Ressortforschungsberichte zur
kerntechnischen Sicherheit und
zum Strahlenschutz

Auswirkungen wiederholter Exposition mit starken statischen
Magnetfeldern des MRI wahrend der Embryonalentwicklung auf
kognitives und emotionales Verhalten bei Mausen

Universitat Heidelberg
Zentralinstitut fiir Seelische Gesundheit, Mannheim

P. Grass

Das Vorhaben wurde mit Mitteln des Bundesministeriums fiir Umwelt, Naturschutz und Reaktorsicherheit
(BMU) und im Auftrag des Bundesamtes fiir Strahlenschutz (BfS) durchgefiihrt.

&

Bundesamt fiir Strahlenschutz




Dieser Band enthalt einen Ergebnisbericht eines vom Bundesamt fur Strahlenschutz im
Rahmen der Ressortforschung des BMU (UFOPLAN) in Auftrag gegebenen
Untersuchungsvorhabens. Verantwortlich fur den Inhalt sind allein die Autoren. Das BfS
ubernimmt keine Gewahr fur die Richtigkeit, die Genauigkeit und Vollstandigkeit der Angaben
sowie die Beachtung privater Rechte Dritter. Der Auftraggeber behalt sich alle Rechte vor.
Insbesondere darf dieser Bericht nur mit seiner Zustimmung ganz oder teilweise vervielfaltigt
werden.

Der Bericht gibt die Auffassung und Meinung des Auftragnehmers wieder und muss nicht mit
der des BfS Ubereinstimmen.

BfS-RESFOR-42/11

Bitte beziehen Sie sich beim Zitieren dieses Dokumentes immer auf folgende URN:
urn:nbn:de:0221-201112226829

Salzgitter, Dezember 2011



Prof. Dr. med. Peter Gass

AG Psychiatrische Tiermodelle (Leiter)

Zentralinstitut fiir Seelische Gesundheit Mannheim / Universitiit Heidelberg
JS

68159 Mannheim

Auswirkungen wiederholter Exposition mit starken statischen
Magnetfeldern des MRI wihrend der Embryonalentwicklung auf kognitives

und emotionales Verhalten bei Miausen

Der Bericht gibt die Auffassung und Meinung des Auftragsnehmers wieder und muss
nicht mit der Meinung des Auftragsgebers (Bundesminister fiir Umwelt, Naturschutz

und Reaktorsicherheit) iibereinstimmen.

Inhaltsverzeichnis

Zusammenfassung / SUMMATY......c.ccceecseecsssncssnesssncssnenns 2
EinIeitung.....ccoceiirieicssnrcssnncssnrcsssescsssssssssssssssssssssssssssssses 3
Material und Methoden............coeeeveeseecsnnssecseecsansncssecances 5
ErgebniSse....cccceicessercnssnncssnncssnncssansessanscsssssosassssasssssasess 13
DiSKUSSION «ccuveeniieisnecsanssensaecssnssnnssncsansnsssecssessnsssecsasssnsan 18
| B9 175 211 1) PR 21



Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten wurde die Kernspintechnologie zunehmend auch bei schwangeren
Frauen und in der Gynékologie zur Diagnostik fetaler Erkrankungen und Storungen benutzt.
Diese Technologie gilt generell als sicher. Dennoch erfordert die Entwicklung zunehmend
leistungsfahigerer Tomographen mit hoheren Feldstirken zur Verbesserung der Diagnostik
auch immer wieder eine erneute Evaluation der biologischen Sicherheit. Entsprechende
Studien mit Nagern bieten die Moglichkeit, sowohl akute als auch Langzeiteffekte einer
Magnetfeldexposition in systematischer Weise zu untersuchen. Dabei konnen insbesondere
Verhaltensanalysen dazu beitragen, auch subtilere Effekte einer Magnetfeldexposition auf das
sich entwickelnde fetale Gehirn nachzuweisen. In der vorliegenden Studie wurde das
Verhalten von adulten Miusen untersucht, die wihrend der gesamten Schwangerschaft in
utero tiglich einem statischen Magnetfeld von 7 Tesla Feldstirke ausgesetzt waren. In
zahlreichen standardisierten, gut validierten Verhaltenstests sowohl fiir emotionales
Verhalten wie auch fiir Lernen und Gedichtnis konnten wir keine Verhaltensauffilligkeiten
nachweisen. Unsere Ergebnisse bestirken damit die allgemeine Sichtweise auf die MRT als
sichere bildgebende Methode in der Schwangerschaft. Nichtsdestotrotz ist angesichts der
technischen Weiterentwicklung in klinischer und experimenteller = Bildgebung eine

fortlaufende Risikoseinschidtzung essenziell.

Summary

In the past three decades, magnetic resonance imaging (MRI) has been increasingly used in
obstetrics to aid diagnostics of maternal and fetal conditions and has generally been
considered a safe imaging method. However, the development of higher-performance
systems employing, for example, stronger fields to improve the technique’s diagnostic
potential, necessitates an ongoing safety evaluation. Rodent studies provide an excellent
opportunity to investigate not only acute but also long-term effects of magnetic field
exposure in a systematic manner, and a behavioral analysis might help to uncover subtler
effects which might result from magnetic field exposure of the vulnerable developing brain.
We conducted a comprehensive investigation of emotional and cognitive behavior in adult
mice which had been repeatedly exposed to a 7 Tesla static magnetic field in utero. Using
well-validated tests, we did not observe any adverse behavioral alterations regarding

emotional behavior as well as spatial and emotional learning.



1. Einleitung

Seit ihrer Einfiihrung in den 80er Jahren des 20. Jahrhunderts hat die
Magnetresonanztomographie (MRT) die Patientenversorgung durch hoch auflosende
Bildgebung dramatisch verbessert (1). Neben der Ultraschalluntersuchung ist die MRT das
einzige bildgebende Verfahren, das auf ionisierende Strahlung oder die Einbringung
radioaktiver Komponenten in den Korper verzichten kann. Die laufende Verbesserung
vorhandener Systeme mit dem Ziel, das diagnostische Potenzial des Verfahrens weiter zu
erhohen (2), macht eine stindige Neubewertung von Sicherheit und Risiko erforderlich (3,4).
Dies betrifft alle Systemkomponenten, denen ein Patient ausgesetzt ist. Wéhrend
Maximalwerte fiir Gradienten- und Radiofrequenzkomponente durch deren besondere
physikalische = Konsequenzen,  ndmlich  Stimulation  peripherer = Nerven  und
Gewebeerwidrmung, bestimmt sind, ist die Stidrke des statischen Magnetfeldes derzeit eher
durch technologische, regulatorische und Kostenfaktoren limitiert als aufgrund bekannter
Aspekte von Sicherheit oder Vertriglichkeit (5). Da weiterhin die Stirke des vorliegenden
statischen Magnetfeldes die Maximalwerte der anderen Komponenten nicht beeinflusst,
konnen potentielle biologische Effekte unabhédngig voneinander untersucht und bewertet
werden (6). Aufgrund des diamagnetischen Charakters lebenden Gewebes (7) rufen
Magnetfelder, auch solche von hoher Stirke, im Allgemeinen aber nur sehr geringe Effekte
hervor.

Fragen der Sicherheit einer diagnostischen oder therapeutischen Maflnahme sind von
besonderer Bedeutung, wenn es um deren Anwendung bei schwangeren Patientinnen geht,
denn in den meisten Fillen profitiert die werdende Mutter von der Untersuchung, wihrend
das ungeborene Kind das Risiko mittrigt (8). Nichtsdestotrotz hat die MRT zunehmend
Eingang in Gynikologie und Geburtshilfe gefunden, wobei sie insbesondere zur Kldrung
uneindeutiger Ergebnisse von Ultraschallsuntersuchungen eingesetzt wird (9). Hierbei wird
durch ihren Einsatz die Diagnose fetaler Entwicklungsauffilligkeiten (10-12) sowie
miitterlicher Erkrankungen unterstiitzt (13,14). Die Erfassung und Bewertung potentieller
mit einer Anwendung der MRT in der Schwangerschaft einher gehender Risiken basiert
derzeit vorrangig auf klinischer Erfahrung sowie einigen Follow-up-Beobachtungsstudien
(15-17). Wihrend in der klinischen Praxis der Einsatz der MRT im ersten Trimenon aufgrund
der in diesem Zeitraum stattfindenden Organogenese zu vermeiden gesucht wird (18), sind
bisher keine Risiken oder Nachteile fiir Mutter und Kind bei der Anwendung von Feldstirken
bis 1,5T bei Schwangeren identifiziert worden (19). Im Allgemeinen wird daher empfohlen,

die Stirke des statischen Magnetfelds bei der Untersuchung werdender Miitter auf maximal



1,5T zu begrenzen (20). Aufgrund ethischer Aspekte und strenger Richtlinien beziiglich der
Durchfithrung von Studien in der Schwangerschaft kann jedoch eine vollstindige und
systematische Erfassung und Bewertung biologischer Effekte und damit verbundener Risiken
einer MRT-Exposition in utero momentan nur durch Tierstudien geleistet werden.

Es existieren zahlreiche Untersuchungen in verschiedenen Spezies zu den Effekten
einer pridnatalen Exposition gegeniiber Magnetfeldern auf Nervensystem, Herz-Kreislauf-
System sowie deren mogliche teratogene oder kanzerogene Wirkung (21). Uneinheitliche
Resultate liegen beziiglich der Folgen einer prinatalen Magnetfeldexposition fiir
Spermatogenese, testikuldre und ependidymale Entwicklung (22-25) sowie das Vorkommen
allgemeiner Entwicklungsstorungen (26-31) bei den Nachkommen vor. Basierend auf
beobachteten Wirkungen von Magnetfeldern auf Signalkaskaden in Neuronen im Kortex der
Ratte in vitro (32) kann vermutet werden, dass durch eine mogliche Beeinflussung von
Hirnfunktionen durch die Magnetfeldexposition auch  Verhaltensverinderungen
hervorgerufen werden konnten. Dies ist insbesondere dann nahe liegend, wenn die
Einwirkung wihrend der Hirnentwicklung stattfindet. Da zudem bestimmte Hirnregionen wie
zum Beispiel das limbische System nach der Geburt einer raschen Weiterentwicklung
unterzogen sind, konnten prinatal induzierte Verdnderungen deutliche langfristige Folgen
haben, die sich auch auf der Verhaltensebene manifestieren konnten. Angesichts der
geringen Anzahl an Studien, die Verhaltenseffekte im Gefolge einer Magnetfeldexposition
zum Gegenstand haben, beabsichtigten wir mit vorliegender Untersuchung eine umfassende
Charakterisierung basaler dngstlichkeits- und depressionsdhnlicher Verhaltensweisen sowie
des Lernens nach chronischer prinataler Exposition von C57BL/6 Miausen gegeniiber einem

7T statischen Magnetfeld.



2. Material und Methoden

2.1 Tiere

Adulte Miause (C57Bl/6J) wurden in einem 12stiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten und
hatten freien Zugang zu Wasser und Futter. Acht Wochen alte Tiere wurden iiber Nacht
verpaart (Mating), mit dem Vorliegen eines Vaginalplugs am nichsten Morgen wurde dieser
Tag als 0.5 post conceptionem (pc) designiert. Alle Tierexperimente fanden unter

Beriicksichtigung der entsprechenden gesetzlichen Bestimmungen statt (LANUV G1001/08).

2.2 Magnetfeldexposition und Untersuchungssystem

Von Tag 1.5 pc an wurden triachtige Weibchen einem statischen Magnetfeld von 7T in einem
Simatron Magnetom 7T (dulerer Durchmesser 2,4m, Linge 3,4m) am Erwin L. Hahn Institut
fir Magnetresonanz, Universitit Duisburg-Essen, ausgesetzt. Wihrend der Exposition
wurden die Kifige auf dem Tisch laserunterstiitzt positioniert. Nach Bestimmung des
Isozentrums wurde der Tisch elektronisch in die entsprechende Position gebracht. Fiir die
Scheinuntersuchung  wurde eine  Scannerattrappe benutzt, wobei Licht- und
Geriduschverhiltnisse der tatsdchlichen Untersuchungssituation simuliert wurden. In beiden
Bedingungen konnten sich die Tiere frei in den Kifigen bewegen. Die Exposition fand
taglich bis zum Tag 18.5 pc fiir 75 min statt. Nach dem Absetzen der Jungen im Alter von 3

Wochen wurden diese in Kéfigen von bis zu 6 Tieren gehalten.

2.3 Verhaltensexperimente

Alle Prozeduren fanden in Ubereinstimmung mit den in Europa (86/609/EEC) und
Deutschland (Deutsches Tierschutzgesetz) geltenden gesetzlichen Bestimmungen statt. Die
Experimente wurden im Zentralinstitut fiir Seelische Gesundheit in Mannheim durchgefiihrt
und waren durch die zustindige Behorde genehmigt worden (Regierungsprisidium
Karlsruhe, 35-9185.81/G144/04).

Die Miuse wurden im Alter von 8 Wochen nach Mannheim {iberstellt. Nach einer
zweiwOchigen Akklimatisierungsphase begannen die Verhaltensexperimente, so dass die
Tiere zu diesem Zeitpunkt ca. 10 Wochen alt waren. Es wurden Explorationsverhalten,
Lokomotion, Nozizeption, assoziatives Lernen, Arbeitsgedidchtnis sowie dngstlichkeits- und
depressionsidhnliches Verhalten untersucht. Die Reihenfolge der Tests wurde geméif
vorliegender Empfehlungen so gewihlt, dass belastendere auf weniger belastende

Untersuchungen folgten (33, 34). Um Confounder-Effekte aufgrund vorheriger



Testerfahrungen zu vermeiden, wurden die Tiere in zwei Kohorten im Abstand von ca. 6
Monaten untersucht (Tabelle 1; Kohorte 1: Magentfeldexposition: ménnliche Tiere n=19,
weibliche Tiere n=13; Scheinexposition: méinnliche Tiere n=13, weibliche Tiere n=13;
Kohorte 2: Magentfeldexposition: ménnliche Tiere n=18, weibliche Tiere n=18;
Scheinexposition: ménnliche Tiere n=18, weibliche Tiere n=15). Die Verhaltenstests fanden
wihrend der aktiven Dunkelphase zwischen 7:00 und 19:00 Uhr statt. Die Tiere wurden vor
Testbeginn fiir mindestens 30 min an den Raum und die Anwesenheit des Experimentators
gewohnt. Zwischen den einzelnen Tests wurde ein mindestens 24-stiindiges Pausenintervall
gewihrleistet. Bei allen Verhaltenstests wussten die Untersucher wiéhrend der jeweiligen
Testung nicht iiber die Gruppenzugehorigkeit der Tiere Bescheid. Das Korpergewicht wurde
wochentlich erhoben. Die Tiere wurden in Einzelhaltung in Macrolon Typ II-Kifigen mit
Standardstreu und Nestmaterial (Papiertaschentuch) gehalten und erhielten Futter und Wasser

ad libitum.

Test Kohorte 1 Kohorte 2

Novel Cage X
Openfield + Novel Object X
Rotarod
Elevated O-Maze
Dark-Light Box
T-Maze

Hotplate

X X X X

X X X X X

Learned Helplessness
Fear Conditioning X

Porsolt Forced Swim Test X

Tabelle 1. Verteilung der Verhaltenstests auf die untersuchten Kohorten



Novel Cage. Der Novel Cage Test (Abb. 1) untersucht exploratives Verhalten der
Tiere in einer neuen Umgebung, indem Aufrichtungen (Rearings) gemessen werden. Hierfiir
werden die Miuse in einen neuen Macrolon Typ II-Kéfig mit einer diinnen Lage frischen

Streus fiir 5 min unter Rotlicht gesetzt und die Rearings erfasst.

Abb. 1 Novel Cage Test

Opentfield und Novel Object Exploration. Der Openfield Test (Abb. 2) untersucht
Lokomotion und exploratives Verhalten der Tiere nach Einsetzen in eine unbekannte Arena.
Die Bewegungen der Tiere in einem quadratischen Openfield (weifl, MaBle 50x50 cm,
Beleuchtung mit 25 Lux) wurden {iiber einen Zeitraum von 20 min erfasst (Videosystem:
CCD IRIS; Sony, Tokyo, Japan). Die Daten wurden mit EthoVision 3.1 (Noldus,
Wageningen, Niederlande) analysiert. Die erhobenen Parameter waren: zuriickgelegte
Gesamtdistanz (in cm), Geschwindigkeit (in cm/s), Entfernung zur Wand (in cm) sowie Zeit
im Zentrum (in %; Zentrum definiert als der mind. 10 cm von der Wand entfernte Bereich).
Der nachfolgende Novel Object Test erfasst Neophobie durch die Analyse der freien
Exploration eines neu in die Arena eingebrachten Objekts. Nach 10 min Openfield wurde das
neue Objekt, in diesem Fall ein wassergefiillter 50 ml Falcon-Tube, in die Mitte der Arena
gesetzt. Die Objektexploration wurde fiir 10 min erfasst, indem die mittlere Distanz zum
Objekt, die Latenz bis zum ersten Kontakt mit dem Objekt sowie die Gesamtanzahl an

Objektkontakten erfasst wurden.

Abb. 2 Open Field Test



Rotarod. Der Rotarod Test (Abb. 3) erfasst die motorischen Fihigkeiten der Tiere.
Die Tiere werden auf das rotierende Gerit gesetzt und die Latenz bis zum Herunterfallen
wird innerhalb der ndchsten 5 min bestimmt, wihrend derer die Geschwindigkeit von 5 auf

25 Rotationen/min erhoht wird.

Abb. 3 Rotarod Tests

Elevated O-Maze. Die sog. Elevated O-Maze (Abb. 4) induziert einen Annhédherungs-
Vermeidungs-Konflikt in den Tieren, wobei dngstliches Verhalten durch das Ausmall an
Vermeidung der erhdhten und exponierten Teile der Rundmaze gemessen wird. Die Maze
bestand aus einer grauen Plastikrundbahn (Breite 6 cm, duflerer Durchmesser 46 cm,
Entfernung vom Boden 50 cm). Zwei sich 90° gegeniiberliegende Bereiche wurden durch 10
cm hohe graue Polyvinylwinde geschiitzt. Die Tiere wurden einen dieser Bereiche
eingebracht und 5 min lang beobachtet. Die Versuchsarena wurde mit 25 Lux beleuchtet.
Folgende Parameter wurden erfasst: Latenz bis zum ersten Exit in einen ungeschiitzten

Bereich, Gesamtanzahl der Exits, Gesamtzeit in offenen Kompartimenten.

Abb. 4 Elevated O-Maze



Dark-Light-Box. In der Dark-Light-Box (Abb. 5) wird d&ngstliches Verhalten
gemessen, indem das Ausmal} untersucht wird, in dem die Tiere einen aversiv hell
beleuchteten Bereich explorieren. Die Dark-Light-Box bestand aus 2 Plastikkammern, die
durch eine schmale Offnung miteinander verbunden waren. Das dunkle Kompartiment maB
20x15 cm und war abgedeckt. Das angrenzende weille Kompartiment mafl 30x15 cm und
wurde mit 600 Lux beleuchtet. Die Tiere wurden in den dunklen Bereich gesetzt, die Latenz
bis zum ersten Exit in den hellen Bereich, die Anzahl der Exits und die Gesamtzeit im hellen

Bereich wurden iiber 5 min erfasst.

Abb. 5 Dark-Light-Box

T-Maze. Die T-Maze (Abb. 6) ist ein Paradigma zur Beurteilung des rdumlichen
Arbeitsgedichtnisses. Die Maze bestand aus 2 jeweils 20 cm langen Armen aus weillem
Plastik, die T-férmig von einem 40 cm langen Gang abzweigten. Arme und Gang waren 10
cm breit, die umgebenden Winde hatten eine Hohe von 25 cm. Es wurden 2 Trials im
Abstand von 1 h durchgefiihrt. Im Aquirierungstrial von 8 min Dauer wurde einer der kurzen
Arme geschlossen gehalten. Im zweiten sog. Retentionstrial, der 3 min dauerte, waren die
beiden kurzen Arme gedffnet und fiir das Tier zuginglich. Die Anzahl der Eingénge in die
kurzen Arme sowie die Zeit, die in jedem der kurzen Arme verbracht wurde, wurden erfasst.

Die Beleuchtungsstérke betrug 25 Lux.

Abb. 6 T-Maze



Hotplate Test. Um eine veranderte Schmerzempfindlichkeit als Confounder im Fear
Conditioning und der Learned Helplessness auszuschlieen, wurden alle Méuse einem
Hotplate Test unterzogen (ATLab, Vendargues, Frankreich; Abb. 7). Die Temperatur wurde
auf 53°C (+0.3°C) festgesetzt, die Testdauer wurde zur Vermeidung von Verletzungen der
Tiere auf 45 s begrenzt. Die Latenz bis zur ersten Reaktion, d. h. Springen oder Lecken der

Hinterpfoten, wurde gemessen.

Abb. 7 Hotplate Test

Learned helplessness (Erlernte Hilflosigkeit). In diesem Paradigma (35) werden die
Tiere in eine transparente Schockammer (Abb. 8A) aus Plexiglas (18 cm x 18 cm x 30 cm),
gesetzt, die einen Gitterboden aus Edelstahl besitzt (Coulborn, Diisseldorf), durch den die
Tiere 360 FuBschocks (je 0.150 mA) an zwei aufeinanderfolgenden Tagen erhielten. Sowohl
die Dauer der Schocks (1-3 s) als auch die schockfreien Intervalle (1-15 s) waren nicht
vorhersehbar. Vierundzwanzig Stunden nach der zweiten Schockprozedur wurde die erlernte
Hilflosigkeit getestet, indem das Verhalten in einer Shuttle Box (Graphic State Notation;
Coulborn; Abb. 8B) untersucht wurde. Diese bestand aus zwei gleich gro3en Bereichen (18
cm x 18 cm x 30 cm) mit einem Gitterboden, durch den ein Strom appliziert werden konnte
und einer Signalleuchte. Spontane initiale Shuttlebewegungen zwischen den Kompartimenten
wurden wiéhrend der ersten beiden Minuten mittels einer Infraroteinrichtung gezéhlt. Das
Verhalten wurde in 30 Shuttle-Escape-Trials mit einem Intervall von 30 s zwischen den
Trials untersucht. Jeder Trial begann mit einem 5-sekiindigen Lichtsignal, das einen
nachfolgenden maximal 10 s dauernden Fuflschock ankiindigte. Die moglichen
Verhaltensweisen waren: Avoidance (Vermeidung) in Form eines unmittelbaren Wechsels
ins andere Kompartiment als addquate Reaktion auf das Lichtsignal, Escape als Wechsel ins
andere Kompartiment nach Erhalt eines Fulschocks sowie Escape failure, wenn kein Versuch

gemacht wurde, den aversiven Umstdnden auszuweichen. Die gesamte Dauer des Versuchs
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belief sich auf ca. 20 min.

(i

Abb. 8A Schockammer Abb. 8B Shuttle Box

Fear Conditioning. Fear Conditioning ist ein Pavlovsches Konditionierungsverfahren,
bei dem Hippokampus- und Amydgala-abhédngiges emotionales Lernen untersucht wird. Fear
conditioning wurde wie vormals beschrieben (36) durchgefiihrt. Sowohl fiir kontextuelles als
auch Cue-Conditioning wurden die Miuse einzeln in die Konditionierungskammer (58 cm x
30 cm x 27 cm; TSE, Bad Homburg; Abb. 9) gesetzt. Nach einer Eingewohnungszeit von 2
min wurde fiir 30 s ein diskreter konditionierter Reiz appliziert (Ton mit 2800 Hz; 85 dB).
Danach wurde ein unkonditonierter Reiz in Form eines Fuflschocks von 2 s Dauer (0.8 mA)
appliziert. Vierundzwanzig Stunden nach diesem Training wurde in derselben Kammer die
Kontextkonditionierung durch die Messung des Freezings, also des kompletten Fehlens von
Bewegungen mit Ausnahme von Atembewegungen, in 10 s-Intervallen iiber 5 min erfasst.
Die Cue-Konditionierung wurde in einem visuell, taktil und olfaktorisch unbekanntem
Kontext 48 h nach dem Training durchgefiihrt, indem die Tiere fiir 3 min dem Ton ausgesetzt

waren und Freezing wie oben beschrieben erfasst wurde.

Abb. 9 Konditionierungskammer
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Porsolt Forced Swim Test. Der Forced Swim Test (Abb. 10) ist ein Paradigma zur
Erfassung von Verzweiflungsverhalten, indem das AusmaBl an Immobilitit in einer
ausweglosen aversiven Situation gemessen wird. Die Miuse wurden in einen Glaszylinder
(Hohe 23 cm, Durchmesser 13 cm), der bis zu einer Hohe von 12 cm mit 21°C warmem
Wasser gefiillt war, verbracht (37). In der 6 min dauernden Testphase wurde videounterstiitzt
(Sony CCD IRIS) erfasst, nach welcher Latenz und in welchem Ausmal} die Tiere immobil
waren. Die Datenauswertung erfolgte mit EthoVision 3.0 (Noldus, Wageningen,

Niederlande).

Abb. 10 Porsolt Forced Swim Test

2.4 Statistische Auswertung

Die Daten wurden mittels Allgemeiner Linearer Modelle ausgewertet. Die Residuen wurden
graphisch untersucht, wenn erforderlich, wurden die Rohdaten mittels Wurzel-, Logarihtmus
oder Angulartransformation transformiert. FEine ANOVA mit ,,Geschlecht“ und
,Behandlung* (d.h. Magnetfeldexposition vs. Scheinexposition) als Zwischensubjektfaktoren
wurde durchgefiihrt. ,,Kohorte* wurde in das Modell aufgenommen, um Variation aufgrund
der verschiedenen Testzeitpunkte in den Fillen zu erfassen, wenn Tests bei Tieren beider
Kohorten durchgefiihrt wurden. Fiir die Analyse der Korpergewichte sowie der Daten des
Porsolt Forced Swim Test wurde eine ANOVA mit Messwiederholung durchgefiihrt. Die
statistische Auswertung erfolgte mit PASW 18.0 fiir Windows. Die Signifikanzgrenze wurde
bei p < 0.05 angesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Das Korpergewicht wird durch die Exposition gegeniiber einem statischen Magnetfeld
von 7T in utero nicht beeinflusst
Es zeigten sich keine Unterschiede in den Korpergewichten der Tiere der beiden

Versuchsbedingungen (Abb. 11). Allerdings konnten signifikante Geschlechtsunterschiede
erhoben werden (Abb. 11).
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Abb. 11 Korpergewicht der mit einem 7T Magnetfeld exponierten (schwarz) oder
scheinexponierten (grau) ménnlichen (Kreise) und weiblichen (Dreiecke) Méuse der Kohorten 1
(oben) und 2 (unten). Unterschiede in den Zeitpunkten der Gewichtsbestimmung ergeben sich
aus der unterschiedlichen Dauer der Tests in Kohorten 1 und 2.
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3.2 Wiederholte prdnatale Exposition gegeniiber einem 7T statischen Magnetfeld verdindert
Lokomotion, Exploration und Nozizeption nicht

Es fanden sich keine signifikanten Effekte der Behandlung im Novel Cage Test (Tabelle 2).
Jedoch konnte ein signifikanter Effekt des Geschlechts auf die Anzahl der Rearings
festgestellt werden (F;s4 = 26.237, p < 0.001), wobei bei Weibchen in einer neuen
Umgebung mehr Rearings (59.19 + 2.43) als bei Minnchen (43.47 + 1.96) verzeichnet
wurde.

Im Openfield Test wurden geschlechtsspezifische Unterschiede beziiglich der
zuriickgelegten Entfernung (F; 12 = 5.428, p = 0.021) und der Geschwindigkeit (F 22 =
5.895, p = 0.017) festgestellt, nicht jedoch solche, die auf die in utero Magnetfeldexposition
zuriickzufiithren wiren. Weibchen legten ldngere Strecken zuriick als Méannchen (54.23 m +
1.41 vs. 52.19 m £ 1.45), wihrend diese sich schneller bewegten (8.82 cm/s + 0.24 vs. 7.64
cm/s £ 0.23). Im Novel Object Test zeigte sich ebenfalls ein Geschlechtereffekt bei den
Annidherungen an das neue Objekt (F 120 =7.447, p = 0.007): Weibchen niherten sich diesem
hdufiger an als Mannchen (24.19 + 2.59 vs. 14.56 + 1.34).

Hinsichtlich der motorischen Koordination auf dem Rotarod waren weder
Geschlechter- noch  Behandlungseffekte  festzustellen (Tabelle 2). Bei der
Schmerzempfindlichkeit gegeniiber thermischen Reiten im Hotplate Test zeigten sich

ebenfalls keine Behandlungseffekte (Tabelle 2).

3.3 Wiederholte priinatale 7T Exposition hat keinen Einfluss auf Angstlichkeitsverhalten
Signifikante Geschlechtereffekte wurden in zwei von drei in der Elevated O-Maze erhobenen
Parametern festgestellt, namlich Latenz zum ersten Exit (F; 120 = 6.763, p = 0.01) und Anzahl
der Exits (Fy 120 = 5.747, p = 0.018). Hierbei zeigten Weibchen eine kiirzere Latenz bis zum
ersten Exit (109.31 s + 13.71 vs. 159.57 s = 12.75) und bewegten sich ofter ins offene
Kompartiment (4.27 + 0.61 vs. 2.53 + 0.29).
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Test SMF-exponiert in utero scheinexponiert Effekt von

males females males females transf. | SMF G SMF * G
Novel Cage Test
Rearings (n) 4474 + 2,26 57,00 + 3,56 4162 + 357| 61,38 £+ 63,001 NT |,841 ,000 ~ ,235
Openfield/Novel Object Test
ohne Objekt
Gesamtdistanz (cm) 4932,43 + 129,94| 5261,69 + 176,85]|4833,79 + 148,19|514527 + 139,55 NT |[,509 ,021 * ,755
Geschwindigkeit (cm/s) 9,15 + 0,21 8,47 * 0,30 880 + 0,24 8,36 + 0,26 NT |[,299 ,017  * ,234
Zeit im Zentrum (%) 20,04 + 1,01 19,24 + 0,98 18,86 + 1,20 19,97 + 1,20] NT |,877 ,850 ,466
Wandabstand (cm) 744 + 0,18 7,39 * 0,16 725 £+ 0,18 7,36 + 0,161 NT |,521 ,882 ,586
mit Objekt
Gesamtdistanz (cm) 3587,67 = 154,31| 4093,13 + 264,57|3737,12 + 146,99|4170,48 = 219,08 NT |[,973 ,071 771
Zeit im Zentrum(%) 9,87 + 1,21 11,51 + 2,14 7,32 + 0,92 10,84 + 1,67 | angular | ,392 ,140 ,402
Wandabstand (cm) 582 + 0,22 592 + 0,38 507 £+ 0,19 589 + 0,29 Ig ,219 ,189 ,095
Latenz 1. Objektkontakt (s) 31,00 + 554 51,08 + 18,79| 56,23 + 19,69 31,29 =+ 4,90 Ig ,912 ,726 277
Objektkontakte (n) 14,35 + 1,49 16,84 + 2,50 11,94 + 1,35 18,75 + 1,91 NT |[,959 ,007  ** ,335
Rotarod
Latenz bis zum Fall (s) 138,33 + 2144| 170,06 + 18,71| 153,61 + 16,06 174,40 + 2199 NT |,618 ,185 ,781
Elevated O-Maze
Latenz zum 1. Exit (s) 161,65 + 15,41 93,45 + 18,00 157,10 + 21,36| 126,86 + 20,74 NT |[,409 ,010 * ,383
Exits (n) 254 + 042 3,97 + 0,67 252 + 0,41 461 + 1,05 Ig ,614 ,018 ,896
Zeit in offenen Bereichen (s) 22,03 + 4,67 27,13 + 5,10 17,68 + 2,96 33,18 * 8,75 sqgrt |,854 ,053 ,445
Dark-Light-Box
Latenz zum 1. Exit (s) 66,39 + 11,76 68,52 + 14,37 98,19 + 18,03 97,32 + 20,70 lg ,307 ,817 ,509
Exits (n) 769 £ 0,79 6,19 =+ 0,81 590 + 0,67 6,79 + 0,96 NT |[,450 ,689 ,127
Zeit im hellen Bereich (s) 56,72 + 6,11 39,00 + 547 48,23 + 531 41,14 + 545 NT |,569 ,030 * ,329
T-Maze
Quotient Entries neu/alt 1,199 £+ 0,09 1,21 + 0,09 1,15 £+ 0,12 1,13 £ 0,09| NT |[,562 ,980 ,833
Quotient Zeiten neu/alt 1,14 + 0,16 1,60 + 0,36 0,95 + 0,20 124 + 0,18 lg ,229 ,090 ,862
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Hotplate Test

Latenz zur 1. Reaktion (s) 20,24 + 1,79 19,13 + 1,60 20,26 * 1,36 18,22 + 0,99| NT |[,786 ,319 ,748
Learned Helplessness

Avoidance (n) 0,84 £+ 0,30 2,23 + 0,78 0,85 £+ 0,62 0,67 + 0,28 Ig ,162 172 ,424
Escapes (n) 10,68 = 2,02 18,31 + 3,11 13,77 + 340 22,17 + 295 NT |,225 ,007  ** ,892
Escape failures (n) 18,47 £+ 2,22 9,46 =+ 3,51 15,38 £+ 3,59 7,17 + 3,00 Ig ,541 ,001 ,281
Escape-Latenz (s) 7,22 + 0,59 444 + 1,00 6,29 + 0,96 403 + 0,83 lg ,528 ,001  ** 479
Fear Conditioning

Freezing im context (%) 36,30 £+ 5,18 22,78 442| 38,67 + 644| 3095 = 518 sgrt [,319 ,060 ,287
Freezing mit Cue (%) 33,95 + 4,73 29,32 + 409 2444 + 453| 30,56 + 5,52 lg ,342 ,860 ,310
Porsolt Forced Swim Test

Tag 1 Latenz zur Immobiitat (s) 21,99 + 438 42,02 3,63| 30,08 + 5,26 4232 =+ 7,25 lg o064 T| o000 ** 593
Tag 2 Latenz zur Immobiitat (s) 3,06 £+ 0,71 10,29 + 3,32 6,78 % 1,86 18,75 £ 5,30 lg

Tag 1 Immobilitat (s) 155,96 + 12,03| 13550 + 11,30 162,00 + 5,20 131,95 + 16,19 |angular 647 000 ** 821
Tag 2 Immobilitat (s) 21420 + 8,88| 156,74 + 12,36| 201,78 + 11,83 147,88 + 9,53 |angular

Tabelle 2. Zusammenfassung der Ergebnisse der Verhaltensuntersuchung von adulten Tieren, die prinatal einem 7T statischen Magnetfeld (SMF) oder

einer Scheinbehandlung unterzogen wurden

Es werden untransformierte Daten + Standardfehler (SEM) angegeben. Die statistische Auswertung ist zusammengefasst in Bezug auf die durchgefiihrte
Transformation (NT = nicht transformiert, sqrt = Wurzeltransformation, 1g = logarithmische Transformation, ang = Angulartransformation) sowie die Effekte von
SME-Exposition, Geschlecht (G) und der Interaktion dieser beiden Faktoren (T = Tendenz; * p < 0.05, ** p < 0.01).
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In der Dark-Light-Box zeigten sich Geschlechterunterschiede in der Zeit, die im hell
beleuchteten Bereich verbracht wurde (F; 122 = 4.793, p = 0.030), wobei fiir Minnchen hier
hohere Werte gemessen wurden als fiir Webchen (52.79 s £ 4.10 vs. 40.02 s + 3.84). Keiner

der Tests zeigte jedoch ein Einfluss der in utero Magnetfeldexposition (Tabelle 2).

3.4 Wiederholte prinatale 7T Exposition hat keinen Einfluss auf depressionsdhnliches
Verhalten

Im Porsolt Forced Swim war ein Trend fiir einen Behandlungseffekt beziiglich der Latenz zur
Immobilitdt zu verzeichnen (F;s3 = 3.591, p = 0.064). An beiden Testtagen wiesen
magnetfeldexponierte Tiere kiirzere Latenzen als solche, die lediglich einer Scheinexposition
ausgesetzt waren (Tag 1: 30.13 s £ 3.44 vs. 3595 s £4.51; Tag 2: 6.00 s = 1.52 vs. 12.53 s +
2.93). Erneut zeigten sich zudem Geschlechtereffekte bei Latenz bis zur erstmaligen
Immobilitét (F s3 = 14.286, p < 0.001) und der Gesamtdauer an Immobilitit (F; 53 = 16.727, p
< 0.001). Im Hinblick auf letztere wiesen médnnliche Méuse an beiden Tagen hohere Werte
auf (Tag 1: 158.41 s £7.38 vs. 133.80 s = 9.54, Tag 2: 209.16 s £ 7.10 vs. 152.49 s + 7.78),
zudem wurden fiir Minnchen kiirzere Latenzen bis zur Immobilitit an beiden Tagen
gemessen (Tag 1: 25.28 s £3.39 vs. 42.16 s £ 3.87, Tag 2: 4.58 s £ 0.91 vs. 14.35 s £ 3.13).
Der Learned Helplessness Test ist ein Verhaltensmodell depressionsdhnlichen Verhaltens,
wobei die Copingfihigkeit der Tiere in einem stressreichen Szenario beurteilt wird (38). Ein
signifikanter Geschlechtereffekt wurde fiir die Anzahl an Escapes, (F; 53 = 8.023, p = 0.007),
Escape-Versagen (F;s3 = 11.249, p = 0.001) und Escape-Latenz (F;s3 = 11.416, p = 0.001)
beobachtet, wobei Weibchen mehr Escapes (20.16 + 2.14 vs. 11.94 + 1.82), weniger Escape-
Versagen (8.36 + 2.29 vs. 17.22 + 1.95) und kiirzere Escape-Latenzen zeigten (4.24 s + 0.64
vs. 6.84 £ 0.52). Die Magnetfeldexposition in utero zeigte keinen Effekt in den untersuchten

Parametern der erlernten Hilflosigkeit (Tabelle 2).

3.5 Pranatale 7T Exposition beeinflusst nicht assoziatives und rdumliches Lernen

Das Ausmal3 an Freezing im Fear Conditioning, welches ein Korrelat assoziativen Lernens
ist, wurde nicht durch prinatale Magnetfeldexposition beeinflusst (Tabelle 2). In der T-Maze,
einem Paradigma zur Erfassung raumlichen Lernens (39), verbringen Miuse normalerweise
mehr Zeit mit der Exploration des unbekannten Arms als des bereits bekannten Bereichs. Es
konnten keine auf die Behandlung zuriickzufiihrenden Unterschiede beziiglich der Eintritts-
und Zeitquotienten zwischen bekanntem und neuem Arm festgestellt werden (Tabelle 2). In

beiden Lerntests fanden sich auch keine Geschlechtsunterschiede (Tabelle 2).
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Untersuchung wurde eine Reihe etablierter und gut validierter Tests fiir
die Erfassung von #&ngstlichkeits-, depressionsidhnlichem und Lernverhalten in adulten
Mausen durchgefiihrt, die in utero wiederholt einem starken statischen Magnetfeld von 7T
ausgesetzt gewesen waren. Bisher wurden in Tierstudien hauptsidchlich morphologische und
physiologische Folgen einer derartigen prianatalen Exposition beforscht, wihrend beziiglich
moglicher Verhaltensfolgen lediglich Einzelbefunde oder sehr globale Charakterisierungen
vorliegen. Da das sich entwickelnde Gehirn besonders empfindlich gegeniiber
Umwelteinfliissen ist, kann eine genaue Verhaltensanalyse die Identifikation und Bewertung
subtilerer Effekte, die ohne deutliches neuroanatomisches Korrelat moglicherweise nicht
erkannt werden, erleichtern.

In Bezug auf Lernen, &dngstlichkeits- und depressionsidhnliches Verhalten konnten
keine nachteiligen Folgen einer pridnatalen Exposition gegeniiber einem 7T statischen
Magnetfeld identifiziert werden. Diese Befunde sind angesichts der steigenden Nutzung der
MRT bei der Untersuchung von Schwangeren in den letzten drei Jahrzehnten sicher
ermutigend. Die Bewertung der MRT als auf diesem Gebiet sicheres Verfahren beruht auf
einer kleinen Zahl von Follow-up-Untersuchungen beim Menschen (15-17, 40).
Langzeitfolgen beim Menschen sind bisher aufgrund der dafiir erforderlichen langen
Beobachtungszeit nicht untersucht worden. Im Allgemeinen haben die Untersuchungen am
Tier weniger einheitliche Ergebnisse erbracht, als die vorliegenden Humandaten vermuten
lieBen. High et al. (41) konnten keine negativen Folgen einer Exposition von Ratten in utero
gegeniiber einem 9,4T Magnetfeld fiir insgesamt 30h wihrend des zweiten und dritten
Trimenons feststellen. Jiang et al. (42) untersuchten die Folgen prinataler MRT-Exposition
tiber 40 min/d zwischen dem 12. und 18. Trichtigkeitsstag auf die synaptische Ultrastruktur
im Hippokampus der Ratte. Die hierbei beobachteten Verdanderungen in der Synapsenstruktur
wurden als mogliche morphologsiche Korrelate von Defiziten im rdaumlichen Lernen bei 2
Monate alten weiblichen Ratten, die dieser Prozedur ausgesetzt waren, angesehen (43).
Andererseits fanden Zhu et al. (44) keine Effekte in Bezug auf Neurogenese, Zelltod oder
Gedichtnisfunktion. Im Gegensatz zu moglichen Langzeitfolgen wurden akute
Verhaltensénderungen infolge einer MRT-Exposition, z. B. das sog. Circling, konsistent in
adulten Tieren beobachtet. Diese werden wahrscheinlich durch Stimulation des
Vestibularapparates verursacht und unterliegen einer Beeinflussung durch Orientierung und

Fixierung der Tiere innerhalb des Magnetfeldes (45-49).
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Die Vielzahl an Protokollen und Unterschiede in der zur Verfiigung stehenden
Technologie sind sicherlich wesentliche Faktor fiir die Heterogenitit der vorliegenden
Ergebnisse. Wihrend Patienten, die sich einer MRT-Untersuchung unterziehen, allen
Systemkomponenten ausgesetzt sind, haben zahlreiche Studien selektiv nur eine Komponente
untersucht, wodurch die Vergleichbarkeit der Ergebnisse weiter eingeschrinkt wird. Auch die
hier vorliegende Studie hat auf einen Aspekt, ndmlich das statische Magnetfeld, fokussiert.
Erstens hat die Stiarke des statischen Magnetfelds keinen Einfluss auf die Maxima anderer
Komponenten, was eine separate Untersuchung erlaubt (6) und damit die Relevanz unserer
Ergebnisse nicht beeintridchtigen sollte. Zweitens existieren fiir die Stdrke des statischen
Magnetfeldes keine Beschriankungen, wie dies fiir Gradienten- und
Radiofrequenzkomponente der Fall ist. Daher hilft eine umfassende Verhaltensuntersuchung
von Tieren, die in utero chronisch einem statischen Magnetfeld hoher Stirke ausgesetzt
waren, die Risikoeinschidtzung beziiglich des Einsatzes der MRT in der Schwangerschaft zu
verbessern (41, 50). Das laute Gerdusch, das durch die Kombination des statischen und des
Wechselmagnetfeldes entsteht, bedarf als moglicher Stressor fiir das ungeborene Kind (51)
besonderer Erwidhnung. Dieser Aspekt konnte durch den Einsatz lediglich des statischen
Magnetfeldes von uns nicht untersucht werden. Prédnataler Stress durch Gerdusche, die an
Intensitét in etwas denen einer MRT-Untersuchung entsprechen, haben im Tierexperiment
bei den Nachkommen erhohte Kortikosteron-Werte (52) und Verdnderungen im emotionalen
Verhalten (53) bedingt und sich nachteilig auf die Immunfunktion (54) ausgewirkt. Wihrend
bisher keine entsprechenden negativen Folgen auf Horvermdgen und andere physiologische
Parameter beim Menschen identifiziert wurden (17, 55), ist aufgrund der Tierdaten eine
weitergehende Untersuchung erforderlich, insbesondere da die Messung der fetalen
Liarmexposition sowie auch der Lirmschutz des Feten nicht einfach zu bewerkstelligen sind
(56).

Interessanterweise beobachteten wir einen nicht signifikanten Trend der
Magnetfeldexposition im Forced Swim Test dergestalt, dass exponierte Tiere lidngere
Latenzen bis zur Immobilitét zeigten als unbehandelte Tiere. Ein solches Verhalten kann als
aktivere Copingstrategie angesehen werden, die auf einen antidepressiven Effekt hinweisen
konnte. Wihrend eine antidepressive Wirkung einer MRT-Exposition bei Méusen vereinzelt
gezeigt wurde (57, 58), muss bedacht werden, dass anders als in jenen Studien in der
vorliegenden Untersuchung lediglich ein statisches Magnetfeld benutzt wurde, insbesondere
Gradientenfelder waren nicht vorhanden (31). SchlieBlich ist zu sagen, dass die weiteren

Tests zur Erfassung depressionsdhnlichen Verhaltens keine Unterschiede ergaben, so dass
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eine von diesem Einzelbefund ausgehende Schlussfolgerung sicher verfriiht wire.

Zusammenfassend zeigen wir das Fehlen nachteiliger Effekte auf Verhalten und Lernen
infolge einer wiederholten Exposition gegeniiber einem 7T statischen Magnetfeld in utero in
der Maus. Unsere Ergebnisse bestirken damit die allgemeine Sichtweise auf die MRT als
sichere bildgebende Methode in der Schwangerschaft. Nichtsdestotrotz ist angesichts der
technischen Weiterentwicklung in klinischer und experimenteller = Bildgebung eine

fortlaufende Risikoseinschitzung essenziell.
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