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1 Einleitung

1.1 Serotonerges System

111 Die Entdeckung von Serotonin
Bereits im Jahr 1912 bewies O’Connor den vormaligen Verdacht auf Substanzen im
Blutserum, die dem Adrenalin, abhdngig vom getesteten Organ, zwar einerseits
ahnlich zu sein schienen, andererseits aber auch gegensatzliche Wirkungen zeigten.
Die Substanz wirkte unter anderem in der Peripherie des Korpers an glatten
Muskelzellen von beispielsweise GefalRen und Uterus tonussteigernd wie Adrenalin,
am Darm und an der Harnblase hingegen in Kontrast zu Adrenalin ebenfalls
tonussteigernd und nicht -hemmend (O'Connor 1912). Bei dieser Substanz handelte es
sich, wie sich spater herausstellte, um Enteramin (Vialli and Erspamer 1937, Vialli and
Erspamer 1937a) beziehungsweise Serotonin (Rapport, Green et al. 1948). Die
Bezeichnung Enteramin wurde aufgrund der Herkunft aus den enterochromaffinen
Zellen der gastrointestinalen Mucosa gewahlt (Erspamer and Asero 1952). In darauf
folgenden Experimenten wurde festgestellt, dass Enteramin 5-Hydroxytryptamin
entspricht (Erspamer and Asero 1952). Zu &hnlicher Zeit konnte von der
Forschungsgruppe um Rapport eine Substanz aus dem Serum von Rindern gewonnen
werden, die sie Serotonin nannten. Diesen Namen erhielt es aufgrund seiner Herkunft
und wegen seiner konstringierenden Eigenschaften an Darm und Gefalen (Rapport,
Green et al. 1948). Kurz darauf wurde es als 5-Hydroxytryptamin mit der chemischen
Formel C.oH;,ON, identifiziert (Rapport 1949). Damit existierten mit Enteramin,
Serotonin  und 5-Hydroxytryptamin drei synonyme Bezeichnungen fiir dieselbe
Substanz. Heute sind, anhand der Titel vieler Forschungsarbeiten ersichtlich, vor allem
Serotonin und 5-Hydroxytryptamin gebrauchlich (Zetler and Schlosser 1954, Berkovits,
Mucsi et al. 1967, Willemen, Che et al. 2012, Li, Fan et al. 2015, Andolina, Di Segni et
al. 2019, Abdulla, Pennington et al. 2020, Bostanciklioglu 2020, Reinebrant, Wixey et
al. 2020). Zusatzlich zu den bereits genannten Funktionen ist Serotonin auferdem an
der Regulation von Stimmung, Gedachtnis, Aggression, Angst, Appetit,
Stressreaktionen, Sexualitat, Schlaf, zirkadianen Rhythmen, Gefal3tonus, Emesis,
Korpertemperatur, Atemantrieb, Pulsrate, Hamostase, Schmerzwahrnehmung,

Leberregeneration und Weiterem beteiligt (Berger, Gray et al. 2009).



1.1.2 Der Serotonin-Stoffwechsel und seine Regulation

Serotonin wird in zwei Schritten aus L-Tryptophan synthetisiert (Udenfriend, Titus et al.
1956). Bei der ersten Reaktion handelt es sich um die Oxidation von L-Tryptophan zu
5-Hydroxytryptophan durch das Enzym Tryptophan-Hydroxylase (= TPH). Dies ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt (Peters, McGeer et al. 1968). Zwei Isoformen
der Tryptophan-Hydroxylase sind mittlerweile nachgewiesen, von denen eine vor allem
im Gastrointestinaltrakt (= TPH1) und eine hauptséchlich im Gehirn (= TPH2) zu finden
ist (Walther, Peter et al. 2003). Danach findet die Decarboxylierung von 5-
Hydroxytryptophan zu 5-Hydroxytryptamin (nachfolgend Serotonin genannt) mittels 5-
Hydroxytryptophan-Decarboxylase statt (Clark, Weissbach et al. 1954). Das Enzym 5-
Hydroxytryptophan-Decarboxylase ist ebenfalls unter dem Namen Aromatische-L-
Aminosaure-Decarboxylase bekannt (Nikishin, Alyoshina et al. 2019). SchlieRlich ist
einer der wichtigsten Abbauwege die oxidative Desaminierung von Serotonin durch die
Monoamino-Oxidase (= MAO) zu letztlich 5-Hydroxyindol-Essigsaure (= 5-HIAA), die
Uber den Urin ausgeschieden werden kann (Udenfriend, Titus et al. 1956). Es gibt zwei
Subtypen der MAO, MAO-A und MAO-B (Johnston 1968). Der Abbau von Serotonin
findet hauptséachlich Gber den MAO-A-Subtyp statt (Johnston 1968, Tipton, Davey et al.
2011). Wird MAO-A jedoch gehemmt, kann der Abbau von Serotonin vom Subtyp B
tubernommen werden (Green and Youdim 1975). Sollte MAO als Abbauweg nicht zur
Verfligung stehen (Weissbach, Lovenberg et al. 1961) oder aus anderen Griinden
extrazellulares Serotonin aufRergewdhnlich hoch sein (Kohle, Badary et al. 2005),
erhoht ein anderes Enzym mit Namen UDP-Glucuronosyltransferase (= UGT),
hauptséachlich Subtyp UGT-1A6 scheint verantwortlich zu sein (Krishnaswamy, Duan et
al. 2003, Bock and Kohle 2005, Kohle, Badary et al. 2005), seinen Anteil am Abbau
von Serotonin, sodass die Abbaurate insgesamt konstant gehalten werden kann
(Weissbach, Lovenberg et al. 1961). Einzig das Verhéltnis der Serotonin-
Abbauprodukte verandert sich von urspringlich hauptsachlich 5-HIAA und 30 %
Serotonin-O-Glucuronid im Urin zu ca. 70 % Serotonin-O-Glucuronid und nur noch ca.
6 % 5-HIAA (Weissbach, Lovenberg et al. 1961).

Regulation _des __Serotonin-Stoffwechsels. Die  Serotonin-Synthese  scheint

hauptsachlich Gber zwei Mechanismen reguliert zu sein, die von Hamon und Glowinski
zusammenfassend und Ubersichtlich kategorisiert werden (Hamon and Glowinski
1974). Entscheidend sind die verfigbare Menge der essentiellen Aminosaure
Tryptophan (Le Floc'h, Otten et al. 2011), die als Grundbaustein der Serotonin-

Synthese dient (siehe oben), sowie die Uber das Enzym TPH geregelte Rate der



Hydroxylierung von Tryptophan. Die zur Synthese von Serotonin verflighare Menge an
Tryptophan erhoht sich, sobald mehr freies (Knott and Curzon 1972, Tagliamonte,
Biggio et al. 1973), nicht an Albumin gebundenes Tryptophan (McMenamy and Oncley
1958) im Blut vorliegt oder wenn der Transport in die Zellen Uber Transportproteine
(auch Carrier genannt) sich erhéht oder auch, wenn der bereits innerhalb einer Zelle
befindliche Vorrat an Tryptophan vermehrt in die Serotonin-Synthese statt in andere
Stoffwechselprozesse eingespeist wird (Hery, Rouer et al. 1972, Hamon and Glowinski
1974, Morot-Gaudry, Hamon et al. 1974). Erhdhte Mengen freien Tryptophans finden
sich beispielsweise nach Injektion von Tryptophan (Fernstrom and Wurtman 1971,
Tagliamonte, Biggio et al. 1973, Bourgoin, Faivre-Bauman et al. 1974), unter dem
Einfluss von Salicylaten (Tagliamonte, Biggio et al. 1973a, Bourgoin, Faivre-Bauman et
al. 1974), bei erhohten Fettsaurewerten im Blut nach zum Beispiel Stress durch
Immobilisation oder Nahrungskarenz (Curzon, Joseph et al. 1972, Curzon, Friedel et
al. 1973) und generell bei Neugeborenen (Bourgoin, Faivre-Bauman et al. 1974). Licht
(Hery, Rouer et al. 1972), REM-Schlaf-Entzug (Hery, Pujol et al. 1970) und
beispielsweise Lithium (Knapp and Mandell 1973, Belin, Chouvet et al. 1974) sind in
der Lage, die Transportrate von Tryptophan zu erhdhen. Auch wird erwédhnt, dass
Verédnderungen des Verhéltnisses von Tryptophan zu anderen neutralen Aminosauren
wie Tyrosin, Phenylalanin, Leucin, Isoleucin oder Valin, zum Beispiel unter der
Einwirkung von Insulin, zu gesteigerter Serotonin-Synthese im Gehirn fihren
(Fernstrom and Wurtman 1972, Madras, Cohen et al. 1973). Hydrokortison wiederum
verringert Uber den Abbau von Tryptophan durch die Tryptophan-Pyrrolase (auch
Tryptophan-2,3-Dioxygenase genannt) die Serotonin-Synthese im Gehirn (Curzon and
Green 1971, Birdsall 1998). Die Rate der Hydroxylierung von Tryptophan durch die
TPH wird unter anderem beeinflusst durch elektrische Reize (Anden, Carlsson et al.
1964, Eccleston, Ritchie et al. 1970, Shields and Eccleston 1972, Carlsson, Lindqvist
et al. 1973), die Konzentration der bendétigten Kofaktoren Sauerstoff (Diaz, Ngai et al.
1968, Davis and Carlsson 1973) und Tetrahydrobiopterin (Friedman, Kappelman et al.
1972) sowie die Enzymkonzentration an TPH selbst (Azmitia and McEwen 1969,
Zivkovic, Guidotti et al. 1973). Die Rate der Hydroxylierung von Tryptophan durch die
TPH hangt auferdem davon ab, ob TPH geldst oder membrangebunden vorliegt
(Ichiyama, Nakamura et al. 1970, Knapp and Mandell 1972) sowie von der
intrazellularen Konzentration des Endproduktes Serotonin (negative Ruckkopplung)
(Jequier, Robinson et al. 1969, Macon, Sokoloff et al. 1971, Carlsson and Lindqvist

1972, Hamon, Bourgoin et al. 1973). Kortikosteron vermag die TPH-Konzentration zu



erhbhen (Azmitia and McEwen 1969), ebenso 1,25-Dihydroxy-Vitamin-D; (Sabir,
Haussler et al. 2018). Bei Einschatzungen Uber die mogliche Ausbeute an Serotonin
unter Beachtung der oben genannten regulierenden Faktoren ist dennoch Vorsicht
geboten, denn nicht jede Erh6éhung des zur Synthese theoretisch verfligbaren
Tryptophans oder jegliche Erhohung der Transportrate fihren unweigerlich auch zu
einer Steigerung der Serotonin-Synthese und umgekehrt (Hamon and Glowinski 1974).
Bei derart vielen mdglichen Angriffspunkten fur Regulationsmechanismen, durfen fur
konkrete Fragestellungen keine vereinfachten Schemata, die nur der Ubersicht dienen
sollen, genutzt werden, sondern muss, je nach betrachtetem Medikament oder
Umweltfaktor et cetera, das Ergebnis individuell beobachtet werden. Das Enzym
Aromatische L-Aminosaure-Decarboxylase spielt durch seine hohe Grundaktivitat
keine begrenzende Rolle bei der Synthese von Serotonin (Clark, Weissbach et al.
1954, Peters, McGeer et al. 1968). Seine Funktion ist jedoch abhangig vom
Vorhandensein seines Koenzyms Pyridoxalphosphat (aus Vitamin B6) (Dakshinamurti,
Paulose et al. 1990, Dakshinamurti, Sharma et al. 1990). Die Aktivitat der MAO-A wird
durch Glukokortikoide sowie Androgene gesteigert (Ou, Chen et al. 2006) und durch
1,25-Dihydroxy-Vitamin-D; gehemmt (Sabir, Haussler et al. 2018). Dass in der
Gegenwart von Glukokortikoiden Tryptophan vermehrt abgebaut wird und weiterhin
sowohl die Aktivitdtt der TPH als auch der MAO-A gesteigert wird, scheint
widersprichlich. Dieser vermeintliche Widerspruch lasst sich jedoch erklaren, wenn
man von einem uber Synthese und Abbau im Gleichgewicht stehenden Umsatz von
Serotonin ausgeht, sodass die Serotoninkonzentration unabhéngig vom Glukokortikoid-
Level insgesamt relativ konstant gehalten wird (Way, Loh et al. 1968, Azmitia and
McEwen 1969, Fuxe, Corrodi et al. 1970). Menge und Aktivitdt von UGT-1A6 sind laut
einer Zusammenfassung von Bock und Kohle je nach Gewebe, aber auch
interindividuell, sehr verschieden; das Geschlecht, Allel-Varianten, Polymorphismen
und der Einfluss von Hormonen sind fur diese Unterschiede mitverantwortlich (Bock
and Kohle 2005). Eine Regulationsachse mit Einfluss auf das serotonerge System, der
in den letzten Jahren steigende Bedeutung zugedacht wird, ist die zwischen Gehirn,
Gastrointestinaltrakt und gastrointestinalem Mikrobiom. lhre weitreichenden Einflisse
werden von O’Mahony et al. sehr differenziert geschildert (O'Mahony, Clarke et al.
2015).



1.1.3 Lokalisation der Enzyme im Serotonin-Stoffwechsel
Die am Serotonin-Metabolismus teilnehmenden Enzyme sind innerhalb des Korpers
unterschiedlich verteilt. TPH1 findet sich vorrangig im Gastrointestinaltrakt sowie in der
Glandula pinealis und TPH2 im restlichen Gehirn (Peters, McGeer et al. 1968, Sugden
2003, Walther, Peter et al. 2003, Szeitz and Bandiera 2018). Aromatische-L-
Aminoséaure-Decarboxylase wurde sowohl peripher unter anderem in Niere,
Nebenniere, Leber, Lunge, Herz, Milz, Blutserum sowie Magen und Intestinum als
auch zentral im Gehirn in verschiedenster Verteilung nachgewiesen (Clark, Weissbach
et al. 1954, Bogdanski, Weissbach et al. 1957, Lovenberg, Weissbach et al. 1962,
Rahman, Nagatsu et al. 1981). MAO ist ein sehr weit verbreitetes Enzym, das in einer
Vielzahl von Geweben (Leber, Nieren, Nebennieren, Muskeln, Milz, Gehirn, Lunge,
Pankreas, Darm, Riickenmark, Osophagus, Magen, Nase et cetera), besonders
gehauft in Epithelzellen, vorkommt (Egashira and Waddell 1984). Hierbei dominiert in
den meisten Geweben, auler in der Leber, der Subtyp MAO-A (Egashira and Waddell
1984). Folgend werden noch einige genauere Beispiele zur Lokalisation unter
Beachtung der MAO-Subtypen genannt. MAO-A befindet sich im Gehirn vor allem im
Locus coeruleus und subcoeruleus sowie im Nucleus interpeduncularis, wohingegen in
den Nuclei raphes, besonders im Nucleus raphe dorsalis, entgegen der eigentlichen
Erwartung, MAO-B vorherrscht (Konradi, Svoma et al. 1988, Westlund, Denney et al.
1988, Willoughby, Glover et al. 1988, Konradi, Kornhuber et al. 1989, Saura, Kettler et
al. 1992). MAO-A, die wie oben beschrieben hauptsachlich fur den Serotonin-Abbau
verantwortlich ist (Johnston 1968), findet sich also in katecholaminergen Neuronen,
wohingegen sich MAO-B in serotonergen Neuronen finden lasst (Thorpe, Westlund et
al. 1987). Auch peripher lasst sich MAO-A unter anderem in der Plazenta, der Leber
und der Schilddriise nachweisen (Weyler and Salach 1985, Masini-Repiso, Cabanillas
et al. 1986, Thorpe, Westlund et al. 1987). Es handelt sich bei MAO um ein
intrazellulares Enzym, das in der Membran von Mitochondrien vorkommt (Cotzias and
Dole 1951, Ganrot and Rosengren 1962, Rodriguez De Lores Arnaiz and De Robertis
1962, Schnaitman, Erwin et al. 1967, Egashira and Waddell 1984). UGT-1A6 ist
ebenso wie MAO ein verbreitetes Enzym, unter anderem zu finden in Magen, Darm,
Gehirn (besonders in Hippocampus und Cerebellum), Leber, Niere und Lunge als
Transmembran-Protein des Endoplasmatischen Reticulum, wie Bock et. al

zusammenfassen (Bock and Kohle 2005).



1.14 Der Serotoningehalt im Koérper

Mehrere Gewebe und Zellen im Korper enthalten nachweislich Serotoninmengen
verschiedener GrolRenordnung. Dazu z&hlen unter anderem die enterochromaffinen
Zellen des Gastrointestinaltraktes sowie das zentrale und periphere Nervensystem
(Twarog and Page 1953, Erspamer 1954). Enterochromaffine Zellen stellen die grofite
Untergruppe endokriner Zellen im Darm dar (Sjolund, Sanden et al. 1983). Endokrine
Zellen setzen Hormone in den Blutkreislauf frei, Gber den sie zu ihren weiter entfernten
Zielorganen gelangen koénnen (McKercher 1942). Den mit Abstand hdéchsten
Serotoningehalt weil3t der Darm auf (> 90 %), wohingegen das zentrale Nervensystem
einen weitaus kleineren Anteil (< 1 %) beansprucht (Toh 1960, Hornung 2003, Szeitz
and Bandiera 2018). Die Nuclei raphes im Hirnstamm enthalten ein bedeutendes
zentrales, serotonerges Netzwerk mit weitlaufigen Projektionen unter anderem zum
Hippocampus (Hornung 2003, Szeitz and Bandiera 2018). Bei allen Lebewesen, die
enterochromaffine Zellen besitzen, ist Serotonin auch im Blutserum zu finden
(Erspamer 1954). Genauer gesagt, befindet es sich in den Thrombozyten, die das aus
den enterochromaffinen Zellen ins Plasma freigesetzte Serotonin aufnehmen, es in
elektronendichter Granula (= Delta-Granula) (Niessen, Jedlitschky et al. 2010)
speichern und im Rahmen der Koagulation ins Serum bzw. bei Schadigung ins Plasma
freisetzen (Erspamer 1954, Humphrey and Toh 1954, Maurer-Spurej, Pittendreigh et
al. 2004). Die Thrombozyten enthalten circa 5 — 8 % des im Kdrper vorhandenen
Serotonins (Maurer-Spurej, Pittendreigh et al. 2004, Szeitz and Bandiera 2018). In der
Milz kann Serotonin aufgrund des dort stattfindenden Abbaus der serotoninhaltigen
Thrombozyten ebenso festgestellt werden (Erspamer 1954).

Serotonin und die Blut-Hirn-Schranke. Bis heute ist die Ansicht weit verbreitet, dass

Serotonin die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kann und so der Serotonin-Bedarf
des Gehirns vor Ort aus Tryptophan hergestellt werden muss (siehe Kapitel 1.1.2)
(Birdsall 1998, Szeitz and Bandiera 2018). Die Blut-Hirn-Schranke wird von den
Endothelien der Hirnkapillaren gebildet, die zur wirkungsvollen Abschirmung der durch
sie voneinander getrennten Kompartimente besonders undurchldssig sind und Tight
Junctions (enge Verbindungen der Zellen untereinander zur Uberbriickung der
Zellzwischenrdaume) aufweisen (Lund-Andersen 1979). Es gibt jedoch vermehrt auch
Hinweise darauf, dass Serotonin durchaus die Méglichkeit haben kdnnte, die Blut-Hirn-
Schranke unter anderem Uber einen Serotonin-Transporter (= SERT) zu passieren und
dartiber hinaus Einfluss auf ihre Permeabilitat austiben konnte (Brust, Friedrich et al.
2000, Nakatani, Sato-Suzuki et al. 2008, Young, Darios et al. 2015). Tryptophan wird



vom Grof3e-Neutrale-Aminosaure-Transporter 1 (= LAT1, SLC7AS5), in Konkurrenz mit
anderen grof3en, neutralen Aminosauren (unter anderem Phenylalanin, Tyrosin,
Leucin, Isoleucin, Methionin, Histidin, Valin, Threonin, Cystein, Glutamin, Asparagin
und Serin) durch die Blut-Hirn-Schranke ins Gehirn befdrdert (Oldendorf and Szabo
1976, Killian and Chikhale 2001, O'Kane and Hawkins 2003, Verrey, Closs et al. 2004,
Singh and Ecker 2018). Das L-Enantiomer der Aminoséuren (Oldendorf 1973, Kanai,
Segawa et al. 1998) sowie Aminosduren mit verzweigten oder aromatischen
Seitenketten (Kanai, Segawa et al. 1998) werden bevorzugt transportiert. Der
Transport Uber LAT1 erfolgt Natrium-unabhéngig (Kanai, Segawa et al. 1998, Singh
and Ecker 2018) und wird durch den Austausch mit anderen Aminosauren angetrieben
(Kanai, Segawa et al. 1998, Verrey, Closs et al. 2004). Limitierend fir den Transport ist
vor allem der Durchtritt durch die Blut-Hirn-Schranke, da sie eine viel kleinere
Oberflache aufweist als die Membranen der Gehirnzellen, die Tryptophan ebenfalls
noch Uberwinden muss, um in die Nervenzellen zu gelangen (Lund-Andersen 1979,
Boado, Li et al. 1999).

Der Weg des Serotonins in _Nervenzellen. Sobald die hirneigene Serotonin-Synthese

aus Tryptophan abgeschlossen ist, wird Serotonin vom Vesikularen-Monoamin-
Transporter-2 (= VMAT-2, SLC18A2) im Antiport mit Protonen in Vesikel Uberfihrt
(Eiden, Schafer et al. 2004) und, reversibel gebunden an ein lésliches Serotonin-
bindendes-Protein (= SBP), gespeichert (Tamir and Huang 1974, Tamir, Klein et al.
1976), bei dem es sich um Aktin zu handeln scheint (Small and Wurtman 1984). Die
45-kDa-SBP-Isoform von insgesamt dreien scheint in diesem Zusammenhang am
bedeutendsten zu sein (Tamir, Liu et al. 1994). Axonaler Transport bringt die Vesikel
an ihren Bestimmungsort (Halaris, Jones et al. 1976). Auf Reize hin wird ihr Inhalt dann
per Kalzium-abhangiger Exocytose an der Axonterminale oder an -varikositaten in den
synaptischen Spalt freigesetzt (Jonakait, Tamir et al. 1979). Dort trifft Serotonin auf
seine Rezeptoren und entfaltet viele verschiedene Wirkungen (siehe Kapitel 1.1.5).
Danach wird Serotonin wieder Uber SERT (siehe Kapitel 1.1.6) in die Zellen
aufgenommen, um die Wirkung des Neurotransmitters zu beenden (Gershon and
Altman 1971, Kuhar, Aghajanian et al. 1972). Schlie3lich wird Serotonin Uber MAO
abgebaut und mit dem Urin ausgeschieden (siehe Kapitel 1.1.2). Die Vesikel-
Membranen samt eines Anteils an 45-kDa-SBP, der durch Bindung an die Membran
zurickgehalten wird, kénnen recycelt werden; so werden sie weiter verwendet und
mussen nicht ersetzt werden. Durch Endocytose wird wieder Membran aufgenommen,

die vorher wahrend der Exocytose in die Zellmembran eingefliigt wurde (Tamir, Liu et



al. 1994). Die Vorgéange in den Neuronen des Enterischen Nervensystems entsprechen
den oben genannten fir zentrale Neurone (Gershon and Altman 1971, Tamir and
Huang 1974, Halaris, Jones et al. 1976, Tamir, Klein et al. 1976, Jonakait, Tamir et al.
1977, Jonakait, Tamir et al. 1979, Small and Wurtman 1984, Tamir, Liu et al. 1994,
Eiden, Schafer et al. 2004).

Der Weg des Serotonins im Gastrointestinaltrakt. In den enterochromaffinen Zellen des

Gastrointestinaltraktes wird Serotonin, nach abgeschlossener Synthese, Uber den
Vesikularen-Monoamin-Transporter-1 (= VMAT1, SLC18A1) (Jakobsen, Andersson et
al. 2001, Eiden, Schafer et al. 2004, Bertrand and Bertrand 2010) in groRe Vesikel mit
dichtem Kernbereich Uberfuihrt und, an Proteine wie Chromogranin A gebunden, dort
gespeichert (Bargsten and Grube 1992, Engelstoft, Lund et al. 2015). Aus diesen
Speichern wird es unter anderem als Reaktion auf mechanische oder chemische Reize
der Mucosa wie Druck, Dehnung, pH, Osmolaritat oder gewisse Nahrungsbestandteile,
z.B. Fettsauren, lokal freigesetzt und fungiert als parakrines Signalmolekil an den
Serotonin-Rezeptoren (bspw. 5-HTR;p) enterischer Neurone, die sich in Reichweite
befinden (Bulbring and Crema 1958, Bulbring and Crema 1959, Pan and Gershon
2000, Fukumoto, Tatewaki et al. 2003, Bertrand 2004, Gershon and Tack 2007, Yoo
and Mazmanian 2017). Diese wiederum interagieren mit weiteren Neuronen, sodass
sich das Signal ausbreiten und seine Wirkungen entfalten kann (Motilitats- und weitere
Reflexe) (Bulbring and Crema 1958, Pan and Gershon 2000, Fukumoto, Tatewaki et al.
2003, Gershon and Tack 2007, Yoo and Mazmanian 2017). In den verschiedenen
Abschnitten des Gastrointestinaltraktes scheint die Wahrnehmung der Reize fir die
Serotoninfreisetzung aus den enteroendokrinen Zellen unterschiedlich abzulaufen. Im
Dinndarm werden entsprechende Reize indirekt mittels Glukagon-ahnlichem Peptid 1
(= GLP-1) aus benachbarten enteroendokrinen Zellen an die enterochromaffinen-
Zellen gemeldet, wohingegen im Dickdarm die enterochromaffinen Zellen selbst mit
einer grolBeren Vielfalt an Rezeptoren ausgestattet sind, sodass sie viele der
auftretenden Reize direkt und selbststéandig wahrnehmen kdénnen (Lund, Egerod et al.
2018). SchlielZlich wird die Serotonin-Wirkung durch zellulare Aufnahme Uber SERT in
beispielsweise Enterocyten (Wade, Chen et al. 1996) und Neurone des Plexus
myentericus (Gershon and Altman 1971) beendet. Dies ist nétig, da MAO
ausschlie3lich intrazellular zu finden ist (siehe Kapitel 1.1.3), extrazellular also kein
adaquater Abbaumechanismus existiert (Gershon 2004). Serotonin wird aul3erdem
endokrin wirkend in die Darm-Kapillaren abgegeben (Lesurtel, Graf et al. 2006,
Bertrand and Bertrand 2010, Engelstoft, Lund et al. 2015, Martin, Young et al. 2017,



Lund, Egerod et al. 2018), wo es von den Thrombozyten zum grof3en Teil Uber SERT
oder Diffusion aufgenommen (Stahl and Meltzer 1978, Roweth, Yan et al. 2018) und
gespeichert wird (siehe oben); neben der Deckung ihres ,Eigenbedarfs® (siehe oben)
auch, um ungezielte systemische Auswirkungen sowie vorzeitigen Abbau zu
verhindern (Maurer-Spurej, Pittendreigh et al. 2004, Brenner, Harney et al. 2007,
Bertrand and Bertrand 2010). Weiterhin im Portalvenenplasma verbleibendes
Serotonin wird durch die Leber, unter anderem uber MAO-A (siehe Kapitel 1.1.3),
groftenteils abgebaut (Bertrand and Bertrand 2010, Roweth, Yan et al. 2018).

1.1.5 Serotonin-Rezeptoren

Serotonin spielt im zentralen Nervensystem und Gastrointestinal-Trakt klar ersichtlich
eine unentbehrliche Rolle als Neurotransmitter sowie als parakrines und endokrines
Hormon (siehe Kapitel 1.1.4). Seine vielseitigen Wirkungen entfaltet Serotonin Uber
unterschiedliche Rezeptoren. Zu Beginn differenzierte (Gaddum and Hameed 1954)
und benannte man (Gaddum and Picarelli 1957) zwei verschiedene Serotonin-
Rezeptoren (= 5-HTR). Mittlerweile werden 14 bekannte Serotonin-Rezeptoren
unterschieden, die sich in 7 Familien (5-HTR.7) gruppieren (Hoyer, Clarke et al. 1994,
Kumar and Mann 2014). Alle diese Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelt, aul3er 5-
HTR3, der lonenkanale bildet (Hoyer, Clarke et al. 1994, Kumar and Mann 2014).

1.1.6 Der Serotonin-Transporter und das Serotonintransporter-
Knockout-Mausmodell
Der Serotonin-Transporter (= SERT) gehdort zur SLC6-Familie der Transporter, die fur
natrium- und chloridabhangigen Neurotransmitter-Transport verantwortlich ist (Hediger,
Clemencon et al. 2013). Die genaue Bezeichnung fur das SERT-Gen ist SLC6A4
(Chen, Reith et al. 2004, Murphy, Fox et al. 2008). Er sitzt in der Zellmembran (Wade,
Chen et al. 1996) von Epithelzellen, Zellen des zentralen und peripheren
Nervensystems sowie Thrombozyten (Chen, Reith et al. 2004) und Ubernimmt den
Transport von Serotonin nach intrazellular im Symport mit Na® und CI" und im
Austausch gegen K* (Rudnick and Clark 1993). Das Vorhandensein weiterer Substrate
von SERT wie Histamin, Dopamin und Noradrenalin schwacht die Aufnahme von
Serotonin nur gering (Ramamoorthy, Bauman et al. 1993). Unter der Einwirkung
gewisser Stoffe wie para-Chloramphetamin, Methylendioxymethylamphetamin (auch
genannt MDMA, ,Ecstasy“) und Methylphenylpyridinium (auch genannt MPP*) kann

Serotonin-Efflux nach extrazellular angestol3en werden (Hilber, Scholze et al. 2005).



Humanes SLC6A4 weildst Gen-Varianten auf, zurlickzufiihren auf Polymorphismen:
Diese finden sich zum Ersten in einer Transkriptionskontrollregion (Promotor) des
SERT-Gens, bezeichnet als 5-HTTLPR (insgesamt 16 repetitive Desoxy-Ribonuklein-
Saure (= DNA)-Elemente), die in einer kurzen (Deletion von 44 Basenpaaren innerhalb
repetitiver DNA-Elemente 6-8) und in einer langen Variante (Insertion von zusatzlichen
44 Basenpaaren innerhalb der repetitiven DNA-Elemente 6-8) existiert (Heils, Teufel et
al. 1995, Heils, Teufel et al. 1996, Lesch, Bengel et al. 1996, Murphy, Fox et al. 2008).
Zum Zweiten existieren Polymorphismen einzelner Nukleotide (= Einzelnukleotid-
Polymorphismen, SNPs), bezeichnet als [rs25531] und [rs25532] (Murphy, Fox et al.
2008, Wendland, Moya et al. 2008). Aus den Kombinationen der wichtigsten SLC6A4-
Gen-Varianten (auch genannt Allele) ,kurz® (= S) und ,lang“ (= L) von 5-HTTLPR
ergeben sich die mdglichen Genotypen S/S (circa 19 %), S/L (circa 49 %) und L/L
(circa 32 %) mit jeweils unterschiedlich hohen Transkriptions-Aktivitaten fir SERT
(Lesch, Bengel et al. 1996). Genotyp L/L besitzt die 1,4-fache Transkriptionsaktivitét
von Genotyp S/L und die 1,7-fache Transkriptions-Aktivitat von Genotyp S/S (Lesch,
Bengel et al. 1996). In der Folge entstehen abhangig vom Genotyp unterschiedlich
zahlreiche beziehungsweise aktive SERT-Proteine. Genotyp L/L produziert SERT 1,3-
fach so zahlreich wie und mit 1,9-facher Aktivitat verglichen mit SERT von Genotyp S/L
sowie 1,4-fach so zahlreich wie und mit 2,2-facher Aktivitat verglichen mit SERT von
Genotyp S/S (Lesch, Bengel et al. 1996). In Maus-Modellen konnte gezeigt werden,
dass somit einige Individuen im Vergleich verminderte Kapazitat aufweisen, Serotonin
nach Ausschittung durch Wiederaufnahme in die Zellen zu inaktivieren (Montanez,
Owens et al. 2003) und sich die Wirkzeit und die extrazellulare Konzentration dadurch
erhohen (Fabre, Beaufour et al. 2000, Mathews, Fedele et al. 2004). Einen guten
Uberblick dartiber und Uber die daraus resultierenden Folgen bieten Murphy et al.
(Murphy, Fox et al. 2008). Diese Veranderungen kdnnen dazu flhren, dass manche
Serotonin-Rezeptoren fiir Serotonin desensibilisiert und herunterreguliert werden (Li,
Wichems et al. 2000, Gobbi, Murphy et al. 2001) und, dass die Synthese und der
Umsatz von Serotonin gesteigert werden (Kim, Tolliver et al. 2005). Die Serotonin-
Konzentration der Gewebe ist bei Gen-Knockout (siehe unten) stark vermindert,
peripher noch deutlicher als zentral; bei Heterozygotie bleibt sie hingegen weitgehend
unverandert (Kim, Tolliver et al. 2005). Eine Gen-Kopie von Sert scheint fur die
intrazellulare Homdostase also auszureichen (Kim, Tolliver et al. 2005). Wie mit dem
Stichwort ,Gen-Knockout® erneut bezugnehmend, stammt ein Grof3teil der

Forschungsergebnisse aus Tiermodellen, in denen der humane
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Langenpolymorphismus von SLC6A4 nachgeahmt wird. Ein solches Mausemodell wird
auch in dieser Arbeit verwendet. Eine Maus-Zichtung ohne das Slc6a4-Gen, mithilfe
dessen der Korper SERT normalerweise herstellen kann, wurde etabliert (siehe
Material und Methoden). Dieser Knockout von Sert fiihrt also dazu, dass kein SERT im
Kdrper vorhanden ist (Kim, Tolliver et al. 2005). AuRerdem wurden heterozygote Tiere,
also mit zumindest einer von zwei maximal vorhandenen Gen-Auspragungen fir Sert
und damit wenigstens einer Quelle fir die nétigen Informationen zur Herstellung von
SERT, sowie Tiere des Wildtyps, mit zwei funktionierenden Kopien fir SERT,
gezichtet (siehe Material und Methoden). Heterozygote Mause reprasentieren am
ehesten den humanen Genotyp S/S (Murphy, Fox et al. 2008). Um nun auf den
Serotoninstoffwechsel am Beispiel des Menschen zuriickzukommen: SERT scheint
viele Vorgange im Korper zu beeinflussen, wird aber seinerseits auch durch vieles
beeinflusst, was die Wichtigkeit seiner Erforschung verdeutlicht. Um weitere Beispiele
zu nennen: Die verfligbare Menge an SERT scheint interessanterweise positiv mit dem
IQ Kkorreliert zu sein (Tseng, Lee et al. 2015). In Untersuchungen verschiedener
Hirnregionen stellte man einerseits eine im Winter verminderte Menge an SERT fest
(Neumeister, Pirker et al. 2000), auf der anderen Seite eine erhéhte Dichte an SERT
im Herbst und Winter (Praschak-Rieder, Willeit et al. 2008). Schlief3lich kdnnen aus
dem bisherigen Wissensstand beziglich Serotonin-Homoostase bei SERT/Sert-
defizientem Genotyp und dessen moglicher Auswirkungen folgende Tendenzen
abgeleitet werden: Je weniger SERT vorhanden ist, desto hoher ist das extrazellulare
Serotoninlevel und desto wahrscheinlicher kénnen Symptome bzw. Zustdnde von
Angst, Depression, Posttraumatischer Belastungsstorung und weitere auftreten (Willeit,
Praschak-Rieder et al. 2000, Murrough, Huang et al. 2011, Ahs, Frick et al. 2015). Man
muss sich also die Frage stellen, ob Individuen mit geringerer Verfugbarkeit von SERT
unter dem Einfluss negativer bzw. stressiger Lebenslagen anfalliger fir unter anderem
psychische Erkrankungen sein konnten, die mit einem Ungleichgewicht des
Serotoninhaushaltes in Zusammenhang stehen, also beispielsweise Depressionen,
Posttraumatische Belastungsstérung und Angsterkrankungen (Willeit, Praschak-Rieder
et al. 2000, Murrough, Huang et al. 2011, Ahs, Frick et al. 2015, Lin, Lee et al. 2015).
Die Datenlage ist allerdings nicht eindeutig (Miller, Everett et al. 2016). Ein
Zusammenhang zwischen SERT-Verfugbarkeit und psychischen Erkrankungen wird
nicht in allen Studien bestatigt (Kim, Son et al. 2015). Zu beachten ist, dass SERT nicht
die einzige Mdoglichkeit fir Serotonin ist, Uber eine Zellmembran hinweg zu gelangen,

da zusatzlich noch der Weg Uber passive, nicht-sattigbare Diffusion offensteht (Arora
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and Meltzer 1981) und andere Transporter ,einspringen kdnnen, wie beispielsweise
Organische-Kation-Transporter oder Dopamin-Transporter, dies aber mit niedrigerer
Affinitat (Zhou, Lesch et al. 2002, Schmitt, Mossner et al. 2003). Das bedeutet, dass
auch bei den Knockout-Mausen immer noch Serotonin in die Zellen gelangen kann.
SERT ist weiterhin ein vielgenutzter Angriffspunkt fir Medikamente wie Selektive
Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (= SSRI), die bei Vorhandensein des S-Allels
allerdings vergleichsweise schlechter ansprechen (Murphy, Fox et al. 2008) sowie
Serotonin-Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer (= SNRI) (Shelton 2019) und
Trizyklische Antidepressiva (Schneider, Patterson et al. 2019). Diese kommen als
Therapie bei verschiedenen Erkrankungen wie Depressionen, Angsterkrankungen,
Autismus und Zwangserkrankungen in Frage (Murphy, Fox et al. 2008). Dass die
reduzierte Funktion von SERT eine hinsichtlich der Vulnerabilitat flr psychische
Erkrankungen nachteilige Eigenschaft zu sein scheint, andererseits aber genau die
dadurch entstehenden Erkrankungen mit Medikamenten wie SSRIs, die die Funktion
von SERT ja ebenfalls reduzieren, erfolgreich behandelt werden kdnnen, erscheint
erstaunlich. Man versucht dies dadurch zu erklaren, dass der SERT/Sert-defiziente
Genotyp ein Leben lang besteht und so alle Entwicklungsphasen beeinflusst sowie
eventuell kompensatorische Umstrukturierungen verursacht, die Eigenschaften und
Verhalten beeinflussen kdénnen. SSRIs hingegen werden meist erst spater im Leben
eingenommen und dies innerhalb begrenzter Zeitrdume, in denen punktuell Symptome
auftreten (Lesch, Bengel et al. 1996, Murphy, Fox et al. 2008).

1.2 Modell der verschiedenen Lebensgeschichten

1.2.1 Stress
Verschiedene Arten von Stress werden in wissenschaftlichen Versuchen eingesetzt,
um beispielsweise Auswirkungen auf Verhalten (Bodden, Richter et al. 2015) oder
neuromorphologische Aspekte (wie in dieser Arbeit) zu untersuchen. Stress ist nach
Selye definiert als die unspezifische, kdrperliche Reaktion auf Anforderungen und ein
Lotressor” ist der jeweils den Stress auslosende Faktor (Selye 1976). Stress geht also
mit einer gewissen Anpassungsreaktion einher. Diese kann lokal (Lokales
Anpassungssyndrom) oder systemisch stattfinden (Generelles Anpassungssyndrom).
Das Generelle Anpassungssyndrom ist ein Modell, das die Auswirkungen auf die

systemische Stress-Antwort, bei Uber langeren Zeitraum direkt oder indirekt auf die

12



ganze Person einwirkenden Stressoren, zeigt. Es wird in die drei Stadien
Alarmreaktion, Widerstandsstadium und Erschopfungsstadium eingeteilt. Das Lokale
Anpassungssyndrom hingegen wird durch punktuell wirkende Reize ausgel6st und
findet nur in einem Teil des Korpers statt. Auch Stress selbst kann noch weiter
unterteilt werden in spezifischen beziehungsweise unspezifischen Stress sowie in
Eustress beziehungsweise Distress. Bei einer spezifischen Stressantwort (spezifischer
Stress), kann man genau sagen, was der Stressor gewesen sein muss, da eben nur er
spezifisch diese Reaktion ausldésen kann. Auch ein ganz spezifischer, lokaler Stimulus,
kann, wenn er intensiv genug ist, statt nur des Lokalen Anpassungssyndroms, Uber
sekundare Effekte das Generelle Anpassungssyndrom, also eine systemische,
unspezifische Reaktion, herbeifiihren. Eine unspezifische Stressreaktion ist in ihrer
Physiologie ebenso eindeutig wie die Spezifische, nur kann man eben retrospektiv
nicht unweigerlich auf genau einen speziellen Stressor schlussfolgern. Viele
Stressoren flhren zu dieser Reaktion, was die Ursache, die das namensgebende
Element ist, unspezifisch macht. Eustress wird von der betroffenen Person als
angenehm oder gesund wahrgenommen, wahrend Distress als unangenehm oder
krankmachend angesehen wird. Das interpersonell verschiedene Empfinden hangt von
der Intensitat sowie von der Empfanglichkeit des Individuums fur den Stressor ab.
Letztere wird beeinflusst durch die sogenannte Konditionierung, die endogen, wozu
beispielsweise genetische Pradisposition, Alter und Geschlecht zahlen, oder exogen
sein kann, zum Beispiel durch Medikamente oder soziale Faktoren. Selye gesteht dem
Menschen allerdings zu, dass man seiner genetischen Pradisposition zur
Stressempfindlichkeit den eigenen Willen entgegensetzen und bewusst versuchen
kann, Distress in Eustress umzuwandeln. Weitere Begriffe, die zum Verstandnis des
Stress-Konzeptes beitragen, sind die der Pathogene. Direkte Pathogene sind solche,
die unausweichlich Schaden verursachen, ohne dass dieser erst (ber den Umweg der
Stressreaktion vermittelt oder in groRem MafRe von ihr beeinflusst werden kann
(beispielhaft Hitze, S&auren). Somit ist deren schadigender Einfluss unabhangig von
vitalen korperlichen Reaktionen und tritt auch ohne diese auf. Indirekte Pathogene
dagegen sind an sich harmlos, aber verursachen durch (berschieRende oder
unangepasste Schutzreaktionen Uber den Weg des Stresses Schaden (wie
Entzindungen). Das kann sich in Form von stressbedingten Erkrankungen (auch als
Anpassungsstérungen bezeichnet) zeigen (Selye 1976). Man kann sie als Krankheiten
zusammenfassen, die durch einen Stressor ausgeldst bzw. verschlimmert wurden

(Tennant, Langeluddecke et al. 1985), die zeitlich mit Stress auslésenden Situationen
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zusammen hangen und sich zurtck bilden, wenn die Situation oder die
Anpassungsmechanismen verbessert werden kdnnen (O'Neill 1958). Glukokortikoide,
die von Selye als ein Beispiel fur syntoxische Stoffe genannt werden, also Stoffe, die
mit einer potenziellen Pathogenitat vergesellschaftet sind (Selye 1976), fuhren nun zur
Beschreibung einer wichtigen Stress-Regulations-Achse im Korper, namlich der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (= HPA-Achse). Um begreiflich
zu machen, wieso im Korper unter der Einwirkung von Stressoren Veranderungen
ablaufen muissen, die durch hormonale Mechanismen erreicht werden (siehe unten),
muss man sich bewusst machen, welche Funktionen der Koérper braucht, damit er
mdglichst gut mit der stressigen Situation zurechtkommt, und welche Kérperfunktionen
in diesen Momenten unnétig und sogar unvorteilhaft sind, da sie den priorisierten
Funktionen Ressourcen wegnehmen. Prioritat erhalt die Energiebereitstellung durch
Glukose (siehe unten) mittels erhdhten Blutflusses in Gehirn und Muskulatur, wozu
auch Herz und Atemapparat zéhlen, fir bestmoégliche Konzentration und Aktion.
Gebremst werden Immunsystem, Reproduktionsfunktionen und Nahrungsaufnahme
(Carrasco and Van de Kar 2003). Diese Ziele werden durch vielfaltige Mechanismen
erreicht. Auf noradrenerge Reize des ventralen noradrenergen Biindels aus den Al
und A2 Neuronengruppen der Medulla oblongata hin (Assenmacher, Szafarczyk et al.
1987) findet eine Ausschittung des hypothalamischen (Nucleus paraventricularis (=
PVN), Parvozellulare Neurone) Kortikotropin-Freisetzender-Faktor (= CRF) statt (Cole
and Sawchenko 2002), der Adrenokortikotropes-Hormon (= ACTH) aus dem
Hypophysenvorderlappen freisetzt (Young and Akil 1985), das wiederum fir die
Freisetzung von Glukokortikoiden aus der Nebennierenrinde ins Blut sorgt
(Assenmacher, Szafarczyk et al. 1987, Pignatti, Leng et al. 2017). CRF aus dieser
hypothalamischen Region (PVN) sorgt zusatzlich fur die Ausschittung von B-
Endorphin  (Young and Akil 1985) sowie Aktivierung der Sympathikus-
Nebennierenmark-Achse (= SAM) (Carrasco and Van de Kar 2003). Projektionen von
CRF-Neuronen in den Locus coeruleus Iésen dort noradrenerge Signale (Carrasco and
Van de Kar 2003) an préaganglionare sympathische Neurone im Nucleus
intermediolateralis des Riickenmarks aus (Fritschy, Lyons et al. 1987, Ulrich-Lai and
Herman 2009). Deren Projektionen werden in den Nervi splanchnici gebiindelt
(Torigoe, Cernucan et al. 1985) und setzen unter anderem Acetylcholin ins
Nebennierenmark frei, was das Nebennierenmark zur Ausschittung der
Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin anregt (Akiyama, Yamazaki et al. 2004).

Fur eine korrekte Funktion des Nebennierenmarks ist aber ebenso eine
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uneingeschrankte Signaliibertragung der hypophyséaren Achse durch ACTH und
nachfolgende Glukokortikoide entscheidend (Kvetnansky, Gewirtz et al. 1970). Auch
der serotonerge Nucleus raphe dorsalis wird durch CRF, dessen Ursprung aber in der
Amygdala zu liegen scheint, beeinflusst (Carrasco and Van de Kar 2003). Serotonin
steigert die CRF- und Noradrenalin-Ausschittung (Carrasco and Van de Kar 2003).
Glukokortikoide Uben hingegen negatives Feedback auf Hypothalamus- und
Hypophysen-Ebene aus, sowohl Uber einen schnellen Mechanismus der direkten
Sekretionsinhibierung als auch Uber einen langsamen Mechanismus Uber Reduktion
der genomischen Expression (Gjerstad, Lightman et al. 2018) und sorgen zusétzlich
indirekt Uber den Umweg des auBerst Glukokortikoid-sensitiven Uber Gamma-
Aminobuttersdure-erge (= GABA) Projektionen inhibitorisch wirkenden Hippocampus
fir negatives Feedback im Hypothalamus (Cole and Sawchenko 2002). Die
hormonalen Veranderungen durch die Stressantwort stellen sich notwendigerweise
sehr schnell innerhalb von Sekunden (Katecholamine Noradrenalin und Adrenalin) bis
Minuten (Glukokortikoide) ein (Carrasco and Van de Kar 2003). Die Endprodukte der
Stressachsen-Aktivierung Glukokortikoide (in Nagetieren hauptséchlich Kortikosteron,
beim Menschen Kortisol) (de Quervain, Schwabe et al. 2017), B-Endorphin, Adrenalin
und Noradrenalin vermitteln nun direkte Verédnderungen im Korper beziglich der
Stressantwort. Glukokortikoide wirken tber Mineralokortikoid-Rezeptoren (= MR), die
schon bei niedrigen Glukokortikoid-Konzentrationen aktiv werden und besonders in
limbischen Regionen wie Amygdala und Hippocampus exprimiert sind, sowie
Glukokortikoid-Rezeptoren (= GR), die ubiquitar vorhanden sind und nur bei erhdhten
Glukokortikoid-Konzentrationen bspw. bei Hochstwerten der Basalrate und unter
Stress aktiviert werden (de Kloet, Joels et al. 2005, Gjerstad, Lightman et al. 2018).
Glukokortikoide sorgen fur Energiebereitstellung in Form erhohter Blutglukosespiegel,
indem sie einerseits die Insulin-vermittelte Glukose-Aufnahme Uber den Glukose-
Transporter 4 (= GLUT4) in die Muskulatur verringern (Weinstein, Wilson et al. 1998),
aulBerdem weitere Insulinresistenzen vermitteln (Stratakis and Chrousos 1995), und
zusatzlich fur Muskelprotein-Katabolismus sorgen (Waddell, Baehr et al. 2008), dessen
freiwerdende Aminoséuren in die gesteigerte Glukoneogenese der Leber eingespeist
werden (Stratakis and Chrousos 1995, Borba, Galindo et al. 2017). Ebenfalls sorgen
Glukokortikoide durch Inhibierung der Schilddrise fir Energieeinsparungen und
bremsen das Immunsystem, Wachstum sowie Reproduktionsfunktionen (Stratakis and
Chrousos 1995). Glukokortikoide spielen eine Rolle bei verschiedenen

Gedachtnisfunktionen (de Quervain, Schwabe et al. 2017). Es ist zu beachten, dass
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gewisse Veranderungen der freien (ungebundenen) Glukokortikoid-Level physiologisch
bedingt durch zirkadiane Schwankungen sind, taktgebend ist hierbei der Nucleus
suprachiasmaticus (Assenmacher, Szafarczyk et al. 1987), mit geringen
Konzentrationen morgens, die sich ab mittags bis abends steigern, wo sie ihren
Hohepunkt erreichen (Penalva, Flachskamm et al. 2002). Dies stellt die Basalrate der
HPA-Achse dar, die von der durch Stress stimulierten Rate mit bis zu 6-fachen CRF-
Werten, 20-fachen ACTH-Werten und 14-fachen Kortikosteron-Werten im Vergleich zur
maximalen Basalrate unterschieden werden muss (Assenmacher, Szafarczyk et al.
1987). Bei B-Endorphin handelt es sich um ein endogenes Opioid, das unter anderem
Analgesie vermittelt (Madden, Akil et al. 1977, Rubinstein, Mogil et al. 1996), aber auch
die Reproduktionsfunktionen (bei Frauen) einschréanken kann (Seifer and Collins 1990).
Adrenalin wirkt wie Noradrenalin auch Uber Adrenorezeptoren und erhdht den
systolischen und arteriellen Mitteldruck (Richards, Prichard et al. 1979). Am Herzen
steigert Adrenalin die Erregungstberleitung (Siebens, Hoffman et al. 1953), die
Kontraktionskraft und die Pulsfrequenz (Oliveira, Gazola et al. 2002). Noradrenalin
fungiert als postganglionarer Transmitter des Sympathikus, woher die hauptsachliche
Menge an Noradrenalin im Blut stammt (Esler, Jennings et al. 1988, Gilbey and Spyer
1993). Noradrenalin hebt den peripheren GefalRwiderstand, den systolischen und
diastolischen Blutdruck sowie den arteriellen Mitteldruck (Richards, Prichard et al.
1979) und beschleunigt, wie Adrenalin, die Erregungsuberleitung am Herzen, jedoch in
viel geringerem Mal3e (Siebens, Hoffman et al. 1953). Noradrenalin vermittelt dartber
hinaus Signale an viele weitere Erfolgsorgane (Gilbey and Spyer 1993). Gleichzeitig
wird logischerweise der Parasympathikus inhibiert (Stratakis and Chrousos 1995).
Erhohte CRF-Spiegel konnten sowohl mit Depressionen als auch mit
Angsterkrankungen und assoziierten Erkrankungen wie Zwangsstorungen oder
Posttraumatischer Belastungsstorung et cetera in Verbindung gebracht werden
(Nemeroff, Widerlov et al. 1984, Arato, Banki et al. 1989, Altemus, Pigott et al. 1992,
Bremner, Licinio et al. 1997, Carrasco and Van de Kar 2003), bestarkt auch dadurch,
dass sich unter verschiedenartiger Ausschaltung von besonders CRF;-Rezeptoren
anxiolytische Wirkungen zeigten (Timpl, Spanagel et al. 1998, Arborelius, Skelton et al.
2000).
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1.2.2 Verschiedene Hypothesen Uber die Vulnerabilitat eines
Individuums fir Stress und seine Folgen
Da Menschen wahrend ihres Lebens wiederholt gewisse ,Hurden“ (Stress) meistern
missen, um sich ihre innere Balance (Homdostase) zu erhalten, sammelt sich einiges
an notwendigerweise aufgewandter Energie fur diese Erhaltung der inneren Balance
an, was den Korper auf Dauer negativ beeinflussen beziehungsweise erschopfen kann
(McEwen 1998). Es gibt verschiedene Anséatze, die versuchen die interindividuell sehr
unterschiedlichen Reaktionen und Langzeitfolgen auf vergleichbare Stressoren hin zu
erklaren (McEwen 1998, Daskalakis, Bagot et al. 2013). Letztlich mdchte man also die
Grinde der augenscheinlich groReren Erschépfung und damit erhdhten Suszeptibilitat
einiger Individuen fir beispielsweise psychische und andere Erkrankungen
herausfinden, wahrend andere Menschen unter vergleichbaren Umstéanden ein
geringeres Risiko fur die Entwicklung solcher Erkrankungen aufzuweisen scheinen
(McEwen 1998). Das Kumulative-Stress-Modell leitet eine erhdhte Gefahrdung fur
unter anderem psychische Erkrankungen davon ab, ob mehrfach im Leben
Stresserlebnisse stattgefunden haben und in der Summe dessen ein gewisses
Stresspensum Uberschritten wurde, ab dem die korperlichen
Kompensationsmechanismen nicht mehr ausreichen, um Schaden zu verhindern
(McEwen 2003, Daskalakis, Bagot et al. 2013). Befindet man sich bereits jenseits der
moglichen Kompensation, geht man von einer erhdhten Risikokonstellation aus
(McEwen 2003, Daskalakis, Bagot et al. 2013). Das Match- / Mismatch-Modell
beschreibt eine frihkindliche Anpassung an das zu diesem Zeitpunkt herrschende
Umfeld, da die nattrliche Wahrscheinlichkeit hoher scheint, dass ein Individuum sich
grundsatzlich auch im weiteren Leben nicht in allzu stark verandertem Umfeld
wiederfinden wird, sondern das Umfeld erwartungsgemal eher konstant bleibt (Boyce
and Ellis 2005, Belsky and Pluess 2009, Daskalakis, Bagot et al. 2013, Santarelli,
Lesuis et al. 2014). Unter der Annahme, dass dies zutrifft, wird dieses Individuum
wahrend seines Lebens gut zurechtkommen, da seine Anpassung ihm Vorteile
verschafft (Match) (Boyce and Ellis 2005, Belsky and Pluess 2009, Daskalakis, Bagot
et al. 2013, Santarelli, Lesuis et al. 2014). Trifft dies allerdings nicht zu und das spétere
Lebensumfeld ist von anderen Erfahrungen und Umstanden gepragt als das frihere
Umfeld, wird sich die vermeintliche Anpassung des Individuums als nicht hilfreich
erweisen (Mismatch) (Boyce and Ellis 2005, Daskalakis, Bagot et al. 2013). Bei einem
Mismatch wird von erhéhtem Risiko der Anfalligkeit fir psychische Erkrankungen unter

Stress ausgegangen (Boyce and Ellis 2005, Daskalakis, Bagot et al. 2013). Die
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vorangehend beschriebenen pranatalen bis friihkindlichen Anpassungsmechanismen
finden nach erhohter Kortikosteroid-Exposition des Fetus an seiner HPA-Achse und
damit verbundenen Regionen des Gehirns statt und vermitteln die Tendenz zu deren
leichterer und grofRerer Aktivierung. Weiterhin konnen auch DNA-Methylierung und
andere Aspekte des Epigenoms verandert werden. Zusammengefasst sind die Stress-
Regelkreise besonders im friihen Leben noch sehr verénderlich (siehe Neuroplastizitat)
und fugen sich schlieBlich zu einem ganzheitlichen Bild eines gewissen Stress-
Phanotyps zusammen, der alle Facetten von vulnerabel bis resilient gegenlber Stress
umfassen kann (van Bodegom, Homberg et al. 2017). In den erfassten
Lebensgeschichten der Mause des hier zugrunde liegenden Tiermodells (siehe auch
Material und Methoden) spiegelt sich das Stresserleben der einzelnen Mause von der
Pranatalperiode bis ins Erwachsenenalter wieder (Bodden, Richter et al. 2015), sodass

die oben genannten Stress-Modelle auf ihr Zutreffen hin gepriift werden kénnen.

1.3 Hippocampus
Der Hippocampus ist Teil des limbischen Systems und wird zusammenfassend auch
als Gyrus intralimbicus bezeichnet (Destrieux, Bourry et al. 2013). Er sitzt im medialen
Temporallappen und durchzieht ihn C-férmig von antero-medial Uber sagittal nach
posterior, wo er leicht nach dorso-medial anzusteigen beginnt (Kiernan 2012,
Destrieux, Bourry et al. 2013). Dahingegen verlauft in Nagetieren die La&ngsachse eher
dorso-ventral beziehungsweise septo-temporal und das temporale Endstlick krimmt
sich dabei nach ventral (O'Leary and Cryan 2014, Knierim 2015). In Nagetieren
entspricht der ventrale Hippocampus am ehesten dem menschlichen anterioren
Hippocampus und umgekehrt ist der dorsale Part in Nagetieren entsprechend dem
menschlichen posterioren Hippocampus-Anteil beschaffen (Knierim 2015). Dem
dorsalen Anteil werden kognitive Funktionen zugesprochen und der ventrale Anteil ist
fur Stress sowie Emotion zustandig (Fanselow and Dong 2010). Im Weiteren wird
vorrangig auf die menschliche Anatomie in Bezug auf diese Gehirnregion
eingegangen. Der Hippocampus bildet die mediale Seitenwand des
Seitenventrikelunterhorns und wird nach medial durch die Cisterna ambiens und ihre
Fissura transversalis begrenzt (Destrieux, Bourry et al. 2013). Nach ventral ist der
Gyrus parahippocampalis angegliedert (Destrieux, Bourry et al. 2013). Zur Formatio
hippocampalis gehtéren Hippocampus, Gyrus dentatus, Alveus, Fimbria und Fornix

(Kiernan 2012). Deren Ortsbeziehung zueinander bleibt Uber die Langsachse hinweg
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weitgehend unveréandert und kann deshalb am besten am histologischen
Querschnittsbild der Langsachse (koronaler Schnitt) erklart werden (Kiernan 2012,
Destrieux, Bourry et al. 2013). Beim Gyrus dentatus handelt es sich um eine konkav
eingekerbte kortikale Lamina, die mit ihrem medialen und lateralen Schenkel den
Beginn des hippocampalen Cornu ammonis (= CA), dessen Region CA4, umrahmt
(Destrieux, Bourry et al. 2013). Das Cornu ammonis setzt sich nach CA4 fortwéhrend
gekrimmt in CA3, CA2 und CAl fort, sodass es insgesamt einer um den Gyrus
dentatus herum eingerollten oder auch schneckenférmigen kortikalen Lamina gleicht
(Destrieux, Bourry et al. 2013). Danach geht das Cornu ammonis Uber das Subiculum
in den Gyrus parahippocampalis Uber (Destrieux, Bourry et al. 2013). Der
Hippocampus ist Teil des Allocortex und jedes seiner Felder CAl-4 weist drei
hauptsachliche Zellschichten auf (Destrieux, Bourry et al. 2013, Palomero-Gallagher,
Kedo et al. 2020). Diese sind, von tiefliegend nach oberflachlich, Stratum moleculare,
das afferente, axodendritische Synapsen enthalt und in vier feinere Schichten (Stratum
moleculare, Stratum lacunosum, Stratum radiatum und Stratum lucidum, das nur in
CA3 abgegrenzt werden kann und Afferenzen aus dem Gyrus dentatus enthalt)
unterteilt wird, weiterhin Stratum pyramidale mit den Somata der Pyramidenzellen und
Stratum oriens mit den Basaldendriten der Pyramidenzellen (Kiernan 2012, Palomero-
Gallagher, Kedo et al. 2020). Schlief3lich liegt an der Oberflache eine Schicht weil3er
Substanz auf, genannt Alveus, die unter anderem von den Axonen der
Pyramidenzellen gebildet wird (Kiernan 2012, Palomero-Gallagher, Kedo et al. 2020).
Lorente de NO erkannte bereits sehr frih, dass unter anderem CA1 und CA3 in weitere
Subregionen aufgeteilt werden konnten (Lorente de N6 1934), was mittlerweile auch
auf molekularer Ebene durch Rezeptor-Analysen bestatigt werden konnte (Palomero-
Gallagher, Kedo et al. 2020). In Bezug zum Gyrus dentatus werden von proximal nach
distal CA3c (grenzt an CA4), CA3b und CA3a (grenzt an CA2) unterschieden
(Palomero-Gallagher, Kedo et al. 2020). Nun kehre ich zum makroskopischen
Gesamtbild zurtick. Der anteriore, recht breite Hippocampus-Anteil, auch bezeichnet
als Hippocampus-Kopf, wei3t mehrere schmale Einziehungen auf (Digitationes
hippocampi), da das Cornu ammonis dort wellenférmig verlauft, sodass der Eindruck
entsteht, man wirde auf eine Tierpfote blicken, was ihm den Namen Pes hippocampi
einbrachte (Kiernan 2012, Destrieux, Bourry et al. 2013). Hippocampus-Kopf und
anliegender Gyrus parahippocampalis bilden anterior weiterhin einen hakenférmigen
Uncus aus (Destrieux, Bourry et al. 2013). Im parahippocampalen Anteil dieses Uncus

findet sich anteilig der Lobus piriformis mit enthaltener Area entorhinalis (Kiernan 2012,
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Destrieux, Bourry et al. 2013). Der sichtbare Anteil des Gyrus dentatus ist
makroskopisch ebenfalls gut zu erkennen, in diesem Fall an einer gezéhnten
Oberflachenstruktur (Margo denticulatus), die sich nach posterior hin glattet (Fasciola
cinerea) (Destrieux, Bourry et al. 2013). Der bereits genannte, zur weil3en Substanz
gehorende, Alveus fiihrt seine Fasern dorsal des Margo denticulatus als sichtbar
abgehobene Fimbriae zusammen und leitet sie unter fortwahrender Anlagerung weiter
posterior hinzu tretender Fasern des Alveus schlief3lich als Fornix ventral entlang des
Corpus callosum fort (Kiernan 2012, Destrieux, Bourry et al. 2013). Der posterior
gelegene Hippocampus-Schwanz setzt sich dorsal des Corpus callosum als Indusium
griseum fort (Destrieux, Bourry et al. 2013). Zur Betrachtung der Verschaltungen des
Hippocampus muss der Begriff der trisynaptischen Schleife erklart werden: Hierbei
handelt es sich um aus der Area entorhinalis per Tractus perforans kommende
Afferenzen, die zuerst im Gyrus dentatus Synapsen bilden, der wiederum Uber seine
Moosfasern mit CA3 Synapsen formt (Knierim 2015). CA3 bildet Uber Schaffer-
Kollateralen schlieBlich mit CA1 die dritte Synapse aus (Ishizuka, Weber et al. 1990)
und CA1l sendet wiederum Efferenzen an die Area entorhinalis, womit sich der Kreis
schlie3t und Feedback-Regulation ermdglicht (Knierim 2015). Dies ist allerdings eine
stark vereinfachte Darstellung der hippocampalen Verschaltungen, die der Realitat
nicht gerecht wird (Ishizuka, Weber et al. 1990, Li, Somogyi et al. 1994). Es liegen
vielmehr unz&hlige weitere Synapsen auch von CA3-Pyramidenzellen untereinander,
Feedback-Schleifen von CA3 zuriick zum Hilus des Gyrus dentatus sowie direkte
Afferenzen der Area entorhinalis zu CA3- und CA1-Neuronen vor (Ishizuka, Weber et
al. 1990, Li, Somogyi et al. 1994, Knierim 2015). Hierbei muss betont werden, dass die
diversen Verschaltungen nicht auf einen Querschnitt des Hippocampus entlang der
Logitudinalachse begrenzt sind (Lamellare Hypothese), sondern sie ebenso entlang
der Longitudinal-Achse stattfinden (Ishizuka, Weber et al. 1990, Li, Somogyi et al.
1994, Kondo, Lavenex et al. 2009, Knierim 2015). CA3-Pyramidenzellen sind
glutamaterge Neurone, die zusatzlich zu den weitlaufigen bereits genannten
ipsilateralen Projektionen ebenso Informationen nach kontralateral senden, was CA3
insgesamt zu einer bedeutsamen, einflussreichen Region macht (Scharfman 2007).
Dabei folgen die Projektionen der CA-Felder gewissen reproduzierbaren Mustern
(Ishizuka, Weber et al. 1990, Kondo, Lavenex et al. 2009). In CA3 beispielsweise hangt
von der jeweiligen Entfernung der Zelle zum Gyrus dentatus (vergleiche oben:
Anordnung der Subregionen CA3a, b, c) ab, ob sie ihre CAl-Efferenzen eher zu auf

der Longitudinalachse weiter septal oder temporal gelegenen CAl-Regionen schickt
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und ob diese Efferenzen CAl eher nahe des Subiculum oder nahe CA2 erreichen
(Ishizuka, Weber et al. 1990, Yu, Feng et al. 2019). Serotonerge Axone aus dem
medianen und dorsalen Raphe-Kern dben Innervation unter anderem auf CA3 aus
(Freund, Gulyas et al. 1990). CA3 ist sensibel fir Serotonin aufgrund mehrerer Arten
von Serotonin-Rezeptoren wie 5-HTRis, 5-HTR2s, 5-HTRyc und 5-HTR; an
Pyramidenzellen sowie Interneuronen (Prince, Bacon et al. 2016) und besitzt eine sehr
hohe Dichte an SERT (McKittrick, Magarinos et al. 2000). Aul3erdem beachtenswert
ist, dass im Gyrus dentatus das seltene Phanomen der adulten Neurogenese
anzutreffen ist, sodass neue Moosfasern fur die Verbindung mit CA3 ausgebildet
werden konnen (Kempermann, Song et al. 2015). Weitere Afferenzen des
Hippocampus kommen aus peri- sowie postrhinalem Cortex, medialer Area septalis,
Locus coeruleus, Raphe-Kernen und Amygdala (Knierim 2015). Bedeutsame
Efferenzen verlassen den Hippocampus Uber den Fornix in Richtung Corpora
mammillaria, laufen dann Gber das Vicq-d’Azyr-Bindel in den vorderen Thalamuskern
und von dort via mediale Thalamokortikale Strahlung zum Gyrus cinguli (Papez 1995,
Choi, Kim et al. 2019). Von dort fihrt das Cingulum posterius zur Area entorhinalis,
welche Uber den Tractus perforans, wie oben genannt, eine Verbindung zum Gyrus
dentatus herstellt und so den sogenannten Papez-Kreis schlie3t (Papez 1995, Choi,
Kim et al. 2019). Beeintrachtigungen des Papez-Kreises durch zum Beispiel Ischamie
aufgrund von Schlaganfall oder zeitweiligem Herzstillstand kdénnen das Risiko fir
Gedéachtnisstérungen und Demenz, speziell auch Alzheimer-Demenz erhdhen, da es in
der Folge zu Tau-Protein-Ansammlungen im Liquor, Reduktion der Neuronenzahl
(Callen, Black et al. 2001, Copenhaver, Rabin et al. 2006), verminderter synaptischer
Ubertragung sowie Plastizitat (siehe Neuronale Plastizitat) und gestorter neuronaler
Synchronisation kommt (Escobar, Xu et al. 2019). Da aber neuronale Integritat,
synaptische Plastizitat und durch Oszillationsrhythmen synchronisierte sowie
koordinierte neuronale Kommunikation wichtige Komponenten der Gedachtnishildung
darstellen, werden Symptome wie anterograde Amnesie bei Schadigung von
Komponenten des Papez-Kreises, insbesondere des Hippocampus, verstandlich
(Escobar, Xu et al. 2019). Einen solchen lokalen Rhythmusgeber findet man
beispielsweise im Hippocampus in CA3 (Escobar, Xu et al. 2019). Insgesamt herrscht
im Hippocampus ein starker Theta-Rhythmus, der sich im Papez-Kreis wiederspiegelt
(Escobar, Xu et al. 2019). Der Hippocampus tragt also zusammengefasst zur
Gedéachtnisbildung bei. Von den verschiedenen Gedachtnis-Varianten, ist er speziell

fur das episodische Gedachtnis zustandig, das bewusstes, kontextbezogenes (Zeit und
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Ort) Erinnern an ein bestimmtes Erlebnis ermdglicht (Knierim 2015). Daflr benétigt der
Hippocampus unter anderem sogenannte Ortszellen, die wahrend der Fortbewegung
unter Beachtung der Umweltgegebenheiten und Blickrichtung eine Karte der
Umgebung erstellen und so zum raumlichen Denken und Lernen beitragen (Knierim
2015). Ortszellen arbeiten eng mit entorhinalen Raster- und Grenzzellen zusammen,
die ebenfalls raumliche Informationen zu codieren scheinen (Knierim 2015). Dieselben
hippocampalen Pyramidenzellen, die die Aufgabe von Ortszellen tbernehmen, sind
ebenso befahigt, Zeit und Geschwindigkeit zu codieren; dann werden sie als Zeitzellen
bzw. Distanzzellen bezeichnet und reprasentieren eine weitere Funktion des
Hippocampus (Knierim 2015). Der Hippocampus bildet dementsprechend
Erinnerungen in zeitichem und raumlichem Kontext ab, auf die bei Bedarf
zurlckgegriffen werden kann (Knierim 2015). Die bereits genannten und weitere noch
komplexere Vorgange sowie fortwahrende Aktualisierung der Erinnerungen erlauben
also einem Individuum, mithilfe des Hippocampus, unter Beachtung des erinnerten
bereits Erlebten, Entscheidungen mit Bezug auf die Zukunft zu treffen, sei es eine
Entscheidung bezuglich moéglichen Verhaltens oder der Auswahl einer Route (Knierim
2015). Durch Konsolidierung (Systemkonsolidierung) von Erinnerungen, also dem
zunehmenden ,Verschieben® der Erinnerungen in andere Hirnareale, die das
Langzeitgedéachtnis repréasentieren, kann aber mit der Zeit auch ohne Einbezug des
Hippocampus erinnert werden (Dudai, Karni et al. 2015, Knierim 2015). Fur diese
Uberfiihrung ins neokortikale Langzeitgedachtnis, besonders wahrend des Schlafes, ist
ebenfalls der Hippocampus zustandig (Sawangjit, Oyanedel et al. 2018, Klinzing,
Niethard et al. 2019). Eine Gruppe von Erkrankungen, die der Hippocampus eventuell
sogar durch Uber-Aktivitat mitverursachen konnte, sind Angsterkrankungen. Hierbei
kénnte der zugrunde liegende Mechanismus insgesamt verstarkt negativ-eingefarbtes
Erinnern aufgrund vermehrt negativer Wahrnehmungsmuster sowie starkerer

Hemmung positiver Impulse sein (McNaughton 1997).

1.4  Neuronale Plastizitat
Um sich fortwahrend an neue Erfahrungen anpassen, lernen, Erinnerungen speichern
und Verletzungen kompensieren zu kénnen, missen im Gehirn stetig Veradnderungen
stattfinden (Holtmaat and Svoboda 2009, Meyer, Bonhoeffer et al. 2014). Ein gewisser
Basis-Umsatz ist aber auch generell vorhanden, besonders in jingerem Alter, wenn die

Entwicklung noch andauert (Holtmaat and Svoboda 2009). Verdnderungen ereignen
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sich an vielen verschiedenen Abschnitten von Neuronen und ihren Synapsen wie den
axonalen Boutons und den Dornenfortsatzen (Spines), genauer gesagt an der
prasynaptischen aktiven Zone mit Vesikeln und der postsynaptischen
Verdichtungszone (= PSD) mit Rezeptoren (Takumi, Ramirez-Leon et al. 1999,
Holtmaat and Svoboda 2009, Meyer, Bonhoeffer et al. 2014). Dabei gehen
Anderungen der Starke der synaptischen Ubertragung, funktioneller Plastizitat, mit
Anderungen der Anatomie, struktureller Plastizitat, einher (Engert and Bonhoeffer
1999, Holtmaat and Svoboda 2009). Spines scheinen dabei in gréerem MalRe und
schneller Veranderungen zu unterliegen als beispielsweise Boutons; dies héngt
zusatzlich aber auch von Zelltyp und Hirnregion ab (Holtmaat and Svoboda 2009,
Meyer, Bonhoeffer et al. 2014). AuRerdem gibt es auch Spines, die kein Bestandteil
einer Synapse sind oder mehrere Spines, die sich ein Bouton ,teilen®; dieser nennt sich
dann Multiple-Synapsen-Bouton (= MSB) (Holtmaat and Svoboda 2009). Ein
Mechanismus von Plastizitat ist die Ausbildung neuer MSBs und im Verlauf das
AbstoRRen alterer Spines von der MSB (Holtmaat and Svoboda 2009). Neue Spines
scheinen namlich von der Anwesenheit einer bereits aktiven Synapse und deren
Glutamat angezogen zu werden (Holtmaat and Svoboda 2009). Es gibt gewisse
molekulare und morphologische Kennzeichen, anhand derer abgeschatzt werden
kann, ob eine Synapse Uber lange Zeit stabil erhalten bleibt oder tendenziell schnell
wieder in den Hintergrund tritt. Spines kdnnen nur tageweise existieren; falls jedoch
eine Woche uberschritten wird, kénnen sie noch tuber Monate stabil sein oder sogar
jahrzehntelang erhalten bleiben; dann handelt es sich meistens um grof3e Spines,
wahrend kurzlebige Spines oft kleiner sind (Holtmaat and Svoboda 2009). Mit
hauptverantwortlich flr diese Spine-Eigenschaften scheint das Protein 95 der PSD (=
PSD-95) zu sein, obwohl es selbst recht kurzweilig und tber Diffusion standig mobil ist
(Holtmaat and Svoboda 2009). Gro3e Spines enthalten mehr PSD-95 und dies Uber
einen langeren Zeitraum als kleine (Holtmaat and Svoboda 2009). Dies aber auch nur
in langfristig vergroRerten Spines, wohingegen Homerlc sich ebenso in PSDs
kurzfristig vergrof3erter Spines nach Stimulation erhdht (Meyer, Bonhoeffer et al. 2014).
Ein weiterer wichtiger Treiber von struktureller Plastizitat ist das Aktin des Zytoskeletts
(Okamoto, Nagai et al. 2004). In stimulierten Spines erhoht sich F-Aktin, sodass sie
vergroRRert werden, wohingegen tberwiegendes G-Aktin zu einer Verkleinerung fihren
wirde (Okamoto, Nagai et al. 2004). Einzelne Bestandteile einer Synapse vergré3ern
sich gleichférmig als Anzeichen fir langfristige Stabilitdt der Veranderungen und je

gréRer eine Synapse schlieB3lich ist, desto aktiver ist sie auch dank beispielsweise
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Veranderungen des Alpha-Amino-3-Hydroxy-5-Methylisoxazol-4-Propionsaure (=
AMPA) : N-Methyl-D-Aspartat (= NMDA) - Verhéltnisses mit insbesondere mehr AMPA-
Rezeptoren, wahrend NMDA-Rezeptoren sowieso relativ zahlreich vorhanden sind
(Baude, Nusser et al. 1995, Nusser, Lujan et al. 1998, Takumi, Ramirez-Leon et al.
1999, Meyer, Bonhoeffer et al. 2014). AMPA- und NMDA-Rezeptoren gehodren beide
zur Klasse der Glutamat-Rezeptoren und vermitteln schnell einen kurzzeitigen,
geringen Kalzium-Strom oder letzterer - nach Depolarisations-Entblockung - langsam
einen grofRen Kalzium-Einstrom, der unter anderem das Ausmaf der synaptischen
Ubertragung regelt (Seeburg 1993). Neuronale Plastizitat fihrt also insbesondere bei
langfristiger Stabilisierung ihrer Ergebnisse zu vergleichbaren Strukturverdnderungen
nicht nur einzelner, sondern vieler Bestandteile einer Synapse (Meyer, Bonhoeffer et
al. 2014). Dies wird weiterhin untermauert durch fir pra- und postsynaptische Proteine
gleich groBe Nano-Organisationseinheiten, auch bezeichnet als synaptische
Nanomodule, die sich im Zuge struktureller Plastizitat zahlenmaRig, aber nicht
bezlglich ihrer Gré3e verandern (Hruska, Henderson et al. 2018). Vermehren sie sich,
vergroRern sich Spine und ebenso Prasynapse (Hruska, Henderson et al. 2018).
Training ist in der Lage, Erhéhungen der Spine-Zahlen zu verursachen und Uber
Wiederholungen zu stabilisieren (Holtmaat and Svoboda 2009). In Krankheiten
hingegen, zum Beispiel bei Alzheimer und Schizophrenie, kdnnen die Spines nicht
normal arbeiten; es werden oft geringere Spine-Zahlen nachgewiesen als
normalerweise und auch die funktionelle Plastizitat scheint verandert zu sein (Holtmaat
and Svoboda 2009). Ebenfalls gestoért ist die funktionelle Plastizitat, wenn Stimuli
unsynchronisiert auf rhythmisierte neuronale Netzwerke wie den Hippocampus (siehe
Kapitel 1.3) treffen, denn dann wird Langzeitpotenzierung (= LTP) nicht oder schwerer
erreicht (Orr, Rao et al. 2001). LTP bedeutet, dass durch Aktivierung von NMDA-
Rezeptoren und darauf folgenden Kalzium-Einstrom die Serin/ Threonin-Protein-Kinase
CaMKIl  (auch genannt Kalzium/ Kalmodulin-abhangige Protein-Kinase |I)
autophosphoryliert und dadurch langfristig aktiviert wird, sodass sie Mechanismen zur
Verstarkung der synaptischen Ubertragung in Gang setzen kann (El-Gaby, Shipton et
al. 2015). Unter diese Effekte, die monatelang anhalten kénnen, fallen beispielsweise
Foérderung der Aktivitat von AMPA-Rezeptoren sowie Spine-GroRenwachstum (El-
Gaby, Shipton et al. 2015). Natirlich existiert auch ein gegenlaufiger Mechanismus zur
Langzeitpotenzierung, namlich die Langzeitdepression. Langzeitdepression ist
ebenfalls NMDA-Rezeptor-abhéangig und fuhrt Gber einen postsynaptisch verminderten

Kalzium-Einstrom zu Uber Tage anhaltender, stark verminderter Aktivitdt der Synapse
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(Wiegert and Oertner 2013). Im Falle, dass das Spine bereits im Voraus der
Depression nur gering gefordert war, wird es schliel3lich samt der Prasynapse und
sogar benachbarter Synapsen abgebaut, wéhrend sich langlebige Spines wieder
erholen kdnnen (Wiegert and Oertner 2013). Neuronale Plastizitat, die nur innerhalb
kirzerer Zeitspannen, hochstens Minuten, anhalt, wird als Kurzzeit-Plastizitat
bezeichnet und umfasst ebenso Kurzzeitpotenzierung wie Kurzzeitdepression (Zucker
and Regehr 2002). Das ausgepragte Auftreten neuronaler, insbesondere auch
struktureller Plastizitdt an CA3-Neuronen konnte bereits vielfaltig gezeigt werden
(Shankaranarayana Rao, Raju et al. 1999, Ishiwata, Shiga et al. 2005, Martinez-Tellez,
Hernandez-Torres et al. 2009, Weng, Garcia et al. 2018, Viana da Silva, Zhang et al.
2019), weshalb CA3 geeignet erscheint, morphologische Veranderungen an
unterschiedlich beeinflussten Neuronen zu untersuchen. Interessanterweise finden sich
seitendifferente Abweichungen neuronaler Plastizitét, wie beispielsweise in CA3-CAl-
Projektionen, im Hippocampus (ElI-Gaby, Shipton et al. 2015). Afferenzen aus dem
linken CA3 bilden meist Synapsen mit kleinen Spines, wohingegen Afferenzen des
rechten CA3 vorrangig grof3e Spines ansteuern; zudem ist die Rezeptorverteilung
anders, was letztlich dazu fuhrt, dass CA3-Afferenzen von links im Gegensatz zu
welchen von rechts leichter LTP ausbilden kénnen (EI-Gaby, Shipton et al. 2015).

15 Fragestellung
Stress scheint je nach Vorerfahrungen und Serotonin-Homodostase mit vielen,
interindividuell verschieden ausgeprégten Verénderungen im Verhalten, aber auch
morphologisch in neuronalen Netzwerken vergesellschaftet zu sein. Als sehr sensibel
fur diese Folgeerscheinungen gelten die stressempfindlichen hippocampalen CA3-
Pyramidenzellen. Daher stellt sich die Frage, ob beim Vergleich der Apikaldendriten-
Morphologie von hippocampalen CA3-Pyramidenzellen verschiedener Mause
Unterschiede festgestellt werden konnen. Die verwendeten Serotonin-Transporter-
Knockout-M&use unterscheiden sich hierbei in ihrer jeweils zugrunde liegenden
Lebensgeschichte in Bezug auf mehr oder minder viele Stresserfahrungen und
bezlglich ihres Sert-Genotyps. Ein Aufteilen ihrer Neurone in Subpopulationen soll

madgliche Unterschiede verdeutlichen.
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2 Material und Methoden

2.1  Versuchstiere

Die in dieser Arbeit verwendeten Gehirne stammen von Mausen, welche im Rahmen
einer Arbeit von Frau Carina Bodden aus der Arbeitsgruppe von Herrn Professor
Norbert Sachser (Institut fir Neuro- und Verhaltensbiologie, Westfalische Wilhelms-
Universitat Mlnster) gezichtet und aufgezogen worden sind (Tierversuchsvotum AZ-
84-02.05.20.12.212). Sie wurden experimentellen Gruppen zugeordnet, die von der
Pranatalphase bis ins Erwachsenenalter hinein verschiedene Lebenserfahrungen
machen durften (Bodden, Richter et al. 2015). Weiter unten werden diese
Lebenserfahrungen kurz beschrieben. Die Tiere entstammten der Serotonin-
Transporter (= Sert)-Knockout-Linie (Bengel, Murphy et al. 1998), riickgekreuzt mit
C57BL/6J-Mausen uUber mehr als zehn Generationen. Um das Sert-Gen zu verandern,
wurde zuvor in embryonalen Stammzellen das Sert-Exon 2 zusammen mit
umgebenden Gensequenzen mittels homologer Rekombination durch eine PGK-neo-
Genkassette ersetzt (Bengel, Murphy et al. 1998). Die auf diese Weise erfolgreich
generierten rekombinanten embryonalen Stammzellen wurden einer C57BL/6J-
Blastocyste injiziert. Die entstandenen chimaren Mannchen wurden mit CD-1- und
C57BL/6J-Weibchen verpaart. Der Nachwuchs hieraus, mit im Southern Blot
nachgewiesener Heterozygotie beziglich des Serotonin-Transporter-Knockout-Allels (=
HET), wurde untereinander verpaart, um neben Mausen mit Homozygotie beziiglich
des wildtypischen Serotonin-Transporter-Allels (= WT) auch homozygoten Nachwuchs
bezuglich des Serotonin-Transporter-Knockout-Allels (= KO) zu erhalten (Bengel,
Murphy et al. 1998). Frau Carina Bodden hat fur ihre Life history-Studie jeweils eines
von insgesamt 124 erwachsenen Weibchen mit einem von insgesamt 21
erwachsenen Mannchen, beide HET, verpaart. Nur der mannliche Nachwuchs aller
drei entstehenden Genotypen (siehe Tabelle 2.1.1) wurde fiir diese Studie eingesetzt
(Bodden, Richter et al. 2015). Der Genotyp der Mause konnte anhand von DNA-
Proben aus Gewebe des Ohres, die nach Vervielfltigung mittels Polymerase-
Kettenreaktion unter Einsatz spezifischer Primer einer Agarose-Gelelektrophorese
zugefuhrt wurden, bestimmt werden (Bengel, Murphy et al. 1998, Bodden, Richter et al.
2015).

Die Mause wurden in transparenten, standardméfRigen Makrolonkafigen Typ il
gehalten. lhnen standen S&agespan-Einstreu (Allspan, Héveler GmbH und Co.KG,

Langenfeld, Deutschland) und ein Papierhandtuch als Nistmaterial zur Verfigung.
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Zuchtweibchen erhielten neben Zuchtdiat-Futterpellets der Rezeptur 1314 (Altromin
GmbH, Lage, Deutschland) auch Haferflocken (Fortin GmbH und Co.KG, Dusseldorf,
Deutschland) und Wasser ad libitum. Alle anderen Mause erhielten Haltungsdiat-
Futterpellets der Rezeptur 1324 (Altromin GmbH, Lage, Deutschland) und Wasser ad
libitum. Es wurde ein Hell-/ Dunkel-Zyklus von 12 Stunden eingehalten, wobei um 8
Uhr morgens das Licht eingeschaltet wurde. Die Temperatur lag bei 22 + 2 °C, die
relative Luftfeuchtigkeit bei 50 + 10 % (Bodden, Richter et al. 2015).

Tabelle 2.1.1  Anzahl der fur die Experimente verwendeten Mannchen pro
Serotonintransporter-Genotyp
HET = Mause heterozygot beziiglich des Serotonin-Transporter-Knockout-Allels; KO =
Mause homozygot bezuglich des Serotonin-Transporter-Knockout-Allels; WT = Mause
homozygot beziiglich des wildtypischen Serotonin-Transporter-Allels.

Genotyp Anzahl der Mause
WT 40
HET 48
KO 34
Gesamt 122

Die_unterschiedlichen Lebensgeschichten der Mause. Die Mause aller drei Genotypen

WT, HET sowie KO wurden im Rahmen der Studie von Frau Bodden und Mitarbeitern
verschiedenen Lebensumsténden ausgesetzt, die entweder negativ (widrig, adverse =
A) oder positiv (wohltuend, beneficial = B) waren (Bodden, Richter et al. 2015). Die
Durchfihrende war gegentiber den Genotypen der Mause wahrend der Experimente
und Verhaltenstests (siehe unten) verblindet. Eine frihe Lebensphase, welche die
Pranatalperiode bis zur Adoleszenz umfasste, und eine spate Lebensphase, dem
frihen Erwachsenenalter entsprechend, wurden bei dieser Studie unterschieden. Es
gab also zwei Gruppen, deren friihes Leben unter widrigen Bedingungen stattfand und
zwei, die angenehme Bedingungen erlebten. In der spaten Lebensphase verblieben
die widrigen beziehungsweise angenehmen Umstande fir jeweils eine der Gruppen,
die beiden anderen Gruppen machten jedoch von ihrer vorigen Lebensgeschichte
abweichende Erfahrungen in positiver beziehungsweise negativer Hinsicht (Mismatch).

Daraus ergaben sich insgesamt vier Gruppen mit verschiedenen Lebensgeschichten
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(AA, AB, BA, BB; siehe Tabelle 2.1.2). Da pro Lebensgeschichte (Life history) Mause
aller drei Genotypen (WT, HET, KO) eingesetzt wurden, umfasste diese Life history-

Studie insgesamt zwolf verschiedene experimentelle Gruppen (siehe Grafik 2.1).

Tabelle 2.1.2

Anzahl der fir die Experimente verwendeten Mannchen pro Lebensgeschichte
* = dritte Messung des Koérpergewichtes konnte nicht bei allen Mausen durchgefuhrt
werden (Bodden, Richter et al. 2015); ,[...]* = wortliches Zitat steht in Anflilhrungszeichen
(Bodden, Richter et al. 2015); A = Lebensphase mit widrigen Lebensumstéanden; B =
Lebensphase mit wohltuenden Lebensumsténden.

Lebensgeschichte

(frihe Lebensphase — spéte Anzahl der Mause Bemerkung
Lebensphase)
AA 30 (28%) ,matched adversity"
AB 29 ~mismatch”
BA 31 ~mismatch”
BB 32 ,matched benefit*
Gesamt 122 (120%)
A B
frihe
Lebensphase
++ +/- -I- ++ +/- -I-

AA AB BA BB
spate
Lebensphase
| - | - ] | - | A | - A
Grafik 2.1 Insgesamt zwolf experimentelle Gruppen zusammengesetzt aus Mausen

verschiedener Lebensgeschichten und Genotypen

+/+ = Mause homozygot beziiglich des wildtypischen Serotonin-Transporter-Allels; +/- =
Mause heterozygot bezuglich des Serotonin-Transporter-Knockout-Allels; -/- = Mause
homozygot beziglich des Serotonin-Transporter-Knockout-Allels; A = Lebensphase mit
widrigen Lebensumsténden; B = Lebensphase mit wohltuenden Lebensumsténden.
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Stress wurde in der Pranatalperiode (ab Prénataltag 9) und wéhrend des Saugens (ab
Postnataltag 3) erzeugt, indem die Mitter von AA- und AB-Mausen mehrfach
gebrauchtem Einstreu verschiedener fremder Mannchen ausgesetzt wurden (Heiming,
Jansen et al. 2009, Heiming, Bodden et al. 2011), wodurch die Gefahr des Infantizids
simuliert wurde (vom Saal and Howard 1982, Elwood and Kennedy 1991). Die Miitter
von BA- und BB-Mausen hingegen erhielten frische Einstreu, welche die Tiere
dementsprechend nicht mit Gefahr assoziierten. Im Alter von 22 Tagen postnatal
wurde der Nachwuchs von der Mutter getrennt, der Genotyp bestimmt (siehe oben)
und ab diesem Zeitpunkt die ausschlieBlich fur die Experimente verwendeten
Mannchen, getrennt von den Weibchen, zu zwei bis finf Tieren gemischter Genotypen
gehalten.

Ab dem postnatalen Tag 35 + 2 (entspricht dem Stadium der Adoleszenz) erhielt jedes
Mannchen einen eigenen Kafig. Ab postnatalem Tag 37 + 2 wurden AA und AB erneut
gestresst, indem sie einzeln insgesamt funf Mal in den Kafig eines aggressiven,
erwachsenen NMRI (Naval Medical Research Institute)-Mannchens gesetzt wurden
wobei es bis zum Kampf kommen konnte (Navarro 1997). Auf diese Weise erfuhren die
Mause eine soziale Niederlage (social defeat) (Jansen, Heiming et al. 2010, Bodden,
Richter et al. 2015). BA und BB hingegen machten finf angenehme soziale
Erfahrungen mit erwachsenen, sexuell erfahrenen, begattungsbereiten Weibchen
mindestens zweier verschiedener Genotypen (moéglich waren WT, HET, KO) in einem
neutralen Kafig mit frischer Einstreu.

Ab dem postnatalen Tag 70 = 2 (entspricht dem Erwachsenenalter) wurden die Tiere
einzeln in einem speziell gefertigten Kafig (Lewejohann, Kloke et al. 2010)
untergebracht, der aus einem Hauptkafig und einem kleineren Nebenkéafig, verbunden
durch ein Wasserbecken, bestand. Das Wasserbecken bot den Mausen einen
Fluchtweg in den Nebenkéafig. Haupt- sowie Nebenkéfig enthielten saubere Einstreu,
ein Papierhandtuch und Zugang zu Futter und Wasser ad libitum und wurden fir 24
Stunden von den experimentellen Mannchen alleine bewohnt.

Die einzelnen Tiere der Gruppen AA und BA wurden am postnatalen Tag 71 + 2 im
Hauptkafig mit einem aggressiven NMRI-Mannchen zusammen gebracht und konnten
nur durch das Wasserbecken in den sicheren Nebenkéafig entkommen, von wo aus sie
noch vier weitere Male zuriick zum NMRI-Mannchen in den Hauptk&fig gesetzt wurden.
Durch die im Gegensatz zur reinen social defeat-Erfahrung der Adoleszenz nun
gegebene Fluchtmdglichkeit Uber das Wasserbecken, konnte die Maus auf diesem

Weg der sozialen Niederlage entgehen (escapable social defeat). Die einzelnen Tiere
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der Gruppen AB und BB hingegen wurden jeweils mit einem begattungsbereiten
Weibchen in den Hauptkafig gesetzt und durften dort bis auf weiteres viermaliges,
kurzes Herausnehmen bei dem Weibchen verbleiben. Die Fluchtmoglichkeit wurde von
ihnen nicht genutzt.

Verhaltenstests. Die von Frau Bodden und Mitarbeitern (Bodden, Richter et al. 2015)

durchgefuhrten Verhaltenstests Elevated plus maze test, Dark-light test und Open field
test, um angstliches gegen neugieriges Verhalten zu messen, werden hier kurz
zusammengefasst. Jede Maus wurde pro Tag nur einem Test unterzogen, wobei
abgestuft mit dem Test der geringsten Stresseinwirkung auf die Mause begonnen
wurde (van Gaalen and Steckler 2000, Mcllwain, Merriweather et al. 2001). Die Tests
wurden videoaufgezeichnet (Logitech Webcam Pro 9000) und mithilfe von ANY-maze
(Version 4.75, Stoelting Co., Wood Dale, USA) ausgewertet.

Am postnatalen Tag 75 + 2 fand der Elevated plus maze test (Pellow, Chopin et al.
1985, Lister 1987, Lister 1990) statt. Die Maus wurde hierflr in das quadratische
Zentrum eines Kreuz-formigen Feldes (Armlénge jeweils 30 x 5 cm?) 50 cm (iber dem
Boden mit Blick zu einem bewandeten (geschlossenen) Arm gesetzt. Zwei der sich
jeweils gegeniberliegenden Arme besafen an den Randern 20 cm hohe Wande
(geschlossener Arm), die anderen beiden nur eine 4 mm hohe Abgrenzung (offener
Arm), damit kein Versuchstier herunterfallen konnte. Nun wurde Uber funf Minuten
hinweg gemessen, wie viel Zeit in Prozent die Maus auf den offenen Armen verbracht
hat, wie oft sie diese betreten hat (MaRR fur angstliches Verhalten) und wie oft sie
insgesamt die geschlossenen plus offenen Arme betrat (MafR fir neugieriges
Verhalten).

Am postnatalen Tag 76 = 2 fihrte man den Dark-light test (Crawley and Goodwin
1980) durch. Hierfiir wurde ein Makrolon Kafig Typ Ill in zwei Anteile (17 x 27 x 16 cm?®
und 28 x 27 x16 cm® getrennt, mit einer anfangs geschlossenen Schiebetiir als
einziger Verbindung. Der kleinere Anteil wurde schwarz angestrichen und mit einem
lichtundurchlassigen Deckel versehen. Der gréfR3ere Teil hatte transparente Wande
ohne Deckel und wurde von oben mit 570 Lux beleuchtet. Die Maus wurde fir eine
Minute in den dunklen Anteil gesetzt, bevor die Schiebetir gedffnet wurde und sie
weitere funf Minuten alle Anteile des Kéafigs frei betreten konnte. Die Latenz bis zum
Eintreten ins helle Kompartiment sowie die dort verbrachte Zeit (Maf3 fur angstliches
Verhalten) und auRerdem wie oft sie das helle Kompartiment insgesamt betrat (Mal3 fur

neugieriges Verhalten) wurden gemessen.
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Zuletzt wurde der Open field test (Archer 1973, Treit and Fundytus 1988) am
postnatalen Tag 77 = 2 durchgefihrt. Ein weil3es, quadratisches, bewandetes Feld (80
x 80 x 42 cm®), beleuchtet mit 600 Lux, konnte von der Maus iber fiinf Minuten lang
frei betreten werden, nachdem man den Ubergestilpten Zylinder, durch den sie zuvor
in einer Ecke gehalten wurde, nach einer Minute aus dem Feld entfernt hatte. Die
Entfernung, die die Maus zurlicklegte (Maf3 fir lokomotorische Aktivitat), sowie die Zeit,
die sie im Zentrum verbrachte (Malf3 fur angstliches Verhalten), wurden erhoben.

Wiegen der Mause und Messen der Kortikosteronmetaboliten. Das Wiegen und

Messen der Kortikosteronmetaboliten geschah im Rahmen einer anderen Arbeit und
wird hier nur kurz dargestellt (Bodden, Richter et al. 2015). Die Mause wurden am
postnatalen Tag 22, 70 + 2 sowie 77 = 2 gewogen. Am Postnataltag 75 + 2 wurde
zwischen 16 bis 20 Uhr Fazes der Mause gesammelt, um nicht-invasiv per 5a-
Pregnan-3p3,11p3,21-Triol-20-on-Enzym-Immunoassay die Kostikosteronmetaboliten-
Konzentration der Mause zu messen (Touma, Sachser et al. 2003, Touma, Palme et
al. 2004, Lepschy, Touma et al. 2010). Als Referenz-Konzentration fur Veranderungen
der Kortikosteronmetaboliten nach sozialer Kontakterfahrung mit einem NMRI-
Mannchen beziehungsweise einem Weibchen dienten bereits am postnatalen Tag 68 +

2 gesammelte Fazes.

2.2 Golgi-Impragnation
Die Golgi-lmpragnation von ganzen Mausegehirnen erfolgte etwas modifiziert nach der
von Glaser und Van der Loos bereits 1981 beschrieben Methode (Glaser and Van der
Loos 1981). Mit dieser Methode wird eine lichtmikroskopisch dunkel erscheinende
Schicht in Zellen des Gehirns eingebracht, sodass ein Kontrast zum umgebenden
Medium entsteht, der die Betrachtung dieser Zellen ermdglicht.

Herstellung der Golgi-Cox-Lésung. Die Golgi-Cox-Ldsung setzt sich aus drei

vorbereiteten Stammlosungen, bezeichnet als A, B. und C_, beschrieben in Tabelle
2.2.1, zusammen. Sie wurde fuinf Tage vor Gebrauch vorbereitet. Losung A_ wird
zubereitet aus einer 5 % Kaliumdichromat-Losung (K,Cr,O,;, Merck, Darmstadt,
Deutschland) in destilliertem Wasser. Bei Losung B_ handelt es sich um eine 5 %
Quecksilberchlorid-Loésung (Sublimat, HgCl,, Roth, Karlsruhe, Deutschland) in
destilliertem Wasser. C_ ist eine 5 % Kaliummonochromat-L&ésung (K,CrO,, J. T. Baker,
Griesheim, Deutschland) in destilliertem Wasser. Nun wurden funf Volumenteile von A_

mit funf Volumenteilen von B_. gemischt. Danach wurden vier Teile von C_ mit zehn
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Teilen destilliertem Wasser gemischt. Dieser Prozess wird in Tabelle 2.2.2 dargestellt.
A B, wurde dann langsam der verdinnten C,-Ldsung zugefiihrt. Dies geschah unter
Ruhren mit einem Glasspatel. Zur Aufbewahrung der Golgi-Cox-L6sung wurde eine mit
Glasstopfen verschlielBbare Braunglasflasche verwendet, da in einer solchen die
Losung langer haltbar ist. Nach circa funf Tagen bildete sich ein dunkelrétliches
Prazipitat teils oberflachennah, teils am Gefa3boden. Nur Anteile der Flissigkeit ohne
Prazipitatbeimengung wurden mit einer Plastikspritze in kleinere Gefalie, fur jeweils ein

Gehirn, verbracht und im Weiteren verwendet.

Tabelle 2.2.1 Stammldsungen A, B,, C_ fiir Golgi-Cox-Impragnation
A. dest. = Destilliertes Wasser.

Losung Zusammensetzung Bemerkung

AL 10 g Kaliumdichromat mit Glasspatel gertihrt, unter Abzug,
5 % K,Cr,04 + 200 ml A. dest. unter Lichtausschluss, > 10 °C

B.: 10 g Quecksilberchlorid + mit Glasspatel auf Heizplatte gertuhrt bis
5 % Sublimat, 200 ml A. dest. Auflésung, unter Abzug, unter
HgCl, Lichtausschluss

C.: 8 g Kaliummonochromat + mit Glasspatel gertihrt, unter Abzug,
5% K,CrO, 160 ml A. dest. unter Lichtausschluss, > 10 °C

Tabelle 2.2.2 Volumenanteile der Stammldsungen A, B, C. in der Golgi-Cox-
Impragnationslésung
A. dest. = destilliertes Wasser; Vol. = Volumenteil(e).

Losung Zusammensetzung Bemerkung
A B 5Vol. AL +5 Vol. B_ unter Lichtausschluss, > 10 °C
C. (verdinnt) 4 Vol. C_ + 10 Vol. A. dest. unter Lichtausschluss, > 10 °C

Durchfihrung der Golgi-Cox-Impragnation. Nach der Entnahme der Gehirne im

Ganzen wurden diese sofort in eine Mullbinde gewickelt und jeweils einzeln pro
Behaltnis vollstdndig in Golgi-Losung versenkt. Die Losung wurde alle 48 Stunden

ausgetauscht. Es musste aul3erdem zu jeder Zeit darauf geachtet werden, dass die
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modifizierte Golgi-Cox-Lésung lichtgeschitzt ist und weder in Kontakt mit Metall
kommt, noch Temperaturen unter 10 °C ausgesetzt ist. Unterhalb dieser
Temperaturgrenze wird der Farbeprozess gestoppt. Bei 20 — 22 °C herrschen optimale
Bedingungen. Das Gewebe verblieb insgesamt 30 Tage (abhangig von GréRRe des
Gehirns und Alter der Maus + 2 Tage) in beschriebener Losung. Daraufhin wurde es
drei Mal, Uber eine Dauer von insgesamt zehn Minuten, mit destilliertem Wasser
gewaschen und anschlieBend in einer Serie von Ethanollésungen steigender
Konzentration bei 4 °C unter Lichtausschluss entwéssert. Die Prozedur ist in Tabelle
2.2.3 dargestellt. Bei dieser Temperatur wird die Farbereaktion gestoppt. Es wurde
begonnen mit 50 % Ethanol Gber 1,5 Stunden und fortgefahren mit 70 % Uber 5
Stunden, 96 % Uber 4 Stunden, 96 % Uber Nacht, 100 % fur 2 Stunden sowie zuletzt
100 % uUber 2 bis 2,5 Stunden. Nun wurden die Gehirne fir 4 Stunden in eine 1 : 2 -
Ether : Ethanol - Mixtur verbracht, danach fur die Celloidineinbettung einen Tag lang in
2 % Celloidin, 3 Tage in 4 % Celloidin und 4 Tage in 8 % Celloidin, wie in Tabelle 2.2.4
dargestellt. SchlieBlich wurde das Hirnmaterial in einem Exsikkator getrocknet, mit
einem Schlittenmikrotom (Reichert-Jung HN 40) koronal in Sektionen von 150
Mikrometer Dicke geschnitten und unter Benutzung von Vitro-Clud (R. Langenbrinck,
Emmendingen, Deutschland) als Eindeckmittel auf glasernen Objekttragern (R.
Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland) platziert.
Alle Arbeitsschritte, auRRer Dissektion und Uberfilhren der Gehirne in die Golgi-Losung,
fanden am Universitatsklinikum Wurzburg in der Klinik und Poliklinik fur Psychiatrie,
Psychosomatik und Psychotherapie im Labor fur funktionelle Neuroanatomie unter der
Leitung von Privatdozentin Frau Dr. rer. nat. Angelika G. Schmitt-Bohrer statt. Die
ausfihrende Mitarbeiterin  war Frau Marion Winnig, medizinisch-technische
Laboratoriumsassistentin. Die Dissektion und das Uberfiihren der Gehirne in die Golgi-
Losung wurden im Institut fir Neuro- und Verhaltensbiologie der Westfélischen

Wilhelms-Universitat Minster durchgefiihrt.
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Tabelle 2.2.3  Ethanolreihe zur Entwasserung
h = Stunde(n).

Losung Dauer Bemerkung

50 % Ethanol 15h unter Lichtausschluss, bei 4 °C
70 % Ethanol 5h unter Lichtausschluss, bei 4 °C
96 % Ethanol 4h unter Lichtausschluss, bei 4 °C
96 % Ethanol Uber Nacht unter Lichtausschluss, bei 4 °C
100 % Ethanol 2h unter Lichtausschluss, bei 4 °C
100 % Ethanol 2-25h unter Lichtausschluss, bei 4 °C

Tabelle 2.2.4  Celloidineinbettung

d = Tag(e).
Losung Dauer
2 % Celloidin 1d
4 % Celloidin 3d
8 % Celloidin 4d

2.3 Mikroskopie und Rekonstruktion der Neurone

Hard- und Software. Fir die Rekonstruktionen der mittels Golgi-Cox-Methode

imprégnierten Neurone verwendete ich das Neurolucida-System der Firma
MicroBrightField (= MBF) Bioscience. Dazu gehdrten ein Olympus-Mikroskop (BX 51),
ein in drei Achsen per Computer steuerbarer, motorisierter Objekttragertisch (MS-86;
MBF Bioscience) sowie eine Kamera (CX 9000; MBF Bioscience). Die Kamera wurde
zur Bildubertragung auf den Computerbildschirm genutzt. Die Neurolucida-Software
(11.01.2; 32-bit; Image Library Version 5.65; MBF Bioscience) wurde benutzt.
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Einstellungen. Die Bildschirmdarstellung des Objekttrégers in Echtzeit erhielt man tber
den Modus ,Live Image®. Aullerdem wurde wahrend des Rekonstruierens mit
»2AutoMove® gearbeitet, um kontinuierlich nachzeichnen zu kdnnen, auch wenn die
nachzuverfolgende Struktur sich tGber Bildschirmgrof3e hinaus erstreckte.

Qualitatskriterien der Zellauswahl. Um zur Rekonstruktion mittels Neurolucida

ausgewahlt zu werden, mussten die Pyramidenzellen gewisse Qualitatskriterien
erfullen. In Anlehnung an vorausgegangene Arbeiten (Magarinos, Li et al. 2011,
Nietzer, Bonn et al. 2011, Pawluski, Valenca et al. 2012) mussten sie einen gut
gefarbten, mdoglichst vollstandigen Apikaldendriten sowie ein ebensolches Soma
besitzen. Das Neuron sollte aul3erdem mdglichst frei von Interferenzen mit gefarbten,
benachbarten Zellanteilen sein. Weiterhin sollte es sich bestenfalls nicht in Regionen
mit stellenweiser oder ausgedehnter starker Farbung der unmittelbaren Zellumgebung
(im Sinne von Prazipitaten) befinden. Die Vollstandigkeit der Apikaldendriten war in der
koronalen Schnittebene leider selten gegeben (Xiong, Metheny et al. 2017).

Morphologische Kriterien fiur Dornenfortsiatze. Es war das Ziel, alle an den

rekonstruierten Apikaldendriten befindlichen Dornenfortsdtze zu markieren. Eine
Markierung als Dornenfortsatz erfolgte, wenn eine Ausstilpung am Dendritenbaum
Uber das Niveau der normalen Unregelmaligkeiten der Oberflachenstruktur des
Apikaldendriten hinausgehend sichtbar war. Auch mutmalliche Dornenfortsatze, deren
Hals nicht klar sichtbar war, die aber einen eindeutigen, charakteristisch geformten
Kopf besalRen, der sich in vergleichbarer Entfernung zur Oberflache des
Apikaldendriten fand, wie die Ubrigen Dornenfortséatze dieses Apikaldendriten, wurden
markiert. Dies geschah jedoch erst, nachdem ebenfalls kritisch die Mdglichkeit gepruift
und mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen wurde, dass es sich um Prézipitate
oder Zellanteile beschadigter anderer Zellen des untersuchten Gewebeschnittes
handeln konnte. Es wurde nicht zwischen den verschiedenen Klassen der
Dornenfortsatze unterschieden, sondern alle mit derselben Markierung ,thin spine®
versehen (Holtmaat and Svoboda 2009).

Auswahlbereich innerhalb der Hippocampus-Region CA3. Die von Lorente de N6

erstbeschriebene Hippocampus-Region Cornu Ammonis 3 (= CA3) (Lorente de NO
1934) suchte ich mithilfe von The Mouse Brain In Stereotaxic Coordinates (Franklin
and Paxinos 2013) auf. Ich definierte einen begrenzten Bereich, innerhalb dessen ich
die Pyramidenzellen zur morphologischen Auswertung aufsuchte. Von der Auswertung
ausgeschlossen wurden Zellen, deren Soma medial einer gedachten Verbindungslinie

zwischen den ventralen und dorsalen Schenkelenden des Gyrus dentatus oder im
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kaudalwarts beginnenden gekrimmten Anteil der CA3-Region lag (siehe Grafik 2.3).
Der verbleibende Bereich enthadlt morphologisch typische, gut abgrenzbare
Pyramidenzellen (Magarinos, Li et al. 2011). Er entspricht anfangs am ehesten dem als
Subregion CA3b definierten Areal (Ropireddy, Scorcioni et al. 2011, Ropireddy,
Bachus et al. 2012, Palomero-Gallagher, Kedo et al. 2020). In dieser Subregion ist die
Dendritendichte vergleichsweise geringer als in CA3a (Ropireddy, Bachus et al. 2012),
sodass sich die Wahrscheinlichkeit fur stérende Interferenzen mit anderen Dendriten
verringert. AuRerdem wird die Analyse von nicht charakteristischen Pyramidenzellen
vermieden, die sich gehauft zwischen den Schenkeln des Gyrus dentatus finden
(Magarinos, Li et al. 2011). Je weiter posterior im Hirngewebe man sich jedoch
befindet, desto weiter dehnt sich CA3 nach ventral aus, bis sich im Verlauf keine Kurve
mehr findet, sondern die Region relativ linear in einen weiteren Anschnitt des Gyrus
dentatus direkt am ventralen Hirnpol mindet (Franklin and Paxinos 2013). Dieses
Areal wird von mir als posteroventraler Anteil von CA3 (= CA3pv) bezeichnet (O'Leary
and Cryan 2014) und wurde ebenfalls in die Analysen einbezogen. Die Hippocampi

beider Hemispharen wurden betrachtet.

Grafik 2.3 Auswabhlbereich innerhalb der Hippocampus-Region Cornu ammonis 3 (CA3)
Auswahlbereich: Zwischen roten Indikatoren mit Pfeil gekennzeichnet; gelbe Markierung:
Deutet die Umrisse von Gyrus dentatus und weiteren Anteilen des Cornu ammonis an.
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2.4 Vorstudie zur Zellauswahl
Vor Beginn der eigentlichen quantitativen morphologischen Untersuchung einzelner
Neurone der Golgi-Cox-impragnierten Gehirne der Life history-Studie, waren einige

Fragen zu beantworten:

1) Finden sich anterior oder posterior in der Hippocampus-Region CA3
besser rekonstruierbare Neurone?

2) Genlgt es, die Apikaldendriten zu analysieren oder liefern die
Basaldendriten zuséatzlich relevante Ergebnisse?

3) Welche Arten von Neuronen finden sich in der Hippocampus-Region
CA3 und sind relevant fur diese Studie?

4) Wie ist die sehr frihe Verzweigung eines einzelnen Apikaldendriten von

mehreren unabhadngig voneinander entspringenden Apikaldendriten zu
unterscheiden?

Zur Klarung der ersten Frage, ob sich Neurone im anterioren oder posterioren Teil des
Hippocampus morphologisch besser darstellen und fir die Rekonstruktion eignen,
wurden Daten zahlreicher Neurone aus der CA3-Region des Hippocampus von drei
zufallig ausgewahlten Gehirnen gesammelt. Hierbei wurde der Hippocampus in
koronalen Golgi-Schnitten mit zwischen beiden Hemisphéren durchgehend
verlaufendem Corpus callosum als anterior definiert, wahrend der Hippocampus in
Golgi-Praparaten mit einem nicht mehr durchgehenden Corpus callosum dem
posterioren Hippocampus zugeordnet wurde (Karabeg, Grauthoff et al. 2013). Diese
Unterbrechung des Corpus callosum erfolgt ungefahr ab dem Bregma-Level -2,53 mm
(Franklin and Paxinos 2013). Dabei wurden die Zellen, die als auswertbar eingestuft
wurden, in ansteigende Qualitdtsklassen unterteilt (siehe Tabelle 2.4.1). Von der
Auswertung ausgeschlossen wurden Zellen, die nicht mehr im vordefinierten CAS3-
Auswertungs-Bereich liegen (Magarinos, Li et al. 2011), Neurone, deren Apikaldendrit
stark beschéadigt war oder fehlte und von Prazipitaten verdeckte Zellen und Neurone,
die im Schnitt direkt Ubereinander lagen (wohingegen solche, die nur nahe beieinander
lagen, in diese Auswertung miteinbezogen wurden). In allen drei Gehirnen fand sich
jeweils anterior ein Neuron sowie in einem Gehirn zusatzlich auch posterior, das
morphologisch nicht sicher als Pyramidenzelle zu identifizieren war. Sie wurden
trotzdem in die Auswertung aufgenommen. Im anterioren Hippocampus fanden sich
insgesamt deutlich weniger auswertbare Neurone, deren Qualitatsniveau auRerdem in
allen Stufen stark unter dem der Neurone im posterioren Hippocampus angesetzt
werden musste. Die Dendritenbdume der im anterioren Hippocampus lokalisierten
Pyramidenzellen waren weit weniger ausgepragt und erstreckten sich nicht so flachig

in der Schnittebene wie in dessen posteriorem Teil. Diese Schraglage im Schnitt fuhrte
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zum Verlust vielzahliger Aste. Von Vorteil fur das Auffinden von Neuronen war im
posterioren Hippocampus aul3erdem, dass die CA3-Region sich dort fortschreitend
nach kaudal auszudehnen beginnt sowie eine Verbreiterung der Zellschichten aufweist.
Man fand dort also dementsprechend mehr Flache und damit potentiell mehr Neurone
zur Beurteilung (Franklin and Paxinos 2013). Diese von mir beobachtete grolde
morphologische Variabilitdt der CA3-Region hinsichtlich Breite der Zellschichten und
damit auch Ausdehnung der Dendritenbdume wurde schon in anderen Arbeiten
beschrieben (Fitch, Juraska et al. 1989, Juraska, Fitch et al. 1989).

Tabelle 2.4.1 Qualitatsunterschiede der anterioren gegeniiber posterioren Hippocampus-
Cornu ammonis 3 (CA3)-Neurone
AD = Apikaldendrit; anterior = anteriorer Hippocampus CA3; BD = Basaldendriten;
Maus-Nr. = Maus-Nummer; posterior = posteriorer Hippocampus CA3.
Maus-Nr. Qualitat Anterior Posterior
6957 Schnitte 29-37 Schnitte 38-43
AD & BD unvollsténdig 1 0
AD unvollstandig 1 2
BD unvollstandig bis fehlend 8 6
AD & BD in akzeptabler 8 22
Vollstandigkeit
gesamt 18 30
6608 Schnitte 31-39 Schnitte 40-51
AD & BD unvollsténdig 4 1
AD unvollstandig 3 1
BD unvollstandig bis fehlend 5 11
AD & BD in akzeptabler 1 18
Vollstandigkeit
gesamt 13 31
7188 Schnitte 32-40 Schnitte 41-45
AD & BD unvollsténdig 1 4
AD unvollstandig 1 4
BD unvollsténdig bis fehlend 5 9
AD & BD in akzeptabler 7 30
Vollsténdigkeit
gesamt 14 47

38



Die Literaturrecherche zur Beantwortung der zweiten Frage ergab, dass der Einfluss
von Stress auf Apikal- und Basaldendriten in CA3 sehr unterschiedlich zu sein scheint.
Es wurden Abweichungen bei den verschiedenen Geschlechtern beobachtet. Bei
gestressten Weibchen sind die Ergebnisse im Gegensatz zu den Mannchen
inkonsistent. Untersuchungen zeigten bei M&nnchen unter dem Einfluss von Stress
oder Kortikosteronen eine Atrophie der Apikaldendriten, jedoch zumeist keine relevante
Veranderung der Basaldendriten. Die Apikaldendriten wiesen eine im Vergleich
verminderte Zahl an Verzweigungspunkten und/oder Dendritenlange auf (Woolley,
Gould et al. 1990, Watanabe, Gould et al. 1992, Watanabe, Gould et al. 1992b,
Magarinos and McEwen 1995, Magarinos and McEwen 1995a, Galea, McEwen et al.
1997, Lambert, Buckelew et al. 1998, Sousa, Lukoyanov et al. 2000, Christian, Miracle
et al. 2011, Ortiz, McLaughlin et al. 2013). Bei den Weibchen ergaben sich hingegen
einerseits Veranderungen des basalen Dendritenbaumes betreffend die
Verzweigungspunkte (Galea, McEwen et al. 1997) oder aber andererseits entsprachen
die Veranderungen denen der Mannchen und zeigten sich an den Apikaldendriten
(Pawluski, Valenca et al. 2012, Ortiz, McLaughlin et al. 2013). Es wurden in allen
Arbeiten Ratten verwendet, auf3er bei Christian et al. (Christian, Miracle et al. 2011),
der sich mit Mausen beschaftigte.

Zur Klarung der dritten Frage zu moéglichen CA3-Pyramidenzellsubtypen durchgefiihrte
Rekonstruktionen sowie Literaturrecherche ergaben, dass die typischen dort
vorkommenden Neurone einen Apikaldendriten haben, aber auch Untergruppen mit
mehreren Apikaldendriten existieren. Bei Letzteren kann man nicht sicher
unterscheiden, um welche Art von apikalem Ast es sich jeweils handelt. Es ist
demnach nicht klar, ob diese Aste als Apikaldendriten zu bezeichnen wéren (Fitch,
Juraska et al. 1989). Diese Subtypen wurden daraufhin von der Analyse
ausgeschlossen. Ausgewertet wurden nur Einzelschaft-Pyramidenzellen, welche in
zwei Erscheinungsbildern auftreten, als Langschaft- und als Kurzschaft-Neurone (Fitch,
Juraska et al. 1989). Die Entscheidung, ob es sich im histologischen Schnitt um ein
Kurz- oder Langschaft-Neuron handelt, wurde grundlegend nach Messung getroffen.
War der Abstand zwischen Ursprung und erster Abzweigung des Apikaldendriten in der
Rekonstruktion < 30 ym, galt das Neuron fir mich als Kurzschaft-Pyramidenzelle; in
anderen Arbeiten wurden nur Neurone < 30 um zwischen Zell-Soma und erster
Abzweigung als Kurzschaft-Neuron angesehen (Fitch, Juraska et al. 1989, Juraska,
Fitch et al. 1989, Lambert, Buckelew et al. 1998). Die Zelle musste zusatzlich die fur

Kurzschaft-Pyramidenzellen typischen Morphologie-Kriterien erfullen (Fitch, Juraska et
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al. 1989). In manchen Arbeiten werden sie in meist ungeféhr gleicher Anzahl (meist 3 :
3) einbezogen (Watanabe, Gould et al. 1992b, Galea, McEwen et al. 1997, Lambert,
Buckelew et al. 1998, Christian, Miracle et al. 2011, Ortiz, McLaughlin et al. 2013),
obwohl sie im Verhaltnis 2:1 (Langschaft : Kurzschaft) vorkommen (Fitch, Juraska et al.
1989). Zur Ubersicht siehe Tabelle 2.4.2. Bei den Ergebnissen werden nur in sehr
wenigen Arbeiten noch einmal explizit getrennte Angaben fir beide gemacht (Lambert,
Buckelew et al. 1998, Christian, Miracle et al. 2011). Stattdessen werden meist in
bestimmter Gewichtung die Ergebnisse gemittelt und nur einzelne Besonderheiten im
Getrennten erwahnt (Watanabe, Gould et al. 1992b, Galea, McEwen et al. 1997, Ortiz,
McLaughlin et al. 2013). Es gibt auch Arbeiten, in denen von vornherein keine
Unterscheidung zwischen Lang- und Kurzschaft-Pyramidenzellen zu finden ist
(Woolley, Gould et al. 1990, Watanabe, Gould et al. 1992, Magarinos and McEwen
1995, Magarinos and McEwen 1995a, Sousa, Lukoyanov et al. 2000). Wurde explizit
und durchgehend zwischen beiden Typen getrennt (siehe oben), war ein signifikanter
Effekt von Stress nur auf die Kurzschaft-Pyramidenzellen zu verzeichnen. Deswegen
wurde entschieden, ausschlie8lich Kurzschaft-Pyramidenzellen zu rekonstruieren und

in die Auswertung einzubeziehen.

Tabelle 2.4.2  Anzahl der ausgewerteten Cornu ammonis 3 (CA3)-Pyramidenzellen pro
Versuchstier in verschiedenen Arbeiten
*zusatzliche Unterteilung in ventralen und dorsalen Hippocampus; LS = Langschaft-
Neuron; SS = Kurzschaft-Neuron.

Arbeit CA3-Pyramidenzellzahl pro Versuchstier (SS:LS)

Christian et al., 2011 (Christian, 4-6 : 4-6*
Miracle et al. 2011)

Lambert et al., 1998 (Lambert, 3:3
Buckelew et al. 1998) (teils nur 2)
Galea et al., 1997 (Galea, McEwen 3:3

et al. 1997)

Ortiz et al., 2013 (Ortiz, mind. 3:2 oder 2:3

McLaughlin et al. 2013)

Watanabe et al., 1992 (Watanabe, 3:3
Gould et al. 1992b)
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Die zur Klarung der vierten Frage durchgefuhrten Rekonstruktionen ergaben, dass zum
Teil anhand rein morphologischer Gesichtspunkte nicht zu erkennen ist, ob es sich um
einen einzeln vom Zell-Soma abgehenden Apikaldendriten handelt, der sich sehr frih
verzweigt oder ob ein Neuron der von der Auswertung ausgeschlossenen atypischen
Untergruppe von Pyramidenzellen mit mehreren apikal entspringenden Asten vorliegt
(siehe oben). Nur wenn die Verzweigung in genugendem Abstand zum Soma
stattfindet, kann sie morphologisch sicher als solche identifiziert werden. Deswegen
wurde kein Neuron in die Analyse einbezogen, dessen Abstand zur ersten

Verzweigung des Apikaldendriten < 3 um war.

Zusammengefasst erlaubten die Auswahlkriterien also nur die Analyse der
Apikaldendriten von Einzel-Kurzschaft-Pyramidenzellen, deren Abstand in der
Rekonstruktion von Beginn des Apikaldendriten bis zur ersten Aufzweigung zwischen 3
pMm bis einschlieRlich 30 um betrug und die innerhalb der eingegrenzten Regionen im
posterioren Hippocampus (ab einschliel3lich Bregma -2,53 mm) lagen, welche anfangs
am ehesten der CA3b- bzw. weiter posterior am ehesten der CA3pv-Region

entsprachen.

2.5 Durchfiihrung der Rekonstruktion von Neuronen
Zuerst wurde die posteriore CA3-Region des Hippocampus mit dem 4x-Objektiv
mithilfe von The Mouse Brain In Stereotaxic Coordinates (Franklin and Paxinos 2013)
aufgesucht. Dann wurde zum 10x-Objektiv gewechselt. Bei jedem Objektivwechsel
musste darauf geachtet werden, dass die benutzte Vergrof3erung entsprechend korrekt
im Neurolucida-Programm ausgewahlt war. Alle in einem Schnittpraparat enthaltenen
Pyramidenzellen, die den oben genannten Kriterien (siehe Kapitel 2.3 und 2.4)
entsprachen, wurden durchgemustert und eine vorldufige Qualitatsbeurteilung
protokolliert. So wurden erst alle Schnittprdparate mit enthaltenem (nach obigen
Kriterien relevantem) Anschnitt der CA3-Region durchgesehen und eine Liste fiir eine
Rekonstruktion mdglicher Neurone erstellt. Fanden sich mehrere mogliche Neurone im
selben Schnitt in derselben Hemisphéare, erhielten sie zur eindeutigen Identifikation
eine aufsteigende Nummer entsprechend ihrer Abfolge im Schnitt von dorsal nach
ventral (Neuronenfolge-Nummer). Die schlie8lich insgesamt am besten bewerteten
Zellen wurden in absteigender Qualitat (Neuron-Ranglisten-Nummer) nummeriert und

in dieser Reihenfolge rekonstruiert. Dazu wurde der Referenzpunkt mittig in das Zell-

41



Soma gesetzt und auf das 100x-Objektiv am Mikroskop sowie zur 100x-VergrofRerung
im Programm gewechselt. Das verwendete 100x-Objektiv kann nur mit Immersionsoél
benutzt werden. Dann wurde das Objektiv Gber die Funktion ,Move“und , To Reference
Point* zur ausgewahlten Zelle bewegt. Der Referenzpunkt wurde in 100-facher
VergroRerung erneut mittig in das Zell-Soma gesetzt und zwar auf der HOhe, an der
man moglichst viel vom Abgang des Apikaldendriten scharf sah. Dies erschien fur mich
besser reproduzierbar, als die Ebene zu suchen, in der die groRte Flache des
Zellkorpers lag, was teils nicht ganz eindeutig zu identifizieren war. Nun wurde das
Soma einmal ganz durchfokussiert, um festzustellen, ob dies ohne ein Anstol3en des
Objektivs moglich war. War das der Fall, dann wurde mit der Rekonstruktion
begonnen. ,Cell Body“ war im Programm vorausgewahlt und so wurde direkt mit dem
Nachzeichnen des Soma-Umrisses begonnen. Falls der Umriss in seiner geschatzt
breitesten Ausdehnung am Abgang des Apikaldendriten nicht ganz sichtbar war,
konnte der Fokus verandert werden, um den Rest zu erganzen. Uber einen Rechtsklick
wurden mit ,Finish Cell Body“ die Enden der Kontur verbunden und die Rekonstruktion
des Zellsoma abgeschlossen. Danach konnte man Uber die Auswahl ,Apical Dendrite”
mit dem Nachzeichnen des Apikaldendriten fortfahren, der dafur zu jeder Zeit scharf
fokussiert sein musste. Um kontinuierlich nachzeichnen zu konnen, wurde mit
aktivierter Funktion ,AutoMove* gearbeitet. So sind auch Strukturen, die sich Gber mehr
als BildschirmgroRRe erstrecken, durch automatische, konjugierte Weiterbewegung des
Objekttragertisches beim Fortfihren des Nachzeichnens verfolgbar. Bei einer
Verzweigung konnte tber einen Rechtsklick, je nach Anzahl der abgehenden Aste,
,Bifurcating Node* oder , Trifurcating Node* ausgewahlt werden. Es wurde erst der eine
Ast bis zu seinem Ende verfolgt und dort tber Rechtsklick und Auswahl von ,Ending*
beendet, dann sprang das Programm wieder an die Stelle der urspriinglichen
Verzweigung und der andere Ast konnte weiter rekonstruiert werden. War das Modell
des Apikaldendritenbaumes erstellt, so konnte man Uber die Tastenkombination
~Move“und ,To Reference Point“ bei weiterhin sichtbarem Modell zum Referenzpunkt
zuriickkehren und, vom Anfang des Apikaldendriten aus entlang seiner Aste, die
Dornenfortsatze mit der Auswahl ,Thin Class” in der ,Spines“Toolbar markieren.
Danach wurde unter ,File“ und ,Save Data File As” die Rekonstruktion als .DAT-Datei
gespeichert. Der Dateiname setzte sich aus Maus-Nummer_Neuron-Ranglisten-
Nummer_Schnittpraparat-Nummer_HC (Hippocampus)_r [/ | (rechts / links) p
(posterior)_Neuronenfolge-Nummer zusammen. Sollte sich eine Zelle wahrend des

Rekonstruierens wider Erwarten als nicht den Qualitatskriterien genigend
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herausstellen, wurde die Rekonstruktion abgebrochen und stattdessen die in der Liste
nachst-rangige ausgewéhlt. Dies erfolgte so lange, bis in jedem Gehirn mindestens
zwei bis funf Zellen rekonstruiert waren.

Erfasste Variablen. Gemessen wurden die Anzahl der Verzweigungspunkte (Nodes),

die Anzahl der Endpunkte, die Anzahl der Dornenfortsatze (Spines) und die L&nge des
Apikaldendriten. Bei Sholl-Analysen (siehe Kapitel 2.7) wurden zusatzlich die
Schnittstellen von Dendritendsten mit der jeweiligen aulReren
Abschnittsbegrenzungssphare des Radius (Intersections) gemessen. Mittels Microsoft
Excel wurden anschlieBend die Dichte der Dornenfortsétze (Spine-Dichte; Gesamtzahl
der Dornenfortsatze pro Gesamtlange des Apikaldendriten bzw. Anzahl der
Dornenfortsatze innerhalb eines Radius pro Apikaldendritenlédnge innerhalb desselben
Radius) sowie nur fur die Gesamtwerttabellen die Verzweigungspunkt-Dichte pro 100

um Apikaldendritenlange (Node-Dichte) errechnet.

2.6 Qualitatsbewertung und Zuordnung der Neurone zu Subpopulationen
Wahrend der Rekonstruktionen wurde die groRe Variabilitat der CA3-Region
hinsichtlich ihrer Pyramidenzellen deutlich. Ich versuchte also, die Pyramidenzellen
mithilfe von Subgruppierungen sinnvoll in Gruppen mit &hnlichen Eigenschaften
aufzuspalten. Dadurch hoffte ich, bei spateren statistischen Analysen Unterschiede
deutlicher herausarbeiten zu kénnen.

Wahrend der Rekonstruktionen wurde zu allen analysierten Pyramidenzellen eine
Qualitatsbeurteilung notiert, die, im Anschluss an die Rekonstruktionen zwischen allen
Neuronen vergleichend, zu einer Einordnung in drei Qualitatsklassen fuhrte. Die Stufen
Sunvollstandig“ dber ,relativ vollstandig® bis zu ,vollstdndig® wurden dabei
unterschieden. Als ,unvollstandig“ wurden Zellen eingestuft, deren Apikaldendrit nur
wenige physiologische Enden besaf, bei dem also viele Aste oder mindestens ein
Hauptast frih abgebrochen oder anderweitig beschadigt und daher erschwert zu
verfolgen waren und bei dem malig gut abgrenzbare Dornenfortsatze vorlagen.
.Relativ vollstandig” waren Zellen, bei denen eine gewisse Anzahl an abgebrochenen
Asten toleriert wurde, da physiologische Enden trotzdem die Mehrheit ausmachten und
deren Dornenfortsatze eher gut erkennbar waren. ,Vollstandige” Zellen haben
grof3tenteils bis immer physiologische Enden, waren wahrend der Rekonstruktion gut

zu verfolgen und hatten relativ deutlich ausgepragte Dornenfortsatze.
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Weiterhin bedingt die Form insbesondere des posteroventralen Anteils der Region CA3
eine grofe Spannweite der moglichen Langenausdehnung der Apikaldendriten. Das
Areal verjingt sich zu seinem septalen bzw. temporalen Pol hin teils stark, wohingegen
den Pyramidenzellen median sehr viel Platz bleibt, sich auszudehnen. Es wurde von
mir beobachtet, dass die Pyramidenzellen, die nicht polwarts liegen, dazu neigen, den
zunehmenden Platz auch auszunutzen und dadurch von vornherein tendenziell langer
zu werden scheinen. Dies wurde genauer untersucht, indem nach Beendigung der
Rekonstruktionen alle rekonstruierten Zellen erneut im Gewebeschnitt aufgesucht und,
ebenfalls vergleichend zueinander, einer von vier mdglichen Subregionen CA3b oder
CA3pv, mit der weiteren Aufteilung in dorsal (= CA3pvd), mittig (= CA3pvm) oder
ventral (= CA3pwv), zugeordnet wurden. Eine Einteilung in Subregionen wurde ebenso
in anderen Arbeiten verwendet (Turner, Li et al. 1995, Ropireddy, Scorcioni et al.
2011). CA3b wurde vorangehend schon definiert und geht zusammen mit CA3a, ¢
entlang der septo-temporalen Achse des Hippocampus, meinen Beobachtungen nach,
flieBend in CA3pv Uber. Um aber eine genauere, rekonstruierbare Einteilung zu
ermdglichen, legte ich eine Grenze zwischen beiden Bereichen fest. Sobald sich die
hier vordefinierte Auswertungsregion lateral der Schenkelenden des Gyrus dentatus
aber medial der CA3-Kurve (siehe Kapitel 2.3) septotemporal das erste Mal langer
ausdehnt als der dorsale Schenkel des Gyrus dentatus, wurden die Neuronen von mir
zum CA3pv-Bereich gezéhlt. Im weiteren Verlauf nach posterior ware es denkbar, dass
der dorsale Schenkel des Gyrus dentatus wieder langer erscheinen konnte, als die
auszuwertende Region. Da aber das erste Uberragen iber die Lange des dorsalen
Gyrus-dentatus-Schenkels hinaus grenzfestlegend ist und nicht der weitere Verlauf,
handelt es sich nach meiner Definition weiterhin um CA3pv. So werden Zellen, deren
distaler Anteil des Apikaldendriten ganz oder teilweise vom dorsalen Schenkel des
Gyrus dentatus Uberragt wird, CA3pvd zugeordnet. Zellen wiederum, die im sich
ventral-polwarts verjingenden Bereich von CA3pv liegen und, wie oben beschrieben,
dadurch besonders ,komprimiert® (Turner, Li et al. 1995) wirken, werden CA3pvv
zugeordnet. Weit posterior im Hippocampus beansprucht vor allem dieser Bereich
einen groRen Teil der gesamten dorsoventralen Ausdehnung der CA3-Region.
CA3pvm wurden demzufolge Zellen zugeordnet, die sich ventral von CA3pvd aber
dorsal von CA3pvv fanden, also zwischen beiden Subregionen.

Wahrend der Rekonstruktionen wurde bereits deutlich, dass sich die Pyramidenzellen
hinsichtlich der Menge ihres apikaldendritischen Materials deutlich voneinander

unterschieden. Dies nicht nur aufgrund verschiedener Qualitdt (wie beispielsweise
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Abbriche), sondern, wie am Vergleich ,vollstandiger” Zellen erkennbar, tatsachlich
aufgrund ihrer physiologischen Grofie. Um diesem weiteren Faktor, der ebenfalls zur
groBen Variabilitat der CA3-Region beitragt, gerecht zu werden, wurden weitere
Subgruppen anhand der ZellgroRe eingefthrt und in ,grol3“ und ,klein“ unterschieden.
Die Untersuchungen anhand der Gesamtlange des Apikaldendriten durchzufiihren,
schien am sinnvollsten, da andere Variablen nur eingeschrankt Aussagen uber die
Grolle zulassen. Verzweigungspunkte beispielsweise bedingen zwar in gewisser
Weise eine Vermehrung von dendritischem Material durch Entstehung eines neuen
Astes, aber da diese ,bifurcating” oder ,trifurcating“ sein kénnen, ist die Aussagekraft
wiederum eingeschrankt. Damit wie oben genannt ,klein“ nicht vorgetauscht werden
kann durch ,unvollstandig“, schloss ich die ,unvollstandigen“ Pyramidenzellen von
dieser Untersuchung aus. Es erfolgten Berechnungen einmal fur ,Vollstandige“ (siehe
Tabelle 2.6.1) und zweitens zusammen fur ,Vollstandige* und ,relativ Vollstandige®
(siehe Tabelle 2.6.2). Bei Berechnung des Mittelwertes aus den jeweiligen Mittelwerten
der Subregionen der ,vollstandigen® Zellen erhalt man den Wert 2706 + 476 um, was in
etwa dem Median der Einzelwerte aller Subregionen gleichkommt. Dies erscheint
gunstig, da so die Subgruppen ,klein“ und ,groR“ ungefahr gleiche Gruppengréfle
aufweisen. Fur ,vollstandige“ Zellen wurde also bestimmt, dass bei einem Wert < 2700
pm Gesamtlange des Apikaldendriten die Zelle als ,klein® gilt und bei einem Wert =
2700 pm Gesamtlange des Apikaldendriten als ,grof3. Bei Berechnung des
Mittelwertes aus den jeweiligen Mittelwerten der Subregionen der ,vollstandigen“ und
srelativ vollstandigen® Zellen erhalt man den Wert 2608 + 492 um, was erneut sehr nah
am Median der Einzelwerte aller Subregionen liegt. Fur Analysen mit ,vollstandigen®
und ,relativ vollstdndigen“ Zellen zusammen wurden aus Vergleichsgrinden
Ergebnisse ebenfalls fur Einteilungen nach dem Grenzwert 2700 pm bestimmt und

zusatzlich fur den Grenzwert 2600 pm.
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Tabelle 2.6.1 GréRenanalyse von Pyramidenzellen der Qualitatsstufe ,vollstandig“anhand
der Gesamtlange des Apikaldendriten in [um]
CAS3 = Cornu ammonis 3; pvd = posteroventral-dorsal; pvm = posteroventral-mittig; pvv =
posteroventral-ventral; SD = Standardabweichung.

Subregion Mittelwert = SD Median
CA3b (n=12) 2791 + 898 2866
CA3pvd (n = 32) 3027 + 1100 2854
CA3pvm (n = 45) 2998 + 1024 3026
CA3pwv (n = 15) 2010 + 593 1879
alle (n = 104) 2840 + 1034 2701

Tabelle 2.6.2 Gr6Renanalyse von Pyramidenzellen der Qualitatsstufen ,vollstandig“ und
Jrelativ vollstdndig“ anhand der Gesamtldnge des Apikaldendriten in [um]
CA3 = Cornu ammonis 3; pvd = posteroventral-dorsal; pvm = posteroventral-mittig; pvv =
posteroventral-ventral; SD = Standardabweichung.

Subregion Mittelwert + SD Median
CA3b (n =17) 2588 + 859 2636
CA3pvd (n = 37) 3015 + 1067 2811
CA3pvm (n = 60) 2908 + 956 2999
CA3pwv (n = 20) 1921 + 614 1860
alle (n =134) 2750 £ 997 2622

2.7 Datenanalyse, Statistik und Grafiken
Die Daten der mithilfe des Neurolucida-Systems rekonstruierten Neurone wurden tber
den Neurolucida-Explorer in Ergebnistabellen zusammengefasst und exportiert. Es
wurde so vom Neurolucida-Explorer fir jedes Neuron eine Tabelle mit den
Gesamtwerten jeder gemessenen Variable sowie eine Tabelle mit den Ergebnissen der

Sholl-Analyse (siehe unten) erstellt. Diese Ergebnistabellen wurden anschlieend in
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Tabellen im Programm Microsoft Excel Uberfiihrt und mit diesem weiter bearbeitet. Es
wurden zusatzlich nach der Entblindung des Untersuchers Life history und Genotyp in
die Excel-Tabellen aufgenommen. Auflerdem wurde eine Qualitdtsbewertung der
Neurone in drei Stufen und eine Zuordnung zu einer von vier Subregionen
durchgefiuhrt (siehe Kapitel 2.6). Die Daten der Vorstudie, um herauszufinden, welche
Pyramidenzellen als klein und welche als grol3 zu bezeichnen sind, wurden ebenfalls in
ein Microsoft-Excel-Tabellenblatt eingegeben und weiter berechnet (siehe Kapitel 2.6).
Bei einer Sholl-Analyse (Sholl 1953) werden durch den Neurolucida-Explorer von der
Soma-Mitte (entsprechend des zu Beginn des Rekonstruierens gesetzten
Referenzpunktes) ausgehend, in um jeweils denselben Betrag ansteigenden Radien
virtuelle Spharen Ulber die Rekonstruktion des Neurons gelegt (siehe Grafik 2.7). Der
Radius ist frei wahlbar. Ich wahlte, ausgehend von der Soma-Mitte als
Spharenmittelpunkt, als ersten Radius sowie als jeweilige Radiendifferenz 30 um, in
Anlehnung an andere Arbeiten (McMullen, Saint-Cyr et al. 1984, Pyapali and Turner
1994, Drakew, Muller et al. 1996, Cohen, Kozlovsky et al. 2014). Auf diese Weise kann
danach jeweils explizit das Dendritenmaterial zwischen der nachstkleineren und der
nachstgréReren Sphare analysiert werden. So wird das Neuron in Abschnitte unterteilt,
die anfangs eine kreisformige Querschnittsflache und nachfolgend einen ringférmigen
Querschnitt haben und sich jeweils in Schritten von 30 pum von der Soma-Mitte
entfernen. Die Sholl-Analyse erstellt dann, getrennt flir das in jedem Abschnitt
befindliche Dendritenmaterial, eine Analyse der vorher genannten gemessenen
Variablen. Dadurch sollen einerseits Veranderungen der Variablen genau lokalisiert
werden, die ortsabhangig am Apikaldendriten auftreten. Auf3erdem soll vermieden
werden, dass lokale Veranderungen am Apikaldendriten in Gesamtanalysen eventuell
Ubersehen werden konnten. Die statistische Auswertung wurde von mir mit dem
Programm SPSS 24/25 angefertigt. Dies geschah nach Besprechung mit den
Mitarbeiterlnnen der statistischen Beratung des Instituts fiir Klinische Epidemiologie
und Biometrie der Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg. Es wurden SPSS-Tabellen
mit Gesamtwerten der Variablen (siehe Kapitel 2.5) pro Neuron sowie Sholl-Analyse-
Tabellen pro Neuron erstellt. Fir die Auswertung der Gesamt-Einzelneuron-Tabellen
sowie far die Sholl-Einzelneuron-Tabellen wurden verallgemeinerte
Schatzungsgleichungen genutzt. Grafiken wurden mit dem Programm GraphPad-Prism

8, Microsoft Paint sowie Microsoft PowerPoint erstellt.
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Grafik 2.7 Zweidimensionales Schema der virtuellen Sphéaren fur die Sholl-Analyse
Abbildung nicht maf3stabsgetreu; der Apikaldendrit befindet sich rechts im Bild; das
Zellsoma findet sich anndherungsweise mittig im kleinsten Kreis; links im Bild mehrere
Basaldendriten.

Untersucht wurden, wie oben beschrieben, nur die Apikaldendriten von Einzel-
Kurzschaft-Pyramidenzellen der CA3-Region des Hippocampus. Die quantitativen
Berechnungen wurden flir ausgewahlte (Sub-)Populationen (,alle Neurone, alle relativ
vollstdndigen und vollstandigen Neurone, alle vollstindigen Neurone, relativ
vollstdndige und vollstdndige Neurone ab einschlie8lich 2600 um beziehungsweise
2700 um Gesamtlange des Apikaldendriten (siehe Kapitel 2.6), relativ vollstdndige und
vollstdndige Neurone von kleiner als 2600 um beziehungsweise 2700 um Gesamtlange
des Apikaldendriten, vollstandige groe Neurone ab einschlieRBlich 2700 pm
Gesamtlange ihres Apikaldendriten, vollstandige kleine Neurone von kleiner als 2700
um Gesamtlange ihres Apikaldendriten, relativ vollstandige und vollstédndige Neurone
der Subregionen pvd und pvm sowie vollstdndige Neurone der Subregionen pvd und
pvm®) jeweils getrennt durchgefuhrt und nur die aufschlussreichsten Ergebnisse unten
dargestellt, weswegen die Subpopulation, auf die sich die Ergebnisse beziehen, an der
jeweiligen Stelle genau bezeichnet ist und nicht alle Subpopulationen gleichermafien
erwahnt wurden. Die Ergebnisse wurden hauptsachlich mithilfe der geschétzten
Randmittel der verallgemeinerten Schatzungsgleichungen ausgewertet, was bedeutet,
dass es sich dabei um geschatzte, mittlere Werte handelt. Als Referenzgruppe wurden
abhangig von der Vergleichsebene und auf3er, wenn anders angegeben, die Gruppen
BB, WT oder die Subgruppe BB*WT gewahlt, da diese Gruppen im Gegensatz zu allen

anderen Gruppen oder Subgruppen entweder unter keinerlei spezifischen
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Stresseinflissen standen (BB) oder eine ,natirliche” Gen-Ausstattung besafl3en (WT)
oder beides (BB*WT). Somit scheint ein davon ausgehender Vergleich mit den
anderen Gruppen, die allesamt variablen Stress-Leveln ausgesetzt waren (AA, AB, BA)
beziehungsweise eine veranderte Gen-Ausstattung besall3en (HET, KO) oder mit den
sich aus deren Kombination ergebenden Subgruppen (AA*KO, AA*HET, AA*WT,
AB*KO, AB*HET, ...), sinnvoll.

Die Ergebnisse aus den Berechnungen mithilfe der verallgemeinerten
Schatzungsgleichungen fir die Gesamtwerte einer Variable pro einzelnem Neuron
konnten fir die nachfolgend unter Kapitel 3 beschriebenen Subpopulationen
umfanglich ausgewertet werden, da sich in allen genannten Fallen beide Haupteffekte
Life history (= LH) und Genotyp (= GT) sowie auch die Interaktion aus Life history und
Genotyp (= LH*GT) signifikant zeigten.

Die ebenfalls mithilfe verallgemeinerter Schatzungsgleichungen angestellten
Berechnungen fiir die, gemaR Sholl-Analyse in Segmente unterteilten, Neurone
lieferten teils Ergebnisse, die Uber alle vorhandenen Radienstufen gemittelt worden
waren (LH, GT, LH*GT) und daher der Unterscheidung zwischen Soma-nahen bzw. —
fernen Verénderungen einer Variable am Apikaldendriten des Neurons nicht dienlich
sein konnten sowie teils Ergebnisse, die die fir mich notwendige Aufspaltung nach
Radien beinhalteten. Letztere waren am Vorhandensein einer Interaktion mit dem
Faktor ,Radius® (= Rad) erkennbar. Die fir mich wichtigen, aufschlussreichen
Ergebnisse waren demnach als Interaktion zwischen Life history und Radius (=
LH*Rad) oder zwischen Genotyp und Radius (= GT*Rad) verzeichnet. Eine alleinig
signifikante Interaktion ohne unbedingte Signifikanz der jeweils assoziierten
Haupteffekte ist sicherlich schwieriger erklarbar und scheint als Interpretationsbasis
eventuell unsicherer. In diesem Fall muss bei als Interaktion gekennzeichneten
Ergebnissen aber bedacht werden, dass man es mit einem Einflussfaktor (LH oder GT)
zu tun hat, der fur eine sinnvolle Interpretation notwendigerweise nach Radienstufen
aufgetrennt sein muss, was nur durch Koppelung an den Einflussfaktor Radius méglich
ist (LH*Rad oder GT*Rad). So handelt es sich bei LH*Rad bzw. GT*Rad hier also
vielmehr um Haupteffekte, die eine Trennung nach Radienstufen zwar per Interaktion
beinhalten, aber eben doch nur Haupteffekte mit raumlicher Lokalisierbarkeit darstellen
und deswegen bei Signifikanz direkt sinnvoll interpretiert werden kénnen und sollten,
unabhéangig von den normalerweise als Haupteffekte gefragten Faktoren LH sowie GT.
Die einzeln dargestellten und Gber alle Radienstufen gemittelten Faktoren LH sowie GT

stellen in diesem Fall also keine sinnvolle Basis fur die Interpretation von LH*Rad und
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GT*Rad dar und ihre Signifikanz sollte nicht als Voraussetzung fur die Gilte von
LH*Rad und GT*Rad dienen, da sie wahrscheinlich auch dank der Mittelung tber die
Radien selten gegeben scheint.

Bei der Auflosung nach dem Faktor Radius allein, werden die Radienstufen beachtet,
aber es wird nicht nach Life history oder Genotyp unterschieden. Das bedeutet, man
erhalt fir die gesamte verwendete Subpopulation die fur jede Radienstufe im Mittel
geschéatzt auftretenden Werte der gefragten Variable gemittelt Gber alle Life histories
und Genotypen. Damit bekommt man die Moéglichkeit, sozusagen das ,Durchschnitts-
Neuron“ dieser Subpopulation aufgeteilt in zwolf Stufen - von Radius 30 um (= Rad
30), 60 um (= Rad 60), et cetera bis Radius 360 um (= Rad 360) - zu betrachten. Da
der Apikaldendrit aus dem Soma entspringt und sich dann weiter ausbreitet, wird die
dem Soma am nachsten gelegene Radienzone 30 pm von mir als Referenzradius
ausgewahlt, um von dort aus vergleichend die Signifikanz der im weiteren Wachstum
und fortlaufenden Anpassung des Apikaldendriten entstandenen Verdnderungen zu
beurteilen. So mochte ich verdeutlichen, dass hohere Radienzonen andere Prozesse
durchlaufen als niedrige und somit die Wichtigkeit einer gemaf der verschiedenen
Radienzonen aufgefacherten Betrachtung eines Neurons unterstreichen.

Fur die vergleichende Betrachtung der verschiedenen Life histories und Genotypen
untereinander werden immer die gleichen Radienstufen einander gegenibergestellt.
Als Referenzgrundlage wird weiterhin, wie bei den Gesamtwerten pro Neuron, immer
entweder Life history-Gruppe BB oder Genotyp-Gruppe WT verwendet; durch den
Zusatz der Radienstufen gelangt man dann aber zu einer Referenzgruppe von
beispielsweise BB*Rad 30 im Vergleich zu AA*Rad 30, AB*Rad 30 und BA*Rad 30;
anschliel3end wird BB*Rad 60 mit AA*Rad 60, AB*Rad 60 und BA*Rad 60 verglichen
und so weiter. Dasselbe gilt auch fur die Genotypen, denn nur so kénnen sinnvolle

Vergleichbarkeiten geschaffen werden.
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3 Ergebnisse quantitativer morphologischer Untersuchungen der
Apikaldendriten von CA3-Pyramidenzellen des Hippocampus

3.1 Apikaldendritenlange

In Untersuchungen der Apikaldendriten-Gesamtlange mithilfe von verallgemeinerten
Schatzungsgleichungen konnten fir die Subpopulation der vollstandigen, Kkleinen
Pyramidenzellen signifikante Haupteffekte von Life history (= LH) (p-Wert < 0,001)
sowie Genotyp (= GT) (p-Wert < 0,001) und auch eine signifikante Interaktion zwischen
LH und GT (= LH*GT) (p-Wert < 0,001) festgestellt werden. Die Apikaldendriten-
Gesamtlange pro Neuron, gruppiert nach LH, betrug geschéatzt im Mittel fir die Gruppe
mit in friher und spater Lebensphase widrigen Umstanden (= AA) 1965 um
(Standardfehler des Mittelwertes (= SEM) 36,7 um; 95% Wald-Konfidenzintervall (= KI)
1893 — 2037 um), fur die Gruppe mit in friher Lebensphase widrigen Umstanden und
in spater Lebensphase wohltuenden Umstanden (= AB) 1990 um (SEM 97,5 um; 95%
Wald-Kl 1799 — 2181 pm), fur die Gruppe mit frih wohltuenden Lebensumstanden und
spater widrigen Lebensumstanden (= BA) 2182 ym (SEM < 0,1 uym; 2182 — 2182 ym)
und fir die Gruppe mit stets wohltuenden Lebensumstanden (= BB) 1895 ym (SEM <
0,1 um; 95% Wald-KI 1895 — 1895 um). Hierbei zeigte sich, dass, im Vergleich zur
Gruppe BB, BA im Mittel signifikant langere Apikaldendriten aufwies (Mittlere Differenz
BB — BA = - 287 ym; SEM < 0,1 ym; Bonferroni-p-Wert < 0,001) (siehe Abbildung 3.1.1
A).

Die Apikaldendriten-Gesamtlange pro Neuron bezogen auf die verschiedenen GT,
zeigte im Mittel geschéatzt fur die Gruppe von Mausen homozygot beziglich des
Serotonin-Transporter-Knockout-Allels (= KO) 1903 um (SEM 77,4 um; 95% Wald-KI
1752 — 2055 pm), fur die Gruppe mit Heterozygotie beziglich des Serotonin-
Transporter-Knockout-Allels (= HET) 1916 ym (SEM 11,0 um; 95% Wald-KI 1894 —
1938 um) sowie flr homozygote Mause bezlglich des wildtypischen Serotonin-
Transporter-Allels (= WT) 2204 um (SEM < 0,1 pum; 95% Wald-KI 2204 — 2204 um). Im
Vergleich zum WT wiesen sowohl KO (Mittlere Differenz WT — KO = 301 um; SEM
77,4; Bonferroni-p-Wert < 0,001) als auch HET (Mittlere Differenz WT — HET = 288 um;
SEM 11,0 um; Bonferroni-p-Wert < 0,001) signifikant kirzere Apikaldendriten auf
(siehe Abbildung 3.1.1 B).

Die im Mittel geschéatzt auftretende Gesamtlange des Apikaldendriten eines Neurons
innerhalb der verschiedenen Subgruppen einer LH mit zugeordnetem GT wird in Teil C

der Abbildung 3.1.1 dargestellt. Verglichen mit der Referenzsubgruppe BB*WT mit
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einer Gesamtlange des Apikaldendriten von im Mittel 1701 um (SEM < 0,1 pum; 95%
Wald-KI 1701 — 1701 pm) zeigten sich zu allen Subgruppen auf3er zu AA*KO und
AB*KO signifikante Unterschiede der mittleren Apikaldendriten-Gesamtlange pro
Neuron. In den meisten Vergleichsfallen besalien die anderen Subgruppen im Mittel
signifikant (samtliche Bonferroni-p-Werte < 0,001) langere Apikaldendriten als BB*WT.
Lediglich AA*HET sowie BA*KO hatten im Mittel signifikant (beide Bonferroni-p-Werte
< 0,001) kirzere Apikaldendriten als BB*WT.

Die Lange des Apikaldendriten pro Radius (= Rad) eines Neurons der Subpopulation
der vollstandigen und relativ vollstandigen Neurone aus den Subregionen dorsaler,
posteroventraler Anteil (= pvd) von Cornu ammonis 3 (= CA3) und mittiger,
posteroventraler Anteil von CA3 (= pvm) wurde signifikant von den Haupteffekten LH
(p-Wert < 0,001) und Rad (p-Wert < 0,001) sowie von den Interaktionen zwischen LH
und GT (p-Wert = 0,002), LH und Rad (= LH*Rad) (p-Wert < 0,001) sowie GT und Rad
(= GT*Rad) (p-Wert < 0,001) beeinflusst, hingegen nicht vom Faktor GT. Die
Radienzone Rad 30 zeigte bei Untersuchung des Haupteffektes Rad auf die Lange
eine im Mittel geschatzte Lange ihres Anteils am Apikaldendriten von 26 um (SEM 4,4
um; 95 % Wald-KI 17 — 34 um). Fir die Werte der anderen Radien siehe Teil A in
Abbildung 3.1.2. Alle Rad 60 — 360 zeigten signifikant (Bonferroni-p-Wert < 0,001)
lAngere Anteile am Apikaldendriten pro Rad als jeweils verglichen zum Referenz-Rad
30.

Die jeweilige geschatzte mittlere LAnge des Apikaldendriten pro Radienzone eines
Neurons fir die verschiedenen LH, also die Interaktion aus LH und Rad, bezogen aus
der Subpopulation der vollstandigen und relativ vollstandigen Neurone aus den
Subregionen pvd und pvm ist in Abbildung 3.1.2 B ersichtlich. Die mittleren
Unterschiede zwischen BB-Radienzonen und entsprechenden Radienzonen einer
jeweils anderen LH erwiesen sich bezliglich der Variable Lange als nicht signifikant.
Pro Radienstufe eines Neurons verschiedener GT aus der Subpopulation der
vollstdndigen und relativ vollstandigen Neurone der Subregionen pvd und pvm wurde
die La&nge des Apikaldendriten im Mittel geschatzt (siehe Abbildung 3.1.2 C). Keine
Signifikanzen hinsichtlich unterschiedlicher LaAngen des Apikaldendriten innerhalb einer
Radienzone eines Neurons vom WT verglichen mit jeweils der entsprechenden

Radienzone eines der anderen GT waren ersichtlich.
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Mittlere Gesamtlénge des Apikaldendriten von Neuronen der Subpopulation der
vollstandigen, kleinen Neurone
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Abbildung 3.1.1 Mittlere Gesamtlange des Apikaldendriten von Neuronen der Subpopulation der

vollstandigen, kleinen Neurone gruppiert nach Life history (A), Genotyp (B) oder Life
history mit zugeordnetem Genotyp (C)

* = Mittlere Differenz korrigiert nach Bonferroni auf dem 0,05-Niveau signifikant in Bezug zur Referenzgruppe BB bzw.
WT oder zur Referenzsubgruppe BB*WT; Querbalken tber den Séulen zeigen den Standardfehler des Mittelwertes an;
fehlende Abgrenzbarkeit eines Standardfehler-Balkens weil3t auf einen sehr kleinen Standardfehler hin.

AA = frihe und spéate Lebensphase mit widrigen Umsténden; AB = friihe Lebensphase mit widrigen, spate
Lebensphase mit wohltuenden Umsténden; BA = frihe Lebensphase mit wohltuenden, spéte Lebensphase mit
widrigen Umsténden; BB = friihe und spéte Lebensphase mit wohltuenden Umstéanden; HET = Heterozygotie bezuglich
des Serotonin-Transporter-Knockout-Allels; KO = Homozygotie beziiglich des Serotonin-Transporter-Knockout-

Allels; WT = Homozygotie bezuglich des wildtypischen Serotonin-Transporter-Allels.
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Mittlere L&nge des Apikaldendriten pro Radienzone von vollstindigen und relativ
vollstindigen Neuronen der Subregionen pvd und pvm
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Abbildung 3.1.2 Mittlere Lange des Apikaldendriten pro Radienzone von vollstandigen und relativ

vollstandigen Neuronen der Subregionen pvd und pvm ohne weitere Einordnung (A) oder
gruppiert nach Life history (B) oder Genotyp (C) in der Sholl-Analyse

* = Mittlere Differenz korrigiert nach Bonferroni auf dem 0,05-Niveau signifikant in Bezug zum Referenz-Radius 30 pum;
Langsbalken neben den Saulen zeigen den Standardfehler des Mittelwertes an.

AA = frihe und spéate Lebensphase mit widrigen Umsténden; AB = friihe Lebensphase mit widrigen, spate
Lebensphase mit wohltuenden Umstanden; BA = friihe Lebensphase mit wohltuenden, spate Lebensphase mit
widrigen Umsténden; BB = friihe und spéte Lebensphase mit wohltuenden Umstéanden; HET = Heterozygotie bezuglich
des Serotonin-Transporter-Knockout-Allels; KO = Homozygotie beziiglich des Serotonin-Transporter-Knockout-

Allels; pvd = dorsaler, posteroventraler Anteil von Cornu ammonis 3; pvm = mittiger, posteroventraler Anteil von Cornu
ammonis 3; WT = Homozygotie beziglich des wildtypischen Serotonin-Transporter-Allels.
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3.2  Verzweigungspunkte

Bei Untersuchungen zur Gesamtzahl der Verzweigungspunkte (im Folgenden als
Nodes bezeichnet) am Apikaldendriten, zeigten sich in mehreren Subpopulationen von
Neuronen Signifikanzen fir sowohl Haupteffekte von LH sowie GT als auch fur die
Interaktion aus LH und GT. So werden im Folgenden die Zahlen der im Mittel pro
Neuron vorhandenen Nodes der beiden Subpopulationen der vollstandigen, kleinen
Neurone (beide Haupteffekte und Interaktion: p-Wert < 0,001) sowie der vollstandigen
Neurone aus den Subregionen pvd und pvm (Haupteffekt LH: p-Wert < 0,001;
Haupteffekt GT: p-Wert = 0,015 und Interaktion LH*GT: p-Wert < 0,001) geschildert
und graphisch dargestellt. Innerhalb dieser beiden Subpopulationen fanden sich zum
einen das grofite n (Fallzahl) und zum anderen die hodchsten Signifikanzen fur
Haupteffekte und Interaktion. Die vollstdndigen, kleinen Neurone der LH AA hatten im
Mittel geschatzt insgesamt 14,4 Nodes pro Neuron an ihrem Apikaldendriten (SEM
0,566; 95 % Wald-KI 13,3 — 15,5), die von AB hatten 16,2 Nodes pro Neuron (SEM
0,477; 95 % Wald-KlI 15,3 — 17,2), BA wies 16,3 Nodes pro Neuron auf (SEM < 0,001;
95 % Wald-Kl 16,3 — 16,3) und BB 17,0 Nodes pro Neuron am Apikaldendriten (SEM <
0,001; 95 % Wald-KI 17,0 — 17,0). Signifikante Unterschiede in der mittleren Node-Zahl
pro Neuron zeigten sich zwischen BB und AA (Mittlere Differenz BB — AA = 2,6; SEM
0,566; Bonferroni-p-Wert < 0,001) sowie zwischen BB und BA (Mittlere Differenz BB —
BA = 0,7; SEM < 0,001; Bonferroni-p-Wert < 0,001) (siehe Abbildung 3.2.1 A). In der
Subpopulation der vollstdndigen Neurone aus Subregion pvd und pvm enthielt ein
Neuron der LH AA im Mittel insgesamt 17,5 Nodes an seinem Apikaldendriten (SEM
0,586; 95 % Wald-KlI 16,3 — 18,6), Gruppe AB 18,6 Nodes (SEM 0,646; 95 % Wald-KI
17,3 — 19,9), BA wiederum enthielt 17,7 Nodes (SEM 0,410; 95 % Wald-KI 16,9 — 18,5)
und BB 23,3 Nodes (SEM 0,569; 95 % Wald-KI 22,2 — 24,4). Die mittlere Node-Zahl
verglichen mit der Anzahl der Nodes in Referenzgruppe BB war fir alle LH-Gruppen
signifikant geringer mit einem Bonferroni-p-Wert von < 0,001. Ein Neuron der LH AA
besal’ im Mittel 5,8 Nodes weniger (SEM 0,817), eines der LH AB 4,7 Nodes weniger
(SEM 0,861) und eines der LH BA 5,5 Nodes weniger (SEM 0,701) als ein Neuron der
Gruppe BB (siehe Abbildung 3.2.1 B).

Die vollstandigen, kleinen Neurone des GT KO hatten geschatzt pro Neuron im Mittel
15,6 Nodes an ihrem Apikaldendriten (SEM 0,445; 95 % Wald-Kl 14,7 — 16,4), die des
GT HET 17,6 Nodes (SEM 0,331; 95 % Wald-KI 16,9 — 18,2) und GT WT im Mittel 14,9
Nodes (SEM < 0,001; 95 % Wald-KI 14,9 — 14,9). Im Vergleich zu WT wiesen Neurone
des GT HET pro Neuron im Mittel signifikant 2,7 Nodes mehr an ihrem Apikaldendriten
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auf (SEM 0,331, Bonferroni-p-Wert < 0,001) (siehe Abbildung 3.2.1 C). Ein KO-Neuron
der vollstandigen Neurone aus den Subregionen pvd und pvm wies im Mittel geschatzt
20,2 Nodes auf (SEM 0,342; 95 % Wald-KI 19,5 — 20,9), HET- Neurone hingegen 19,0
Nodes (SEM 0,587; 95 % Wald-KI 17,9 — 20,2) und Neurone des WT im Mittel 18,6
Nodes (SEM 0,493; 95 % Wald-KI 17,6 — 19,5). Lediglich KO unterschied sich
signifikant (Bonferroni-p-Wert = 0,019) zum WT mit im Mittel 1,6 Nodes mehr am
Apikaldendriten (SEM 0,601), als ein Neuron des WT sie zeigte (siehe Abbildung 3.2.1
D).

Die Subgruppen-Werte flir die pro Neuron auftretende mittlere Zahl an Nodes innerhalb
der Subpopulation der vollstandigen, kleinen Neurone kénnen Teil E der Abbildung
3.2.1 entnommen werden. Fur die Referenzsubgruppe BB*WT betrug die Node-Zahl im
Mittel 10,5 (SEM < 0,001; 95 % Wald-KI 10,5 — 10,5) und unterschied sich damit
signifikant von allen anderen Subgruppen aufler von AA*KO und AA*HET. Alle
sonstigen Subgruppen Ubertrafen BB*WT mit ihrer Node-Zahl signifikant (samtliche
Bonferroni-p-Werte < 0,001). Innerhalb der Subpopulation der vollstandigen Neurone
aus pvd und pvm zeigte die Referenzsubgruppe BB*WT eine mittlere Node-Zahl von
27,7 Nodes pro Neuron (SEM 0,720; 95 % Wald-KI 26,3 — 29,1). Ein Vergleich der
Referenzsubgruppe BB*WT zu den anderen LH*GT-Subgruppen ist in Teil F der
Abbildung 3.2.1 gegeben und stellt die signifikante (Bonferroni-p-Werte < 0,001, aul3er
AB*HET mit Bonferroni-p-Wert = 0,005) Mehrzahl von Nodes an Neuronen von BB*WT
im Vergleich zu allen anderen Subgruppen dar.

Die im Mittel geschatzte Anzahl an Nodes pro Radienzone eines Neurons wurde in der
Subpopulation der vollstandigen, kleinen Neurone genauer untersucht, welche
Signifikanz fur den Faktor Rad (p-Wert < 0,001) sowie die Interaktion aus LH und GT
(p-Wert = 0,001), die Interaktion aus LH und Rad (p-Wert < 0,001) und die Interaktion
aus GT und Rad (p-Wert = 0,002) erreichen konnte. Die Faktoren LH sowie GT waren
hingegen nicht signifikant. Innerhalb der Radienzone bis 30 um fanden sich pro
Neuron im Mittel geschatzt 0,5 Nodes (SEM 0,142; 95 % Wald-KI 0,2 — 0,8) bei
Betrachtung des Faktors Rad. Rad 30 jeweils verglichen mit héheren Radienstufen
zeigte fir Rad 60 — Rad 180 (Bonferroni-p-Werte < 0,001) sowie fur Rad 270
(Bonferroni-p-Wert = 0,033) und Rad 300 (Bonferroni-p-Wert = 0,031) signifikante
Unterschiede. Rad 60 — Rad 180 zeigten jeweils im Mittel mehr Nodes als Rad 30, Rad
270 sowie Rad 300 zeigten im Vergleich weniger Nodes als Rad 30 (siehe Abbildung
3.2.2A).
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Die im Mittel geschatzten Werte fur die Node-Zahl einer Radienstufe eines einzelnen
Neurons der Subpopulation der vollstandigen, kleinen Neurone fir verschiedene LH
werden in der Abbildung 3.2.2 B aufgefuhrt. Keine signifikanten Unterschiede zwischen
gleichen Radienstufen von BB und jeweils einer der anderen LH konnten beziglich der
Anzahl der im Mittel geschétzten Nodes aufgezeigt werden.

Die Node-Zahlen pro Radienstufe eines Neurons der verschiedenen GT-Gruppen und
entstammend der Subpopulation der vollstandigen, kleinen Neurone kénnen Teil C der
Abbildung 3.2.2 enthommen werden. Im Vergleich der Radienzonen von WT mit
jeweils entsprechenden Radienzonen eines der anderen Genotypen konnten keine
signifikanten Unterschiede der im Mittel geschétzten Anzahl der Nodes eines Neurons

gefunden werden.
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Mittlere Anzahl der gesamten Nodes am Apikaldendriten von Neuronen verschiedener
Subpopulationen

Subpopulation der vollstandigen, kleinen Neurone Subpopulation der vollstandigen Neurone aus den

Subregionen pvd und pvm
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Abbildung 3.2.1 Mittlere Anzahl der gesamten Nodes am Apikaldendriten von Neuronen verschiedener

Subpopulationen gruppiert nach Life history (A, B), Genotyp (C, D) oder Life history mit
zugeordnetem Genotyp (E, F)

* = Mittlere Differenz korrigiert nach Bonferroni auf dem 0,05-Niveau signifikant in Bezug zur Referenzgruppe BB bzw.
WT oder zur Referenzsubgruppe BB*WT; Querbalken iber den Saulen zeigen den Standardfehler des Mittelwertes an.
Fehlende Abgrenzbarkeit eines Standardfehler-Balkens weif3t auf einen sehr kleinen Standardfehler hin.

AA = frihe und spéate Lebensphase mit widrigen Umstanden; AB = frilhe Lebensphase mit widrigen, spate
Lebensphase mit wohltuenden Umstanden; BA = friihe Lebensphase mit wohltuenden, spate Lebensphase mit
widrigen Umsténden; BB = friihe und spéte Lebensphase mit wohltuenden Umstéanden; HET = Heterozygotie bezuglich
des Serotonin-Transporter-Knockout-Allels; KO = Homozygotie beziglich des Serotonin-Transporter-Knockout-

Allels; pvd = dorsaler, posteroventraler Anteil von Cornu ammonis 3; pvm = mittiger, posteroventraler Anteil von

Cornu ammonis 3; WT = Homozygotie bezuglich des wildtypischen Serotonin-Transporter-Allels.
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Mittlere Anzahl der Nodes pro Radienzone von Neuronen der Subpopulation der
vollstandigen, kleinen Neurone
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Abbildung 3.2.2 Mittlere Anzahl der Nodes pro Radienzone von Neuronen der Subpopulation der
vollstandigen, kleinen Neurone ohne weitere Einordnung (A) oder gruppiert nach Life
history (B) oder Genotyp (C) in der Sholl-Analyse

* = Mittlere Differenz korrigiert nach Bonferroni auf dem 0,05-Niveau signifikant in Bezug zum Referenz-Radius 30 pum;
Langsbalken neben den Saulen zeigen den Standardfehler des Mittelwertes an.

AA = frihe und spéate Lebensphase mit widrigen Umstanden; AB = frilhe Lebensphase mit widrigen, spate
Lebensphase mit wohltuenden Umstanden; BA = friihe Lebensphase mit wohltuenden, spate Lebensphase mit
widrigen Umsténden; BB = friihe und spate Lebensphase mit wohltuenden Umstanden; HET = Heterozygotie bezlglich
des Serotonin-Transporter-Knockout-Allels; KO = Homozygotie beziglich des Serotonin-Transporter-Knockout-

Allels; WT = Homozygotie beziiglich des wildtypischen Serotonin-Transporter-Allels.
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3.3 Dichte der Verzweigungspunkte

Die Dichte der Verzweigungspunkte (im Folgenden Node-Dichte) spiegelt die Anzahl
der Verzweigungspunkte pro 100 pm Lange des Apikaldendriten wieder. In den
statistischen Auswertungen konnten signifikante Haupteffekte von LH (p-Wert < 0,001)
und auch GT (p-Wert = 0,003) sowie eine signifikante Interaktion aus LH und GT (p-
Wert < 0,001) betreffend die Gesamtheit der untersuchten Neurone festgestellt
werden. Neurone der LH-Gruppe AA prasentierten sich mit einer geschatzten mittleren
Node-Dichte von 0,746 Nodes / 100 um (SEM 0,018 Nodes / 100 um; 95% Wald-KI
0,710 — 0,782 Nodes / 100 um), AB mit einer Node-Dichte von 0,762 Nodes / 100 um
(SEM 0,013 Nodes / 100 pm; 95 % Wald-Kl 0,737 — 0,788 Nodes / 100 um), BA mit
einer Node-Dichte von 0,823 Nodes / 100 um (SEM 0,049 Nodes / 100 um; 95 %
Wald-KI 0,728 — 0,919 Nodes / 100 um) sowie Gruppe BB mit einer Node-Dichte von
0,656 Nodes / 100 pm (SEM 0,010 Nodes / 100 pum; 95 % Wald-KI 0,636 — 0,675
Nodes / 100 um). Signifikante Unterschiede zur mittleren Node-Dichte von BB waren
fur alle weiteren LH-Gruppen festzustellen. Sowohl AA- (Mittlere Differenz BB — AA = -
0,091 Nodes / 100 um; SEM 0,021 Nodes / 100 um; Bonferroni-p-Wert < 0,001) als
auch AB- (Mittlere Differenz BB — AB = - 0,107 Nodes / 100 um; SEM 0,016 Nodes /
100 pm; Bonferroni-p-Wert < 0,001) und BA-Neurone (Mittlere Differenz BB — BA = -
0,168 Nodes / 100 um; SEM 0,050 Nodes / 100 um; Bonferroni-p-Wert 0,005) besal3en
im Mittel eine signifikant h6here Node-Dichte (siehe Abbildung 3.3 A).

Bei Betrachtung der unterschiedlichen GT (siehe Abbildung 3.3 B) zeigte sich fir KO
eine geschatzte mittlere Node-Dichte von 0,768 Nodes / 100 um (SEM 0,008 Nodes /
100 pum; 95 % Wald-KI 0,752 — 0,785 Nodes / 100 um), fir HET eine Node-Dichte von
0,709 Nodes / 100 pm (SEM 0,015 Nodes / 100 pum; 95 % Wald-KI 0,679 — 0,739
Nodes / 100 pum) und fur WT eine Node-Dichte von im Mittel 0,763 Nodes / 100 um
(SEM 0,037 Nodes / 100 um; 95 % Wald-KI 0,690 — 0,835 Nodes / 100 um). Keine
signifikanten Unterschiede ergaben sich fiir den Vergleich von KO und HET mit WT.
Die Node-Dichte-Werte der Subgruppen aus LH und GT kénnen der Abbildung 3.3 C
entnommen werden. Die Referenzsubgruppe BB*WT hatte eine Node-Dichte von im
Mittel 0,679 Nodes / 100 um (SEM 0,003 Nodes / 100 um; 95 % Wald-KI 0,672 — 0,686
Nodes / 100 pm) und unterschied sich damit signifikant von einigen anderen
Subgruppen. Meist wies BB*WT in diesen Fallen eine signifikant (Bonferroni-p-Werte <
0,001) geringere Node-Dichte auf als die anderen Subgruppen, auf3er im Fall von

BB*HET, dort fand sich eine im Vergleich signifikant (Bonferroni-p-Wert < 0,001) um
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0,129 Nodes / 100 pm (SEM 0,007 Nodes / 100 um) gréRere mittlere Node-Dichte von
BB*WT.
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Mittlere Node-Dichte von Neuronen der gesamten Neuronenpopulation
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Abbildung 3.3 Mittlere Node-Dichte von Neuronen der gesamten Neuronenpopulation gruppiert nach

Life history (A), Genotyp (B) oder Life history mit zugeordnetem Genotyp (C)

* = Mittlere Differenz korrigiert nach Bonferroni auf dem 0,05-Niveau signifikant in Bezug zur Referenzgruppe BB bzw.
WT oder zur Referenzsubgruppe BB*WT; Querbalken tber den Séulen zeigen den Standardfehler des Mittelwertes an;
Fehlende Abgrenzbarkeit eines Standardfehler-Balkens weif3t auf einen sehr kleinen Standardfehler hin.

AA = frihe und spéate Lebensphase mit widrigen Umstanden; AB = frilhe Lebensphase mit widrigen, spate
Lebensphase mit wohltuenden Umstanden; BA = friihe Lebensphase mit wohltuenden, spate Lebensphase mit
widrigen Umsténden; BB = friihe und spate Lebensphase mit wohltuenden Umstanden; HET = Heterozygotie bezlglich
des Serotonin-Transporter-Knockout-Allels; KO = Homozygotie beziglich des Serotonin-Transporter-Knockout-

Allels; WT = Homozygotie bezuglich des wildtypischen Serotonin-Transporter-Allels.
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34 Schnittpunkte mit der Grenze zur nachsthdheren Radienzone in der
Sholl-Analyse

Die Schnittpunkte mit der Grenze zur nachsth6heren Radienzone in der Sholl-Analyse
(im Folgenden Intersections) wurden innerhalb der Subpopulation der vollstandigen
und relativ vollstandigen, kleinen Neurone mit einer Apikaldendriten-Gesamtlange von
unter 2700 pm genauer betrachtet. Im Schatzungsmodell zeigten sich die Faktoren LH
sowie GT nicht signifikant, dahingegen wiesen der Faktor Rad sowie die Interaktion
aus LH und GT, die Interaktion aus LH und Rad sowie die Interaktion aus GT und Rad
deutliche Signifikanz auf mit einheitlich p-Werten < 0,001. Die Radienzone bis 30 um
enthielt im Mittel geschatzt 1,6 Intersections pro Neuron (SEM 0,1; 95 % Wald-KI 1,4 —
1,8) bei Betrachtung des Haupteffektes Rad. Dazu signifikant unterschiedlich
(Bonferroni-p-Werte < 0,001, auBer Rad 270 mit Bonferroni-p-Wert = 0,002) zeigten
sich die Radienzonen 60 — 270 um mit jeweils einer groReren Zahl an Intersections als
Rad 30 (siehe Abbildung 3.4 A).

Die Interaktion von LH und Rad bezlglich der im Mittel auftretenden Intersections pro
Rad eines Neurons wird der Ubersichtlichkeit wegen in Teil B der Abbildung 3.4
dargestellt, die alle vier LH umfasst. Im Vergleich der jeweils selben Radienstufen
untereinander konnten keine signifikanten Unterschiede von BB zu anderen LH-
Gruppen hinsichtlich Intersections festgestellt werden.

Das Verhalten der Intersections im Mittel pro Rad eines Neurons verschiedener GT
kann mithilfe der Abbildung 3.4 C beurteilt werden. Auch zwischen jeweils WT und den
anderen GT konnten keine signifikanten Unterschiede der Intersections innerhalb

gleicher Radienstufen nachgewiesen werden.
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Mittlere Anzahl der Intersections pro Radienzone von Neuronen der Subpopulation der
vollstandigen und relativ vollstindigen, kleinen Neurone mit einer Apikaldendritengesamtlange von

unter 2700 pm
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Mittlere Anzahl der Intersections pro Radienzone von Neuronen der Subpopulation der

vollstandigen und relativ vollstandigen, kleinen Neurone mit einer
Apikaldendritengesamtlange von unter 2700 pm ohne weitere Einordnung (A) oder
gruppiert nach Life history (B) oder Genotyp (C) in der Sholl-Analyse

* = Mittlere Differenz korrigiert nach Bonferroni auf dem 0,05-Niveau signifikant in Bezug zum Referenz-Radius 30 pum;
Langsbalken neben den Saulen zeigen den Standardfehler des Mittelwertes an.

AA = frihe und spéate Lebensphase mit widrigen Umsténden; AB = friihe Lebensphase mit widrigen, spate
Lebensphase mit wohltuenden Umsténden; BA = frihe Lebensphase mit wohltuenden, spéate Lebensphase mit
widrigen Umsténden; BB = friihe und spéte Lebensphase mit wohltuenden Umstéanden; HET = Heterozygotie bezuglich
des Serotonin-Transporter-Knockout-Allels; KO = Homozygotie beziiglich des Serotonin-Transporter-Knockout-

Allels; WT = Homozygotie bezuglich des wildtypischen Serotonin-Transporter-Allels.
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35 Endpunkte

Mehrere Subpopulationen von Neuronen zeigten signifikante Haupteffekte und
Interaktionen beziglich der Variable Endpunkte des Apikaldendriten, weswegen
weiterhin auf Untersuchungen der vollstdndigen, kleinen Neurone sowie der
vollstindigen Neurone der Subregionen pvd und pvm eingegangen wird. Innerhalb
dieser Subpopulationen fanden sich zum einen das grof3te n sowie zum anderen die
hochsten Signifikanzen fur Haupteffekte und Interaktion. Die vollstandigen, kleinen
Neurone zeigten signifikante Haupteffekte fir LH sowie fir GT und auch eine
signifikante Interaktion von LH und GT (samtliche p-Werte < 0,001). Neurone der LH
AA hatten geschéatzte Mittelwerte von 15,5 Endpunkten an ihrem Apikaldendriten (SEM
0,543; 95 % Wald-KI 14,4 — 16,6), die der LH AB 17,5 Endpunkte (SEM 0,479; 95 %
Wald-KI 16,6 — 18,4), BA-Neurone hatten 17,7 Endpunkte (SEM < 0,001; 95 % Wald-
Kl 17,7 — 17,7) und BB-Neurone im Mittel 18,5 Endpunkte (SEM < 0,001; 95 % Wald-
Kl 18,5 — 18,5). Signifikante (Bonferroni-p-Werte < 0,001) Unterschiede zu BB fanden
sich bei Neuronen von AA (Mittlere Differenz BB — AA = 3,0; SEM 0,543) und BA
(Mittlere Differenz BB — BA = 0,8; SEM < 0,001) mit jeweils im Vergleich weniger
Endpunkten als BB (siehe A in Abbildung 3.5.1). Vollstdndige Neurone aus den
Subregionen pvd und pvm wiesen ebenso signifikante Haupteffekte beziglich LH (p-
Wert < 0,001) und GT (p-Wert = 0,008) sowie eine signifikante Interaktion von LH und
GT auf (p-Wert < 0,001). Im Mittel geschatzt gab es am Apikaldendrit jeden Neurons
der LH-Gruppe AA 18,6 Endpunkte (SEM 0,644; 95 % Wald-KI 17,4 — 19,9), der LH-
Gruppe AB 20,0 Endpunkte (SEM 0,660; 95 % Wald-KI 18,7 — 21,3), der Gruppe BA
19,1 Endpunkte (SEM 0,417; 95 % Wald-KI 18,3 — 19,9) und der Gruppe BB 25,1
Endpunkte (SEM 0,665; 95 % Wald-KI 23,7 — 26,4). AA (Mittlere Differenz BB — AA =
6,4; SEM 0,925), AB (Mittlere Differenz BB — AB = 5,1; SEM 0,936) und ebenso BA
(Mittlere Differenz BB — BA = 6,0; SEM 0,784) hatten im Vergleich zu BB im Mittel
allesamt signifikant (Bonferroni-p-Werte < 0,001) weniger Endpunkte pro Neuron
(siehe Abbildung 3.5.1 B).

Die Verteilung der mittleren Endpunkte pro Neuron auf die verschiedenen GT der
vollstandigen, kleinen Neurone zeigte fir KO 16,8 (SEM 0,446; 95 % Wald-KI 15,9 —
17,6), fur HET 19,1 (SEM 0,309; 95 % Wald-KI 18,5 — 19,7) und fir WT 16,0 (SEM <
0,001; 95 % Wald-KI 16,0 — 16,0). Signifikanz (Bonferroni-p-Wert < 0,001) erreichte
dabei der Unterschied zwischen WT und HET (Mittlere Differenz WT — HET = - 3,1;
SEM 0,309) (siehe C in Abbildung 3.5.1). Vollstandige Neurone aus pvd und pvm des
GT KO hatten im Mittel 21,8 Endpunkte (SEM 0,386; 95 % Wald-KI 21,1 — 22,6), die
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des GT HET 20,4 Endpunkte (SEM 0,598; 95 % Wald-KI 19,3 — 21,6) und die des WT
hatten im Mittel geschétzt 19,8 Endpunkte an ihrem Apikaldendriten (SEM 0,563; 95 %
Wald-Kl 18,7 — 20,9). Mit im Mittel 2,0 Endpunkten mehr (SEM 0,683) als an Neuronen
der Vergleichsgruppe WT unterschied sich KO signifikant (Bonferroni-p-Wert = 0,011)
von dieser (siehe D in Abbildung 3.5.1).

Innerhalb der Subpopulation der vollstandigen, kleinen Neurone waren pro Neuron der
Subgruppe BB*WT im Mittel 12,0 Endpunkte am Apikaldendriten vorhanden (SEM <
0,001; 95 % Wald-KI 12,0 — 12,0). Damit hatte BB*WT signifikant (Bonferroni-p-Werte
< 0,001) weniger Endpunkte als die meisten anderen Subgruppen, aul3er AA*HET und
AA*KO, flr die sich keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu BB*WT zeigten
(siehe E in Abbildung 3.5.1). Die mittlere Anzahl der Endpunkte, die bei vollstéandigen
Neuronen aus pvd und pvm auftrat, betrug fir BB*WT 29,3 (SEM 0,981; 95 % Wald-KI
27,4 — 31,3). Die Referenzsubgruppe BB*WT enthielt damit pro Neuron signifikant
(Bonferroni-p-Werte < 0,001; nur AB*HET mit Bonferroni-p-Wert = 0,005) mehr
Endpunkte als fast alle anderen Subgruppen auf3er BB*KO, die mit einem Bonferroni-
p-Wert von 0,050 zwar knapp keine Signifikanz mehr erreichen konnte, aber dennoch
denselben Trend widerzuspiegeln schien (Mittlere Differenz BB*WT — BB*KO = 4,8;
SEM 1,430) (siehe Abbildung 3.5.1 F).

Die mittlere Anzahl an Endpunkten des Apikaldendriten eines Neurons innerhalb
dessen verschiedener Radienzonen wurden in der Subpopulation aller vollstandigen
Neurone geschéatzt und genauer untersucht, da sich dort alle Faktoren LH (p-Wert =
0,015), GT (p-Wert = 0,048), Rad (p-Wert < 0,001) sowie alle Interaktionen LH und GT
(p-Wert < 0,001), LH und Rad (p-Wert = 0,001) und GT und Rad (p-Wert = 0,024)
signifikant zeigten. Bei Betrachtung des Haupteffektes Rad und des normalerweise als
Referenz gewaéhlten Rad 30 féllt auf, dass fur diese Radienzone mit im Mittel - 0,03
Endpunkten (SEM 0,029; 95 % Wald-KI - 0,09 — 0,03) ein negativer Wert geschatzt
wurde. Da das Schatzer-Modell nicht imstande ist, zu erkennen, ob ein negativer Wert
im Bereich des Mdglichen liegt und eine negative Anzahl von Endungen nicht den
natirlichen Gegebenheiten eines Neurons entspricht, kann dieser Wert eher im Sinne
eines sehr kleinen positiven Wertes interpretiert werden, wie auch im Kl enthalten. Dies
entsprdche eher den Gegebenheiten eines Neurons, denn Endungen des
Apikaldendriten scheinen Soma-fern héufiger aufzutreten als derart Soma-nah, wie
auch in Abbildung 3.5.2 Teil A ersichtlich. Hier diente trotz seines negativen Wertes

Rad 30 als Referenz, um Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. Alle anderen Rad bis auf
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Rad 60 zeigten signifikant (Bonferroni-p-Wert < 0,001) mehr Endpunkte verglichen mit
Rad 30.

Die Anzahl der pro Radienzone eines Neurons vorkommenden Endpunkte seines
Apikaldendriten wurde im Mittel geschéatzt fir die verschiedenen LH und ist fir die
Subpopulation aller vollstandigen Zellen aus der Abbildung 3.5.2 B abzulesen. Keine
signifikanten Unterschiede der entsprechenden Radienzonen der jeweils anderen LH
verglichen mit den Radienzonen von BB konnten gefunden werden.

Eine vergleichende Darstellung der Endpunktzahlen pro Radienzone eines Neurons fir
die verschiedenen GT ist fur die Subpopulation aller vollstandigen Neurone in der
Abbildung 3.5.2 C zu finden. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
Radien des WT und entsprechenden Radien der jeweils anderen GT ausgemacht

werden, was die Anzahl der Endpunkte betraf.
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Mittlere Endpunktzahl des Apikaldendriten von Neuronen verschiedener Subpopulationen

Subpopulation der vollstandigen, kleinen MNeurone Subpopulation der vollstandigen MNeurone aus den
Subregionen pvd und pvm
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Abbildung 3.5.1 Mittlere Endpunktzahl des Apikaldendriten von Neuronen verschiedener Subpopulationen

gruppiert nach Life history (A, B), Genotyp (C, D) oder Life history mit zugeordnetem
Genotyp (E, F)

* = Mittlere Differenz korrigiert nach Bonferroni auf dem 0,05-Niveau signifikant in Bezug zur Referenzgruppe BB bzw,
WT oder zur Referenzsubgruppe BB*WT; Querbalken Uber den Séulen zeigen den Standardfehler des Mittelwertes an;
fehlende Abgrenzbarkeit eines Standardfehler-Balkens weil3t auf einen sehr kleinen Standardfehler hin.

AA = frihe und spéate Lebensphase mit widrigen Umsténden; AB = friihe Lebensphase mit widrigen, spate
Lebensphase mit wohltuenden Umsténden; BA = frihe Lebensphase mit wohltuenden, spéate Lebensphase mit
widrigen Umsténden; BB = friihe und spéte Lebensphase mit wohltuenden Umstéanden; HET = Heterozygotie bezuglich
des Serotonin-Transporter-Knockout-Allels; KO = Homozygotie beziiglich des Serotonin-Transporter-Knockout-

Allels; pvd = dorsaler, posteroventraler Anteil von Cornu ammonis 3; pvm = mittiger, posteroventraler Anteil von Cornu
ammonis 3; WT = Homozygotie beziglich des wildtypischen Serotonin-Transporter-Allels.
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Mittlere Anzahl der Endpunkte pro Radienzone von Neuronen der Subpopulation aller
vollstandigen Neurone
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Abbildung 3.5.2 Mittlere Endpunktzahl pro Radienzone von Neuronen der Subpopulation aller

vollstandigen Neurone ohne weitere Einordnung (A) oder gruppiert nach Life history (B)
oder Genotyp (C) in der Sholl-Analyse

* = Mittlere Differenz korrigiert nach Bonferroni auf dem 0,05-Niveau signifikant in Bezug zum Referenz-Radius 30 pum;
Langsbalken neben den Saulen zeigen den Standardfehler des Mittelwertes an.

AA = frihe und spéate Lebensphase mit widrigen Umsténden; AB = friihe Lebensphase mit widrigen, spate
Lebensphase mit wohltuenden Umstanden; BA = frihe Lebensphase mit wohltuenden, spéte Lebensphase mit
widrigen Umsténden; BB = friihe und spate Lebensphase mit wohltuenden Umstanden; HET = Heterozygotie bezlglich
des Serotonin-Transporter-Knockout-Allels; KO = Homozygotie beziiglich des Serotonin-Transporter-Knockout-

Allels; WT = Homozygotie bezuglich des wildtypischen Serotonin-Transporter-Allels.
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3.6  Anzahl der Dornenfortsatze

Die im Mittel geschatzte Anzahl der Dornenfortsédtze (im Folgenden Spines) am
Apikaldendriten eines Neurons wurde in den Subpopulationen der vollstdndigen und
relativ vollstandigen, grof3en Neurone ab einschlie3lich 2700 um Gesamtléange ihres
Apikaldendriten (Haupteffekt LH: p-Wert = 0,008; Haupteffekt GT: p-Wert < 0,001;
Interaktion LH*GT: p-Wert < 0,001) sowie der vollstandigen, kleinen Neurone (alle p-
Werte < 0,001) genauer untersucht, da fir beide die Haupteffekte und die Interaktion
signifikant waren. Sie wurden ausgewahlt, da diese beiden Subpopulationen im
Vergleich die vielversprechendsten Signifikanzen beziglich Haupteffekten und
Interaktion aufwiesen. Pro Neuron der Subpopulation der vollstandigen und relativ
vollstdndigen, groRBen Neurone ab einschlielich 2700 pum Gesamtlange ihres
Apikaldendriten fanden sich im Mittel fur die Gruppe AA 2880 Spines am Apikaldendrit
(SEM 190; 95 % Wald-KI 2507 - 3253), fir AB 3731 Spines (SEM 240; 95 % Wald-KI
3260 - 4202), fur BA 3257 Spines (SEM 149; 95 % Wald-KI 2966 - 3549) und fur BB im
Mittel pro Neuron 2772 Spines (SEM 204; 95 % Wald-KI 2371 - 3172). BB wies 960
Spines weniger auf als AB (SEM 316), die Gruppen unterschieden sich damit
signifikant (Bonferroni-p-Wert = 0,014) voneinander (siehe Abbildung 3.6.1 A). Pro
Neuron in der Subpopulation der vollstandigen, kleinen Neurone traten im Mittel am
Apikaldendrit in der LH-Gruppe AA 1547 Spines auf (SEM 68; 95 % Wald-KI 1413 -
1681), in der LH-Gruppe AB 1607 Spines (SEM 74; 95 % Wald-Kl| 1462 - 1752), in der
LH-Gruppe BA 1862 Spines (SEM < 0,1; 95 % Wald-KI 1862 - 1863) und in der LH-
Gruppe BB im Mittel 1875 Spines (SEM < 0,1; 95 % Wald-KI 1875 - 1875). BB wies
damit signifikant mehr Spines auf als AA (Mittlere Differenz BB — AA = 329; SEM 68;
Bonferroni-p-Wert < 0,001), AB (Mittlere Differenz BB — AB = 268; SEM 74; Bonferroni-
p-Wert = 0,002) und BA (Mittlere Differenz BB — BA = 13; SEM < 0,1; Bonferroni-p-
Wert < 0,001) jeweils im Vergleich zu BB (siehe Teil B in Abbildung 3.6.1).

Die Subpopulation der vollstandigen und relativ vollstandigen, grof3en Neurone ab
einschliel3lich 2700 um Gesamtlange ihres Apikaldendriten brachte beim GT KO im
Mittel geschatzt 2823 Spines pro Neuron hervor (SEM 211; 95 % Wald-KI 2410 -
3235), beim GT HET 3724 Spines (SEM 182, 95 % Wald-KI 3368 - 4080) und beim WT
im Mittel 2933 Spines (SEM 107; 95 % Wald-KI 2723 - 3143). Ein signifikanter
(Bonferroni-p-Wert = 0,001) Unterschied zu WT zeigte sich fir HET, dessen Neurone
im Mittel 791 Spines mehr besallen (SEM 211) als die des WT (siehe Abbildung 3.6.1
C).
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Vollstandige, kleine Neurone hatten im Mittel geschatzt pro Neuron an ihrem
Apikaldendriten in der GT-Gruppe KO 1642 Spines (SEM 64; 95 % Wald-KI 1515 -
1768), in der GT-Gruppe HET 1659 Spines (SEM 40; 95 % Wald-KI 1582 - 1737)
sowie in der Gruppe WT, die wieder als Referenz diente, 1868 Spines (SEM < 0,1; 95
% Wald-KI 1868 - 1868). Zur Referenzgruppe WT zeigten sowohl KO (Mittlere
Differenz WT — KO = 226; SEM 64; Bonferroni-p-Wert = 0,001) als auch HET (Mittlere
Differenz WT — HET = 209; SEM 40; Bonferroni-p-Wert < 0,001) signifikante
Unterschiede von in beiden Fallen einer geringeren Spine-Zahl als WT (siehe D in
Abbildung 3.6.1).

Die Subpopulation der vollstandigen und relativ vollstandigen, grof3en Neurone ab
einschlieB3lich 2700 um Gesamtlange ihres Apikaldendriten zeigte im Mittel pro Neuron
an dessen Apikaldendrit in der Referenzsubgruppe BB*WT 2024 Spines (SEM 51; 95
% Wald-KI 1924 - 2124). Die Subgruppen AA*HET, AB*HET, AB*WT, BA*KO und
BA*WT unterschieden sich, mit einheitlich mehr Spines als die Referenzsubgruppe
BB*WT aufwies, signifikant (Bonferroni-p-Wert < 0,001) von dieser (siehe E in
Abbildung 3.6.1). BB*HET reprasentierte mit einem Bonferroni-p-Wert von 0,071
lediglich eine Tendenz in dieselbe Richtung (Mittlere Differenz BB*WT — BB*HET = -
1993; SEM 609). Der Apikaldendrit eines Neurons der Referenzsubgruppe BB*WT aus
der Subpopulation der vollstandigen, kleinen Neurone wies im Mittel geschatzt 1816
Spines auf (SEM < 0,1; 95 % Wald-KI 1816 - 1816). Bis auf die beiden Subgruppen
AA*KO und AB*KO zeigten sich alle anderen Subgruppen in ihrer Spine-Anzahl jeweils
signifikant (alle Bonferroni-p-Werte < 0,001, auRer AA*HET mit Bonferroni-p-Wert =
0,005) verschieden zu BB*WT. Davon zeigten AA*HET, AA*WT, AB*HET sowie
BA*KO jeweils geringere Spine-Zahlen als BB*WT, wahrend AB*WT, BA*HET, BA*WT,
BB*KO und BB*HET jeweils hohere Spine-Zahlen als BB*WT aufwiesen (siehe
Abbildung 3.6.1 F).

AulRer dem Faktor GT zeigten sich alle Faktoren LH (p-Wert = 0,034) und Rad (p-Wert
< 0,001) sowie alle Interaktionen zwischen LH und GT (p-Wert = 0,006), LH und Rad
(p-Wert < 0,001) und GT und Rad (p-Wert = 0,041) signifikant bezlglich der Spine-Zahl
pro Radienstufe eines Neurons aus der Subpopulation der vollstandigen und relativ
vollstdndigen Neurone der Subregionen pvd und pvm. Die im Mittel geschéatzten Spine-
Zahlen pro Radienzone des Apikaldendriten eines Neurons werden in Teil A der
Abbildung 3.6.2 fur die Betrachtung des Faktors Rad dargestellt. Die Radienzone 30
pm besalR im Mittel geschatzt - 33 Spines (SEM 18,9; 95 % Wald-KlI - 70 - 4) und

wurde als Referenz der Signifikanzbetrachtung jeweils mit den anderen Rad
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abgeglichen, um die Vergleichbarkeit zu wahren, auch wenn, wie in diesem Fall, der
Wert negativ ausfiel. Das Schéatzermodell kann die fehlende Sinnhaftigkeit negativer
Werte beziglich Spine-Zahlen nicht wahrnehmen. Sie sind also eher als geringe
positive Werte zu interpretieren, wie sie auch im Kl beinhaltet sind. Alle Rad 60 - 360
verglichen jeweils mit Rad 30 unterschieden sich mit einer im Mittel signifikant
(Bonferroni-p-Wert < 0,001) héheren Spine-Zahl von der Referenz.

Fur die Subpopulation der vollstandigen und relativ vollstdndigen Neurone aus den
Subregionen pvd und pvm wird die mittlere geschétzte Anzahl der Spines am
Apikaldendriten des Neurons pro Radienzone fur die verschiedenen LH in der
Abbildung 3.6.2 Teil B angegeben. Es waren keine signifikanten Unterschiede der
Spine-Anzahl zwischen BB und jeweils der entsprechenden Radienzone einer der
anderen LH festzustellen.

Die im Mittel geschatzte Anzahl der Spines pro Radienzone eines Neurons aus

der Subpopulation der vollstandigen und relativ vollstandigen Neurone aus den
Subregionen pvd und pvm fir die unterschiedlichen GT-Gruppen ist der Abbildung
3.6.2 C zu entnehmen. Im Vergleich der Radien von WT mit den entsprechenden
Radien der jeweils anderen GT tauchten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der Spine-Zahl auf.
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Mittlere Gesamtzahl der Spines von Neuronen verschiedener Subpopulationen

Subpopulation der volistandigen und relativ. Subpopulation der vollstandigen, kleinen Neurone
vollstandigen, grolben Neurone ab einschlieltlich
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Abbildung 3.6.1 Mittlere Gesamtzahl der Spines von Neuronen verschiedener Subpopulationen gruppiert
nach Life history (A, B), Genotyp (C, D) oder Life history mit zugeordnetem Genotyp (E,
F)

* = Mittlere Differenz korrigiert nach Bonferroni auf dem 0,05-Niveau signifikant in Bezug zur Referenzgruppe BB bzw.
WT oder zur Referenzsubgruppe BB*WT; Querbalken Uber den Séulen zeigen den Standardfehler des Mittelwertes an;
fehlende Abgrenzbarkeit eines Standardfehler-Balkens weil3t auf einen sehr kleinen Standardfehler hin.

AA = frihe und spéate Lebensphase mit widrigen Umsténden; AB = friihe Lebensphase mit widrigen, spate
Lebensphase mit wohltuenden Umsténden; BA = frihe Lebensphase mit wohltuenden, spéate Lebensphase mit
widrigen Umsténden; BB = friihe und spate Lebensphase mit wohltuenden Umstanden; HET = Heterozygotie bezlglich
des Serotonin-Transporter-Knockout-Allels; KO = Homozygotie beziiglich des Serotonin-Transporter-Knockout-

Allels; WT = Homozygotie bezuglich des wildtypischen Serotonin-Transporter-Allels.
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Mittlere Anzahl der Spines pro Radienzone von vollstdndigen und relativ vollstdndigen
Neuronen der Subregionen pvd und pvm
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Abbildung 3.6.2 Mittlere Anzahl der Spines pro Radienzone von vollstéandigen und relativ vollstandigen
Neuronen der Subregionen pvd und pvm ohne weitere Einordnung (A) oder gruppiert
nach Life history (B) oder Genotyp (C) in der Sholl-Analyse

* = Mittlere Differenz korrigiert nach Bonferroni auf dem 0,05-Niveau signifikant in Bezug zum

Referenz-Radius 30 um; Langsbalken neben den Séulen zeigen den Standardfehler des Mittelwertes an.

AA = frihe und spéate Lebensphase mit widrigen Umstanden; AB = frilhe Lebensphase mit widrigen, spate
Lebensphase mit wohltuenden Umsténden; BA = frihe Lebensphase mit wohltuenden, spéte Lebensphase mit
widrigen Umsténden; BB = friihe und spate Lebensphase mit wohltuenden Umstanden; HET = Heterozygotie bezlglich
des Serotonin-Transporter-Knockout-Allels; KO = Homozygotie beziglich des Serotonin-Transporter-Knockout-

Allels; pvd = dorsaler, posteroventraler Anteil von Cornu ammonis 3; pvm = mittiger, posteroventraler Anteil von Cornu
ammonis 3; WT = Homozygotie beziiglich des wildtypischen Serotonin-Transporter-Allels.
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3.7 Dichte der Dornenfortsatze

Die Dichte der Dornenfortsatze (im Folgenden Spine-Dichte) wurde aus der
Gesamtzahl der Spines bezogen auf die gesamte L&ange des Apikaldendriten
berechnet und wird als Spines pro Mikrometer Lange des Apikaldendriten angegeben.
Mithilfe  von verallgemeinerten  Schétzungsgleichungen konnten  signifikante
Haupteffekte von LH (p-Wert = 0,001) sowie GT (p-Wert = 0,049) und ebenso eine
signifikante Interaktion aus LH und GT (p-Wert = 0,007) betreffend die geschéatzte
mittlere Dichte der Dornenfortsédtze pro Mikrometer Lange des Apikaldendriten eines
Neurons aus der Subpopulation der gesamten vollstandigen und relativ vollstandigen
Neurone ausgemacht werden. Im Mittel geschatzt fand sich bei einem Neuron der LH-
Gruppe AA eine Spine-Dichte von 0,762 Spines / Mikrometer (SEM 0,112 Spines / um;
95%-Wald-KI 0,542 — 0,981 Spines / um), bei der Gruppe AB 0,788 Spines / uym (SEM
0,040 Spines / pm; 95%-Wald-KI 0,709 — 0,867 Spines / um), bei BA 1,055 Spines /
um (SEM 0,063 Spines / um; 95%-Wald-KI 0,931 — 1,179 Spines / um) und innerhalb
der Gruppe BB 0,953 Spines / um (SEM 0,053 Spines / um; 95%-Wald-KI 0,849 —
1,056 Spines / um). Es zeigten sich im Vergleich der anderen LH-Gruppen mit BB
keine signifikanten Unterschiede, lediglich eine Tendenz bei der Gruppe AB war
erkennbar, die bei einem Bonferroni-p-Wert von 0,079 eine im Mittel um 0,164 Spines /
um (SEM 0,066 Spines / um) geringere Spine-Dichte pro Neuron aufwies (siehe
Abbildung 3.7.1 A).

Die Gruppierung der Spine-Dichte nach GT zeigte im Mittel geschétzt pro Neuron der
Gruppe KO einen Wert von 0,805 Spines / um (SEM 0,034 Spines / um; 95 % Wald-KI
0,738 — 0,872 Spines / um), fir HET 0,930 Spines / um (SEM 0,093 Spines / um; 95 %
Wald-Kl 0,747 — 1,113 Spines / um) und fur WT 0,933 Spines / um (SEM 0,043 Spines
/ um; 95 % Wald-KI 0,849 — 1,018 Spines / pm). Zur Referenzgruppe WT zeigte sich
bei keiner der anderen Gruppen ein signifikanter Unterschied der Spine-Dichte, jedoch
war bei der Gruppe KO ein Trend (Bonferroni-p-Wert 0,060) zu erkennen. KO hatte
eine um 0,129 geringere mittlere Spine-Dichte (SEM 0,055 Spines / um) (siehe B
Abbildung 3.7.1).

Innerhalb der Subgruppierungen aus Kombinationen verschiedener LH und GT
erreichte die Referenzgruppe BB*WT eine mittlere Spine-Dichte von 0,874 Spines / pm
(SEM 0,069 Spines / um; 95 % Wald-KlI 0,739 — 1,008 Spines / um). Die Werte der
anderen Subgruppen kénnen der Abbildung 3.7.1 Teil C entnommen werden. Keiner
dieser anderen Subgruppen konnte ein signifikanter Unterschied zu BB*WT

nachgewiesen werden.
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Um die Spine-Dichte einer bestimmten Radienzone zu erhalten, wurde die Spine-Zahl
innerhalb des Rad pro Apikaldendritenlénge innerhalb desselben Rad ins Verhaltnis
gesetzt. Fur die Variable Spine-Dichte pro Radienzone wurden signifikante
Haupteffekte von LH (p-Wert = 0,049) sowie Rad (p-Wert < 0,001) und signifikante
Interaktionen aus LH und Rad (p-Wert < 0,001) sowie GT und Rad (p-Wert = 0,012) fir
die Subpopulation vollstandiger und relativ vollstandiger Neurone der Subregionen pvd
und pvm nachgewiesen, wahrend keine Signifikanz des Faktors GT sowie der
Interaktion LH und GT bestand. Die Radienzone 30 um wies bei Betrachtung des
Haupteffektes Rad eine geschatzte mittlere Spine-Dichte von 0,193 Spines / um (SEM
0,028 Spines / um; 95 % Wald-Kl 0,139 — 0,247 Spines / um) auf. Damit besal} Rad 30
eine im Mittel signifikant (Bonferroni-p-Wert < 0,001) geringere Spine-Dichte als die
anderen Rad 60 - 360 jeweils im Vergleich mit Rad 30 (siehe Abbildung 3.7.2 A).

Die in der Subpopulation der vollstandigen und relativ vollstandigen Neurone aus den
Subregionen pvd und pvm fir die verschiedenen LH im Mittel geschatzten Werte
bezlglich Spine-Dichte pro Rad pro Neuron sind in Teil B der Abbildung 3.7.2 zu
finden. Keine signifikanten Unterschiede der Spine-Dichte einer Radienzone von BB
verglichen mit der entsprechenden Radienzone jeweils einer der anderen LH konnten
gefunden werden.

Die Spine-Dichte pro Rad eines Neurons wird fir verschiedene GT in der
Subpopulation der vollstandigen und relativ vollstandigen Neurone aus den
Subregionen pvd und pvm in der Abbildung 3.7.2 Teil C dargestellt. Signifikante
Unterschiede der Spine-Dichte eines Rad von WT im Vergleich zum entsprechenden

Rad jeweils eines der anderen GT konnten nicht gefunden werden.
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Mittlere Spine-Dichte von Neuronen der Subpopulation der vollstandigen und relativ
vollstandigen Neurone
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Abbildung 3.7.1 Mittlere Spine-Dichte von Neuronen der Subpopulation der vollstandigen und relativ

vollstandigen Neurone gruppiert nach Life history (A), Genotyp (B) oder Life history mit
zugeordnetem Genotyp (C)

Querbalken tber den Séulen zeigen den Standardfehler des Mittelwertes an.

AA = frihe und spéate Lebensphase mit widrigen Umsténden; AB = friihe Lebensphase mit widrigen, spate
Lebensphase mit wohltuenden Umsténden; BA = frihe Lebensphase mit wohltuenden, spéte Lebensphase mit
widrigen Umsténden; BB = friihe und spéte Lebensphase mit wohltuenden Umstéanden; HET = Heterozygotie bezuglich
des Serotonin-Transporter-Knockout-Allels; KO = Homozygotie beziiglich des Serotonin-Transporter-Knockout-

Allels; WT = Homozygotie bezuglich des wildtypischen Serotonin-Transporter-Allels.
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Mittlere Spine-Dichte pro Radienzone von vollstiandigen und relativ vollstandigen Neuronen
der Subregionen pvd und pvm
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Abbildung 3.7.2 Mittlere Spine-Dichte pro Radienzone von vollstandigen und relativ vollstandigen

Neuronen der Subregionen pvd und pvm ohne weitere Einordnung (A) oder gruppiert
nach Life history (B) oder Genotyp (C) in der Sholl-Analyse

* = Mittlere Differenz korrigiert nach Bonferroni auf dem 0,05-Niveau signifikant in Bezug zum Referenz-Radius 30 um;
Langsbalken neben den Saulen zeigen den Standardfehler des Mittelwertes an.

AA = frihe und spéate Lebensphase mit widrigen Umsténden; AB = friihe Lebensphase mit widrigen, spate
Lebensphase mit wohltuenden Umstanden; BA = friihe Lebensphase mit wohltuenden, spate Lebensphase mit
widrigen Umsténden; BB = friihe und spéte Lebensphase mit wohltuenden Umstéanden; HET = Heterozygotie bezuglich
des Serotonin-Transporter-Knockout-Allels; KO = Homozygotie beziiglich des Serotonin-Transporter-Knockout-

Allels; pvd = dorsaler, posteroventraler Anteil von Cornu ammonis 3; pvm = mittiger, posteroventraler Anteil von Cornu
ammonis 3; WT = Homozygotie beziiglich des wildtypischen Serotonin-Transporter-Allels.
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4  Diskussion

Sowohl durch die verschiedenen Lebensgeschichten (im Folgenden Life histories) als
auch durch die unterschiedlichen Genotypen der Mause wurde die Morphologie der
Apikaldendriten von Kurzschaft-Pyramidenzellen in Cornu ammonis 3 (= CA3) des
posterioren Hippocampus nhachweislich beeinflusst. Dies konnte umfassend fir die
Variablen Lange, Verzweigungspunkte (im Folgenden Nodes), Endpunkte und
Dornenfortsatze (im Folgenden Spines) sowie mit Einschrankungen (nicht beziglich
des Genotyps) auch fur die Node-Dichte gezeigt werden. Bereits im Ergebnisteil
beschranke ich mich auf die interessantesten, nach Haupteffekten beziehungsweise
Interaktionen signifikanten Ergebnisse einiger Subpopulationen, sodass auch nur diese
in die Diskussion einflieBen. Im Vergleich zur Life history-Gruppe BB (B = wohltuende
Lebensumstande) zeigte BA (A = widrige Lebensumstande) im Mittel signifikant
langere Apikaldendriten. Unabhangig von ihrer Life history wiesen sowohl Neurone von
- bezilglich des Serotonin-Transporter-Knockout-Allels - homozygoten (= KO) als auch
heterozygoten Mausen (= HET) im Vergleich zu Neuronen von M&ausen homozygot
beziglich des wildtypischen Serotonin-Transporter-Allels (= WT) im Mittel signifikant
kirzere Apikaldendriten auf. Verglichen mit der Referenzsubgruppe BB*WT zeigten
sich zu allen Subgruppen, aul3er zu AA*KO und AB*KO, signifikante Unterschiede der
mittleren Apikaldendriten-Gesamtlange pro Neuron. BB*WT wies signifikant kirzere
Apikaldendriten auf als BB*HET, BB*KO, BA*WT, BA*HET, AB*WT, AB*HET sowie
AA*WT und signifikant l1angere Apikaldendriten als BA*KO sowie AA*HET. In beiden
untersuchten Subpopulationen hatten BA und AA signifikant weniger Nodes als BB.
Die Neurone von WT-Mausen wiesen je nhach Subpopulation signifikant weniger Nodes
auf als Neurone von HET- beziehungsweise KO-Mausen. Je nach untersuchter
Subpopulation verschieden zeigten sich die Subgruppenvergleiche: BB*WT war in
einem Fall (vollstandige, kleine Neurone) Uberwiegend signifikant, weniger verzweigt
und im anderen Fall (vollstandige Neurone aus den Subregionen pvd und pvm)
signifikant verzweigter als alle anderen Subgruppen. Sowohl AA als auch AB und BA
besalRen im Mittel eine signifikant héhere Node-Dichte als BB. Fiir den Vergleich von
KO und HET mit WT ergaben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede. Die
Referenzsubgruppe BB*WT unterschied sich signifikant von einigen anderen
Subgruppen. Meist wies BB*WT in diesen Féllen eine signifikant geringere Node-
Dichte auf als die anderen Subgruppen; nur im Fall von BB*HET fand sich eine im
Vergleich signifikant grof3ere mittlere Node-Dichte von BB*WT. Die Endpunkte wurden

erneut in zwei verschiedenen Subpopulationen untersucht. BA und AA hatten in beiden
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Subpopulationen zu BB im Mittel signifikant weniger Endpunkte. HET (vollstandige,
kleine Neurone) beziehungsweise KO (vollstandige Neurone aus pvd und pvm) hatten
signifikant mehr Endpunkte als WT. Bei den vollstandigen, kleinen Neuronen hatte die
Referenzsubgruppe BB*WT signifikant weniger Endpunkte als die meisten anderen
Subgruppen, auRer AA*HET und AA*KO, fir die sich keine signifikanten Unterschiede
im Vergleich zu BB*WT zeigten. Ganz anders enthielt BB*WT bei den vollstandigen
Neuronen aus pvd und pvm signifikant mehr Endpunkte als fast alle anderen
Subgruppen, au3er BB*KO knapp ohne Signifikanz. Dies stellt eine logische Parallele
zu den Subgruppenvergleichen beziglich der Nodes dar (siehe oben). Auch die im
Mittel geschéatzte Anzahl der Spines am Apikaldendriten wurde in zwei verschiedenen
Subpopulationen (vollstandige und relativ vollstandige, groRBe Neurone ab
einschlieB3lich 2700 um Gesamtlange ihres Apikaldendriten sowie vollstandige, kleine
Neurone) untersucht. Erstere Subpopulation zeigte fur AB und HET zur jeweiligen
Referenz BB beziehungsweise WT signifikant mehr Spines, wahrend die nachfolgende
Subpopulation fir alle Life history- und Genotyp-Gruppen zur Referenz signifikant
geringere Spine-Zahlen zeigte. Die Subgruppen verhielten sich in beiden
Subpopulationen ebenfalls unterschiedlich. AA*HET, AB*HET, AB*WT, BA*KO und
BA*WT unterschieden sich, mit einheitlich mehr Spines als die Referenzsubgruppe
BB*WT aufwies, signifikant von dieser (vollstandige und relativ vollstandige, grof3e
Neurone). Bei den vollstédndigen, kleinen Neuronen zeigten sich bis auf die beiden
Subgruppen AA*KO und AB*KO alle anderen Subgruppen in ihrer Spine-Anzahl jeweils
signifikant verschieden zu BB*WT. Davon zeigten AA*HET, AA*WT, AB*HET sowie
BA*KO jeweils geringere Spine-Zahlen als BB*WT, wahrend AB*WT, BA*HET, BA*WT,
BB*KO und BB*HET jeweils hohere Spine-Zahlen als BB*WT aufwiesen. Beziiglich der
Spine-Dichte zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Life history-
oder Genotyp-Gruppen oder deren Kombinationen. Die nach Life history oder Genotyp
gruppierten Ergebnisse aus den Sholl-Analysen verfehlten jeweils die Signifikanz. Im
Folgenden werden die einzelnen Subpopulationen, auf die Bezug genommen wird,
nicht mehr wiederholt namentlich genannt, da das Aufteilen der Neurone in
Subpopulationen nur dazu dient, mogliche Veranderungen einzelner Variablen
deutlicher hervorzuheben, nicht aber der eigentliche Gegenstand der Untersuchung ist.
Fur die eindeutige Zuordnung siehe obige Zusammenfassung der Ergebnisse

beziehungsweise den Ergebnisteil (Kapitel 3).
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4.1 Diskussion der Ergebnisse
Aktuelle Studien zum Thema ,Veranderungen neuronaler Morphologie und neuronaler
Plastizitat unter Stresseinwirkung abh&ngig von der subjektiven Suszeptibilitat fir diese
Einflusse® konnten fur CA3-Pyramidenzellen ebenfalls verschiedene Veradnderungen
feststellen. Unter anderem konnte in CA3 eine signifikant reduzierte Spine-Dichte
innerhalb einer als Stress-empfanglich eingestuften Gruppe maéannlicher Mause im
Vergleich zu einer als resilient eingestuften Gruppe auf Stress durch soziale
Niederlagen hin festgestellt werden (Qu, Yang et al. 2018). Bei mannlichen Ratten, die
ein- oder mehrmalig Stress durch soziale Niederlagen erfuhren, verloren die
Apikaldendriten von CA3-Pyramidenzellen an Lange (Kole, Costoli et al. 2004). Soziale
Niederlagen finden sich auch in den Vorgeschichten von den in dieser Arbeit
verwendeten Mausen der Life histories AA, AB und BA (siehe Material und Methoden).
Hier zeigte sich kontrastar zu den bisher geschilderten Ergebnissen anderer Arbeiten,
dass BA, also Neurone von Mausen mit Erfahrung in sozialer Niederlage, sogar
signifikant langere Apikaldendriten besallen als Neurone von Mausen ohne
Stresserleben. Dies passt gut zu den von Frau Bodden erhobenen Ergebnissen aus
Verhaltenstests von BA-Mausen (Bodden, Richter et al. 2015), auf die ich noch zu
sprechen komme. Psychosozialer Stress und stark fetthaltige Ern&hrung fuhrten bei
mannlichen Ratten zu kirzeren und weniger verzweigten Apikaldendriten in CA3-
Pyramidenzellen (Baran, Campbell et al. 2005). Chronischer psychosozialer Stress
aufgrund hierarchischer Strukturen schaffte es, bei den dominierenden mannlichen
Ratten die Lange und Verzweigungspunkte des Apikaldendriten von CAS3-
Pyramidenzellen zu reduzieren, bei den niedriger gestellten Ratten hingegen fand sich
nur die Verzweigung verringert (McKittrick, Magarinos et al. 2000). Sowohl bei Tieren
an der Spitze als auch an der Basis der Hierarchie konnte unter anderem im Stratum
radiatum, innerhalb dessen die Apikaldendriten der CA3-Pyramidenzellen lokalisiert
sind, weniger Serotonin-Transporter (= SERT) - Protein nachgewiesen werden
(McKittrick, Magarinos et al. 2000). Unabhangig vom Stresserleben — also der Life
history — schien auch bei den von mir untersuchten Mausegehirnen die vom Genotyp
abhangige, jeweils unterschiedliche SERT-Verfiigbarkeit einen groRen Einfluss auf die
Apikaldendritengesamtlange auszuiiben, denn KO- und HET-Apikaldendriten waren
jeweils signifikant kirzer als die des WT. Wiederum andersartiger Stress, in diesem
Fall chronischer Stress aufgrund von Immobilisation, fihrte in CA3 méannlicher Mause
zu einer Verkirzung der Dendriten von Kurzschaft-Pyramidenzellen, dies insbesondere

am ventralen Pol des Hippocampus (Christian, Miracle et al. 2011). Auch in
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mannlichen Ratten unter Stress durch chronische Mobilitdtsbeschréankung verringerte
sich die Lange und dariber hinaus die Verzweigung der Apikaldendriten in CA3
(McLaughlin, Gomez et al. 2007). Eine andere Gruppe mannlicher Ratten, die unter
chronischem Stress durch Immobilisation litten, bifte ebenso unter anderem
Apikaldendritenlange und -verzweigungspunkte ihrer Kurzschaft-Neurone ein,
wohingegen diejenigen Ratten, die chronischen, aber unvorhersehbaren, da
verschiedenartigen Stress erfuhren, kaum Veranderungen ihrer CA3-Pyramidenzellen
unterlagen (Vyas, Mitra et al. 2002). Weibliche Ratten hatten, vergleichbar zu den
Erfahrungen mit Mannchen, nach mehrfacher Stresserfahrung aufgrund
eingeschrankter Mobilitat an CA3-Pyramidenzellen sowohl signifikant kiirzere als auch
weniger verzweigte Apikaldendriten (Pawluski, Valenca et al. 2012). Sowohl ménnliche
als auch weibliche Ratten zeigten nach pranatalem Stress, wie ihn auch die in dieser
Arbeit verwendeten Mause der Life histories AA und AB erfuhren, in CA3-
Pyramidenzellen kirzere Dendriten geringerer Komplexitat (Bock, Murmu et al. 2011).
CA3-Pyramidenzellen mannlicher Ratten, die pranatal Stress erfahren hatten, besal3en
signifikant kirzere Dendriten sowie weniger Intersections (Hosseini-Sharifabad and
Hadinedoushan 2007). Weiterhin fand sich in CA3-Pyramidenzellen mannlicher Ratten
eine signifikant reduzierte Spine-Dichte nach préanatalem Stresserleben (Martinez-
Tellez, Hernandez-Torres et al. 2009). Eine verringerte Spine-Dichte konnte ebenso an
den Apikaldendriten von Pyramidenzellen der CA3-Region prénatal gestresster,
mannlicher Mause ausgemacht werden (Ishiwata, Shiga et al. 2005). Auch in meiner
Arbeit kdnnte sich eine - nicht signifikante - Tendenz zu geringeren Spine-Dichten der
ebenfalls pranatal gestressten Mause von AA und AB im Vergleich zu BB andeuten. Es
ist also ersichtlich, dass trotz verschiedenartigen Stresses &hnliche morphologische
Veranderungen besonders der Apikaldendriten von CA3-Pyramidenzellen in der Folge
mehrheitlich vorzukommen scheinen. Bei diesen Veranderungen handelt es sich
vorrangig um eine reduzierte Spine-Dichte, reduzierte Dendritenlange sowie
verringerte Verzweigungen der Pyramidenzellen in CA3. Weitere Studienergebnisse
sind bereits unter Kapitel 2.4 erlautert und werden in einer umfassenden Ubersicht
beispielsweise von Qiao et al. dargestellt (Qiao, Li et al. 2016). Bezuglich der Spine-
Dichte zeigten sich, anders als in den zuvor beschriebenen Arbeiten, zwischen meinen
Life history- oder Genotyp-Gruppen oder deren Kombinationen keine signifikanten
Unterschiede. Die absoluten Spine-Zahlen deuteten jedoch zumindest in einer der
untersuchten Subpopulationen (vollstdndige, kleine Neurone) darauf hin, dass diese

durch Stress signifikant reduziert werden kénnten. In Ubereinstimmung zu den anderen
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genannten Arbeiten (siehe oben) zeigten sich auch Neurone meiner gestressten
Méause Uberwiegend signifikant weniger verzweigt. Darliber hinaus prasentierte sich in
meinen Ergebnissen, wie zuvor bereits kurz geschildert, die Apikaldendritenlange der
CA3-Pyramidenzellen von BA insgesamt signifikant hoher als die von BB ohne
signifikante Veranderungen der Gruppen AA und AB. Das bedeutet, dass die Stress-
Gruppen (AA, AB, BA) nicht wie aufgrund anderer Studienergebnisse hatte vermutet
werden kdnnen, insgesamt kirzere Apikaldendriten aufwiesen, sondern sich entweder
nicht signifikant zu BB veranderten oder sogar im Vergleich zur nicht-gestressten
Gruppe BB wie im Fall von BA mit insgesamt signifikant langeren Apikaldendriten
reagierten. Interessanterweise zeigten sich BA-Mause in Verhaltenstests neugieriger
und weniger angstlich als Mause der Life histories AA, AB und teils sogar der Life
history BB (Bodden, Richter et al. 2015), was gut zu der von mir beobachteten
Morphologie passt und worauf spater noch genauer eingegangen wird. Bei
Betrachtung der verschiedenen Genotypen fiel auf, dass sowohl KO als auch HET,
also die Gruppen ohne oder mit weniger verfligbarem SERT, signifikant kirzere
Apikaldendriten aufwiesen als CA3-Pyramidenzellen von Mausen des WT. Dies kbénnte
dafir sprechen, dass Serotonin in die Regulation der Neuronenmorphologie eingreift
und eine gewisse Transportkapazitat Uber SERT notwendig fur die Erhaltung einer
normalen Dendritenlénge ist. Daflr sprechen auch einige Untersuchungsergebnisse in
der nachfolgend genannten Literatur, wobei Stress-Einfllisse natirlich nicht nur das
Serotonin-System betreffen. Sie erreichen noch viele weitere Regulationssysteme des
Korpers, deren Ineinandergreifen im Folgenden zur Ubersicht gebracht wird. Zur
Atrophie der Pyramidenzelldendriten, unter anderem in CA3, unter dem Einfluss von
Stress tragen beispielsweise Glukokortikoide, exzitatorische Aminosauren, N-Methyl-D-
Aspartat (= NMDA)-Rezeptoren, Serotonin und verhaltnisméRig zu geringe
inhibitorische Gamma-Aminobuttersdure (= GABA)-Aktivitat bei (Watanabe, Gould et
al. 1992, Watanabe, Gould et al. 1992a, Magarinos and McEwen 1995a, Magarinos,
Deslandes et al. 1999). Stress erhdht die Serotonin-Freisetzung im Hippocampus
(Joseph and Kennett 1983). Fur Serotonin ist eine Beeinflussung der CA3-Region des
Hippocampus bekannt, indem es zum einen hauptsichlich aus Projektionen des
medianen Raphe-Kerns indirekt auf die Apikaldendriten der Pyramidenzellen (Lacaille
and Schwartzkroin 1988) dber Inhibition von Kalbindin-positiven GABAergen
inhibitorischen Interneuronen wirkt, wodurch letztlich die hemmende Wirkung auf die
Pyramidenzellen reduziert wird (Freund, Gulyas et al. 1990). Dies fuhrt schlieRlich zur

Enthemmung der Langzeitpotenzierung (= LTP) sowie zur Enthemmung der
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rekurrenten Erregung (Freund, Gulyas et al. 1990, Malouf, Robbins et al. 1990).
Serotonin besitzt auRerdem die Fahigkeit, die Glutamat-Affinitat fir NMDA-Rezeptoren,
unter anderem in der CA3-Region, zu fordern und damit die Empfanglichkeit der
Neurone flir exzitatorische Einflisse zu erhéhen (Mennini and Miari 1991, McEwen,
Conrad et al. 1997). Stress und die damit einhergehende Ausschittung von
Glukokortikoiden aus der Nebenniere sorgen in CA3 des Hippocampus fir eine
verstarkte Freisetzung des exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat (Lowy, Gault et
al. 1993). Stress verandert weiterhin die Verhaltnisse der verschiedenen Subunit-
messenger-Ribonuklein-Sauren (= mRNAs) der NMDA- und Alpha-Amino-3-Hydroxy-5-
Methylisoxazol-4-Propionsaure (= AMPA)-Glutamat-Rezeptoren in CA3-
Pyramidenzellen, was die Funktion der Rezeptoren und damit die Empfindlichkeit der
Region fUr Glutamat beeinflusst (Bartanusz, Aubry et al. 1995). Die Vulnerabilitat des
Hippocampus unter chronischem Stress scheint sich bereits bei nur geringen
Anderungen der Zusammensetzung des NMDA-Rezeptors zu erhéhen, aufgrund der
synergistischen Wirkung der oben beschriebenen mit Stress einhergehenden erhéhten
Glutamat-Freisetzung (Weiland, Orchinik et al. 1997). Vermehrt vorhandene
exzitatorische Neurotransmitter kdnnen schwere neuronale Sch&den verursachen,
weshalb der dendritischen Atrophie eine Schutzfunktion zukommen kénnte (Conrad
2006). Da Serotonin zusatzlich dazu Uber den Serotonin-Rezeptor (= 5-HTR) 5-HTRa
die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren erleichtert sowie andererseits tUber 5-HTRa
trophische Effekte auszutiben scheint (Rahman and Neuman 1993, Riad, Emerit et al.
1994, McKittrick, Magarinos et al. 2000) und beide Rezeptoren an CAS3-
Pyramidenzellen vorhanden sind (Prince, Bacon et al. 2016), kommt es in der
Konsequenz darauf an, welche Rezeptorwirkungen tberwiegen (McKittrick, Magarinos
et al. 2000). Als Auswirkung von Stress wurde erhdhte 5-HTR;4 - Bindung im parietalen
Kortex festgestellt (McKittrick, Blanchard et al. 1995, Lopez, Chalmers et al. 1998).
Nach Adrenalektomie fand sich eine Erh6hung sowohl der 5-HTR;4 - MRNA als auch
der 5-HTR;4 - Bindung in allen Feldern des Hippocampus; exogene Kortikosteron-
Zufuhr verhinderte dies (Chalmers, Kwak et al. 1993). Glukokortikoidwirkung tber
Mineralokortikoid-Rezeptoren (= MR) scheint die Erhéhungen beziglich des
postsynaptischen 5-HTR, in gréRerem Mal3e als Uber Glukokortikoid-Rezeptoren (=
GR) zu begrenzen (Chalmers, Lopez et al. 1994) und wird im Gegensatz zu GR schon
bei geringen Konzentrationen an Glukokortikoiden aktiviert (siehe Kapitel 1.2.1). Im
Zusammenspiel bei hohen Glukokortikoid-Konzentrationen, wie sie beispielsweise bei

Stress auftreten (siehe Kapitel 1.2.1), kénnten MR sowie GR sich in ihrer Wirkung auf
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5-HTR;, additiv verhalten (Chalmers, Lopez et al. 1994) und scheinen dann in der
Lage zu sein, 5-HTR;4 umso stérker zu beeinflussen (Mendelson and McEwen 1992,
Lépez, Chalmers et al. 1998). Stress verursacht also eine signifikant verminderte 5-
HTRa - Expression sowie -Bindung im Hippocampus, die zundchst nicht durch das
Serotonin-System selbst bedingt zu sein scheint (Lépez, Chalmers et al. 1998). Es
wurden Bindungs-Mdaglichkeiten fur als Transkriptionsfaktoren wirkende GR an 5-HTR
gefunden (Falkenberg and Rajeevan 2010), die diese Einflisse erklaren kdnnten.
Besonders CA3 war bei Stress deutlich von der 5-HTR;, - Bindungs-Reduktion
betroffen (McKittrick, Blanchard et al. 1995). Selbstmord-Opfer mit bekannter Major-
Depression wiesen gleichfalls verminderte hippocampale 5-HTR;, - MRNA -
Konzentrationen auf (Lopez, Chalmers et al. 1998). Im Gegenzug wirkt aber auch
Serotonin selbst auf die Expression von GR im Hippocampus und erhdht diese Uber
den 5-HTR; (Laplante, Diorio et al. 2002). Dartber hinaus unterdriickt Serotonin, und
dies ohne zusatzlichen Einfluss von Glukokortikoiden, die Synthese von MR im
Hippocampus (Semont, Fache et al. 1999). Je nach Art des aktiven Kortikosteroid-
Rezeptors verschiedene Wirkungen ergeben sich im Hinblick auf Neuroplastizitat. Die
Diskussion einiger Studien wurde letztlich dahingehend interpretiert, dass niedrige
Glukokortikoid-Konzentrationen durch Aktivierung von MR am ehesten zu erhohter LTP
fuhren und hohere Konzentrationen, zum Beispiel bei Stress, Gber GR LTP im
Hippocampus eher zu vermindern scheinen (Kim and Haller 2007). Dementsprechend
wird beispielsweise raumliches Erinnern im Hippocampus durch GR-, aber nicht MR-
Wirkung beeintrachtigt (Kim and Haller 2007). Chronischer Stress durch soziale
Unterlegenheit sorgt fir eine signifikante Abnahme der GR-mRNA und MR-Proteine in
unter anderem CA3 und eine signifikante Erhdhung der GR-mRNA sowie der GR-Kern-
Immunreaktivitat im Nucleus raphe dorsalis und im Locus coeruleus (Zhang, Fan et al.
2017). Chronischer unvorhersehbarer Stress hingegen flihrte zu geringeren MR-
MRNA-Konzentrationen ohne Einfluss auf GR im Hippocampus und reduzierte damit
das MR / GR - Verhéltnis (L6pez, Chalmers et al. 1998). In Selbstmord-Opfern konnte
ebenso ein vermindertes MR / GR - Verhéaltnis festgestellt werden (L6pez, Chalmers et
al. 1998). Schwacher ausfallende Aktivierung von GR- und MR-Rezeptoren im
Hippocampus fuhrte zu verlangerter Aktivitdt der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse (= HPA)-Achse (Herman, McKlveen et al. 2016). Aktivierung
von GR im Nucleus raphe dorsalis wirkte inhibitorisch auf dessen Expression des
Tryptophan-Hydroxylase-Isoform 2-Gens (= Tph2) (Vincent, Donner et al. 2018), was

zur Begrenzung seiner Serotonin-Synthese unter Stress fuhren und somit eine Art
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negatives Feedback bedeuten kdénnte, womit sich der Kreis schlief3t. Ein weiterer Effekt
chronischen Stresses ist eine signifikant erhéhte Expression von SERT im Nucleus
raphe dorsalis und in CA3 Stratum oriens (Zhang, Fan et al. 2017). Andere
Untersuchungen zeigen unter Stress eine Herunterregulation von SERT in CA3 Strata
pyramidale, radiatum, lacunosum-moleculare, aber keine Veradnderung im Gyrus
dentatus und den Nuclei raphes dorsalis et medianus (McKittrick, Magarinos et al.
2000). Apikal- und Basaldendriten scheinen also bezlglich SERT unterschiedlich
gerichtete Regulation zu erfahren. Serotonin kann schadliche Effekte auf Zellen
austben, wenn es vermehrt vorhanden ist (Riad, Emerit et al. 1994).
Dementsprechend wird deutlich, dass Serotonin die Pyramidenzellen ebenso auf
direktem Wege beeinflussen und auch schadigen kann. Diese Gefahr wird bei unter
Stresseinwirkung teilweise stattfindender Herunterregulation des SERT im CA3-Feld,
der die Serotoninwirkung beenden konnte (siehe Kapitel 1.1.6), nicht gemindert
(McKittrick, Magarinos et al. 2000). Vor allem die Apikaldendriten sind von dieser
Gefahr der Schadigung betroffen. Die Apikal- und Basaldendriten der CA-
Pyramidenzellen im Hippocampus scheinen aber ebenso durch GABA jeweils
unterschiedlich reguliert zu werden und auch zwischen dem CA und dem Gyrus
dentatus gibt es nochmals Unterschiede (Orchinik, Carroll et al. 2001). Diese
Unterschiede sind auf jeweils verschiedene GABAa-Rezeptor-Subtypen mit
unterschiedlichen Bindungs-Eigenschaften unter Stress zuriickzufihren (Orchinik,
Carroll et al. 2001). So kénnte bei chronischem Stress insgesamt der Gyrus dentatus
und damit seine Erregung der CA3-Pyramidenzellen aus den Moosfasern gebremst,
aber die CA3-Pyramidenzell-Erregbarkeit erhéht und flr andere Afferenzen erleichtert
sein (Orchinik, Carroll et al. 2001). Auch andere glutamaterge Afferenzen, wie solche
aus dem Entorhinalen Kortex, kénnen zur dendritischen Atrophie in CA3 beitragen
(Sunanda, Meti et al. 1997). Wie deutlich zu erkennen ist, handelt es sich bei den
mehreren ineinandergreifenden Regulationssystemen, die letztlich die Funktion und
Morphologie der CA3-Region des Hippocampus verdndern kénnen, um vielfaltig auf
mehreren Ebenen vernetzte, sich gegenseitig beeinflussende Mechanismen. Verkirzt
dargestellt, werden die Vorgange zwar der Natur nicht gerecht, was auch daran liegen
mag, dass sie noch nicht vollstandig verstanden sind, ermdglichen aber eine bessere
Ubersicht. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass unter Stress ein verstarkter
Serotonin-Einfluss auf die CA3-Pyramidenzellen herrscht und sich daraus tendenziell
verringerte GABA-Wirkung sowie erhéhte Glutamat-Wirkung ergeben, was eine

erleichterte Exzitabilitdt der Pyramidenzellen bedingt. Glukokortikoide neigen ebenfalls
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dazu fir insgesamt groRRere glutamaterge Reizung zu sorgen sowie trophische
Wirkungen auf die Pyramidenzellen hinweg zu nehmen. Sowohl Glukokortikoide als
auch Serotonin in grofRen Mengen kdnnen Neurone schadigen, wofur die Gefahr
besonders an den Apikaldendriten in CA3 durch Herunterregulation von SERT noch
gesteigert wird. Serotonin, Stress und Glukokortikoide vermdgen es auf3erdem, die
Verhaltnisse der Kortikosteroid-Rezeptoren GR und MR untereinander zu verandern
und damit eventuell die Inaktivierung der HPA-Achse zu erschweren sowie das
Erinnern zu beeintrachtigen. Es deuten sich durchaus auch einige Feedback-
Mechanismen an, die den Zweck haben konnten, diese Stress-Effekte wiederum zu
begrenzen, die wohl aber in der Unterzahl zu sein scheinen. Stress bt somit eine
massive Belastung auf vor allem CA3-Apikaldendriten durch ein Uberangebot von
Reizen aus den hippocampalen Afferenzen aus, die aus vielen Regionen des Gehirns
kommen und in CA3 zusammentreffen. Eine Mdglichkeit der Apikaldendriten, die auf
sie eintreffende, gesteigerte Erregung zumindest zu begrenzen, ist, bildlich
gesprochen, die ,Angriffsflache® zu verringern, was zur vielfach beobachteten
Retraktion der Apikaldendriten fUhren konnte. Dieser Versuch der Kompensation
vermehrt erregender Einflisse bei Stress wird zumindest von manchen Forschern
(siehe unten) als mdglicher Grund fur die Atrophie besonders der Apikaldendriten von
CA3-Pyramidenzellen betrachtet. Es ist leicht vorstellbar, dass die Apikaldendriten von
CA3-Pyramidenzellen besonders empfindlich auf Stress reagieren kénnten, da sie den
groRten Anteil der Moosfaser-Synapsen mit den Zellen des Gyrus dentatus bilden
(Bayer 1985, Watanabe, Gould et al. 1992). lhre Atrophie konnte also als
Ausgleichsmechanismus zur gesteigerten Exzitation durch die Moosfasern nach
chronischem Stress dienen (Magarinos, Deslandes et al. 1999). So sollte beachtet
werden, dass die morphologische Reduktion der Apikaldendriten der CAS3-
Pyramidenzellen bei Stress nicht unbedingt als negativ angesehen werden muss, da
sie die, moglicherweise Uberfordernde, Informationsflut auf die Zellen abfangen kénnte
(McKittrick, Magarinos et al. 2000). Auferdem waren beispielsweise die
morphologischen Verdnderungen in dominanten Tieren einer Hierarchie starker
ausgepragt als bei den untergeordneten Tieren, wobei letztere jedoch als starker
gestresst eingestuft wurden und durch den hierarchischen Stress in vielen anderen
Bereichen, wie dem Verhalten, auch weitaus starker geschadigt erschienen, was
letztlich nicht zu erklaren wéare, wenn man den Grad der morphologischen Anderungen
mit dem Grad an erfahrenem Stress und dadurch erfahrener Schadigung gleichsetzen

wirde (McKittrick, Magarinos et al. 2000). Zuletzt fihren McKittrick et al. bezlglich
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ihrer Hypothese der dendritischen Atrophie als Form der natirlichen Stressanpassung
an, dass die unter Stress stattfindenden morphologischen Anderungen grundsatzlich
reversibel sind und somit erhaltene Anpassungsfahigkeit und erhaltene Zellfunktionen
zeigen sowie dass Atrophie und Zellschdden beziehungsweise -tod zeitlich sowie
bezlglich der sonstigen jeweils damit verbunden auftretenden Rahmenbedingungen
deutlich getrennt stattzufinden scheinen (McKittrick, Magarinos et al. 2000). Zum Punkt
der Reversibilitit muss gesagt werden, dass zwar nach zehn Tagen ohne weiteren
Stress die vorher festgestellte Atrophie der CA3-Pyramidenzellen nicht mehr
nachgewiesen werden konnte (Conrad, LeDoux et al. 1999), dass aber mit
Ruckverweis (siehe Kapitel 1.2.2) auf das Match- / Mismatch- und das Kumulative-
Stress-Modell sowie Stresseinwirkungen in besonders sensiblen Phasen, wie
beispielsweise pranatal, bedacht werden sollte, dass sich Stresserfahrungen, auch
wenn morphologisch nicht mehr nachweisbar, so ansammeln kdénnen (Kumulation),
oder in unerwarteter und unbekannter Weise auf eine Person treffen konnen
(Mismatch) oder fur Veranderungen endokrinologischer Stressantworten und damit
eventuell gesteigerter lebenslanger Stressempfindlichkeit (pranatale Phase) sorgen
kénnen, dass durch all diese Faktoren einer Person auch noch lange nach der
eigentlichen Stresserfahrung und trotz Reversibilitdt der dendritischen Atrophie
Schaden drohen konnten. Weiterhin zu betonen ist die von Conrad treffend
zusammengefasste Erkenntnis, dass, selbst wenn man davon ausgeht, dass
dendritische Atrophie an sich keine Pathologie beinhaltet, sie dennoch zu erhdhter
Suszeptibilitat fur gleichzeitige andere negative Ereignisse flhren kann, seien es
Toxine, Krankheiten oder weitere Stresseinflisse, die in der Summe dann durchaus zu
Zellschaden im Hippocampus fuhren konnen (Conrad 2006). Weitere nutzliche
Hinweise, wie die hier vorliegenden morphologischen Veranderungen der Neurone zu
interpretieren sein kdnnten, gibt mir auRerdem das Verhalten der dem Modell zugrunde
liegenden Mause, das von Frau Carina Bodden und Mitarbeitern getestet wurde (siehe
Material und Methoden) (Bodden, Richter et al. 2015). Dabei wurde festgestellt, dass
das Verhalten der KO-M&ause auf signifikant gesteigertes Angstempfinden sowie
weniger Neugierde hindeutete, als beide anderen Genotypen darboten. BB- und AA-
Mause verhielten sich nicht messbar unterschiedlich in ihrem deutlich &ngstlichen und
wenig erkundenden Verhalten. BA-Mause hingegen zeigten sich erstaunlicherweise
neugieriger sowie weniger angstlich als Mause der Life histories AA, AB und teils sogar
der Life history BB. Besonders die frihen Erfahrungen der M&use schienen ihr

spateres Verhalten zu bedingen und wenn diese negativ ausgefallen waren, bei ihnen
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Angstlichkeit auszulosen. Spatere Erfahrungen vermitteln erganzend dazu nur noch
geringumfangliche verhaltenstechnische Anpassungen (Bodden, Richter et al. 2015).
Hierfir koénnte auch von Bedeutung sein, dass die Mause den frihen
Stresserfahrungen nicht entkommen konnten, sie aber bei den spéateren
Stresserfahrungen eine Fluchtmoglichkeit eingerdumt bekamen (Bodden, Richter et al.
2015). Moglicherweise empfanden sie deshalb die spateren Stresserfahrungen als
weniger belastend.

In der Life history BB ohne Stresserfahrungen zeigten sich BB*KO und BB*HET, die
geringere Verflugbarkeit von SERT aufweisen (siehe Kapitel 1.1.6), im Vergleich zu
BB*WT mit signifikant langeren Apikaldendriten. Ein mutmaflich hdherer
beziehungsweise langer wirksamer extrazellularer Serotoninspiegel bei KO und HET
koénnte also beim Fehlen von Stress eventuell die dendritische Verkirzung bremsen.
Dahingegen hatten Neurone in BA*\WT und BA*HET signifikant langere Apikaldendriten
als die Referenz, was erneut dafiir sprechen kénnte, dass diese Mause, die sich als
neugieriger und weniger angstlich gezeigt hatten (Bodden, Richter et al. 2015), den
Stress in ihrer spaten Lebensphase nicht als so belastend empfanden, wie erwartet,
also sie eine gewisse Resilienz aufwiesen. BA*KO-Neurone fielen in ihrer
Apikaldendritenl&nge deutlich zu den anderen Genotypen derselben Life history ab und
zeigten sich signifikant kurzer als BB*WT, was bei ihnen fur geringere Resilienz
sprechen konnte, eventuell aufgrund fehlender Transportkapazitdt tUber SERT.
Uberraschend war allerdings, dass die Apikaldendriten von AB*HET, AB*WT und sogar
AA*WT, alle in ihrer frihen Lebensphase von Stress betroffen, der sich akkumulierte
beziehungsweise mismatchte, signifikant langer waren als die Referenz und AA*WT
sogar der Lange von BA*WT nahezukommen schien. Hinsichtlich Nodes zeigten sich
in mehreren Subpopulationen fur die Life histories AA, teils AB und BA signifikant
kleinere Werte als fir die Referenz BB. Stresseinfliisse reduzierten also signifikant die
Nodes am Apikaldendriten. Je nach Subpopulation waren HET oder KO signifikant
verzweigter als WT, was bei deren schlechterer Ausstattung mit SERT verwunderlich
erscheint, da so die negativen Wirkungen von Serotonin bei Stress langer bestehen
(siehe oben). Ebenso unerwartet war die in einer Subpopulation signifikant starkere
Verzweigung fast aller anderen Subgruppen im Vergleich zur Referenz BB*WT, wobei
BB*KO, BB*HET, BA*HET und AA*WT jeweils circa die doppelte Anzahl an Nodes im
Vergleich zu BB*WT erreichten. Dass BB*HET und BB*KO verzweigter sind als die
Referenz, konnte daflr sprechen, dass, wie bei der Apikaldendritenldange bei

fehlendem Stress, verlangerte Serotoninwirkung von Vorteil sein kodnnte. Unter
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stressigen Lebensbedingungen, wie sie bei AA*WT (ber das ganze Leben vorhanden
waren, scheint eine gute Gen-Ausstattung mit Sert sehr von Vorteil zu sein und die
negativen Folgen des Stresses auf die Apikaldendriten abzumildern (siehe oben), wie
sich bereits bezuglich der Apikaldendritenl&nge zeigte. In einer anderen Subpopulation
ergab sich jedoch eine gegenteilige Verteilung der Nodes mit signifikant weniger Nodes
aller anderen Subgruppen im Vergleich zu BB*WT. Dies ware am ehesten das
Ergebnis, das zu erwarten gewesen wéare, wisste man nicht aus den Verhaltenstests
(Bodden, Richter et al. 2015), dass nicht BB*WT, sondern Mause der Life history BA
am wenigsten angstlich gewesen waren. Die Node-Dichte erwies sich bei Neuronen
aller Life histories mit Stresserfahrungen AA, AB, BA im Vergleich zur Referenz BB als
signifikant hdher, mit den hochsten Werten in der Life history BA. Dagegen ergaben
sich bei der Node-Dichte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen.
Gleich zwei Genotypen der Life history BA, namlich BA*HET sowie BA*KO, wiesen
signifikant gréfRere Node-Dichte-Werte auf als BB*WT, was zu der Hypothese der
groBeren Resilienz in dieser Life history passen konnte. Da die Schéatzungen der
Nodes und Endpunkte aus den jeweils gleichen Subpopulationen stammen und meine
Beobachtung wahrend des Tracens war, dass die Verzweigung eines Dendritenastes
meist zu nur zwei und nicht zu drei oder mehr neuen Asten fiihrt und dementsprechend
zu nur einer begrenzten Mehrzahl an Endungen fiihren dirfte als es Nodes gab, wiirde
eine gewisse Ahnlichkeit dieser Ergebnisse nicht verwundern. Neurone aller anderen
Life histories hatten signifikant weniger Endpunkte als Neurone der Gruppe BB
(ausgenommen AB in einer Subpopulation). HET oder KO zeigten in verschiedenen
Subpopulationen von Neuronen jeweils signifikant mehr Endpunkte als WT. Das
sprache dafiir, dass einerseits BB, andererseits aber Uberraschenderweise auch HET
und KO die Komplexitat inrer Neurone bewahren konnten. Die geschétzten Ergebnisse
der Subgruppen-Analysen mit Neuronen verschiedener Subpopulationen wiederum
zeigten sich tendenziell gegenteilig ausgerichtet. Die Referenzsubgruppe BB*WT
beispielsweise zeigte sich je nach untersuchter Subpopulation unterschiedlich
ausgepragt. In einer Subpopulation wurde BB*WT von fast allen anderen Subgruppen
hinsichtlich Endungen signifikant tbertroffen, in einer anderen Subpopulation hingegen
besalR BB*WT im Vergleich zu fast allen anderen Subgruppen signifikant mehr
Endungen am Apikaldendriten. Man muss sich fragen, ob das Auseinanderweichen der
Ergebnisse fiir Neurone aus verschiedenen Subpopulationen tats&chliche
Unterschiede in der Funktion oder der Reaktion der Neurone zwischen den

Subpopulationen wiederspiegelt, was meines Wissens nach in der Literatur bisher nicht
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untersucht wurde. Dies kdnnte erreicht werden, indem man weitere Subpopulationen
von Neuronen untereinander vergleicht. Das unterschiedliche Verhalten der Spines in
verschiedenen Subpopulationen regt schliel3lich ebenfalls zu diesem Gedanken an.
Neurone der Life history AB hatten signifikant mehr Spines als die der Referenz BB in
der einen Subpopulation, in der anderen hingegen ergab sich eine die anderen Life
histories signifikant Ubertreffende Spine-Zahl von BB. Bei Betrachtung der
verschiedenen Genotypen unterschieden sich die Ergebnisse fir die Subpopulationen,
ebenso wie im Hinblick auf die Life histories, mit zum einen signifikant erhdhter Spine-
Zahl von HET im Vergleich zum WT und zum anderen signifikant niedrigerer Spine-
Zahl von sowohl KO als auch HET verglichen mit WT. BB*WT zeigte sich fir
vollstdndige und relativ vollstandige, groRe Neurone im Vergleich zu den Ubrigen elf
Subgruppen mit der geringsten Spine-Zahl; davon unterschieden sich flinf Subgruppen
signifikant von BB*WT. Die mit Abstand héchste Spine-Zahl entstammte vollstandigen
und relativ vollstandigen, grof3en Neuronen der Subgruppe AB*HET, die damit mehr
als doppelt so viele Spines aufwies wie Neurone der Referenz. Neurone der weiterhin
untersuchten Subpopulation zeigten exemplarisch fir AA*HET, AA*WT, AB*HET
signifikant weniger Spines, was zum frih erfahrenen Stress und der Kumulation
dessen beziehungsweise dem Mismatch passen konnte (siehe Kapitel 1.2.2) und fur
BB*HET, BB*KO, BA*WT, BA*HET jeweils signifikant ansteigende Spine-Zahlen im
Vergleich zur Referenz mit dem Héchstwert fir BA*HET. BB*KO und BB*HET wiirden
damit erneut zu dem Gedanken anregen, dass sich bei nicht vorhandenem Stress eine
geringere Menge an SERT eventuell positiv auswirken konnte und dadurch eine
Atrophie des Apikaldendriten verhindern konnte. BA*WT und BA*HET wiirden mit den
beiden Spine-Hochstwerten die Erwartungen an ihre anscheinend vorhandene
Resilienz in Bezug auf ihr wenig &angstliches Verhalten trotz Stress in ihrer spaten
Lebensphase erfillen (Bodden, Richter et al. 2015). Dass BA*KO, im Vergleich zur
Referenz, signifikant weniger Spines aufwies, koénnte den Stresserfahrungen
geschuldet sein, die seine Neurone, durch ihre stark gehemmte Inaktivierung (siehe
Kapitel 1.1.6) der unter Stress erhohten Serotoninwirkung mit all ihren negativen
Folgen, nicht in der Lage waren, auf anderem Wege abzuhalten, als durch die
Begrenzung ihres Input tUber die Spines (siehe oben). AB*WT-Neurone présentierten
zwar im Vergleich zu BB*WT signifikant mehr Spines, aber dies nur mit insgesamt
geringem zahlenmafligen Unterschied. Beachtet man jedoch den Trend, den die sich
signifikant von der Referenz unterscheidenden Subgruppen mit frihen
Stresserfahrungen AA*HET, AA*WT, AB*HET, AB*WT zeigen, so beobachtet man
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jeweils einen scheinbaren Abfall der Spine-Zahl von WT zu HET, der ebenso der
schlechteren Ausstattung mit dem unter Stress wichtigen SERT von HET im Vergleich
zu WT (siehe oben und Kapitel 1.1.6) geschuldet sein konnte. Im Gruppen- und
Subgruppenvergleich fanden sich beziglich Spine-Dichte trotz signifikanter
Haupteffekte und Interaktion zwischen den Faktoren Life history sowie Genotyp, auch
bei Betrachtung einzelner Abschnitte eines Neurons, keine signifikanten Unterschiede.
Die Spine-Dichte zeigte sich fur BA-Neurone am hodchsten, darauf folgte BB; HET und
WT ahnelten sich und Ubertrafen beide KO. BA zeigte auch im Subgruppenvergleich
insgesamt durchweg die mit am hochsten liegenden Spine-Dichte-Werte fir die
Genotypen. Mit diesen Ergebnissen hatten BA und BB sowie HET und WT hinsichtlich
zu erwartender Spine-Dichte passend zu ihren mafigen, spat im Leben auftretenden
Stresseinflissen sowie, dank hoherer SERT-Verflgbarkeit, eventuell besser zu
kompensierenden Stresserfahrungen (siehe oben und Kapitel 1.1.6) abgeschnitten,
wenn die Ergebnisse Signifikanz erreicht hatten, was sie aber nicht taten.

In den Schatzungen der unterschiedlichen gefragten Variablen fir die verschiedenen
Radienzonen zeigten sich, beim Vergleich entsprechender Radien, lediglich
augenscheinlich in manchen Fallen zwischen den Referenzen und den jeweils anderen
Life history- oder Genotyp-Gruppen etwaige Unterschiede, die aber keine Signifikanz

erreichten, statistisch gesehen also nicht relevant waren.

4.2 Diskussion der Methodik

Mithilfe der Hard- und Software des Neurolucida-Systems (siehe Kapitel 2.3) war es
mir maoglich, die Apikaldendriten mdglichst realitdtsnah als 3D-Modelle abzubilden.
Somit hatte ich einen Vorteil gegeniiber der vormaligen meist 2D-Rekonstruktionen
(Fitch, Juraska et al. 1989), bei denen ein gewisser Informationsverlust durch die
Projektion dreidimensionaler Strukturen in eine zweidimensionale Ebene nicht
ausgeschlossen war.

Die Apikaldendriten-Gesamtlangen zwischen verschiedenen Neuronen-Populationen
der CA3-Region schienen sich teilweise stark zu unterscheiden. Um ein Beispiel zu
nennen, wird die gesamte Neuronen-Population, die in die statistischen Auswertungen
aufgenommen wurde und 191 Neurone enthielt, aber bezlglich der Variable Lange
weder signifikante Haupteffekte noch Interaktion aufwies, hinsichtlich ihrer
Apikaldendriten-Gesamtlange betrachtet. In dieser Gesamt-Population fanden sich

eine minimale Apikaldendriten-Gesamtlange von 858 um sowie eine maximale
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Apikaldendriten-Gesamtlange von 5408 um, was eine Unterscheidung um den Faktor
6,3 zeigt. Wenn man die weiteren minimal und maximal erreichten Werte fir die
einzelnen untersuchten Variablen betrachtet, die im gesamten Kollektiv von 191
Neuronen auftraten, scheint sich die Aufteilung in Subpopulationen, sodass jeweils
ahnliche Neurone miteinander verglichen werden koénnen, als sinnvoll zu erweisen. Die
nachfolgenden Angaben dienen nur der Ubersicht und wurden aufgrund oft fehlender
Signifikanz fur Haupteffekte bzw. Interaktion fur die weitere Auswertung meist nicht
verwendet. Im Gesamtkollektiv zeigten sich pro Neuron zwischen 7 — 41 Nodes, 8 — 44
Endpunkte, 365 — 6269 Spines, 0,283 — 1,773 Spines / um und 0,365 — 1,827 Nodes /
100 pum. Auch die Beachtung der Tatsache, dass signifikante Haupteffekte und
Interaktionen vermehrt in Subpopulationen und nicht dem Gesamtkollektiv aufgedeckt
werden konnten, sprache dafir, eine Aufteilung durchzufihren. Was jedoch weiterer
Untersuchungen bedarf, sind die eventuell vorhandenen morphologischen
Veranderungen innerhalb verschiedener Entfernungen vom Soma, die ich in der Sholl-
Analyse betrachtete. Auf den ersten Eindruck schienen teilweise Unterschiede
vorhanden zu sein, die aber keine Signifikanz erlangten. Moglicherweise sollten die
Radien-Abstande in der Sholl-Analyse anders gewahlt werden oder héhere Fallzahlen
in die Untersuchungen eingehen, damit sich signifikante Unterschiede offenbaren.
Sicherlich benottigen die durch Schéatzungen erhaltenen negativen Zahlen im
Schatzungs-Modell eine Erklarung, wie sie zustande kommen und zu interpretieren
sind, namlich eher als niedrige, positive Werte, die im fraglichen Konfidenzintervall
enthalten sein mussten. Auch in diesen Fallen kdnnten hohere Fallzahlen oder kleine
Veranderungen des statistischen Schatzungs-Modells hilfreich sein, um treffendere
Schatzungen zu ermdéglichen. Die bereits mehrfach erwdhnte Aufteilung der Neurone
in Subpopulationen ermdglichte einerseits, signifikante Ergebnisse aufzudecken, wo
sich sonst keine Signifikanzen gezeigt hatten, flhrte aber andererseits auch dazu, dass
bei den Schatzungen zu den unterschiedlichen Variablen jeweils verschiedene
Subpopulationen von Neuronen zugrunde lagen. Als ich diese Aufteilung vornahm,
ging ich davon aus, dass die Vergleichbarkeit der Subpopulationen untereinander
gegeben sei und wenn morphologische Verdnderungen an den Apikaldendriten
stattgefunden hatten, diese gleichermal3en an beispielsweise grof3en wie kleinen
Neuronen geschehen waren, nur in grél3enbedingt eventuell etwas anderem Abstand
zum Soma. Ich konnte zum Beispiel die Variable Lange statistisch gesehen am besten
in der Subpopulation der vollstandigen, kleinen Neurone untersuchen, Spines hingegen

boten die aussichtsreichsten Ergebnisse teils aber auch innerhalb der als grof
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eingeschétzten Neurone. Bei solch unterschiedlichen Subpopulationen muss also
genau darauf geachtet werden, welche Neurone man gerade betrachtet, damit nicht
Spine-Zahlen der grofRen Neurone in Beziehung zur L&nge der kleinen Neurone
betrachtet werden. Weiterhin war es, auf3er bei der Variable Nodes, nicht immer
moglich und statistisch gesehen sinnvoll, die Gesamtwert-Schatzungen der Neurone
und die Schétzungen je Neuronen-Radius in der jeweils selben Subpopulation
auszuwerten. Deswegen konnen sich die Ergebnisse der Gesamtwertschatzungen und
die der Radien-Schatzungen etwas unterscheiden. Spater fiel jedoch zudem auf, dass
die Ergebnisse in verschiedenen Subpopulationen teils auseinanderwichen, sodass es
ebenfalls interessant sein konnte, zu untersuchen, ob sich mdglicherweise manche
Neuronen-Subpopulationen als Reaktion auf Stress morphologisch unterschiedlich
verhalten konnten (siehe Kapitel 4.1). Zusatzlicher Erkenntnisgewinn kénnte auch aus
dem Testen gegen eine andere Referenz bezogen werden. Ein moglicher Kandidat
hierflir ware beispielsweise die Life history-Gruppe BA, die sich in den Verhaltenstests
von Bodden et al. durch augenscheinlich hohe Resilienz auszeichnete (Bodden,
Richter et al. 2015).

4.3 Kernaussagen und Ausblick
Letztlich zeigte sich also eine Ubereinstimmung mit bisherigen morphologischen
Untersuchungen zur Apikaldendriten-Atrophie in  CA3-Pyramidenzellen unter
Stresseinfluss (siehe Kapitel 4.1) im Hinblick auf die Nodes. Tatséchlich waren die
Neurone von Mausen ohne Stresserlebnisse signifikant verzweigter. Die in anderen
Studien aufgetretene reduzierte Spine-Dichte (siehe Kapitel 4.1), konnte ich durch
meine Untersuchungen nicht replizieren, jedoch zeigen meine absoluten Spine-Zahlen
fir die Apikaldendriten von Mausen mit Stresserleben in einer bestimmten
Subpopulation von Neuronen durchaus signifikante Verminderungen der Spines.
Schlussendlich erscheint aber auch die Hypothese plausibel, dass die in
Verhaltenstests als besonders wenig angstlich und vielmehr neugierig erscheinenden
Méause der Life history BA - was durchaus als eine gewisse Resilienz gegen das
vorhandene Stresserleben gedeutet werden kénnte (Bodden, Richter et al. 2015) - sich
auch morphologisch anhand ihrer Neurone als widerstandsféhig erweisen kdnnten, mit
trotz Stresserleben wenig ausgepragter oder fehlender Atrophie ihrer Apikaldendriten.
Diese Hypothese, wie es scheint, bestatigend, prasentierten sich BA-Neurone mit

signifikant langeren Apikaldendriten als Neurone von Mausen komplett ohne
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Stresserleben; zuséatzlich mit signifikant mehr Nodes pro 100 um Apikaldendritenléange
als bei BB-Mausen und auch insgesamt der scheinbar héchsten Node-Dichte; zwar
signifikant weniger Spines als BB, jedoch mit nur minimalem zahlenmafigen
Unterschied und somit gemeinsam mit BB an der Spitze der Spine-Zahlen des
Apikaldendriten stehend, zumindest in einer der ausgewahlten Subpopulationen.
Weiterhin zeigte die Gruppe BA die hdchste Spine-Dichte, was aber verglichen mit der
Referenz BB keinen signifikanten Unterschied ausmachte. Bei also teils nicht erreichter
Signifikanz dieser Ergebnisse und in Untersuchungen anderer Variablen oder anderer
Subpopulationen dazu verschieden lautender Erkenntnisse, muss noch eine grindliche
Prifung der Hypothese in weiteren Untersuchungen erfolgen. Die Anzahl der Spines
lieferte als einzige der untersuchten Variablen - und dies auch nur in einer bestimmten
Neuronen-Subpopulation - Ergebnisse, die zum Abgleich mit einigen bereits erwahnten
Stress-Modellen (siehe Kapitel 1.2.2) hilfreich sein koénnten. In dieser Subpopulation
unterschieden sich sowohl BA, AB und AA mit jeweils zu BB fortschreitend
ausgepragter Reduktion ihrer Spines am Apikaldendriten mit dem niedrigsten Wert bei
AA. Daraus kodnnte sich eine besondere Belastung und entsprechende Vulnerabilitét
von AA aufgrund von kumulativem Stress ableiten; doch auch Mismatch-Erfahrungen
sorgten in geringerem MalRe fir diese Reduktion, wovon die Gruppe AB mit bereits
frihem Stresserleben stérker betroffen war als BA mit erst spaten Stresserfahrungen.
BB mit der in dieser Subpopulation signifikant hdchsten Anzahl an Spines konnte die
Resilienz von Individuen repréasentieren, die in inrem Leben keinem Stress ausgesetzt
waren und nur Erfahrungen machten, die zu ihrem bereits gesammelten
Erfahrungsschatz passten und damit ein Match aufwiesen (siehe Kapitel 1.2.2). Es
sollten weitere morphologische Untersuchungen durchgefiihrt werden, um zu
Uberprifen, ob dies auch fur gréRere Neuronen-Populationen und andere Variablen
gelten koénnte. Aufféllige Muster der Atrophie zeigten sich weiterhin bei Betrachtung der
Variable Apikaldendriten-Gesamtlange fir BB*WT, BB*HET, BB*KO und BA*WT,
BA*HET, BA*KO. BB*HET und BB*KO zeigten jeweils eine zu BB*WT signifikant
ansteigende Lange des Apikaldendriten. Dies regt die Uberlegung an, ob nicht bei
fehlendem Stress und dementsprechend niedrigeren extrazellularen
Serotoninkonzentrationen sowie einer verstarkten Wirkung von Serotonin tber 5-HTR 4
mit trophischen Wirkungen auf die Apikaldendriten (siehe Kapitel 4.1), eine langere
Wirkzeit von Serotonin aufgrund geringerer Mengen von SERT bei HET und KO (siehe
Kapitel 1.1.6) dem Erhalt der Dendritenlange besonders forderlich sein konnte. BA*WT
sowie BA*HET hatten signifikant l&angere Apikaldendriten und BA*KO signifikant
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kirzere Apikaldendriten als BB*WT. Der Theorie entsprechend, dass bei Stress
schadlich hohe Serotoninkonzentrationen entstehen und diese - neben anderen - durch
viele Mechanismen zur erleichterten Erregung der Neurone durch Glutamat beitragen,
was zur dendritischen Atrophie flhrt (siehe Kapitel 4.1), trat nur bei BA*KO eine
vergleichsweise Dendriten-Verkirzung auf, da ohne SERT eine verlangerte
Serotoninwirkung die Folge ist (siehe Kapitel 1.1.6). BA*HET und BA*WT hingegen
konnen bereits durch mindestens eine Gen-Kopie des wildtypischen Sert (Kim, Tolliver
et al. 2005) die bei Stress Uberwiegend negative Serotoninwirkung (siehe Kapitel 4.1)
schneller beenden. Ein ahnliches und ebenso signifikantes Atrophie-Muster ergab sich
auch fur die Anzahl der Spines am Apikaldendriten in einer Subpopulation. Aul3erdem
traf man - zumindest fur die Life history BB mit zugeordneten Genotypen - wieder eine
ahnliche und signifikante Atrophie-Form beziiglich Anzahl der Nodes und der
Endpunkte in einer bestimmten Subpopulation an. Aufgrund der beobachteten
unterschiedlichen Morphologie der Apikaldendriten von CA3-Pyramidenzellen des
Hippocampus von Mausen, vor dem Hintergrund ihrer verschiedenen
Lebensgeschichten bezlglich Stresserfahrungen und in Kenntnis ihres jeweils
zugrunde liegenden Sert-Genotyps, kann in einem Versuch der Ubertragung der
gewonnenen Erkenntnisse auch auf den Menschen durchaus der Vermutung
zugestimmt werden, dass Stresseinflisse die Vulnerabilitdt von Neuronen und damit
auch die Vulnerabilitat fur psychische Erkrankungen erhéhen kdénnen, besonders bei
gering vorhandenen Mengen an SERT. Ebenfalls zutreffend scheint aber auch, dass
trotz Stress, solange am Anfang des Lebens positive Erfahrungen standen und
ausreichende Gen-Ausstattung mit SERT gegeben ist, hohe Widerstandsfahigkeit
bestehen kann und dass selbst geringe SERT-Level nicht unweigerlich zu hoher
Vulnerabilitat fihren muissen. Im Gegenteil kdnnen sie bei nicht vorhandenem Stress
durch Verlangerung der dann Uberwiegend positiven Serotoninwirkungen fir grof3ere

Resilienz gegen psychische Erkrankungen sorgen.

96



5 Zusammenfassung

Chronischer Stress hat negative Folgen, die sich im Verhalten und auf neuronaler
Ebene auRern kénnen. Als besonders stressempfindlich gelten die Neurone der dritten
Region des hippocampalen Ammonshorns CA3. Sie reagieren auch im bereits
ausgereiften Zustand noch sehr sensibel auf aulRere Einflisse, was als neuronale
Plastizitdt bezeichnet wird. Sie erfahren unter anderem durch Stress und Serotonin
morphologische und funktionelle Veranderungen. Serotonin-Transporter wahren das
Serotonin-Gleichgewicht, indem sie dessen Wirkung schlieBlich  durch
Wiederaufnahme in die Zellen beenden. Polymorphismen, also verschiedene Gen-
Varianten, bedingen Unterschiede in der Zahl der verfigbaren Transporter. Dieses
Wechselspiel zwischen Gen-Varianten des Serotonin-Transporters und Stress wurde
an Serotonin-Transporter-Knockout-Mausen untersucht. Einige Mause erfuhren bereits
frih im Leben Stress, der entweder anhielt oder im spateren Leben positiven
Erfahrungen wich; weitere M&use hingegen machten in frihen Lebensabschnitten
positive Erfahrungen, die sich spater entweder fortsetzten oder durch
Stresserfahrungen ersetzt wurden. Nach Durchfihrung von Verhaltenstests wurde
zudem in deren Golgi-imprégnierten Gehirnen die Morphologie der Apikaldendriten von
CA3-Kurzschaft-Pyramidenzellen  lichtmikroskopisch  untersucht und in  3D-
Computermodellen abgebildet. Aufgrund regionaler Eigenheiten innerhalb von CA3
wurden diese Neurone verschiedenen Subpopulationen zugeordnet. Tatsachlich
konnten mithilfe der Kombination aus vier verschiedenen Lebensgeschichten und drei
unterschiedlichen Serotonin-Transporter-Genotypen Unterschiede in der Morphologie
der CA3-Pyramidenzellen zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden. Ohne
Stresserleben zeigten sich die Neurone meist signifikant verzweigter; nach
Stresserleben zeigten sich, zumindest in einer bestimmten Subpopulation, signifikante
Verminderungen der Spines. Mause mit zwei oder einem wildtypischen Serotonin-
Transporter-Allel und ausschlieB3lich spaten aversiven Erfahrungen hatten signifikant
lAngere Apikaldendriten als die Referenz mit zwei wildtypischen Allelen und ohne
Stresserfahrung; homozygot Serotonin-Transporter-defiziente M&use der gleichen
Lebensgeschichte hatten zur Referenz signifikant verkirzte Apikaldendriten. Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass Stress in Verbindung mit genetisch bedingt
geringen Mengen des Serotonin-Transporters durchaus eine erhéhte Vulnerabilitat fur
psychische Erkrankungen bedingen konnte, aber dass ausschlie3lich spate
Stresserfahrungen bei hoheren Mengen des Serotonin-Transporters auch protektiv

wirken kdnnten.
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| Abklrzungsverzeichnis

Abkulrzung Erlauterung

5-HIAA 5-Hydroxyindol-Essigsaure

5-HTR Serotonin-Rezeptor (mit Subtypen)

A Lebensphase mit widrigen Lebensumstanden

AA frihe und spéate Lebensphase mit widrigen Umstanden

AB frihe Lebensphase mit widrigen, spate Lebensphase mit wohltuenden
Umsténden

ACTH Adrenokortikotropes-Hormon

AL Losung A

AMPA Alpha-Amino-3-Hydroxy-5-Methylisoxazol-4-Propionséure

B Lebensphase mit wohltuenden Lebensumstanden

BA frihe Lebensphase mit wohltuenden, spate Lebensphase mit widrigen
Umstanden

BB frihe und spate Lebensphase mit wohltuenden Umstanden

B, Losung B

CA Cornu ammonis (mit Subregionen)

CA3pv posteroventraler Anteil von Cornu ammonis 3

CA3pvd dorsaler, posteroventraler Anteil von Cornu ammonis 3

(siehe auch pvd)

CA3pvm mittiger, posteroventraler Anteil von Cornu ammonis 3

(siehe auch pvm)



CA3pwv

(siehe auch pwv)

Co

CRF

DNA

GABA

GLP-1

GLUT4

GR

GT

GT*Rad

HET

HPA-Achse

Kl

KO

LAT1 (SLC7A5)

LH

ventraler, posteroventraler Anteil von Cornu ammonis 3

Losung C

Corticotropin Releasing Factor; Kortikotropin-Freisetzender-Faktor

Deoxyribonucleic Acid; Desoxyribonukleinséaure

Gamma-Aminobuttersaure

Glukagon-ahnliches Peptid 1

Glukose-Transporter 4

Glukokortikoid-Rezeptor

Genotyp

Interaktion aus (variablem) Genotyp und (variablem) Radius

Mause heterozygot beziglich des Serotonin-Transporter-Knockout-
Allels

Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse

Konfidenzintervall

Mause homozygot bezlglich des Serotonin-Transporter-Knockout-
Allels

langes humanes Serotonin-Transporter-Allel

Grol3e-Neutrale-Aminosaure-Transporter 1

Life history; Lebensgeschichte



LH*GT Interaktion aus (variabler) Life history und (variablem) Genotyp

LH*Rad Interaktion aus (variabler) Life history und (variablem) Radius
LTP Langzeit-Potenzierung

MAO Monoamino-Oxidase

MAO-A Monoamino-Oxidase-Subtyp-A

MAO-B Monoamino-Oxidase-Subtyp-B

MBF MicroBrightField

MR Mineralokortikoid-Rezeptor

mRNA messenger Ribonucleic Acid; Boten-Ribonuklein-Saure

MSB Multiple-Synapsen-Bouton

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NMRI Naval Medical Research Institute

PSD Postsynaptic Density; Postsynaptische Verdichtungszone
PSD-95 Postsynaptic Density Protein 95; Protein 95 der postsynaptischen

Verdichtungszone

pvd dorsaler, posteroventraler Anteil von Cornu ammonis 3
(siehe auch CA3pvd)

pvm mittiger, posteroventraler Anteil von Cornu ammonis 3
(siehe auch

CA3pvm)

PVN Nucleus paraventricularis



pwv ventraler, posteroventraler Anteil von Cornu ammonis 3

(siehe auch CA3pvv)

Rad Radius

Rad 30 Radius 30 pm

Rad 360 Radius 360 pm

S kurzes humanes Serotonin-Transporter-Allel

SAM Sympathikus-Nebennierenmark-Achse

SBP Serotonin-bindendes-Protein

SEM Standardfehler des Mittelwertes

SERT/ SLC6A4 humanes Gen fir den Serotonin-Transporter

Sert/ Slc6a4 murines Gen fur den Serotonin-Transporter

SERT Serotonin-Transporter

SNP Single Nucleotid Polymorphism; Einzelnukleotid-Polymorphismus
SNRI Serotonin Noradrenalin Reuptake Inhibitor; Serotonin-Noradrenalin-

Wiederaufnahmehemmer

SSRI Selective Serotonin Reuptake Inhibitor; Selektiver Serotonin-

Wiederaufnahmehemmer

TPH Tryptophan-Hydroxylase
TPH1 Tryptophan-Hydroxylase-Isoform 1
TPH2 Tryptophan-Hydroxylase-Isoform 2

UGT UDP-Glucuronosyltransferase



UGT-1A6 UDP-Glucuronosyltransferase-Subtyp 1A6

VMAT1 (SLC18A1) Vesikularer-Monoamin-Transporter-1

VMAT-2 (SLC18A2)  Vesikularer-Monoamin-Transporter-2

WT Mause homozygot bezuglich des wildtypischen Serotonin-Transporter-
Allels
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