von synthetischen
Glukokortikoiden beobachtet werden kann. Eine frithere Reifung der Schlafstadien konnte

nicht beobachtet werden.

Wir nehmen an, dass die Fragmentierung der Schlafstadien durch eine direkte Beeinflus-
sung der Reifung und/oder der Funktion des Gegentakt- bzw. des ultradianen Oszillators
im Hirnstamm zustande kommt. Im Gegensatz dazu zeigt das Ausbleiben der fritheren
Reifung der Schlafstadien, dass pranataler Stress in unserem Modell im Gegensatz zu
synthetischen Glukokortikoiden keine Auswirkungen auf die Reifung des cholinergen Neu-
ronensystems hat. Dies kann durch ein zu geringes Ausmaf} des pranatalen Stresses, durch
das Fehlen eines Glukokortikoidrezeptors wahrend der Stressphase sowie durch die man-
gelnde Vulnerabilitiat des die Schlafstadien steuernden Neuronensystems vor dem 100.

Gestationstag bedingt sein.

Die Frage, ob und wie prianataler Stress das Verhalten des Fetus bzw. die psychische Ge-
sundheit der Nachkommen beeinflusst, ist vor dem Hintergrund moglicher wissenschaftlich
fundierter priméarpraventiver Mafinahmen und deren Ausgestaltung, z. B. der Lange und
dem Zeitpunkt des Mutterschutzes, besonders wichtig. Epidemiologische Studien haben
gezeigt, dass pranataler Stress zu einer Vielzahl von Erkrankungen wie Depressionen, Schi-
zophrenie, Verhaltensauffalligkeiten und kognitiven Stérungen fithren kann (siehe Kapitel
2.1).

Unsere Arbeit zeigt, dass pranataler Stress wahrend des ersten und zweiten Trimenons

das gleiche Schlafmuster, ndmlich eine Schlafstadienfragmentierung als Ausdruck einer

25
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Beeinflussung von Hirnstammneuronen, hervorruft, wie es typisch fiir depressive Patien-
ten ist. Dies steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen einer einmaligen prianatalen
Glukokortikoidgabe zu Beginn des dritten Trimenons von Groh (Groh 2009). Im Gegen-
satz zu den Ergebnissen von Groh findet in unserer Arbeit aber keine Beeinflussung der

Schlafstadienreifung und somit des cholinergen Neuronensystems statt.

Fir die Ergreifung von primérpraventiven Mafinahmen zur Verhinderung von psychiatri-
schen Erkrankungen im spéteren Leben ist es wichtig zu wissen, in welchem zeitlichen
Rahmen welche neuronalen Systeme durch pranatalen Stress beeinflusst werden kénnen.
Wir haben gezeigt, dass wahrend der ersten zwei Trimester eine Storung der funktionalen
Hirnreifung méglich ist, welche wahrscheinlich auf eine Anderung der Hirnstammaktivitéit
zuriickzufiihren ist. Eine Beeinflussung der Schlafstadienreifung im Sinne einer Beeinflus-
sung des cholinergen Neuronensystems konnte durch unser Stressmodell nicht nachgewie-
sen werden, obwohl es durch Voruntersuchungen mit synthetischen Glukokortikoiden zu
Beginn des dritten Trimenons sichere Hinweise auf eine vorhandene Vulnerabilitit gibt
(Groh 2009).

Aufgrund der Unterschiede zwischen der Stressform und des Stresszeitpunktes der vorlie-
genden Arbeit und den Voruntersuchungen von Groh, ist derzeit unklar, ob auch chro-
nischer pranataler Stress zu Beginn und wéahrend des dritten Trimenons eine Storung
der funktionellen Hirnreifung in Form einer Schlafstadienfragmentierung und/oder eine
frithere Reifung der Schlafstadien verursacht. Die Beantwortung dieser Frage ist wich-
tig fir die Ausgestaltung primérpraventiver Mafinahmen und muss Gegenstand weiterer

Untersuchungen sein.

Pranataler Stress wird — neben den in dieser Arbeit gefundenen hirnfunktionellen Korrela-
ten fiir Depressionen — auch mit einer Reihe anderer Krankheiten in Verbindung gebracht,
deren konkrete hirnfunktionelle Ursache unklar ist. Mit dieser Arbeit ist es uns gelungen,
ein durch pranatalen Stress ausgelostes und fiir Psychopathologien relevantes hirnfunktio-
nelles Korrelat zu finden. Unser Nachweis einer konkreten Beeinflussung der Reifung der
Hirnfunktion ausgelost durch pranatalen Stress kann daher auch als Grundlage und Mo-
tivation fiir die Erforschung von hirnfunktionellen Grundlagen anderer, mit pranatalem

Stress assoziierten Krankheiten dienen.
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