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1 Einleitung

Die Auswirkungen rezidivierender Stressbelastung stellen ein zunehmendes gesund-
heitsékonomisches Problem dar. In diesem Sinne konnte eine Erhebung der ,Deut-
schen Rentenversicherung Bund“ eine stressbedingte Finschriankung der Arbeits-
fahigkeit bei einem Anteil von iiber 30% der arbeitenden Bevolkerung feststellen
(Bethge et al., 2008). Umso wichtiger ist es, Grundlagen und Folgen rezidivierender
Stressbelastung weiter zu erforschen, mit dem Ziel, neue Erkenntnisse zu neuro-
biologischen Zusammenhéngen, Praventionsmoglichkeiten und Therapieoptionen zu
gewinnen.

Besondere Bedeutung fiir das Risiko im weiteren Lebensverlauf somatisch und
vor allem psychisch zu erkranken, scheint wiederholter Stress in der friithkindlichen
Lebensphase zu haben. Schlieflich konnte vielfach gezeigt werden, dass die Gehirn-
entwicklung und somit auch Adaptation des Gehirns an dufere Umstinde mit der
Geburt bei weitem nicht abgeschlossen ist. Mit logarithmischem Verlauf ist vor allem
in den ersten beiden Lebensjahren (und weiter bis zur Adoleszenz) eine Zunahme
von weifser und grauer Hirnsubstanz mit raschem Fortschreiten der Myelinisierung,
von Synaptogenese und synaptischer Plastizitét zu verzeichnen (Tau und Peterson,
2010). Dabei ist einerseits von einer gewissen genetischen Determination der friih-
kindlichen Gehirnentwicklung auszugehen. Andererseits diirften eben auch Umwelt-
einfliisse — im Sinne einer ,Programmierung* des Gehirns und damit einer Anpas-
sung und Vorbereitung des Individuums an im weiteren Lebensverlauf zu erwartende
Bedingungen — eine Rolle spielen. So kann wiederholter friihkindlicher Stress, d.h.
eine auf widrige, aversive Umweltbedingungen zuriickzufiihrende, wiederholte Bedro-
hung der Homdéostase, im weiteren Lebensverlauf intensitdtsabhingig zu Resilienz
gegeniiber in der Realitdt nicht vermeidbarem Stress mit Aufrechterhaltung (Allo-
stase) oder rascher Wiederherstellung der Homdoostase oder aber zur Entwicklung
physischer und psychischer Erkrankungen fiithren. Letzteres wird durch zahlreiche
Untersuchungen bekréftigt. So konnte gezeigt werden, dass wiederholter Stress im
Kindesalter, hervorgerufen durch Missbrauch und andere traumatische Erfahrungen,
die Suszeptibilitat fiir Depressionen, Angsterkrankungen, Drogenmissbrauch, antiso-
ziales Verhalten und Suizidalitdt erhoht (McCauley et al., 1997; Heim und Nemeroff,
1999; Nemeroff, 2004; Shea et al., 2005; Susman, 2006). Andererseits jedoch kann
wiederholter Stress — vermutlich intensitatsabhéngig — im friihkindlichen Lebensal-
ter offenbar auch die Entwicklung von Resilienz begiinstigen, wie an Totenkopfaffen
gezeigt werden konnte (Lyons et al., 2010). In Ubereinstimmung hiermit fiihren die
Gaben verschieden hoher Corticosteron-Dosen iiber einen Zeitraum von zehn Tagen

(als Imitation einer wiederholten Stressbelastung) an zwei Gruppen von Cd1-Méausen



zu einem positiven (niedrigere Dosierung) bzw. negativen (héhere Dosierung) Effekt
auf die Resilienz im spéteren Leben (Macri et al., 2009). Andererseits konnen sich
auch dezidiert positive Umweltbedingungen im Sinne einer (in Mafen) komplexen
stimulierenden Entwicklungsumgebung, wie in zahlreichen tierexperimentellen Stu-
dien gezeigt, auf die spéitere Resilienz von Versuchstieren auswirken (Fox et al.,
2006).

Die friihkindliche Plastizitdt und damit Anpassungsfihigkeit des Gehirns ist somit
einerseits moglicherweise als ,;window of opportunity” zu sehen: Umweltbedingungen
kénnen sich offenbar in einer Weise auf das friihkindliche Gehirn auswirken, die einer
,Programmierung” des Gehirns, solchen Bedingungen auch im weiteren Lebensver-
lauf im evolutionsbiologischen Sinne eines ,,Survival of the fittest” optimal gewachsen
zu sein, gleichkommt. Dabei sind verstidndlicherweise auch ,,Fehlprogrammierungen”,
bedingt durch Divergenzen friihkindlicher und spéaterer Umweltbedingungen, mog-
lich. (Macri und Wiirbel, 2006) Andererseits muss die friihkindliche Lebensphase
offenbar auch als ,;window of vulnerability” gesehen werden: So konnen widrige, aver-
sive Umweltbedingungen mit wiederholter Stressexposition in dieser Zeit auch Ursa-
che fiir Pathologien im spéteren Lebensverlauf sein. (Marco et al., 2011) Die exakten
Auswirkungen wiederholter Stressexposition in der frithkindlichen Lebensphase auf
Gehirnentwicklung sowie neuro- und verhaltensbiologische Konsequenzen sind nach
wie vor nicht génzlich aufgeklirt. Dies ist insbesondere insofern bedauernswert, da
weiterer Erkenntnisgewinn auf diesem Gebiet moglicherweise Préaventionsstrategien
und Therapieoptionen fiir den Menschen begriinden kénnte.

Ziel dieser Arbeit ist es, den bisherigen Ausfiihrungen entsprechend, die Folgen
positiver bzw. widriger/aversiver Umweltbedingungen mit rezidivierender Stress-
belastung im Tierversuch weiter aufzukldren. Hierfiir wurden Versuchstiere unter-
schiedlichen Haltungsbedingungen unterworfen, welche fiir die Imitation entspre-
chender Umweltbedingungen geeignet erscheinen. Neben den Auswirkungen auf den
Phénotyp mittels Darstellung der behavioralen Konsequenzen mit Hilfe etablierter
Verhaltenstestung wurden insbesondere die neurobiologischen Folgen, entsprechend
0.g. ,Programmierung®, von wiederholtem friihkindlichem Stress evaluiert. Hierfiir
wurden mittels Genexpressions-Analysen die Auswirkungen auf das Corticotropin-
releasing Hormone (CRH)-System, das Neuropeptid Y (NPY)- sowie das Neuropep-
tid S (NPS)-System untersucht. Natiirlich sind auch Auswirkungen der genannten
Bedingungen auf andere Hormone/Neurotransmitter anzunehmen. Hier wéren bei-
spielhaft die Gruppe der Melanocortine sowie Leptin und Serotonin zu nennen. Aus
Kapazitiatsgriinden konnten diese im Rahmen dieser Arbeit jedoch leider keine Be-

achtung finden.



1.1 Corticotropin-releasing Hormon-System

Das CRH-System umfasst verschiedene Interaktionen und Feedback-Mechanismen,
an deren Spitze das unter anderem in parvozelluliren Neuronen des Nucleus pa-
raventricularis des Hypothalamus gebildete CRH steht, welches in verschiedenen
Gehirnregionen im Rahmen einer Stressantwort freigesetzt wird. Das CRH steht
an der Spitze der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren (HHN)-Achse und sti-
muliert die Freisetzung des adrenocorticotropen Hormons (ACTH) in der Adenohy-
pophyse. ACTH wiederum stimuliert die Freisetzung der Glucocorticoide Cortisol
(Mensch) bzw. Corticosteron (Nagetier) in der Nebennierenrinde. (Thorsell, 2010)
Die Effekte der Stressachse sind — wie grundsétzlich von Selye 1950 beschrieben —
hauptséchlich in einer Mobilisierung von Glucose und Fettsduren, Steigerung ce-
rebraler und muskulidrer Perfusion, Alteration von Blutdruck, Herzfrequenz, Kor-
pertemperatur und Immunsystem zu sehen (Carrasco und Van de Kar, 2003). Im
Sinne eines negativen Feedbackmechanismus inhibieren Cortisol/Corticosteron die
Freisetzung von CRH und ACTH durch Bindung an Glucocorticoidrezeptoren (GR)
in Hypothalamus bzw. Adenohypophyse. (Kapoor et al., 2006) Auch der dem limbi-
schen System zugehorige Hippocampus scheint fiir die Inhibierung der HHN-Achse
eine bedeutende Rolle zu spielen. In diesem Sinne exprimieren die Zellen des Gy-
rus dentatus des Hippocampus GR und Mineralocorticoidrezeptoren (MR). Binden
Glucocorticoide an diese Rezeptoren auf Granularzellen des Gyrus dentatus, so iiben
diese exzitatorische Effekte auf Pyramidalzellen der CA3-Region aus, welche ihrer-
seits exzitatorisch auf Pyramidalzellen der CA1-Region des Hippocampus einwirken.
Letztgenannte Zellen wiederum erregen Pyramidalzellen des Subiculum, welche ab-
schlieftend inhibitorisch auf die HPA-Achse einwirken. (Schoenfeld und Gould, 2011)
Die Entwicklung des Hippocampus ist dabei mit der Geburt nicht, bzw. je nach Spe-
zies mehr oder weniger abgeschlossen. Dies bedeutet, dass nicht nur prénatal son-
dern auch postnatal individuelle Modifikationen des Hippocampus, im Sinne der o.g.
yProgrammierung”, moglich sein diirften. So konnten vielfach Effekte wiederholter
Stressbelastung auf Zellproliferation, neuronale Differenzierung und Zelliiberleben
in Gyrus dentatus, CAl- und CA3-Region des Hippocampus in verschiedenen Spe-
zies gezeigt werden (Stein-Behrens et al., 1994; Gould et al., 1998; Ferragud et al.,
2010; Joéls et al., 2004; Phillips et al., 2006; Schoenfeld und Gould, 2011). Die be-
obachteten Effekte sind dabei keineswegs einheitlich (Review siehe Schoenfeld und
Gould, 2011). Ob ,positive* oder ,negative“ Effekte zu verzeichnen sind mag dabei
von der Intensitit der jeweiligen Stressoren, der untersuchten Spezies und anderen
Faktoren abhéngen.

CRH und seine beiden G-Protein gekoppelten Rezeptoren (CRHR1 und CRHR?2)



konnen in zahlreichen weiteren Gehirnregionen detektiert werden. In den Amyg-
dalae, welche ebenso dem limbischen System zugerechnet werden und Afferenzen
aus dem Hypothalamus erhalten, wird CRH — wie auch im Hypothalamus — im
Rahmen der Stressantwort freigesetzt. (Gray und Bingaman, 1996; Shekhar et al.,
2005; Thorsell, 2010) Dabei scheint der zentrale, anxiogene Effekt von CRH haupt-
sichlich durch die Amygdalae mediiert zu werden, da Lésionen der Amygdalae,
nicht aber Lisionen des Hypothalamus die Anxiogenitit von CRH verhindern (Li-
ang et al., 1992). Andererseits scheinen CRHerge Efferenzen der Amygdalae die
HPA-Achse aktivieren zu konnen, wie anhand spezifischen CRH-Knockdowns im
Nucleus centralis Amygdalae (héchste Konzentration CRH-produzierender Zellen
nach dem Hypothalamus) gezeigt werden konnte (Callahan et al., 2013).

Offenbar wird die Anxiogenitit des CRH dabei durch den CRHR1 vermittelt
(Contarino et al. 1999; Miiller und Wurst, 2004). So fiihren Knockout, medikamen-
tose Antagonisierung oder Inhibierung der CRHR1-Expression im Tierversuch zu
verminderter Angstlichkeit (Timpl et al., 1998; Skutella et al., 1998; Deak et al.,
1999). Die Bedeutung des CRHR2 ist demgegeniiber weniger klar (Carrasco und
Van de Kar, 2003). So fiihrt die Deletion des CRHRZ2 in Méausen zu verstérkter
Angstlichkeit in diversen Verhaltenstests (Kishimoto et al., 2000). Der Einsatz des
CRHR2-Antagonisten ,Antisauvagine-30“ hingegen produziert anxiolytische Effekte
(Takahashi et al., 2001).

Der Nucleus dorsomedialis des Hypothalamus scheint ebenfalls eine Rolle in Stress-
verarbeitung und Angstlichkeit zu spielen (File et al., 1999; Canteras et al., 2002).
Dabei diirfte der CRHR1 von entscheidender Bedeutung sein, was u.a. durch In-
jektion von CRH bzw. des CRHR1-Antagonisten ,Antalarmin“ (Anxiolyse) gezeigt
werden konnte (Silva et al., 2014). Im Frontalcortex von Wistar Kyoto Ratten wurde
eine verstirkte Expression des CRHR1 in Folge von Stressbelastung nachgewiesen
(O’Malley et al., 2014). Im Globus pallidus (Teil der Basalganglien) hingegen scheint
der CRHR1 anxiolytische Effekte zu mediieren (Sztainberg et al., 2011).

CRHR1 und CRHR2 werden auberdem in der Raphe dorsalis, Teil des Hirn-
stamms und wichtigster Ursprungsort serotonerger Neuronen, exprimiert. In niedri-
ger Dosierung scheint CRH hier iiber CRHR1 inhibitorisch auf serotonerge Neuronen
einzuwirken, in hoherer Dosierung iiber CRHR2 jedoch exzitatorisch (Lukkes et al.,
2008). Dabei scheint Stress eine Verdnderung der Verteilung der beiden Rezeptoren
zu bewirken: Da CRHR1 durch akuten Stress einen Shift von der Plasmamembran
der exprimierenden Zellen ins Zellinnere erfihrt, verdndert sich das Verhéltnis der
Rezeptoren auf der Membran (weiter) zu Gunsten von CRHR2 (Waselus et al.,
2009). Auf diese Weise werden behaviorale Konsequenzen von Stress durch CRH



auch {iber die Raphe dorsalis vermittelt, da sich steigende Aktivitit des Serotonin-
Systems u.a. iiber den Nucleus accumbens negativ auf Impulsivitit, Aggression und
Motivation auswirken diirfte (Lukkes et al., 2008).

In Ubereinstimmung mit den tierexperimentell gewonnenen Erkenntnissen konn-
ten in klinischen Studien an Probanden, welche im frithen Kindesalter wiederholt
negativen Erfahrungen ausgesetzt waren, ein verringertes Hippocampusvolumen, er-
hohte CRH-Spiegel im Liquor cerebrospinalis sowie eine erhohte Glucocorticoidsen-
sitivitdt (als Hinweis auf eine verdinderte GR-/MR-Ausstattung im Hippocampus)
detektiert werden (Review: Heim et al., 2008). Patienten mit Depression weisen
ebenso erhohte CRH-Spiegel im Liquor cerebrospinalis auf (Widerlov et al., 1988).

Allerdings ist die Rolle von CRH, CRHR1 und CRHR2 im Rahmen von Stressant-
wort und Resilienz nach wie vor nur unzureichend erforscht. Ziel dieser Arbeit ist
es dementsprechend, die Auswirkungen positiver bzw. negativer Umweltbedingun-
gen auf die Expression von CRH, CRHR1 und CRHRZ2 tierexperimentell weiter

aufzuklaren.

1.2 Neuropeptid Y-System

Auch dem Neuropeptid Y (NPY)-System scheint eine bedeutende Rolle im Rah-
men der Stressantwort zuzukommen. Das NPY, welches u.a. als potentes orexigenes
Neuropeptid bekannt ist, sowie die G-Protein gekoppelten NPY-Rezeptoren NPYRI,
NPYR2, NPYR4 und NPYRS5 konnen in zahlreichen Regionen des Gehirns detek-
tiert werden, u.a. in den Nuclei arcuatus und paraventricularis des Hypothalamus,
in Amygdala, Hippocampus, Raphe dorsalis und Nucleus accumbens. (Redrobe et
al., 2002) Das NPY scheint im ZNS dabei dem CRH entgegengesetzte, antidepres-
sive und anxiolytische Eigenschaften zu haben (Heilig et al., 1989; Redrobe et al.,
2005). Dabei scheinen die anxiolytischen /antidepressiven Eigenschaften des NPY im
ZNS am ehesten durch NPYR1, aber auch durch NPYR5 vermittelt zu sein, wih-
rend der prasynaptische autoinhibitorische NPYR2 sowie der NPYR4 eher anxioge-
ne/depressiogene Effekte mediieren diirften (Heilig et al., 1993; Sajdyk et al., 2002;
Sajdyk et al., 2004; Morales-Medina et al., 2010). So fiihrt die Injektion von NPY
in die Amygdala von Versuchstieren iiber den NPYR1 zu Anxiolyse, was durch den
Einsatz des NPYR1-Agonisten ,p[Leu3! Pro*|NPY* gezeigt werden konnte (Heilig
et al., 1993). In Tiermodellen fiir Depression hat die Infusion von NPY in die CA3-
Region des Hippocampus antidepressive Effekte, welche durch die gleichzeitige Ga-
be des NPYR1-Antagonisten ,,BIBO3304% nicht jedoch durch die gleichzeitige Gabe
des NPYR2-Antagonisten ,BIIE0246“ blockiert werden kénnen. Auch die alleinige
Verabreichung von ,[Leu®' Pro*|PYY* (NPYRI1- und NPYR5-Agonist) oder ,BI-



[E0246* vermittelt hierbei antidepressive Effekte. (Ishida et al., 2007) Die intraven-
trikulére Applikation von NPY fiihrt bei NPYR1-Knockout M&ausen nicht zu Anxio-
lyse (Karlsson et al., 2008). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine mittels viraler
Vektoren induzierte NPY - sowie eine NPYR1-Uberexpression im Hippocampus eine
reduzierte Angstlichkeit von Versuchstieren bedingen. (Lin et al., 2010; Olesen et al.,
2012) Knockout des NPYR2 fiihrt zu einem anxiolytischen, antidepressiven Verhal-
tensprofil (Carvajal et al., 2006). Ebenso zeigen NPYR/-Knockout-Tiere reduzierte
Angstlichkeit und Depressivitit (Painsipp et al., 2008). Intraventrikulire Applika-
tion des NPYR5-Agonisten ,,[cPP(1-7),NPY(19-23),Ala(31),Aib(32),Gln(34)| hPP*
fithrt ebenso zu Anxiolyse (Sgrensen et al., 2004).

Das NPY- und das CRH-System scheinen eng verkniipft zu sein. Im Sinne eines
negativen Feedbacks zur Unterbrechung/Abschwichung von CRH-Effekten wird von
einer Freisetzung von NPY nach Stress-bedingter Freisetzung von CRH ausgegan-
gen, was eine Bedeutung des NPY fiir Stress-Verarbeitung und -Resilienz nahelegt
(Heilig, 2004; Morales-Medina et al., 2010). So konnte gezeigt werden, dass direkte
Administration von CRH in den Nucleus paraventricularis des Hypothalamus do-
sisabhéingig einen Anstieg des NPY-Spiegels ebendort bewirkt (Morris und Pavia,
1998). Ferner scheint einmaliger akuter Stress NPY mRNA-Expression in der Amyg-
dala zwar zu supprimieren (Thorsell et al., 1998), wiederholter Stress jedoch mit
einer Upregulierung von priapro-NPY mRNA und NPY selbst in der Amygdala ein-
herzugehen (Thorsell et al., 1999). Injektion von NPY in die basolaterale Amygdala
scheint auferdem CRH-Effekte zu inhibieren und eine Resilienz gegeniiber Stres-
soren zur Folge zu haben. So zeigen entsprechend vorbehandelte Ratten reduzierte
Angstlichkeit nach Urocortin I-Injektion (CRHR-Agonist) und ,Restraint Stress“.
(Sajdyk et al., 2006; Sajdyk et al., 2008) Aukerdem konnte gezeigt werden, dass ei-
ne intraperitoneale Injektion von NPY den Spiegel des neurotrophen ,Brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) im Hypothalamus verringern kann (Gelfo et al., 2011).
Da Stress BDNF mRNA-Expression im Hypothalamus zu induzieren (Rage et al.,
2002) und andererseits intracerebroventrikuldre BDNF-Injektion die HHN-Achse zu
aktivieren scheint (Givalois et al., 2004), konnte das NPY auch auf diesem Wege die
Stress-Antwort modifizieren (Gelfo et al., 2011). Andererseits scheint das NPY die
Stress-Achse auch direkt beeinflussen zu konnen. So existieren NPYerge Efferenzen
vom Nucleus arcuatus zum Nucleus paraventricularis des Hypothalamus (i et al.,
2000). Diese Verbindung scheint insbesondere bei Nahrungsrestriktion/Fasten akti-
viert zu werden (Dube et al., 1992) und Nahrungsaufnahme zu stimulieren, wihrend
CRH hier gegenteilige, anorexigene Effekte ausiibt (Heinrichs et al., 1993). Die Frei-

setzung von NPY im Nucleus paraventricularis stimuliert aufferdem die Freisetzung



von ACTH und Corticosteron (Inoue et al., 1989; Albers et al., 1990).

Im Tiermodell fiir posttraumatische Belastungsstérung (PTBS) konnte eine Down-
regulation des NPY in Hippocampus und Amygdala festgestellt werden, wihrend
die Gabe von NPY PTBS-Symptome abschwéchen zu kénnen scheint (Cohen et al.,
2012). In klinischen Untersuchungen an Patienten mit Depression konnten reduzierte
NPY-Spiegel im Liquor cerebrospinalis sowie im Plasma detektiert werden (Hashi-
moto et al., 1996; Hou et al., 2006). Behandlung mit selektiven Serotonin-Reuptake
Inhibitoren hingegen scheint sich auf den NPY-Spiegel im Liquor cerebrospinalis
positiv auszuwirken (Nikisch et al., 2005). Ferner existieren offenbar Variationen
des NPY-Gens, welche den Triger zu einer geringeren NPY-Expression pradispo-
nieren. Diese liegen in Patienten mit Depression im Vergleich zur Gesamtbevolke-
rung gehiuft vor. (Mickey et al., 2011) Die Bedeutung des NPY fiir Stress-Resilienz
unterstreichend kénnen auch in PTBS-Patienten geringere NPY-Spiegel im Liquor
cerebrospinalis detektiert werden als in gesunden Probanden (Sah et al., 2009).

Da also das NPY-System eine Rolle im Rahmen von Stressverarbeitung und
-resilienz zu spielen scheint, ist es Ziel dieser Arbeit, die Auswirkungen positiver
bzw. negativer Umweltbedingungen auf die Expression von NPY, NPYRI1, NPYR2

und NPYRS tierexperimentell weiter aufzuklédren.

1.3 Neuropeptid S-System

Eine bedeutende Rolle im Rahmen der Stressantwort scheint auch das Neuropeptid
S (NPS)-System zu spielen. NPS Prékursor-mRNA wird im Hirnstamm im Bereich
des Locus coeruleus, des Nucleus principalis nervi trigemini sowie des Nucleus para-
brachialis lateralis exprimiert. Expression des G-Protein gekoppelten Rezeptors des
NPS (NPSR, codierendes Gen: NPSR1) kann vor allem in den Nuclei olfactorii, in
Amygdala, Subiculum (Teil des Hippocampus), Raphe dorsalis, Thalamus und Hy-
pothalamus detektiert werden. (Okamura und Reinscheid, 2007; Clark et al., 2011;
Leonard und Ring, 2011) Wie an ménnlichen C57bl/6-Mé&usen gezeigt werden konn-
te, scheint das NPS einerseits positiv auf Lokomotion, Wachheit und Gedéchtnis
einzuwirken und andererseits anxiolytische Eigenschaften zu haben (Xu et al., 2004;
Han et al., 2009). Aufserdem scheint das NPS anorexigen wirksam zu sein (Beck
et al., 2005). Das NPS konnte ferner als Stimulator der HHN-Achse identifiziert
werden. In diesem Sinne konnten positive Effekte des NPS auf CRH, ACTH und
Corticosteron gezeigt werden. (Smith et al., 2006) Andererseits scheint CRH iiber
CRHR1 NPS-exprimierende Neuronen im Locus coeruleus zu aktivieren, was eine
Freisetzung des NPS u.a. in der Amygdala zur Folge haben kénnte. Auf diese Weise

konnte das NPS im Sinne eines negativen Feedbacks zumindest den anxiogenen Teil



der Stress-Antwort abschwéchen. (Jiingling et al., 2012) Allerdings ist die Physiolo-
gie des NPS insgesamt nur unzureichend aufgeklirt, wobei das NPS als Modulator
diverser Neurotransmittersysteme fungieren diirfte (Gardella et al., 2013).

In klinischen Studien konnte eine Korrelation einer NPSR1-Genvariante mit der
Entwicklung einer Panikstorung gefunden werden (Domschke et al., 2011). Inwieweit
sich wiederholter friihkindlicher Stress auf die Expression von NPS und NPSR1
auswirkt, ist bislang noch nicht untersucht. Dabei konnte das NPS-System sowohl
fiir eine verstarkte Vulnerabilitidt gegeniiber Stressoren, als auch fiir die Entwicklung
einer Stress-Resilienz eine Rolle spielen. Ziel dieser Arbeit ist es dementsprechend,
die Auswirkungen positiver bzw. negativer Umweltbedingungen auf die Expression

des NPSR1 tierexperimentell zu untersuchen.

1.4 Maternal Separation

Aus verschiedenen Griinden (siehe auch Diskussion) ist die Ubertragbarkeit von
tierexperimentell gewonnenen Erkenntnissen auf den Menschen limitiert. Dennoch
ist eine tierexperimentelle Herangehensweise zur Untersuchung der Auswirkungen
rezidivierender Stressbelastung unumgénglich, ein Wissensgewinn auf diesem Gebiet
kénnte sonst kaum erreicht werden. Als Versuchsobjekte bieten sich dabei Ratten
und Mé&use an, welche unter kontrollierten Bedingungen in vergleichsweise grofier
Zahl gehalten werden konnen.

Als Imitation wiederholter friihkindlicher Stressbelastung hat sich im Tierver-
such das Konzept der ,Maternal separation” (MS) bewéhrt. Dabei handelt es sich
um eine meist in den ersten beiden Lebenswochen vollzogene, i.d.R. mehrtigige
und auf ein bis drei Stunden téglich begrenzte rdumliche Trennung von Muttertier
und Nachkommen. Schlieflich ist die Nachkommenschaft aus mehreren Griinden
(Nahrungsaufnahme, Wérme, Regulation der Korperfliissigkeiten) vom Muttertier
abhéingig (Gubernick und Alberts, 1983), eine Abwesenheit des Muttertieres stellt
somit einen Stressor dar. Untersuchungen an Ratten, welche einem MS-Protokoll un-
terworfen wurden, zeigen in entsprechenden Phénotypisierungstestungen (u.a. Open
Field-Test (OF), Elevated Plus-Maze (EPM), s.u.) vermehrte Angstlichkeit (Vermei-
dungsverhalten) dieser Versuchstiere (Kalinichev et al., 2002; Aisa et al, 2008; Marco
et al., 2011; Li et al., 2013). Demgegeniiber sind die Folgen von MS im Mausmodell
weniger klar, die Studienlage ist hier widerspriichlich. Romeo et al. (2003) konn-
ten in OF und EPM gesteigerte Angstlichkeit von MS (Tag 1-9, 3h) unterworfenen
méannlichen C57bl/6-Mausen nachweisen. Weibliche Mause dieses Stamms zeigten
im selben Versuch hingegen nur dann ein reduziertes Explorationsverhalten im OF,

wenn sie sich in einer bestimmten Phase ihres Sexualzyklus befanden (Romeo et al.,



2003). An ménnlichen Cd1-Mausen konnte ein verstiarktes Explorationsverhalten im
EPM nach MS (Tag 2-14, 3h) nachgewiesen werden (Venerosi et al., 2003). Auch
eine einmalige 24-stiindige Separation kann zu verstdrktem Explorationsverhalten
im EPM, jedoch nicht zu signifikanten Unterschieden im Barnes Maze (s.u.) fithren
(Fabricius et al., 2008). Weiterhin konnten in C57bl/6 nach MS (Tag 0-9, 3h) hohere
Corticosteron-Spiegel als Reaktion auf einen akustischen Stressor detektiert werden
als in nicht-separierten Vergleichstieren (Parfitt et al., 2004). Eine weitere Studie an
C57bl/6-Miusen konnte paradoxerweise reduzierte Angstlichkeit in der Light-Dark
Box (LDB, s.u.) bei verstirktem Explorationsverhalten im OF nach MS (Tag 1-14,
3h) feststellen (Savignac et al., 2011). Millstein und Holmes (2007) fanden keine
klaren Konsequenzen von MS (Tag 0-13, 3h) fiir das Verhalten (in EPM, LDB, OF)
von Versuchstieren mehrerer Mausstdmme (129s1/SvimJ, 129p3/J, A/J, Balb/cJ,
Balb/CbyJ C57bl/6J, Dba/2J, Fvb/NJ).

Auf neurobiologischer Ebene kann als Folge von MS in Ratten u.a. eine vermehrte
basale Expression von CRHR1 in Hypothalamus, bzw. post-Stress in prifrontalem
Cortex und Hippocampus sowie eine post-Stress vermehrte Expression von CRHR2
in der Amygdala detektiert werden (O’Malley et al., 2011). Auferdem konnte an
Ratten gezeigt werden, dass MS erhohte basale Plasmacorticosteron-Spiegel, eine
verminderte GR-Dichte im Hippocampus sowie eine erh6hte CRH mRNA-Dichte im
Nucleus paraventricularis bedingen kann (Aisa et al., 2008; Rivarola et al., 2008). In
C57bl/6-Méausen konnte in Folge von MS eine Reduktion der Neuronenzahl im Gyrus
dentatus des Hippocampus detektiert werden (Fabricius et al., 2008). Weiterhin fan-
den Horii-Hayashi et al. (2013) in C57bl/6-Mé&usen als Folge von MS (Tag 1-14, 3h)
verdnderte Expressionsraten des proto-onkogens c¢-Fos (als Indikator neuronaler Ak-
tivitdt) in verschiedenen Gehirnregionen (u.a. CAl- und CA3-Region des Hippocam-
pus). In diesem Sinne scheinen MS unterworfene Versuchstiere durch entsprechende
frithkindliche ,Programmierung® (durch MS-induzierten, wiederholten Stress) ein
veridndertes ,Stress-System® aufzuweisen und kdnnen so Stressoren gegeniiber im
weiteren Lebensverlauf vulnerabler sein als die entsprechenden Vergleichstiere.

Auch das NPY-System scheint durch MS beeinflusst werden zu kénnen. So konn-
te in Sprague-Dawley Ratten, welche einem MS-Protokoll unterworfen worden wa-
ren, im Vergleich zu Kontrolltieren geringere NPY-Immunoreaktivitdt im Hippocam-
pus, jedoch vermehrte NPY-Immunoreaktivitidt im Hypothalamus detektiert werden
(Jiménez-Vasquez et al., 2001). Aukerdem scheint das NPY-System eine wesentliche
Rolle fiir die neurobiologischen Konsequenzen der MS zu spielen. In diesem Sinne
konnten Schmidt et al. (2008) reduzierte Plasma-Corticosteronspiegel, erhéhte CRH
mRNA- sowie erh6hte GR mRNA-Spiegel im Nucleus paraventricularis in NPY de-



fizienten Mausen im Vergleich zu NPY ,wild-type* Mausen nach achtstiindiger MS
feststellen. Ferner kann sich MS moglicherweise positiv auf den weiteren Gewichts-
verlauf und die Entwicklung von Ubergewicht auswirken (Miki et al., 2013). Der
Vollstandigkeit halber soll nicht unerwahnt bleiben, dass auch Effekte der MS auf
das Serotonin-System gezeigt werden konnten. In diesem Sinne konnte in C57bl/6-
Ma&usen unter MS-Bedingungen eine Reduktion von Tryptophanhydroxylase 2- und
Serotonintransporter-mRNA in der dorsalen Raphe dorsalis und ventralis festge-
stellt werden (Own et al., 2013). Auch in Ratten fithrt MS zu Verdnderungen des
Serotonin-Systems (Lee et al., 2007; Xue et al., 2013).

Jedoch ist auch der gegenteilige Effekt von MS, d.h. eine Resilienz gegeniiber
Stressoren, moglich, wie am Beispiel von Totenkopfaffen, welche nach MS geringere
Angstlichkeit und geringere Cortisolspiegel aufwiesen, gezeigt werden konnte (Le-
vine und Mody, 2003; Lyons et al., 2010). Auch an Nagetieren konnte eine solche
Stressresilienz nach MS gezeigt werden. Entscheidend scheint hier die Léange der
Separation zu sein. So konnten in C57bl/6-M#usen nach zehnminiitiger MS (,,Hand-
ling“, Tag 0-9) geringere Corticosteron-Spiegel als Reaktion auf einen akustischen
Stressor detektiert werden als in nicht-separierten Vergleichstieren (Parfitt et al.,
2004). Auch wiesen Nmri-M&use nach fiinfzehnminiitiger MS (Tag 1-14) geringere
Angstlichkeit im EPM als Kontrolltiere auf (Moles et al., 2004).

Die Vorteile der MS als Imitation einer widrigen /aversiven Umweltbedingung und
zur Erzeugung wiederholter Stressbelastung im Tiermodell liegen in der vergleichs-
weise einfachen Durchfiihrbarkeit; ein umfangreiches Handling der sehr jungen und
somit auch vulnerablen Versuchstiere ist nicht notwendig. Auch scheint die Heran-
gehensweise vergleichsweise wenig artifiziell, ist doch eine langere Abwesenheit des
Muttertieres von der Nachkommenschaft zumindest bei Nagetieren auch in der Na-
tur, z.B. zur Nahrungssuche, moglich und dient den anfangs nestgebundenen Nach-
kommen méglicherweise als Indikator der Widrigkeit der bestehenden Umweltbedin-
gungen. Dennoch ist die Ubertragbarkeit mittels MS gewonnener Versuchsergebnisse
auf den Menschen — insbesondere bei Einsatz von Nagetieren als Versuchsobjekte —
aus verschiedenen Griinden eingeschrinkt. So scheinen die Auswirkungen von MS im
Nagetiermodell in gewissem Ausmal vom Verhalten des Muttertieres abzuhéngen.
Nach der Trennung scheinen die Muttertiere durch verstiarktes Fiirsorgeverhalten ge-
geniiber der Nachkommenschaft die Auswirkungen der Separation — zumindest bis zu
einem gewissen Grad — abschwéchen zu kénnen. MS und maternales Fiirsorgeverhal-
ten scheinen sich somit entgegengesetzt auf die Nachkommen auszuwirken. (Macri
und Wiirbel, 2006) Dementsprechend korreliert maternales Fiirsorgeverhalten ne-

gativ mit ACTH-Spiegel, Corticosteron-Anstieg post-Stress und hypothalamischer
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EE Standard MS
Stress durch Umweltbedingungen

Abbildung 1: Mit zunehmender Widrigkeit der Umweltbedingungen (x-Achse) neh-
men die Auswirkungen auf die Stress-Achse (rote Kurve) der Versuchs-
tiere zu. Maternales Fiirsorgeverhalten (blaue Kurve) kann dies bis zu

einem gewissen Grad abschwichen. Modifiziert nach Macri und Wiir-
bel, 2006.

CRH mRNA-Expression sowie positiv mit hippocampaler GR mRNA-Expression
(Liu et al., 1997). Es ist also davon auszugehen, dass neben der MS-Dauer (und
anderen unvermeidbaren Stressoren) insbesondere auch das Ausmafl an maternalem
Fiirsorgeverhalten bedeutenden Einfluss auf den spéiteren Phénotyp der Nachkom-
men haben diirfte (sieche Abbildung 1). Welches Gewicht die einzelnen Faktoren
dabei haben, diirfte aufserdem in bedeutendem Mafe von Gattung, Art und Stamm
der Versuchstiere abhéingen, was die Auswahl eines geeigneten Protokolls zuséitzlich
erschwert.

Eine weitere Einschriankung der Nutzung von Nagetieren zur Untersuchung von
frither wiederholter Stressbelastung scheint in einer in Mausen und Ratten in den
ersten Lebenstagen (in Mausen Tag 1-12) physiologischerweise verminderten Re-
sponsivitit auf Stressoren zu liegen (Schmidt et al., 2005; Parker et al., 2006). In
diesem Sinne fiihrt die Exposition mit einem milden Stressor in Cd1-Mausen an Le-
benstag 18 zu einem deutlichen Anstieg von ACTH und Corticosteron, an Lebens-
tag 9 hingegen lediglich zu einem geringen Anstieg dieser Hormone (Schmidt et al.,
2009). Diese ,stress hyporesponsive period (SHRP) diirfte am ehesten auf einen in
diesem Zeitraum verstirkten, GR vermittelten negativen Feedback der Stress-Achse
zuriickzufithren sein (Schmidt et al., 2005). Maternales Fiirsorgeverhalten scheint fiir

die SHRP dabei wesentlich zu sein: So konnte gezeigt werden, dass maternales Fiir-
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sorgeverhalten negativ mit post-Stress ACTH und Corticosteron-Spiegel und positiv
mit hippocampaler GR mRNA Expression und Glucocorticoid-Feedbacksensitivitit
korreliert (Liu et al., 1997). Moglicherweise stellt die SHRP bei Nagetieren einen
gewissen Schutz vor einer Fehlanpassung (s.0.) der Nachkommen dar. So kénnen
beispielsweise — in freier Wildbahn vermutlich unabdingbare — Abwesenheiten des
Muttertieres vom Nest bis zu einem gewissen Maf ohne Konsequenzen (auf neu-
ronaler Ebene und fiir den spéteren Phénotyp) toleriert werden, auch durch eine
Zunahme maternalen Fiirsorgeverhaltens post Separationem (Millstein und Holmes,
2007). Die Ubertragbarkeit mittels MS an Nagern gewonnener Resultate einschriin-
kend scheint eine solche SHRP in Primaten, die i.d.R. nicht nestgebunden sind, nicht
zu existieren. Auch scheint MS in Primaten zwar zu Stress-Resilienz im spéteren
Leben fiihren zu konnen, jedoch nicht mit einer Zunahme des maternalen Fiirsorge-
verhaltens post Separationem verbunden zu sein. (Parker et al., 2006; Lyons et al.,
2010)

Trotz der genannten Einschrinkungen kann das Konzept der MS bei durchdachter
Anwendung dennoch fiir die Imitation einer widrigen/aversiven Umweltbedingung
zur Erzeugung wiederholter Stressbelastung und zur Erforschung von deren Aus-
wirkungen genutzt werden, wie in zahlreichen Studien belegt werden konnte (siehe
z.B. Romeo et al., 2003; Aisa et al., 2008; Li et al., 2013; Own et al., 2013; Nishi et
al., 2014). Andererseits sind jedoch weitere Untersuchungen der Suszeptibilitiat der
verschiedenen Mausstdmme fiir MS und die Eruierung der verhaltens- und neuro-

biologischen Konsequenzen dringend erforderlich.

1.5 Environmental Enrichment

Wie oben bereits angedeutet, konnen sich auch dezidiert positive Umweltbedingun-
gen giinstig auf die Entwicklung von Resilienz auswirken. Dies legt die Untersuchung
der Auswirkungen einer entsprechenden Haltungsbedingung auf Phénotyp und Gen-
expression im Vergleich zu MS nahe, umso mehr, da davon auszugehen ist, dass Ver-
suchstiere auch unter Standardhaltungsbedingungen, welche sich ja deutlich von den
natiirlichen Lebensbedingungen der Tiere unterscheiden, einer gewissen Stressbelas-
tung ausgesetzt sind. Als alleinige Vergleichsgruppe fiir die Untersuchung wieder-
holter Stressbelastung sind Standardhaltungsbedingungen somit nur eingeschrinkt
geeignet. (Laviola et al., 2008) Entsprechend sollte also (zusétzlich zu Standardhalte-
bedingungen) eine Gruppe gebildet werden, deren Haltungsbedingungen den natiir-
lichen Lebensbedingungen der Tiere im Rahmen der technischen Moglichkeiten am
nichsten kommen. Hierfiir hat sich das Konzept des ,Environmental Enrichment®

(EE) vielfach bewéhrt. Als ,enriched” im Vergleich zu Standardhaltebedigungen gel-
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ten Haltungsbedingungen dann, wenn sie grofere Kéfige, mehrere Tiere pro Kifig
und damit die Mdoglichkeit zur sozialen Interaktion sowie die Ausstattung der Ka-
fige mit regelmébig auszutauschenden Spielobjekten (Tunnel, Laufrader usw.) und
Nestbaumaterial vorsehen (van Praag et al., 2000).

Untersuchungen der behavioralen Auswirkungen von EE in Mausen und Rat-
ten konnten mehrheitlich Stressresilienz, reduzierte Angstlichkeit sowie verbessertes
Lernen und Gedéchtnis von unter EE-Bedingungen gehaltenen Versuchstieren zei-
gen (van Praag et al., 2000; Leggio et al., 2005; Fox et al., 2006): So konnten Huang
et al. an C57bl6-Méausen mittels Barnes Maze einen positiven Effekt von EE auf
rdumliche Gedédchtnisleistungen nachweisen (Huang et al., 2007). Weiterhin wurden
mittels EPM negative Auswirkungen von EE auf die Angstlichkeit von Long-Evans
Ratten (Galani et al., 2007), Balb/C-Mé&usen und C57bl/6-Méusen (Chapillon et
al., 1999) festgestellt. Auferdem konnten an Méusen (C57bl/6) antidepressive Ef-
fekte von EE detektiert werden (Llorens-Martin et al., 2007; Xu et al., 2009). Das
Explorationsverhalten von Mausen (Cfl ménnlich, C57bl/6 weiblich) im Open Field
wird durch EE positiv beeinflusst (Kazlauckas et al., 2011; Kobilo et al., 2011).

Auf neuronaler Ebene diirfte dies einerseits auf eine vermehrte Expression von
GR in den Regionen CAl und CA2 des Hippocampus und damit auf einen verstark-
ten negativen Feedbackmechanismus der HPA-Achse zuriickzufiihren sein (Olsson
et al., 1994). Andererseits diirften eine beschleunigte neuronale Entwicklung und
GABAerge Neurotransmission sowie vermehrte Synaptogenese im Gyrus dentatus
und in den Regionen CA1l und CA3 des Hippocampus eine Rolle spielen (Kem-
permann et al., 1997; van Praag et al., 2000; Olson et al., 2006; Llorens-Martin et
al., 2007; He et al., 2010; Liu et al., 2012). Auferdem konnte dem anxiolytischen
Effekt von EE eine verminderte Expression des CRHR1 in der basolateralen Amyg-
dala zugrunde liegen (Sztainberg et al., 2010). Hippocampale BDNF-Spiegel werden
durch EE positiv beeinflusst (Branchi et al., 2006; Kazlauckas et al., 2011). Wei-
terhin werden die Expressionsraten zahlreicher Gene im Striatum, deren Produkte
Zell-Proliferation /-Differenzierung und Signaltransduktion beeinflussen, durch EE
modifiziert (Thiriet et al., 2008). Der Vollsténdigkeit halber sei erwihnt, dass EE
die stressbedingte Freisetzung von Dopamin und die Dopamin-Rezeptordichte im
préifrontalen Cortex zu reduzieren scheint (Segovia et al., 2008; Del Arco et al.,
2007), und dass offenbar auch das Endocannabinoid-System (El Rawas et al., 2011)
sowie das Serotonin-System in Frontalcortex und Striatum (Brenes et al., 2008) so-
wie Hippocampus (Rasmuson et al., 1998) durch EE modifiziert werden konnen.
Ferner konnten Auswirkungen von EE auf die Expressionsraten zahlreicher cortica-
ler Gene, deren Produkte DNA /RNA-Synthese, Signaltransduktion und neuronales
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Wachstum beeinflussen, gezeigt werden (Rampon et al., 2000).

Es ist dabei nicht auszuschliefsen, dass die Auswirkungen von EE in bedeuten-
dem Umfang auf eine durch Kéfiggrofe und stimulierende Objekte verstarkte Lo-
komotion der Versuchstiere zuriickzufiihren sind (van Praag et al., 2000; Kobilo et
al., 2011). Schlieklich scheint sich korperliche Aktivitdt per se positiv auf die syn-
aptische Plastizitit u.a. im Gyrus dentatus auszuwirken (Christie et al., 2008). So
konnte in C57bl/6-Mausen ein Anstieg hippocampaler BDNF mRNA nach sowie ein
anxiolytischer /antidepressiver Effekt von Laufradaktivitit gezeigt werden (Duman
et al., 2008). Andererseits konnten Effekte von EE auch unabhéngig von hippo-
campaler Neurogenese nachgewiesen werden (Meshi et al., 2006). Die Auswirkungen
von EE diirften weiterhin in bedeutendem Mafe von Spezies und Stamm der einge-
setzten Versuchstiere abhéingen (van de Weerd et al., 1994). Aufserdem scheint die
Dauer der EE-Bedingungen eine wesentliche Bedeutung fiir die Auswirkungen auf
den Phénotyp von Versuchstieren zu haben; eine minimale Dauer von drei Wochen
scheint sinnvoll zu sein (Leger et al., 2014). Auch fiir EE existiert, ebenso wie fiir
MS, kein einheitliches Protokoll. Bei einem FEinsatz von EE sollte jedoch darauf ge-
achtet werden, dass eine ,,Uberstimulation® durchaus entgegengesetzte Effekte auf
Versuchstiere haben kann (Fox et al., 2006).

Die Nutzung von EE-Bedingungen als Vergleichsgruppe diirfte auch auf Grund
folgender Uberlegungen sinnvoll sein: Wie bereits erwiihnt sind Standardhaltungs-
bedingungen als durchaus artifiziell zu betrachten und konnen fiir die Versuchstiere
eine gewisse Stressbelastung darstellen. Dies trifft natiirlich auch auf die Mutter-
tiere der eigentlichen Versuchstiere zu, welche diesen haltungsbedingten Stress be-
reits wahrend der Graviditdt an den ungeborenen Nachwuchs weitergeben diirften.
So konnte in zahlreichen tierexperimentellen Studien — wie oben bereits erwihnt
— gezeigt werden, dass prinataler maternaler Stress und damit eine Belastung des
Foetus mit Glucocorticoiden zu lebenslang messbaren Alterationen der neuroendo-
krinen Funktionalitiit und des Verhaltens (gesteigerte Angstlichkeit, Einschrinkung
von Lernen und Gedéchtnis), von Metabolismus und Immunsystem sowie zu struktu-
rellen Verdnderungen zahlreicher Gehirnregionen fiithren kann (Kapoor et al., 2006;
Darnaudéry und Maccari, 2008; Weinstock, 2008). Die sich in entsprechenden Verhal-
tenstestungen im weiteren Lebensverlauf durch gesteigerte Angstlichkeit #uRernde,
verstirkte Stressreaktivitit diirfte dabei zum einen auf eine verédnderte Expression
von GR und MR sowie eine Verlangsamung des Zellaustauschs im Hippocampus
zuriickzufithren sein (Kapoor et al., 2006; Darnaudéry und Maccari, 2008; Baque-
dano et al., 2011). Zum anderen scheint prénatal eine Alteration der plazentaren

11-beta-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 2, welche die Ubertragung maternalen
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Cortisols auf den Foetus normalerweise verhindert, eine Rolle zu spielen (Bertram
et al., 2002; Kapoor et al., 2006; Seckl und Holmes, 2007). Was in freier Wildbahn
fiir eine Anpassung der Nachkommenschaft an zu erwartende Umweltbedingungen
durchaus sinnvoll sein diirfte, kann unter tierexperimentellen Bedingungen also zu ei-
ner ungewollten Prigung der Versuchstiere fiihren und so die Interpretierbarkeit der
Resultate erschweren. Diese Hypothek kann durch den Einsatz eines EE-Protokolls
eventuell vermieden werden, da EE die Effekte prianatalen Stresses auf Verhalten und
neurobiologische Konsequenzen moglicherweise nivellieren kann (Morley-Fletcher et
al., 2003).
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Abbildung 2: Versuchsablauf schematisch. w = weiblich, m = ménnlich.

2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Um eine ausreichende Anzahl an Versuchstieren gleichen Alters zu erhalten, wurden
in 15 Kéfigen jeweils zwei weibliche mit einer ménnlichen Maus (alle im Alter von
sechs bis acht Wochen) des Cdl-Stammes verpaart, welcher wegen seiner in zahl-
reichen Studien offenbarten Suszeptibilitit fiir Umwelteinfliisse ausgewéhlt wurde
(Enthoven et al., 2008a; Enthoven et al., 2008b; Macri et al., 2009; Martini et Val-
verde, 2011; Venerosi et al., 2003). Nach einer Verpaarungszeit von einer Woche
wurden die ménnlichen Cd1-Mé&use aus den Kéfigen, welche zuféllig den drei Hal-
tungsgruppen EE, MS und Standard zugeordnet wurden, entfernt. Durch tégliche
Kontrollen wurden in weiterer Folge Wurfdatum und -gréfse protokolliert. Alle 310
Jungen wurden im Zeitraum von Tag 19 bis 23 nach Beginn der Verpaarung geboren.
Bis auf ein Junges erreichten alle den Tag des Absetzens (Trennung vom Mutter-
tier), welcher auf 20 Tage nach Geburt festgelegt wurde. Um die ,experimenter’s
bias“ mdglichst gering zu halten, wurden alle human-animal Interaktionen auf drei
Personen beschriankt. Das deutsche Tierschutzgesetz (insbesondere §§7-9) sowie die
EU-Richtlinie 2010/63/EU wurden stets strengstens befolgt. Das Versuchsvorhaben
wurde unter dem Aktenzeichen 55.2-2532-92 /12 durch die Regierung von Unterfran-
ken genehmigt. Die grundsétzliche Versuchsstruktur ist in Abbildung 2 dargestellt.
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2.2 Haltungsbedingungen
2.2.1 Standard

Als Kéfige wurden ausschlieflich Makrolon Typ II1 Kéfige mit einer Grundfliche von
ca. 900cm? verwendet. Diese wurden bis zu einer Héhe von 3-4 ¢cm mit Sdgespénen
angefiillt. Die Standardhaltungskafige wurden auferdem mit drei bis sechs Lagen
einfacher Zellstofftiicher und zwei unbedruckten Standardeierschachteln fiir sechs
Eier (jeweils Deckel oder Boden) als Nistmaterial versehen. In zweiwtchentlichen
Absténden erfolgten Wechsel von Kifigen und Nistmaterial. Auferdem wurden die
Kéfige mit einer Wasserflasche versehen, welche wochentlich gewechselt wurde, sowie
mit ausreichend Futter. Die Standardhaltungsgruppe wird im Folgenden synonym
auch als Kontrollgruppe (KON) bezeichnet. Bis zum Tag des Absetzens wurden —
wie auch in den beiden anderen Haltungsgruppen — jeweils zwei Muttertiere mit

Nachkommenschaft in einem Kéfig gehalten.

2.2.2 Environmental Enrichment

Die Kifige dieser Haltungsgruppe (EE) wurden ebenso mit Sigespanen und Zellstoff-
tiichern, jedoch nur mit einer Standardeierschachtel (Deckel oder Boden) versehen.
Auferdem wurden die Kéfige entweder mit zwei kleinen (Holzleitern, mit Gléckchen
versehene Spiegel, Holzzylinder) oder einem grofen (Laufrider, Holzréhren, Hol-
zwippen, Holzdédchern) Spielobjekt ausgestattet. Im wochentlichen Abstand wurden
die Spielobjekte gegen andere ausgetauscht, im zweiwtchentlichen Abstand erfolgten

aufserdem Wechsel von Kéfigen und Nistmaterial.

2.2.3 Maternal Separation

Die Versuchstiere dieser Gruppe (MS) waren denselben grundsétzlichen Haltungs-
bedingungen unterworfen wie die Tiere der Kontrollgruppe. Jedoch wurden die MS-
Tiere ab Tag zwei post natum iiber insgesamt drei Wochen téglich fiir drei Stunden
(von ca. 11 bis 14 Uhr) vom Muttertier separiert. Hierfiir wurde die gesamte Nach-
kommenschaft mit bestehendem Nest dem Heimkéfig entnommen und in Makrolon
Typ II Kéfige iiberfiihrt. Um die fehlende Kérperwérme des Muttertieres zu kom-
pensieren und eine Temperatur von anfangs ca. 30°C zu erzeugen, wurden die Tiere
von 80cm {iiber dem Kiéfig installierten Infrarot-Lampen bestrahlt. Um eine aus-
reichende Luftfeuchtigkeit von 60% zu gewéhrleisten wurden die Kéfige ferner mit
feuchten Tiichern bedeckt. Es erfolgten kontinuierliche elektronische Messungen von
Temperatur und Luftfeuchtigkeit und — falls notig — Adaptation der Mafsnahmen.

Um der Entwicklung und damit auch einem geringeren Warmebediirfnis der Nach-
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kommenschaft Rechnung zu tragen, wurde die Installationshéhe der Infrarotlampen

im Laufe der drei Wochen stetig gesteigert.

2.3 Phanotypisierung

Fiir die Eruierung des Verhaltensphidnotyps von Versuchstieren stehen zahlreiche
Verhaltenstests zur Verfiigung. Diese Tests beruhen auf verhaltensbiologischen Be-
obachtungen und erlauben so u.a. eine Analyse von Angstlichkeit (ausgedriickt durch
Vermeidungsverhalten), lokomotorischer Aktivitédt sowie von Lernen und Gedécht-
nis, Eigenschaften bzw. Fahigkeiten, die durch MS bzw. EE beeinflusst werden kon-
nen (siche 1.4, 1.5). Die eingesetzten Tests werden im Folgenden néher erlautert.
Insgesamt 60 Versuchstiere (30 ménnlich, 30 weiblich) wurden den Testungen zuge-
fiihrt. Ab der vierten Lebenswoche wurden diese Tiere iiber den gesamten Zeitraum

der Verhaltenstests gleichgeschlechtlich und gruppengleich zu zweit gehalten.

2.3.1 Sucrose-Priferenz

Nagetiere bevorzugen Zuckerlosungen (Sucrose) vor klarem Wasser. Werden beide
Trinkquellen zur Auswahl gestellt, diirften Reduktionen dieser Sucrose-Priferenz
auf Anhedonie und Depressivitat hinweisen (Appelbaum und Holtzman 1986). Um
Unterschiede der drei Gruppen in dieser Hinsicht zu untersuchen, wurde den Ver-
suchstieren iiber einen Zeitraum von jeweils zwei Tagen sowohl vor als auch nach den
sonstigen Verhaltenstests zwei Wasserflaschen angeboten, die erste mit klarem Lei-
tungswasser gefiillt, die zweite mit einer 1% Sucrose-Losung. Zur Detektion des Ver-
brauchs und damit der Préferenz wurden die Gewichte der Wasserflaschen vor, tag-
lich wihrend und nach dem jeweiligen Untersuchungszeitraum erfasst. Um eine Ver-
falschung durch eine mogliche Seitenpréferenz zu vermeiden, wurden die Positionen

der Flaschen am jeweils zweiten Untersuchungstag vertauscht. Die Sucrose-Préferenz

KonsumierteSucroselosung
KonsumierteSucroselosung+KonsumiertesW asser *100. Zum

(in %) wurde wie folgt berechnet:

Versuchszeitpunkt waren die Versuchstiere 10 bzw. 21 Wochen alt.

2.3.2 Elevated Plus-Maze

Das Elevated Plus-Maze (EPM) ist ein hiufig eingesetztes Instrument zur Beurtei-
lung der Angstlichkeit von Versuchstieren (Walf und Frye, 2007) und bedient sich
dabei des nagetiertypischen Konfliktes zwischen Explorationsdrang und Vermeidung
offener Fléchen und Hohen (File, 2001). Das verwendete EPM ist ein auf ca. 62cm
langen Beinen stehender Testapparat, welcher aus einem zentralen 5x5cm messenden

Quadrat mit vier daran angeschlossenen Armen (davon je zwei gegeniiberliegende

18



offen, zwei geschlossen) von 30cm Linge und 5¢m Breite besteht. Die beiden offenen
Arme sind, um ein akzidentielles Abstiirzen der Versuchstiere zu verhindern, seit-
lich mit 2x2mm messenden Kanten ausgestattet, wihrend die beiden geschlossenen
Arme mit 15cm hohen Winden aus schwarzem Plastik versehen sind. Die Boden
von Armen und zentralem Quadrat bestehen aus Infrarot-durchlissigem schwarzem
Plexiglass. Linge des Aufenthalts bzw. Héufigkeit des Eintritts des Versuchstieres
in den/die offenen Armen des EPM scheinen negativ mit der Angstlichkeit des Ver-
suchstiers zu korrelieren (Fernandez Espejo, 1997; Carola et al., 2002; Walf und
Frye, 2007). In diesem Sinne verbringen Versuchstiere nach der Einnahme anxioly-
tisch wirksamer Substanzen (Benzodiazepine, Ethanol) mehr Zeit auf den offenen
Armen des EPM (Lister, 1987). Die Anzahl der Eintritte/Wiedereintritte in die ge-
schlossenen Arme diirfte hingegen positiv mit der Angstlichkeit des Versuchstiers
korrelieren (Fernandez Espejo, 1997; Carola et al., 2002). Die gesamte wihrend ei-
nes Versuchsdurchlaufs zuriickgelegte Strecke bzw. die Gesamtzahl der Armeintritte
korrelieren positiv mit dem allgemeinen lokomotorischen Aktivitatsniveau des Ver-
suchstiers (Fernandez Espejo, 1997). Die zu testenden Versuchstiere wurden zu Be-
ginn jeder Testung im zentralen Quadrat zu einem der offenen Arme hin platziert.
Unmittelbar hierauf wurde die 5 Minuten dauernde Testung gestartet. Wahrend des
Testzeitraumes wurden alle Bewegungen des Versuchstieres mittels des VideoMot 2-
Systems aufgezeichnet und anhand der dem System {ibergebenen definierten Areale
(geschlossene Arme, offene Arme, zentrales Quadrat) analysiert. Auferdem wurden
Aufstellen der Tiere auf die Hinterbeine und Anlehnen an die Wénde des EPM
(,Rearing®), was mit der allgemeinen lokomotorischen Aktivitdt und Angstlichkeit
der Versuchstiere korreliert, und Fellpflege (,Grooming®) als Ubersprungbewegung
mit Angstlichkeit korrelierend, manuell mitgezihlt (Fernandez Espejo, 1997; Carola
et al., 2002). Am Ende des Versuchszeitraumes wurden, nach Riicktransport des
Versuchstieres in den entsprechenden Heimatkéfig, Faeces- und Urinmengen doku-
mentiert und die Oberfliche des EPM mit Terralin gereinigt. Zum Versuchszeitpunkt
waren die Versuchstiere 11 Wochen alt. Die Versuche wurden an aufeinanderfolgen-

den Tagen jeweils zwischen 10 Uhr und 15 Uhr durchgefiihrt.

2.3.3 Light-Dark Box

Auch die Light-Dark Box (LDB) ist ein Testapparat, bestehend aus zwei Rdumen, ei-
nem hellen und einem dunklen, welche durch ein zentrales Loch verbunden sind. Die
LDB dient — das nagetiertypische Vermeidungsverhalten heller Bereiche nutzend —
zur Beurteilung der Angstlichkeit von Versuchstieren (Hascoét et al., 2001). Als LDB

diente eine rechteckige, oben offenen Box von 60cm Lange, 40cm Breite und 27cm
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Hohe. Dem Testprinzip (nach Crawley et Goodwin, 1980) entsprechend ist diese
Box durch eine Trennwand in zwei Kompartimente unterteilt: Ein dunkles abdeck-
bares (20x40cm), dessen Winde aus schwarzem Pexiglas bestehen, sowie ein helles
Kompartiment (40x40cm) mit Wénden aus weifsem Plexiglas. Durch eine zentral bo-
denstindige Offnung (5x6cm) besteht eine Verbindung der beiden Kompartimente.
Zu Beginn jedes Testdurchlaufs wurde das Versuchstier im dunklen Kompartiment
platziert und dieses mit einer Abdeckung versehen. Uber die darauf folgenden fiinf
Minuten erfolgte eine Video-Aufzeichnung des hellen Kompartiments und folgende
Ereignisse wurden hieriiber simultan manuell erfasst: Die gesamte Aufenthaltsdauer
des Versuchstiers im hellen Kompartiment, die Anzahl der Transitionen zwischen den
beiden Kompartimenten als wichtigster Mafstab der Angstlichkeit der Versuchstiere
(Crawley et Goodwin, 1980), die Zeitdauer, nach welcher das Versuchstier erstmalig
in das helle Kompartiment blickt (Kopf des Tiers im hellen Kompartiment), sowie
die Zeitdauer, nach welcher sich das Versuchstier erstmalig mit allen vier Pfoten
im hellen Teil befindet. Zu beachten ist dabei, dass eine generell geringe motorische
Aktivitit von Versuchstieren und damit seltene Transitionen als Angstlichkeit fehl-
interpretiert werden kann (File, 2001). Nach Ablauf der Versuchsdauer und Transfer
des Versuchstieres in den entsprechenden Heimatkéifig wurden Faeces- und Urinmen-
gen dokumentiert und die Box mit Terralin gereinigt. Alle Testungen der 11 Wochen
alten Tiere erfolgten zwischen 10 Uhr und 15 Uhr.

2.3.4 Open Field

Das Open Field (OF) dient einerseits zur Beurteilung der allgemeinen lokomotori-
schen Aktivitdat und des Explorationsverhaltens und andererseits zur orientierenden
Evaluierung der Angstlichkeit von Versuchstieren (Lipkind et al., 2004) und bedient
sich dabei — wie auch das EPM — des nagetiertypischen Konfliktes zwischen Explo-
rationsdrang und Vermeidung offener Flichen. Vermehrte Angstlichkeit eines Ver-
suchstiers diirfte mit wandnahen Bewegungsmustern (Thigmotaxis) bzw. Immobili-
tdt einhergehen. Anxiolytisch wirksame Substanzen hingegen fiihren zu entgegenge-
setztem Verhalten (Prut und Belzung, 2003). Als OF-Testapparat wurde eine oben
offene Box mit einer quadratischen Grundfliche, einer Seitenldnge von 5lcm und
40cm hohen Winden an allen vier Seiten verwendet. Grundfliche und Seitenwin-
de bestehen aus schwarzem Plexiglas. Zu Beginn jedes 30 miniitigen Testdurchlaufs
wurde das Versuchstier an einer Wand zum Feldmittelpunkt ausgerichtet platziert
und die Testung unmittelbar hierauf gestartet. Wihrend des gesamten Versuchszeit-
raumes wurden horizontale Bewegungen des Versuchstiers mittels des VideoMot 2-

Systems aufgezeichnet und anhand der dem System {ibergebenen definierten Areale
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(peripherer wandnaher Bereich, zentraler Bereich) analysiert. Dabei diirften Eintrit-
te in den zentralen Bereich, Eintritte in den peripheren Bereich und Gesamtstrecke
positiv mit der lokomotorischen Aktivitdt des Versuchstiers korrelieren (Carola et
al., 2002). Langerer Aufenthalt im zentralen Bereich, groferes Verhiltnis von zen-
traler zu gesamter lokomotorischer Aktivitdt sowie eine kiirzere Eintrittslatenz in
den zentralen Bereich sind hingegen als Indikatoren verminderter Angstlichkeit zu
sehen (Prut und Belzung, 2003). Am Ende des Versuchszeitraumes wurden, nach
Riicktransport des Versuchstieres in den entsprechenden Heimatkéfig, Faeces- und
Urinmengen (als Indikatoren fiir Angstlichkeit (Carola et al., 2002)) dokumentiert
und die Oberfliche des OF mit Terralin gereinigt. Zum Versuchszeitpunkt waren die
Versuchstiere 12 bis 13 Wochen alt. Die Versuche wurden an aufeinanderfolgenden
Tagen jeweils zwischen 10 Uhr und 16 Uhr durchgefiihrt.

2.3.5 Barnes Maze

Das Barnes Maze (BM; nach Barnes, 1979) ist ein Testapparat zur Evaluierung
von rdumlichem Lernen und Gedéchtnis (Arbeits- und Referenzgedéchtnis, Kurz-
und Langzeitgedichtnis) von Versuchstieren (Fox et al., 1998; Harrison et al., 2006;
Rosenfeld und Ferguson, 2014). Hippocampale Funktionalitit scheint fiir das Ab-
schneiden der Versuchstiere in diesem Testverfahren entscheidend zu sein (Paylor et
al., 2001; Raber et al., 2004). Als BM wurde eine runde auf 100cm hohen Beinen
stehende Plattform (Diameter 120cm) verwendet, welche, in jeweils 5em Abstand
vom Rand, mit 40 Lochern (Diameter 5cm) versehen ist. Unter jedem Loch kann
eine kleine Box (,Escape-Box“) als Zufluchtsort fiir das getestete Tier angebracht
werden. Threr Natur entsprechend, ist von einem Bestreben der Versuchstiere aus-
zugehen, moglichst rasch von der offenen, hell erleuchteten Oberfliche des BM, auf
welche sie zu Beginn jedes Versuchsdurchlaufs gesetzt werden, in diese Box zu gelan-
gen. Fin visueller Hinweis auferhalb des BM nahe der Box, wie auch hier eingesetzt,
scheint den Tieren die Entwicklung von Lernstrategien und so das Finden der Box
zu erleichtern (Harrison et al., 2006). Angstlichkeit und Aktivititsniveau der Ver-
suchstiere konnen die Interpretation der Versuchsergebnisse erschweren. Auferdem
ist zu beachten, dass serielle Suchstrategien, d.h. Suche der Box durch sequentielles
Priifen aller Locher und nicht auf rdumlichem Gedéchtnis basierend, und direktes,
tatsdchlich auf rdumlichem Gedéachtnis beruhendes Ansteuern des ,richtigen®, mit
Box versehenen Loches, zeitlich aufgrund der hohen Bewegungsgeschwindigkeit der
Tiere eventuell schwer differenzierbar sein kénnten. (Harrison et al., 2006) In meh-
reren Versuchsdurchgéngen (pro Tier vier an Tag eins und vier, sowie drei an Tag

zwei, drei und fiinf) wurde dementsprechend neben der Zeitdauer bis zum Eintritt
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des Versuchstiers in die Escape-Box auch die hierfiir zuriickgelegte Strecke sowie die
Geschwindigkeit des Tiers erhoben. Dabei wurde die Position der Box, nicht jedoch
die Position des visuellen Stimulus nach dem dritten Versuchstag verdndert. Die
Positionen der Boxen bzw. des Stimulus vor bzw. nach dem Wechsel waren fiir alle
Versuchstiere gleich. Am Ende des Versuchsdurchgangs wurden die 16 bis 20 Wo-
chen alten Tiere, falls nicht bereits in dieser befindlich, zur Box gefiihrt, in derselben

in ihren Heimatkéfig transferiert und das BM mit Terralin gereinigt.

2.3.6 Gewichtsverlauf

Um den Gewichtsverlauf der Versuchstiere und etwaige Unterschiede zwischen den
Gruppen diesbeziiglich feststellen zu kénnen, wurden die Tiere im Alter von zehn,
14 und 19 Wochen gewogen. Um die Stérung der Tiere mdglichst gering zu halten,
wurden diese Erhebungen im Rahmen der routineméafigen Kéfigwechsel durchge-
fiihrt.
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2.4 Genexpressionsanalyse

Um die Auswirkungen der unterschiedlichen Haltungsbedingungen auf die Expres-
sion der untersuchten Gene feststellen zu kénnen, wurden 31 der méannlichen Ver-
suchstiere im Alter von vier Wochen zunéchst, nach Sedierung mit Isofluran und
Dekapitation, die Gehirne entnommen, auf Korkplittchen platziert und mit Iso-
pentan schockgefroren. Die gefrorenen Gehirne wurde hierauf in Alufolie verpackt
und bei -70°C gelagert. In weiterer Folge wurden die zu untersuchenden Regionen
aus den gefrorenen Gehirnen herausprépariert. Aus den gewonnenen Proben wurde
im néchsten Schritt die RNA extrahiert und hieraus sodann ¢cDNA synthetisiert.
Um Kontamination mit genomischer DNA auszuschliefsen, wurden weiterhin eini-
ge Kontroll-,Polymerase Chain Reactions* (PCRs) durchgefiihrt. Um die Integritét
der extrahierten RNA zu kontrollieren, wurden auferdem alle RNA-Proben einer
Evaluierung durch das ,Experion™ Automated Electrophoresis System“ zugefiihrt.
Abschliefend wurden die Expressionsraten der untersuchten Gene mittels ,Reverse
Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction“ (RT-qPCR) quantifiziert.
Vorgehen und Nomenklatur wurden entsprechend den MIQE (,Minimum informati-
on for publication of quantitative real-time PCR experiments)-Richtlinien gew#hlt

(Bustin et al., 2009). Im Folgenden werden die genannten Schritte niher erldutert.

2.4.1 Sektion der Gehirne

Aus den gefrorenen Gehirnen wurden unter Zuhilfenahme eine Mikroskops auf ei-
ner auf -5°C gekiihlten Platte folgende Regionen herausprépariert: Frontalcortex,
Striatum (bestehend aus Nucelus caudatus und Putamen), Nucleus accumbens,
Hippocampus, Amygdala, dorsale Nuclei raphes und Hypothalamus. Hierfiir wur-
den zundchst mittels Skalpell folgende coronale Schnitte der Gehirne durchgefiihrt
(Angaben als Distanz von einer coronalen Ebene durch das Bregma! in mm, nach
Paxinos G und Franklin K, 2001): 3.56, 1.98, 0.74, -0.10, -1.58, -2.54, -3.52, -4.48 (zur
Erlduterung siehe Abbildungen 3 und 4). Anschliefend wurden aus den erhaltenen
Teilen o.g. Regionen entsprechend Abbildungen 3 und 4 mit einem chirurgischen
Loffel herausprapariert und in 1.5ml Eppendorf Tubes, welche bei -70°C vorgekiihlt

worden waren, transferiert.

!Schnittpunkt von Kranz- und Pfeilnaht
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Striatum Striatum

(a) 0,74mm

(c) -1,58mm

Abbildung 3: Schemata der angefertigten Schnitte mit untersuchten Regionen. Fort-
setzung in Abbildung 4. Modifiziert nach: Paxinos G, Franklin K, The
Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates, Academic Press 2001.
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Abbildung 4: Schemata der angefertigten Schnitte mit untersuchten Regionen (Fort-
setzung), Ansichten von hinten, 3V = dritter Ventrikel, Am. = Amyg-
dala, DR = Dorsale Raphe, Hipp. = Hippocampus, Hypo. = Hypo-
thalamus, LV = linker Ventrikel, N.acc. = Nucleus accumbens, Str. =
Striatum. Modifiziert nach: Paxinos G, Franklin K, The Mouse Brain
in Stereotaxic Coordinates, Academic Press 2001.
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2.4.2 RNA-Extraktion

Zur Extraktion der RNA wurden die gewonnenen Gewebeproben zunéchst in vor-
gekiihlte 2ml Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Tubes? iiberfiihrt sowie 500 nl PegGold
RNA und - zum Zwecke der Homogenisierung — eine kleine Metallkugel dazugege-
ben. Die so praparierten Tubes wurden hierauf im TissueLyser bei 20Hz fiir drei
Minuten homogenisiert und dann fiir fiinf Minuten bei 21°C inkubiert. Nach Ablauf
dieser Zeit wurden in jedes Tube 100pl Chloroform hinzugegeben und die Tubes fiir
fiinf Minuten auf Eis inkubiert. Hierauf wurde die Losung nach Durchmischen in
ein ,MaXtract“-Tube transferiert und bei 4°C und 12000 Rotationen pro Minute fiir
fiinf Minuten zentrifugiert. Im niichsten Schritt wurde der erhaltene Uberstand in
ein neues Tube iiberfiihrt, 250ul 70% Ethanol in DEPC-H,0O hinzugefiigt, die Losung
in eine mini-spin Saule (,RNeasy MiniKit“) gegeben und bei 21°C und 12000 Rota-
tionen pro Minute fiir 30 Sekunden zentrifugiert. Hierauf wurden 350ml RW1-Puffer
(,RNeasy MiniKit“) hinzugegeben und die vorherige Zentrifugation wiederholt. Da-
nach wurden 80pl DNase 1Mix, bestehend aus 10ul DNase 1 und 70pl RDD (,,Ribo-
nuklease (RNase)-Free DNase Set“), auf die Membran der mini-spin Sdule gegeben
und fiir 15 Minuten inkubiert. Hierauf wurden wiederum 350ml RW1-Puffer (,RNea-
sy MiniKit“) hinzugegeben und die Sule bei 21°C und 12000 Rotationen pro Minute
fiir 30 Sekunden zentrifugiert. Dann wurden zweimalig 500pl RPE-Puffer (,RNeasy
MiniKit*) zugegeben und fiir 30 Sekunden bzw. zwei Minuten zentrifugiert (21°C,
12000 Rotationen pro Minute). Sodann erfolgte die Trockenzentrifugation der Sau-
le, welche hierauf in ein frisches DEPC-Tube platziert wurde. Abschliefsend wurden
60nl RNase freies Wasser (,RNeasy MiniKit") auf die Membran der Sdule gegeben
und — nach einminiitiger Wartezeit — eine letzte einminiitige Zentrifugation (21°C,
12000 Rotationen pro Minute) durchgefiihrt. Die so erhaltenen RNA-Samples wur-
den unmittelbar hierauf auf Eis gelagert, die enthaltene RNA (bzw. 1pl hiervon,
nach vorheriger Reinigung des Systems mit 1,5ul RNase freiem Wasser) mit einem
x<Nanodrop 1000 Spectrometer* quantifiziert (Konzentration der RNA in ng/pl) und
hinsichtlich einer Verunreinigung mit u.a. Phenolen, Phenolaten und Thiocyanaten
— nicht jedoch ihrer Integritit — qualifiziert und bei -70°C eingelagert. Ausschlieflich
RNA-Samples mit ausreichender RNA-Konzentration (>34 ng/pl), einem Verhélt-
nis der Absorbtionen bei 260nm und 280nm (260/280-Ratio) groker 1.9 sowie einem
Verhéltnis der Absorbtionen bei 260nm und 230nm (260/230-Ratio) von grofer 1.6
wurden fiir die weiteren Schritte verwendet (Gallagher und Desjardins, 2006; Tatau-
rov et al., 2008).

’Diethylpyrocarbonat wird wegen seiner RNase-inaktivierenden Eigenschften eingesetzt
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2.4.3 cDNA-Synthese

Fiir die spitere Quantifizierung der Expressionsraten der untersuchten Gene muss
zundchst die aus den Gewebeproben extrahierte RNA, d.h. hauptséachlich die codie-
rende einzelstringige ,messenger RNA“ (mRNA), durch das Enzym ,Reverse Tran-
skriptase” (RT) in stabile komplementére (,complementary”) DNA (cDNA) iiber-
setzt werden. Fiir diesen Prozess miissen — als Bausteine der ¢cDNA — Desoxyri-
bonukleosidtriphosphate (ANTPs) und, um den Beginn des Ubersetzungsvorganges
iiberhaupt erst zu ermoglichen, an mRNA bindende Primer bereitgestellt werden.
Das ,iScript™cDNA Synthesis Kit* diente als Quelle von RT, Nukleotiden und Pri-
mern. Als Einsatz fiir die cDNA-Synthese wurden 500ng RNA festgelegt, jedoch,
um fiir spatere Schritte ausreichende Mengen cDNA zur Verfiigung zu haben, ein
doppelter Ansatz gewéahlt. Die mittels ,Nanodrop Spectrometer* erhobenen RNA-
Konzentrationen dienten fiir die Berechnung des hierfiir erforderlichen RNA Volu-
mens als Grundlage. Dieses Volumen wurde zundchst — nach schonendem Auftauen
der RNA-Samples auf Eis —in PCR Tubes pipettiert und mit RNase-freiem Wasser
auf ein Gesamtvolumen von 30nl aufgefiillt. Hierauf erfolgte die Zugabe von 10pul
eines anfangs vorbereiteten Mastermix, bestehend aus (einem Vielfachen von) 8l
»5x ReactionMix“ und 2pl RT (beides aus ,iScript "¢cDNA Synthesis Kit“), auf ein
Gesamtvolumen von 40pnl. Zur Qualitdtskontrolle wurden auferdem ein PCR-Tube
ohne RT und ein PCR-Tube ohne RNA préipariert. Hierauf wurden alle vorberei-
teten PCR-Tubes in einem Thermocycler folgenden Temperaturzyklen unterworfen:
Fiir fiinf Minuten 25°C, fiir 30 Minuten 42°C, fiir fiinf Minuten 85°C und abschlie-
fsend bis zur Entnahme 4°C. Bis zum néchsten Arbeitsschritt wurden die PCR-Tubes
(cDNA-Samples) darauthin bei 4°C gelagert.

2.4.4 Polymerase Chain Reaction

Die ,Polymerase Chain Reaction“ (PCR) wird zur (exponentiellen) Vervielfiltigung
von DNA eingesetzt um eine Quantifizierung dieser, bzw. spezieller Abschnitte der
DNA, zu ermoglichen. Die Grundlage dieser Vervielfiltigungsmethode, welche im
optimalen Fall zu einer exponentiellen Vervielfaltigung der DNA fiihrt, ist dabei
der wiederholte Ablauf folgender Schritte: Denaturierung der DNA, d.h. Spaltung
der Doppelstringe in Einzelstringe durch Zerstorung der verbindenden Wasserstoft-
briickenbindungen, Primerhybridisierung (,Annealing®), d.h. Anlagerung von Pri-
mern an die Einzelstriange, sowie Elongation, d.h. Wiederherstellung des Doppel-
strangcharakters durch Anbau der komplementéren Nukleotide. Die hierfiir not-
wendigen Komponenten sind also die zu vervielfdltigende DNA, dNTPs als Bau-

steine fiir die Elongation, eine thermostabile DNA-Polymerase (Taqg-Polymerase),
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welche die Synthese von DNA katalysiert und bei hohen Temperaturen nicht dena-
turiert, zwei Primer, um den zu vervielfdltigenden Abschnitt der DNA festzulegen,
sowie geeignete Pufferlésungen mit Mg?-Ionen, um optimale chemische Bedingun-
gen fiir die Polymerase zu schaffen. Um eine Verunreinigung der ¢cDNA-Samples
mit genomischer DNA auszuschliefen, wurden PCRs mit Primern fiir Introns des
5-Hydroxytryptamintransporter (5-HTT)-Gens sowie mit Primern fiir das Protein-
kinase C gamma (PKCy)-Gen durchgefiihrt. Zur Herstellung der Samples fiir diese
Kontroll-PCRs wurden zunéchst 0,5ul cDNA in ein PCR-Tube pipettiert und 24,5ul
eines vorher praparierten Mastermix dazugegeben (Gesamtvolumen von 25ul). Die-
ser Mastermix setzte sich aus folgenden Bestandteilen zusammen: 2,4pl eines 10mM
MgCly-Puffer, 1pl 2,5mM dNTPs, 1ul Exon (10pmol/pl), 1ul Intron (10pmol/ul),
1nl Neo (10pmol/nl), 17,8ul HyO sowie abschliefend 0,2pl Tag-Polymerase (5U /ql).
Die so erstellten PCR-Samples wurden dann in einem Thermocycler folgenden Be-
dingungen unterworfen: Fiir fiinf Minuten 95°C, dann in 35facher Wiederholung fiir
45 Sekunden 95°C (Denaturierung), fiir 45 Sekunden 65,1°C (Annealing) und fiir 45
Sekunden 72°C (Elongation); hierauf fiir drei Minuten 72°C und abschliefend bis zur
Entnahme 10°C. Bis zum néchsten Schritt wurden die PCR-Samples dann bei 4°C
gelagert. Fiir die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Samples wurde zunéchst
ein Agarose-Gel vorbereitet. Hierfiir wurden 3g Agarose in 100ml TAE-Puffer auf
ca. 100°C erhitzt und dann — nach Abkiihlen — 3pl Ethidiumbromid hinzugefiigt,
durchmischt und ausgegossen. Sodann wurden 10yl einer 100bp Leiter in die erste
der angelegten Vertiefungen des Agarose-Gels pipettiert, 5ul Bromphenolblau (Farb-
stoffmarker) zu den PCR-Samples gegeben und 20l dieser Mischung in die weiteren
angelegten Vertiefungen des Agarose-Gels pipettiert. Aufserdem wurden, um auch
die Qualitét der eingesetzten Nukleotide/Primer/Polymerase festzustellen, pro Gel
pipettiert: Ein Sample ohne Polymerase, ein Sample ohne ¢cDNA, ein Sample ohne
Nukleotide und — als Positivkontrolle — ein Sample mit 5>-HTT-DNA anstelle von ¢D-
NA. Hierauf wurde die Elektrophorese (40 Minuten, 120V) gestartet und in direkter
Folge die Analyse des Gels mittels UV-Licht im ChemiDoc-System vorgenommen.
Auf diese Weise wurden 25 ¢DNA-Samples mit Primern fiir Introns des 5-HTT-
Gens analysiert. Acht dieser 25 ¢cDNA-Samples wurden zusétzlich mit Primern fiir

das PKCy-Gen analysiert.

2.4.5 Evaluierung der RNA-Integritat

Um in der abschliefend durchzufiihrenden RT-qPCR verlassliche Ergebnisse zu er-
halten sowie Zeit- und Materialkonsum auf ein Minimum zu beschrinken, ist eine

vorherige Evaluierung der Integritit der — wie unter 2.4.2 beschrieben — extrahierten
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RNA unerlisslich (Fleige und Pfaffl, 2006). Schlieklich ist die Integritit durch po-
tentiell vorliegende, Phosphodiesterbindungen spaltende Ribonukleasen (RNasen),
fehlerhaftes Handling und suboptimale Lagerungsbedingungen ununterbrochen ge-
fahrdet (Schoor et al., 2003). Grundsétzlich kann die RNA-Integritdt durch das
Verhéltnis von 28S- und 18S-Untereinheit (28S:18S-Ratio) der ribosomalen RNA
(rRNA) gepriift werden (Imbeaud et al., 2005). Dies kann prinzipiell durch An-
wendung der Agarose-Gel-Elektrophorese erfolgen, was jedoch visuelle, stark erfah-
rungsabhéngige Beurteilung und Vergleich der entsprechenden Banden, einen relativ
hohen RNA-Einsatz sowie die Verwendung des als toxisch anzusehenden Ethidium-
bromids erfordert. Um diese Problematik zu umgehen, wurden diverse lab-on-chip
Systeme entwickelt, welche elektrophoretische Auftrennung und Detektion der RNA
auf entsprechenden Microchips und Berechnung der RNA-Integritit automatisiert
durchfiihren (Imbeaud et al., 2005). Ein solches System, das ,Experion™ Automa-
ted Electrophoresis System®, bestehend aus einer ,Automated electrophoresis stati-
on‘, einer ,,Priming station“, einer ,Vortex station“, Analysesoftware und Analysekit
(bestehend aus Microchips, RNA-Gel, RNA-Leiter, Fluoreszenzfarbstoff, ,Loading
buffer”, Spin-Filter), wurde zur Evaluierung der Integritit aller RNA-Proben heran-
gezogen (Denisov et al., 2008). Dabei wurden den Herstellervorgaben entsprechend
zunéchst alle Bestandteile des Analysekits (abgesehen von der RNA-Leiter) fiir 15
bis 20 Minuten bei Raumtemperatur gelagert. Sodann wurden 600pl des RNA-Gels
in einen Spin-Filter gegeben und bei Raumtemperatur und 4000 Rotationen pro
Minute fiir 10 Minuten zentrifugiert. Fiir einen Chip wurden hierauf 65ul des Gels
in ein RNase-freies Tube gegeben, 1l RNA-Fluoreszenzfarbstoff hinzugefiigt und
mittels der ,Vortex station“ vermischt (Gel-Stain-Solution). Dann wurden 2pl von
RNA-Leiter und RNA-Samples in RNase-freie Tubes iiberfithrt und bei 70°C fiir
2 Minuten im ,Eppendorf Thermomixer@®) comfort denaturiert. Unmittelbar da-
nach wurden die Tubes fiir 5 Minuten auf Eis inkubiert, kurz zentrifugiert, ver-
mischt und bis zur weiteren Verarbeitung wieder auf Eis gelagert. Hierauf wurden
9ul der Gel-Stain-Solution in das entsprechende Well des Chips pipettiert, dieser
auf die ,Priming station“ gegeben und der Priming-Vorgang gestartet. Daraufhin
wurden wiederum 9l der Gel-Stain-Solution, 9pl des gefilterten Gels, 1ul der de-
naturierten RNA-Leiter sowie jeweils 1nl der denaturierten RNA-Samples (bzw. 1ul
DEPC-behandeltes Wasser) in die hierfiir vorgesehenen Wells des Chips pipettiert
und 5l des ,Loading buffer” in jedes Sample-Well sowie das Leiter-Well hinzuge-
geben. Der so priparierte Chip wurde hierauf auf die ,Vortex station gesetzt und
ein einminiitiger Vortex-Vorgang gestartet. Unmittelbar darauf wurde der Chip in

die ,Electrophoresis station” iiberfiihrt und der Analysevorgang iiber die Analyse-
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software initiiert. Parallel hierzu wurden zur internen Kontrolle einige der RNA-
Samples zusétzlich mittels klassischer Agarose-Gel-Elektrophorsese aufgetrennt und
analysiert. Nach jedem Analysevorgang erfolgte eine Reinigung der ,Electrophoresis
station* mittels hierfiir vorgesehenem, mit 800pul DEPC-H,0O gefiilltem Reinigungs-
chip. Da die 28S:18S-Ratio nur unzureichend die tatséchliche Integritdt der RNA
widerzuspiegeln scheint (Auer et al., 2003), verwendet die Analysesoftware des ,Ex-
perion™ Automated Electrophoresis System* zur Qualifizierung der RNA-Samples
einen Algorithmus, welcher neben der 28S- und 18S- eine weitere Region (pré-18S)
zur Berechnung des ,RNA quality indicators” (RQI) heranzieht und so eine exaktere
Evaluierung der RNA-Integritiat ermoglicht (Denisov et al., 2008). Der RQI kann da-
bei Werte zwischen eins und 10 annehmen, wobei ein RQI grofer sieben auf eine
hohe Integritit der RNA hinweist.

2.4.6 Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction

Zur abschliefenden Quantifizierung der Expressionsraten der untersuchten Gene
wurde die RT-qPCR eingesetzt. Dieses hier in zwei Schritten (erster Schritt: cDNA-
Synthese, siehe 2.4.3) durchgefiihrte Verfahren ermoglicht zeitlich aufeinander abge-
stimmt die automatisierte Amplifikation und Quantifizierung mittels Fluoreszenz-
messung. Auf die grundsatzlichen unter 2.4.4 beschriebenen Arbeitsschritte Dena-
turierung, Annealing und Elongation folgt also pro Zyklus die unmittelbare Quanti-
fizierung der cDNA. Die so erhobenen Werte kénnen fiir jedes cDNA-Sample dann
graphisch als Kurve dargestellt werden. Diese Kurve spiegelt in ihrem Verlauf fol-
gende Phasen der RT-qPCR wider: Eine exponentielle Phase, welche die exponenti-
elle Vervielfiltigung der cDNA bei einem Uberangebot der notwendigen Reagenzien
wiedergibt, eine lineare Phase (nurmehr lineare Vervielfaltigung bei zunehmender
Knappheit der Reagenzien) sowie eine Plateauphase, welche den nun entstandenen
Mangel an Reagenzien zum Ausdruck bringt (Yuan et al., 2006; sieche Abbildung
5). Um die Expressionsraten der untersuchten Gene in den verschiedenen ¢cDNA-
Samples (bzw. Gehirnregionen) miteinander vergleichen zu kénnen, muss in den
cDNA-Samples zunédchst verstédndlicherweise die gleiche Ausgangsmenge an cDNA
vorhanden sein, was durch den festgelgten Einsatz von 500ng RNA fiir die cDNA-
Synthese gewéhrleistet ist (siehe 2.4.3). Um nun Riickschliisse auf die Ausgangs-
menge der entsprechenden mRNA ziehen zu kénnen, wird pro cDNA-Sample die
Anzahl der PCR-Zyklen ermittelt, nach der ein definiertes Fluoreszenzniveau er-
reicht ist (Cq-Wert). Je geringer diese Anzahl, umso hoher ist die Ausgangsmenge
der mRNA und umgekehrt (Pfaffl, 2004). Die statistische Auswertung so erhalte-

ner Absolutwerte wiirde nun den Nachteil einer hohen Abhéingigkeit dieser Werte
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Plateauphase

Lineare Phase

PCR-Produkte

Exponentielle Phase

PCR-Zyklus

Abbildung 5: Phasen einer RT-qPCR. Modifiziert nach Yuan et al., 2006.

von RNA-Extraktionseffizienzen und Fehlern bei der cDNA-Synthese mit sich brin-
gen. Aus diesem Grunde werden die Cq-Werte im Sinne einer Normalisierung auf
Cq-Werte sogenannter Referenzgene, d.h. ubiquitir vorhandener und durch die Be-
handlung/Intervention nicht beeinflusster Gene, bezogen. Die zum Referenzgen nor-
malisierte relative Quantitit (NRQ), welche den relativen Expressionsunterschied
zwischen Behandlungs- und Kontrollgruppe zum Ausdruck bringt, kann prinzipiell
folgendermafen berechnet werden (AACq-Methode; Livak und Schmittgen, 2001;
Pfaffl, 2004):
ACq = Cqzicigen — CqReferenzgen

AACQ = ACQBehandlung - ACQKontf‘oue

Allerdings weist diese Methode einige Schwiichen auf. Zum einen wird von einer
gleichen, hundertprozentigen Effizienz wihrend der linearen Phase von Ziel- und
Referenzgen ausgegangen. Da eine hundertprozentige PCR-Effizienz, d.h. eine ex-
akte Verdoppelung der DNA-Menge pro Zyklus, in der Realitit sehr selten erreicht
werden diirfte und nicht von einer exakt gleichen Effizienz von Ziel- und Referenz-
gen ausgegangen werden kann, miissten die Amplifizierungs-Effizienzen (E) vorher
ermittelt werden und in die Berechnung der NRQ eingehen. Dieses Problem konnte
durch die Entwicklung des , Effizienz-korrigierten relativen Quantifizierungsmodells®
gelost werden (Pfaffl, 2001; E = Effizienz):
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ACqYzic1gen(Kontrolle Behandlung)
(EZielgen) reraen

NRQ =

ACqQRe (Kontrolle Behandlung)
(ERe ferenzgen ) ferenzgen

Auch diese Methode weist jedoch Schwiéchen auf. Zum einen sieht das Effizienz-
korrigierte relative Quantifizierungsmodell lediglich ein Referenzgen zur Berechnung
des relativen Expressionsunterschiedes vor. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
die Verwendung nur eines Referenzgens eine fehlerhafte Normalisierung begiinstigt
(Vandesompele et al., 2002). Zum anderen bietet dieses Modell keine Moglichkeit
unvermeidbare technische Variationen zwischen verschiedenen RT-qPCR-Léaufen mit
Hilfe (optimalerweise mehrerer) sogenannter Inter-Run-Calibratoren (IRCs), d.h.
vorher zu bestimmender cDNA-Samples, welche in allen RT-qPCR-Laufen analysiert
werden, rechnerisch auszugleichen.

Um sowohl mehrere Referenzgene als auch mehrere IRCs miteinbeziehen zu kon-
nen, wurde die von Hellemans et al. (2007) entwickelte Methode zur Berechnung
der NRQ herangezogen. Hierbei werden die Cq-Werte mit Hilfe folgender Formel in
NRQs transformiert (n = Anzahl der Referenzgene r):

EA Cqzieigen(Kontrolle Behandlung)
Zielgen

NRQ =

n Hn EACQRE ferenzgen r(Kontrolle Behandlung)
r=1 "~ Referenzgen r

Die NRQs konnen dann mittels Division durch einen aus den NRQs der IRCs
errechneten Calibrierungsfaktor (CF) in CNRQs transformiert werden:

NRQ

CNRQ = 57

Um mehrere Referenzgene sowie deren Amplifizierungs-Effizienzen in die Berech-
nungen miteinbeziehen zu kénnen, wurden zunéchst die Effizienzen und hierauf die
drei — unter den gegebenen Bedingungen — in ihrer Expression stabilsten einer im La-
bor etablierten Reihe moglicher Referenzgene bzw. Primer fiir diese Gene ermittelt.
Die Effizienzen /Stabilitdten von Primern /Genen, welche folgende Proteine/Enzyme
kodieren und auf Grund ihres ubiquitiren Vorkommens als Referenzgene dienen kon-
nen, wurden erhoben: Transferrinrezeptorprotein 1 (TFRC), Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase (HPRT), Succinat-Dehydrogenase Untereinheit A (SD-
HA), TATA-bindendes Protein (TBP), 14-3-3 Protein zeta/delta (YWHAZ), Ac-
tin beta (ACTB), Peptidylprolyl Isomerase A (PPIA), Phosphoglyceratkinase 1
(PGK1), Hydroxymethylbilan-Synthase (HMBS). Zu diesem Zweck wurden RT-
qPCRs mit den Primern der Referenzgene (jeweils 15 zufillig ausgewéhlte ¢cDNA-
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Samples in je zwei Replikaten) im ,,CFX384 Touch™ Real-Time PCR Detection
System* durchgefiihrt. Hierfiir wurden jeweils 1l cDNA, sowie 9pl eines zuvor pra-
parierten Mastermix (bestehend aus 1pl Primer, 3ul HoO und 5pl SYBR®)-Green?)
in die Wells von ,CFX Qualification Plates* (384 Wells) pipettiert. Auferdem wur-
den — zum Ausschluss von Kontamination — pro Gen ein Well mit H,O an Stelle
von ¢cDNA (,No template control®, NTC) sowie ein Well mit einem ¢cDNA-Sample
ohne RT (,No reverse transcriptase”, NRT, siehe 2.4.3) befiillt. Der Ablauf einer RT-
qPCR gestaltete sich dabei — den Empfehlung des Primer-Herstellers entsprechend
— wie folgt: Zunéchst fiir fiinf Minuten 95°C, dann in 39-facher Wiederholung 95°C
fiir 10 Sekunden und 60°C fiir 30 Sekunden, hierauf fiir 10 Sekunden 95°C und ab-
schliefsend zur Schmelzkurvenberechnung eine kontinuierliche Temperaturerh6hung
(plus 0.5°C pro fiinf Sekunden) von 65°C auf 95°C. Replikate mit einer Standardab-
weichung der Cg-Werte von mehr als 0.35 wurden auf einer weiteren Platte erneut
analysiert, bzw. bei Weiterbestehen dieses Kriteriums von den weiteren Schritten
ausgeschlossen. Sodann erfolgte auf Basis der erhaltenen Rohdaten die Berechnung
der Effizienzen mit Hilfe des Programms ,LinRegPCR* (Ramakers et al., 2003). Der
diesem zugrunde liegende Algorithmus ermittelt zundchst das Fluoreszenzniveau,
welches vor der Detektion einer spezifischen Amplifikation besteht (Baseline), und
korrigiert die Rohdaten dementsprechend, um ein Uber- oder Unterschiitzen der
Effizienzen zu vermeiden. Sodann wird, nach logarithmischer Transformation der
Daten pro Sample, das ,Window of Linearity“ (WoL) innerhalb der linearen Phase
der RT-qPCR ermittelt. Dieses Fenster wird so gewéhlt, dass die Varianz der Ampli-
fikationseffizienzen an vier enthaltenen Datenpunkten méglichst gering ist. Aus der
Steigung einer durch diese Punkte verlaufenden Geraden wird dann die Effizienz fiir
das aktuelle Sample und aus den Mittelwerten aller Replikate /Samples die Effizienz
einer PCR mit dem jeweiligen Primer errechnet. (Ruijter et al., 2009) Die Stabilité-
ten der Referenzgene (Stabilitdtsparameter M) wurden hierauf — unter Angabe der
Effizienzen — aus den erhaltenen Cqg-Werten mit der Software ,qBase+* ermittelt
(Hellemans et al., 2007).

Fiir die eigentliche Genexpressionsanalyse wurden schliefllich alle hierfiir ausge-
withlten cDNA-Samples RT-qPCRs (Ablauf wie im vorigen Absatz beschrieben) zu-
gefiihrt. Dabei wurden pro ,,CFX Qualification Plate* zuséatzlich zu den zu analysie-
renden cDNA-Samples vier IRCs (in je zwei Replikaten) sowie zwei NTCs pipettiert
(jeweils 1pl ¢cDNA bzw. HyO, 1pl Primer, 3ul HoO und 5pl SYBR@®)-Green). Das

Pipettieren wurde hierbei teilweise von einem automatisierten Pipettiersystem (,ep-

3,iQ™ SYBR ® Green supermix“, bestehend aus DNA-Polymerase, dANTPs, MgClz, SYBR ®
Green I-Fluoreszenzfarbstoff
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Motion 5075%), welchem ein Mastermix iibergeben wurde, durchgefiihrt. Die oben
beschriebene Regel zu Ausschluss/Wiederholung von Replikaten wurde auch hier
angewendet. Nach Berechnung der Effizienzen auch der Zielgene mit Hilfe des Pro-
gramms ,LinRegPCR" (s.0.) wurden — mit Hilfe des auf der oben beschriebenen
Methode nach Hellemans et al. (2007) basierenden R-Pakets ,EasyqpcR* (Le Pape)
— die erhaltenen Cq-Werte unter Einbeziehung von errechneten Effizienzen und IRCs
in CNRQs transformiert.

2.5 Statistik

Die statistische Analyse der mittels Verhaltenstests und RT-qPCR gewonnenen Da-
ten wurde mit der Statistik-Programmiersprache R durchgefiihrt. Die Datensitze
wurden dabei zundchst auf Normalverteilung (Shapiro-Wilk-Test) und Varianzho-
mogenitit (Levene-Test) getestet. Die mittels Verhaltenstests gewonnenen Daten
wurden — je nach Ergebnis dieser Testungen — einer mehrfaktoriellen Varianzanalyse
(,Analysis of variance”, ANOVA) mit den Faktoren Geschlecht und Haltungsbedin-
gung (=Gruppe) bzw. robusteren Testverfahren nach Wilcox (2012) zugefiihrt. Fiir
die Post-hoc-Analyse dieser Daten wurden der Tukey-Test und — bei Abweichung von
der Normalverteilung — robuste Post-hoc Tests nach Wilcox eingesetzt. Im Falle der
mittels RT-qPCR gewonnenen Daten wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse bzw.
im Falle von Heteroskedastizitit oder Abweichungen von der Normalverteilung eine
robustere Testmethode nach Wilcox durchgefiihrt. Fiir die Post-hoc-Analyse der RT-
qPCR-Daten wurde der Tukey-Test eingesetzt, bzw. — bei Abweichung von der Nor-
malverteilung oder ungleichen Stichprobenumfingen — die robusteren Post-hoc Tests
nach Wilcox verwendet. Die Ergebnisse der Wilcox-Tests, welche auf Bootstrapping
und/oder (20%) gestutzten Mitteln und/oder M-Schétzern beruhen und sich bei
extremen Abweichungen von der Normalverteilung als robuster gegen Fehler 1. Art
erwiesen haben, wurden nur bei deutlichen Abweichungen von den Ergebnissen der
ANOVAs bzw. Tukey-Tests und fehlenden Voraussetzungen (Heteroskedastizitit,
deutliche Abweichung von der Normalverteilung) fiir diese Tests angegeben. Dabei
wurde das grofite Gewicht auf die Ergebnisse der auf Bootstrapping beruhenden Me-
thoden gelegt (vermutlich beste Kontrolle des Fehlers 1.Art). Das Signifikanzniveau
wurde auf p < 0.05 festgelegt. Gerundet wurde auf die dritte Nachkommastelle. Zur
Visualisierung der Daten wurden Sdulendiagramme/Liniendiagramme aus den Mit-

telwerten mit Fehlerbalken (entsprechend einem Konfidenzniveau von 95%) erstellt.
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2.6 Reagenzien

Material Hersteller
Cd1-Mause Charles River Lab. Int. Inc.,
Wilmington/USA
Sucrose AppliChem, Darmstadt
Elevated Plus-Maze TSE Systems, Bad Homburg
Open Field TSE Systems, Bad Homburg

Light-Dark box

TSE Systems, Bad Homburg

Barnes Maze

TSE Systems, Bad Homburg

VideoMot 2-System

TSE Systems, Bad Homburg

Terralin liquid

Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt

Isofluran

AppliChem, Darmstadt

Isopentan

AppliChem, Darmstadt

2ml Tubes, 1.5ml Tubes

Eppendorf AG, Hamburg

peqGOLD RNAPure

peQlab Biotech GmbH, Erlangen

Metallkugeln Quiagen, Hilden
TissueLyser Quiagen, Hilden
Chloroform

MaXtract Tubes

Quiagen, Hilden

RNeasy MiniKit

Quiagen, Hilden

RNase-freies DNase Set

Quiagen, Hilden

Nanodrop 1000 Spectrometer

peQlab Biotech GmbH, Erlangen

iScriptMeDNA Synthesis Kit

Bio-Rad Laboratories G.m.b.H., Miinchen

TGradient Thermal Cycler

Biometra, Gottingen

Tag-polymerase

Eurogentec, Kéln

5-HTT- und PKCy-Primer

Eurofins MWG Operon, Ebersberg

GeneRule 100bp Plus DNA
Ladder

Thermo Fisher Scientific, Waltham /USA

Ethidiumbromid

Bromphenol Blue-Xylene
Cyanole Dye

Sigma-Aldrich, Buchs/Schweitz

TAE-Puffer Tris- Acetat- und EDTA-Puffermix
ChemiDocTM XRS Molecular Bio-Rad Laboratories G.m.b.H., Miinchen
Imager

Experion™ Automated

Electrophoresis System

Bio-Rad Laboratories G.m.b.H., Miinchen
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Material

Hersteller

Experion RNA StdSens Reagents
and Supplies

Bio-Rad Laboratories G.m.b.H., Miinchen

Experion RNA Analysis Kits

Bio-Rad Laboratories G.m.b.H., Miinchen

Eppendorf Thermomixer(®)

comfort

Eppendorf AG, Hamburg

TBP-Primer

Quiagen, Hilden

HMBS-Primer

Quiagen, Hilden

YWHAZ-Primer

Quiagen, Hilden

NPY-Primer

Quiagen, Hilden

NPYRI1-Primer

metabion GmbH, Planegg

NPYR2-Primer

Quiagen, Hilden

NPYR5-Primer

Quiagen, Hilden

NPSR1-Primer

Quiagen, Hilden

CRH-Primer

Quiagen, Hilden

CRHR1-Primer

Quiagen, Hilden

CRHR2-Primer

Quiagen, Hilden

CFX384 Touch™ Real-Time
PCR Detection System

Bio-Rad Laboratories G.m.b.H., Miinchen

CFX Qualification Plate

Bio-Rad Laboratories G.m.b.H., Miinchen

iQ™ SYBR ® Green supermix

Bio-Rad Laboratories G.m.b.H., Miinchen

gbase+

Biogazelle NV, Zwijnaarde/Belgien

epMotion 5075

Eppendorf AG, Hamburg
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3 Ergebnisse

3.1 Phanotypisierung
3.1.1 Sucrose-Priferenz

Bei der statistischen Auswertung der Daten des ersten Sucrose-Préferenz-Tests fand
sich ein signifikanter Effekt der Haltungsbedingung (Gruppe) (F(2, 24) — 10.965, p
< 0.001), nicht jedoch von Geschlecht (F(1, 24) = 0.480, p > 0.1) und Gruppen-
Geschlechter-Interaktion (F(2, 24) = 0.006, p > 0.5) auf den Sucrose-Konsum. Die
Post-hoc-Analyse ergab einen signifikanten Unterschied zwischen MS und EE (p
< 0.01) und zwischen KON und EE (p < 0.01). Beziiglich des Wasser-Konsums
fand sich lediglich ein grenzwertig signifikanter Effekt des Geschlechts (F(1, 24) =
6.060, p < 0.05; Wilcox: p > 0.1). Ebenso konnte im ersten Sucrose-Priferenz-
Test kein signifikanter Effekt von Haltungsbedingung (F(2, 24) = 3.161, p > 0.05)
und Gruppen-Geschlechter-Interaktion (F(2, 24) = 0.178, p > 0.5) auf die Sucrose-
Préferenz detektiert werden. Allerdings fand sich ein grenzwertig signifikanter Effekt
des Geschlechts auf die Sucrose-Préferenz (F(1, 24) = 5.693, p < 0.05), welcher
jedoch bei nicht normalverteilten Daten mit Hilfe der Wilcox-Tests nicht bestétigt
werden konnte (p > 0.1).

Bei der Auswertung des zweiten Sucrose-Priferenz-Tests wurden die Werte von
Sucrose- und Wasser-Konsum eines Kifigs (ausgelaufene Wasserflasche) durch die
jeweiligen Mittelwerte der restlichen Werte der entsprechenden Untergruppe (ménn-
lich, MS) ersetzt. Es fand sich ebenso wie im ersten Test ein signifikanter Effekt der
Haltungsbedingung (F (2, 24) = 5.637, p < 0.01), nicht jedoch von Geschlecht (F(1,
24) = 0.009, p > 0.5) und Gruppen-Geschlechter-Interaktion (F(2, 24) = 0.813,
p > 0.1) auf den Sucrose-Konsum. Post-hoc-Analysen der nicht-normalverteilten
Daten mittels Tukey- und Wilcox-Tests ergaben hier widerspriichliche Ergebnisse.
Nach logarithmischer Transformation der Daten fand sich ein signifikanter Effekt
der Haltungsbedingung (F (2, 24) = 7.443, p < 0.01) auf den Sucrose-Konsum und
in der Post-hoc-Analyse ein signifikanter Unterschied zwischen KON und EE (p <
0.01). Beziiglich des Wasser-Konsums fand sich auch hier kein signifikanter Effekt.
Allerdings konnte ein signifikanter Effekt der Haltungsbedingung (F(2, 24) = 4.152,
p < 0.05), nicht jedoch von Geschlecht (F(1, 24) = 1.588, p > 0.1) und Gruppen-
Geschlechter-Interaktion (F(2, 24) = 3.089, p > 0.05) auf die Sucrose-Priferenz
detektiert werden. In der Post-hoc-Analyse fand sich dabei erneut ein signifikanter
Unterschied zwischen KON und EE (p < 0.05). Siehe Abbildung 6.
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Abbildung 6: Ergebnisse der Sucrose-Priferenz-Tests. (a) Sucrose-Konsum im ersten
Test, (b) Sucrose-Konsum im zweiten Test, (¢) Sucrose-Priferenz im
ersten Test, (d) Sucrose-Préferenz im zweiten Test.
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3.1.2 Elevated Plus-Maze

Die statistische Auswertung der mittels Video-Mot 2-System fiir das EPM erho-
benen Daten ergab keinen signifikanten Effekt von Haltungsbedingung (Gruppe)
(F(2, 54) = 2.175, p > 0.05), Geschlecht (F(1, 54) = 1.262, p > 0.1) und Gruppen-
Geschlechter-Interaktion (F(2, 54) = 1.608, p > 0.1) auf die von den Versuchstieren
insgesamt zuriickgelegte Strecke. Auch auf die in den offenen Armen zuriickgelegte
Strecke hatten Haltungsbedingung (F(2, 54) = 1.125, p > 0.1), Geschlecht (F(1, 54)
= 0.002, p > 0.1) und Gruppen-Geschlechter-Interaktion (F(2, 54) = 0.713, p >
0.05) keinen signifikanten Effekt, ebenso wenig wie auf die Aufenthaltsdauer in den
offenen Armen (Haltungsbedingung (F(2, 54) = 0.787, p > 0.1), Geschlecht (F(1,
54) = 0.166, p > 0.5), Gruppen-Geschlechter-Interaktion (F(2, 54) = 0.360, p >
0.5)). Allerdings konnte ein signifikanter Effekt der Haltungsbedingung, nicht jedoch
von Geschlecht und Gruppen-Geschlechter-Interaktion, auf die in den geschlossenen
Armen zuriickgelegte Strecke festgestellt werden (Haltungsbedingung (F(2, 54) =
4.223, p < 0.05), Geschlecht (F(1, 54) = 0.122, p > 0.5), Gruppen-Geschlechter-
Interaktion (F(2, 54) = 0.275, p > 0.5)). Die Post-hoc Analyse ergab in diesem
Zusammenhang einen signifikanten Unterschied zwischen MS und EE (p < 0.01)
hinsichtlich der in den geschlossenen Armen zuriickgelegten Strecke. Beziiglich der
Aufenthaltsdauer in den geschlossenen Armen konnte kein signifikanter Effekt fest-
gestellt werden (Haltungsbedingung (F(2, 54) — 0.784, p > 0.1), Geschlecht (F(1,
54) = 3.006, p > 0.05), Gruppen-Geschlechter-Interaktion (F(2, 54) = 0.552, p >
0.1)). Ebenso konnte kein signifikanter Effekt auf die Eintrittshaufigkeit in geschlos-
sene (Haltungsbedingung (F(2, 54) = 2.929, p > 0.05), Geschlecht (F(1, 54) = 3.410,
p > 0.05), Gruppen-Geschlechter-Interaktion (F(2, 54) = 0.064, p > 0.5)) und offene
(Haltungsbedingung (F(2, 54) = 0.967, p > 0.1), Geschlecht (F(1, 54) = 0.003, p >
0.1), Gruppen-Geschlechter-Interaktion (F(2, 54) = 0.157, p > 0.5)) Arme des EPM
detektiert werden. Auch konnte kein signifikanter Effekt auf Rearing, Grooming so-

wie die Menge der Faeces-/Urin-Boli gefunden werden. Siehe Abbildungen 7 und 8.

3.1.3 Light-Dark Box

Bei der statistischen Auswertung der mittels LDB erhobenen Daten konnte kein
signifikanter Effekt von Haltungsbedingung (Gruppe) (F(2, 54) = 1.090, p > 0.1),
Geschlecht (F(1, 54) = 0.899, p > 0.1) und Gruppen-Geschlechter-Interaktion (F(2,
54) = 0.186, p > 0.5) auf die gesamte Aufenthaltsdauer der Versuchstiere im hellen
Kompartiment der LDB gefunden werden. Ebenso konnte kein signifikanter Effekt
von Haltungsbedingung (F(2, 54) = 0.304, p > 0.5), Geschlecht (F(1, 54) = 0.272,
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p > 0.5) und Gruppen-Geschlechter-Interaktion (F(2, 54) = 0.487, p > 0.5) auf die
Anzahl der Transitionen zwischen den Kompartimenten festgestellt werden. Auch
auf die Zeitdauer bis zum erstmaligen offensichtlichen Blick des Tiers in das helle
Kompartiment konnte kein signifikanter Effekt gefunden werden (Haltungsbedin-
gung: F(2, 54) = 1.251, p > 0.1; Geschlecht: F(1, 54) = 0.220, p > 0.5; Gruppen-
Geschlechter-Interaktion: F(2, 54) = 1.405, p > 0.1), ebenso wenig wie auf den
erstmaligen vollumfinglichen Eintritt des Versuchstiers in das helle Kompartiment
(Haltungsbedingung: F(2, 54) = 2.011, p > 0.1; Geschlecht: F(1, 54) = 0.117, p >
0.5; Gruppen-Geschlechter-Interaktion: F(2, 54) = 0.808, p > 0.1). Siehe Abbildung
9.

3.1.4 Open Field

Die statistische Auswertung der mittels OF erhobenen Daten erbrachte einen si-
gnifikanten Effekt von Geschlecht (F(2, 54) = 4.944, p < 0.05) und Gruppen-
Geschlechter-Interaktion (F(2, 54) = 7.808, p < 0.01), nicht jedoch der Haltungs-
bedingung (Gruppe) (F(2, 54) = 1.629, p > 0.1) auf die insgesamt zuriickgelegte
Strecke der Versuchstiere. In der Post-hoc Analyse fand sich ein signifikanter Un-
terschied zwischen KON und EE der weiblichen Subgruppe (p < 0.01). Hinsichtlich
der Gesamtzahl an Eintritten in den zentralen Bereich des OF konnte ein signifikan-
ter Effekt von Haltungsbedingung (F(2, 54) — 3.782, p < 0.05*), Geschlecht (F(1,
54) = 11.368, p < 0.01) und Gruppen-Geschlechter-Interaktion (F(2, 54) = 5.734,
p < 0.01) gefunden werden. Die Post-hoc Analyse ergab hier einen signifikanten
Unterschied zwischen KON und EE (p < 0.05%) sowie in der Gruppen-Geschlechter-
Interaktion zwischen KON und EE der weiblichen Subgruppe (p < 0.01). Auch
auf die im zentralen Bereich zuriickgelegte Strecke hatten Haltungsbedingung (F(2,
54) = 3.416, p < 0.05%), Geschlecht (F(1, 54) = 9.888, p < 0.01) und Gruppen-
Geschlechter-Interaktion (F(2, 54) = 5.729, p < 0.05) einen signifikanten Effekt. In
der Post-hoc Analyse fand sich hier ein signifikanter Unterschied zwischen KON und
EE (p < 0.01%*) sowie zwischen MS und EE (p < 0.05*) der weiblichen Subgruppe.
Ebenso hatten Haltungsbedingung (F(2, 54) = 4.069, p < 0.05), Geschlecht (F(1,
54) = 9.227, p < 0.01) und Gruppen-Geschlechter-Interaktion (F(2, 54) = 3.792, p
< 0.05%) einen signifikanten Effekt auf die Aufenthaltsdauer im zentralen Bereich.
Hier ergab die Post-hoc Analyse einen signifikanten Unterschied zwischen KON und
EE (p < 0.05%) sowie zwischen MS und EE (p < 0.05*%) wie auch in der weiblichen
Subgruppe (KON und EE: p < 0.01; MS und EE: p < 0.05*%). Diese Effekte und
Unterschiede bestanden bis auf die mit * gekennzeichneten auch dann, wenn die

entsprechenden Messwerte eines Versuchstiers, welches den zentralen Bereich nie
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Abbildung 9: Ergebnisse der LDB-Testungen. (a) Aufenthaltsdauer im hellen Kom-
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lichen Eintritt des Versuchstiers in das helle Kompartiment (Latenz
2). EE = rot, MS = blau, KON = griin.
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betreten hatte, durch die Mittelwerte der entsprechenden Gruppe (weiblich, EE)
ersetzt wurden. Siehe Abbildung 10.

Um nun weiter zu eruieren, wann im 30-miniitigen Versuchsablauf Unterschiede
zwischen den Gruppen bestehen, wurde zusétzlich eine geschlechtergetrennte Aus-
wertung der Daten in sechs fiinf-Minuten Intervallen vorgenommen.

Im ersten Intervall (1.-5. Minute) fand sich ein signifikanter Gruppen-Geschlech-
ter-Interaktionseffekt auf die insgesamt zuriickgelegte Strecke (F(2, 54) = 6.036, p <
0.01) und in der Post-hoc Analyse ein signifikanter Unterschied zwischen KON und
EE der weiblichen Subgruppe (p < 0.01). Weiterhin konnte ein signifikanter Effekt
von Haltungsbedingung (F(2, 54) = 4.569, p < 0.05) und Gruppen-Geschlechter-
Interaktion (F(2, 54) = 5.006, p < 0.05) auf die Gesamtzahl an Eintritten in den
zentralen Bereich des OF festgestellt werden. Die Post-hoc Analyse ergab hier einen
signifikanten Unterschied zwischen MS und EE (p < 0.05) sowie in der weiblichen
Subgruppe zwischen KON und EE (p < 0.01) sowie zwischen MS und EE (p <
0.01). Aukerdem fand sich ein signifikanter Gruppen-Geschlechter-Interaktionseffekt
auf die im zentralen Bereich zuriickgelegte Strecke (F(2, 54) = 4.560, p < 0.05) und
in der Post-hoc Analyse ein signifikanter Unterschied zwischen KON und EE (p <
0.05) sowie MS und EE (p < 0.05) der weiblichen Subgruppe.

Im zweiten fiinf-Minuten-Intervall (6.-10. Minute) fand sich ebenso ein signifikan-
ter Gruppen-Geschlechter-Interaktionseffekt auf die insgesamt zuriickgelegte Strecke
(F(2, 54) = 5.876, p < 0.01) und in der Post-hoc Analyse ein signifikanter Unter-
schied zwischen KON und EE der weiblichen Subgruppe (p < 0.05).

Im dritten fiinf-Minuten-Intervall (11.-15. Minute) konnte ein signifikanter Effekt
von Geschlecht (F(1, 54) = 10.892, p < 0.01) und Gruppen-Geschlechter-Interaktion
(F(2, 54) = 3.626, p < 0.05) auf die Gesamtzahl an Eintritten in den zentralen Be-
reich des OF festgestellt werden. Die Post-hoc Analyse ergab hier einen signifikanten
Unterschied zwischen KON und EE (p < 0.05) in der weiblichen Subgruppe.

Im vierten fiinf-Minuten-Intervall (16.-20. Minute) fand sich ein signifikanter Grup-
pen-Geschlechter-Interaktionseffekt auf die insgesamt zuriickgelegte Strecke (F(2,
54) = 5.647, p < 0.01) und in der Post-hoc Analyse ein signifikanter Unterschied
zwischen KON und EE der weiblichen Subgruppe (p < 0.01). Ebenso fand sich ein
signifikanter Effekt der Haltungsbedingung auf die Gesamtzahl an Eintritten in den
zentralen Bereich (F(2, 54) = 5.071, p < 0.01; Post-hoc Analyse: signifikanter Unter-
schied zwischen KON und EE (p < 0.01)), auf die im zentralen Bereich zuriickgelegte
Strecke (F(2, 54) = 5.337, p < 0.01; Post-hoc Analyse: signifikanter Unterschied zwi-
schen KON und EE (p < 0.01)) und auf die Aufenthaltsdauer im zentralen Bereich
(F(2, 54) = 4.724, p < 0.05; Post-hoc Analyse: signifikanter Unterschied zwischen
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KON und EE (p < 0.01)).

Im fiinften fiinf-Minuten-Intervall (21.-25. Minute) fanden sich keine erwiihnens-
werten signifikanten Effekte/Unterschiede.

Abschliefsend fand sich im sechsten fiinf-Minuten-Intervall (26.-30. Minute) ein si-
gnifikanter Gruppen-Geschlechter-Interaktionseffekt auf die insgesamt zuriickgelegte
Strecke (F(2, 54) = 3.647, p < 0.05) und in der Post-hoc Analyse ein signifikanter
Unterschied zwischen KON und EE der weiblichen Subgruppe (p < 0.05). Siehe
Abbildungen 11 und 12.

3.1.5 Barnes Maze

Die statistische Auswertung des ersten Barnes Maze-Teststtags (jeweils vier Testun-
gen pro Tier) erbrachte einen signifikanten Effekt von Haltungsbedingung (Gruppe)
(F(2, 234) = 3.972, p < 0.05), nicht jedoch Geschlecht (F(1, 234) = 0.803, p > 0.1)
und Gruppen-Geschlechter-Interaktion (F(2, 234) = 0.253, p > 0.5) auf die Zeit-
dauer bis zum Eintritt in die Escape-Box. In der Post-hoc Analyse fand sich dabei
ein signifikanter Unterschied zwischen MS und EE (p < 0.01) sowie zwischen KON
und EE (p < 0.05). Weiterhin fand sich ein signifikanter Effekt von Haltungsbedin-
gung (F(2, 234) = 3.249, p < 0.05) und Geschlecht (F(1, 234) = 8.890, p < 0.01),
nicht jedoch Gruppen-Geschlechter-Interaktion (F(2, 234) = 1.624, p > 0.1) auf die
Geschwindigkeit der Versuchstiere. Die Post-hoc Analyse ergab hier einen signifi-
kanten Unterschied zwischen KON und EE (p < 0.05) sowie zwischen MS und EE
(p < 0.01). Es konnte jedoch kein signifikanter Effekt auf die zuriickgelegte Strecke
gefunden werden. Siehe Abbildung 13.

Die Auswertung des zweiten Teststtags (jeweils drei Testungen pro Tier) erbrachte
einen signifikanten Effekt der Haltungsbedingung (F (2, 174) = 3.542, p < 0.05), nicht
jedoch von Geschlecht (F(1, 174) = 1.346, p > 0.1) und Gruppen-Geschlechter-
Interaktion (F(2, 174) = 1.626, p > 0.1) auf die Zeitdauer bis zum Eintritt in die
Escape-Box. In der Post-hoc Analyse fand sich dabei ein signifikanter Unterschied
zwischen MS und EE (p < 0.05). Weiterhin fanden sich keine signifikanten Effekte
auf Strecke oder Geschwindigkeit. Siehe Abbildung 14.

Am dritten Testtag (jeweils drei Testungen pro Tier) fanden sich keine signifikan-
ten Effekte.

Die Auswertung des vierten Teststtags (erster Tag nach Positionsinderung der
Escape-Box, jeweils vier Testungen pro Tier) erbrachte einen signifikanten Effekt der
Haltungsbedingung (F(2, 234) = 11.433, p < 0.001), nicht jedoch von Geschlecht
(F(1, 234) = 0.008, p > 0.5) und Gruppen-Geschlechter-Interaktion (F(2, 234) =
1.308, p > 0.1) auf die Zeitdauer bis zum Eintritt in die Escape-Box. In der Post-hoc
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Abbildung 11: Verlauf der Open Field-Tests (ménnliche Versuchstiere) in fiinf-

minuten Intervallen. (a) Zuriickgelegte Gesamtstrecke, (b) Anzahl
der Eintritte in den zentralen Bereich, (c) zuriickgelegte Strecke im
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Analyse fand sich dabei ein signifikanter Unterschied zwischen KON und EE (p <
0.001) sowie zwischen MS und EE (p < 0.01). Auferdem lief sich ein signifikanter
Effekt der Haltungsbedingung (F(2, 234) = 5.683, p < 0.01) auf die Geschwindigkeit
feststellen und in der Post-hoc Analyse ein signifikanter Unterschied zwischen KON
und EE (p < 0.01) wie auch zwischen MS und EE (p < 0.01). Genauso fand sich
ein signifikanter Effekt der Haltungsbedingung (F(2, 234) = 3.842, p < 0.05) auf
die zuriickgelegte Strecke und in der Post-hoc Analyse wiederum ein signifikanter
Unterschied zwischen KON und EE (p < 0.05). Siehe Abbildung 14.

Am fiinften Testtag (jeweils drei Testungen pro Tier) fand sich ein signifikanter
Effekt der Haltungsbedingung (F(2, 174) = 7.727, p < 0.01) auf die Zeitdauer bis
zum Eintritt in die Escape-Box. Die Post-hoc Analyse ergab hier einen signifikanten
Unterschied zwischen KON und EE (p < 0.01) sowie zwischen MS und EE (p <
0.05). Ebenso fand sich ein signifikanter Effekt der Haltungsbedingung (nach loga-
rithmischer Transformation wegen Heteroskedastizitét: F(2, 174) — 6.567, p < 0.01)
auf die Geschwindigkeit und in der Post-hoc Analyse ein signifikanter Unterschied
zwischen KON und EE (p < 0.05) sowie zwischen MS und EE (p < 0.05). Abschlie-
kend liefs sich ein signifikanter Effekt der Haltungsbedingung (F(2, 174) = 3.568, p
< 0.05) auf die zuriickgelegte Strecke und in der Post-hoc Analyse ein signifikanter
Unterschied zwischen KON und EE (p < 0.05) feststellen. Siehe Abbildung 15.

49



p < 0.05 p < 0.001 p <0.01

150000 -
1e+05-
se+047 -
0e+00-

Zeit bis Escape—Box-Eintritt in ms
Zeit bis Escape-Box Eintritt in ms

100000 -
50000 -

Haltungsbedlngung Haltungsbedlngung

(a) (b)

f p <001 p <0.01 800- p < 0.05

600-
400-
200-

Haltungsbedmgung Haltungsbedmgung

(c) (d)

Abbildung 14: Ergebnisse Barnes Maze. (a) Zeit bis zum Eintritt in die Escape-
Box am Testtag 2, (b) Zeit bis zum Eintritt in die Escape-Box am
Testtag 4, (¢) Geschwindigkeit der Versuchstiere am Testtag 4, (d)
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Abbildung 15: Ergebnisse Barnes Maze. (a) Zeit bis zum Eintritt in die Escape-
Box am Testtag 5, (b) Geschwindigkeit der Versuchstiere am Testtag
5, (¢) zuriickgelegte Strecke am Testtag 5, (d) Verlauf der Zeit bis
Escape-Box-Eintritt iiber die fiinf Testtage, Tage mit signifikanten
Gruppenunterschieden sind dabei mit * gekennzeichnet (siehe Text).
EE = rot, MS = blau, KON = griin.
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3.1.6 Gewichtsverlauf

Die statistische Auswertung der drei Gewichtsmessungen der Versuchstiere erbrachte
keinen signifikanten Effekt der Haltungsbedingung auf das Gewicht der Versuchstie-
re: Gewichtsmessung im Alter von 10 Wochen: F(2, 54) = 1.606, p > 0.1; Gewichts-
messung im Alter von 14 Wochen F(2, 54) = 0.833, p > 0.1; Gewichtsmessung im
Alter von 19 Wochen F(2, 54) = 0.361, p > 0.5. Siehe Abbildung 16.
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3.2 Genexpressionsanalyse

Zunichst sollen die wesentlichen Ergebnisse der Vorarbeiten kurz dargestellt wer-
den. Nach Abschluss der RNA-Extraktion und Ausschluss aller ungeeigneten RNA-
Samples (260/280-Ratio <= 1.9, 260/230-Ratio <= 1.6) lag der Mittelwert der
spektrometrisch erhobenen 260/280-Rationes bzw. 260/230-Rationes der iibrigen
148 RNA-Samples bei 2.082 (Minimum 2.0, Maximum 2.2) bzw. 2.122 (Minimum
1.61, Maximum 2.37; siehe 2.4.2). Da eine zu geringe Anzahl von Samples der Regi-
on Nucleus accumbens den vorgenannten Regeln entsprach, wurde diese Region von
den weiteren Schritten ausgenommen.

Die zum Ausschluss von Verunreinigung der cDNA-Samples mit genomischer DNA
durchgefiihrten PCRs mit Primern fiir Introns des 5-HTT-Gens (siche 2.4.4) er-
brachten folgende Auffilligkeit: Wihrend sich in allen iibrigen cDNA-PCRs sowie
den Kontrollen ohne Nukleotide/Polymerase/cDNA keine Hinweise auf Verunreini-
gung ergaben, konnten in PCRs mit cDNAs, welche der Gehirnregion Raphe dorsalis
zuzuordnen waren, signifikante Banden zwischen 200 und 300bp wie in der Positiv-
kontrolle detektiert werden (erwartetes Produkt bei 225bp). Da PCRs dieser ¢D-
NAs mit Primern fiir das PKC)~Gen kein auffilliges Bandenmuster zeigten, wurde
jedoch nicht von einer Verunreinigung der entsprechenden c¢cDNA-Samples ausge-
gangen. Stattdessen diirfte eine hohe Transkriptionsrate des in der Raphe dorsalis
natiirlicherweise vorkommenden 5-HTT-Gens (Bengel et al., 1997) und somit ein ho-
her Spiegel an 5-HTT-pra-mRNA urséchlich sein. Im Gegensatz zu mRNA enthilt
pra-mRNA Introns. Pr&-mRNA wird auferdem im Rahmen der RNA-Extraktion
nicht zerstort und somit bei der cDNA-Synthese in die cDNA eingebaut. Dies diirfte
fiir die Detektion der beschriebenen Banden urséchlich sein.

Die mit Hilfe des ,Experion™ Automated Electrophoresis System“ ermittelten
RQIs (siehe 2.4.5) der RNA-Samples beliefen sich zwischen sieben und zehn. Dies
weist auf eine hohe Integritit der zur cDNA-Synthese eingesetzten RNA hin. Die zu-
sitzlich durchgefithrten Auftrennungen einiger RNA-Samples mittels Agarose-Gel-
Elektrophorese zeigten keine wesentlichen Abweichungen von den vom Experion™-
System erstellten Bandenmustern.

Die Berechnung der Amplifikationseffizienzen der drei von ,qBase+* als am sta-
bilsten identifizierten Referenzgene erbrachte folgende Ergebnisse (jeweiliger M-Wert
in Klammern): YWHAZ 1.816 (0.256), HMBS 1.830 (0.339), T'BP 1.851 (0.291).
Folgende Effizienzen wurden fiir die Zielgene ermittelt: NPY 1.77, NPYRI 1.79,
NPYR2 1.82, NPYR5 1.79, NPSR1 1.84, CRH 1.904, CRHR1 1.846, CRHR?2 1.835.
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3.2.1 NPY-System

Es konnte kein signifikanter Effekt der Haltungsbedingung (Gruppe) auf die Expres-
sionsrate von NPY in den untersuchten Regionen festgestellt werden: Amygdala F(2,
19) = 0.258, p > 0.5; Frontalcortex F(2, 23) = 1.685, p > 0.1; Striatum F(2, 25) =
1.043, p > 0.1; Hippocampus F(2, 25) = 0.37, p > 0.5; dorsale Nuclei raphes F(2,
19) = 0.869, p > 0.1; Hypothalamus F(2, 19) = 1, p > 0.1. Siehe Abbildung 17.
Ebenso konnte kein signifikanter Effekt der Haltungsbedingung auf die Expres-
sionsrate des NPYR1 in ebendiesen Regionen festgestellt werden: Amygdala F(2,
19) = 1.364, p > 0.1; Frontalcortex F(2, 23) = 0.975, p > 0.1; Striatum F(2, 24) =
2.388, p > 0.1; Hippocampus F(2, 25) = 0.618, p > 0.5; dorsale Nuclei raphes F(2,
18) = 1.391, p > 0.1; Hypothalamus F(2, 18) = 0.797, p > 0.1. Siehe Abbildung 18.

Auch auf die Expressionsrate des NPYR2 konnte kein signifikanter Effekt der
Haltungsbedingung detektiert werden: Amygdala F(2, 19) = 0.008, p > 0.5; Fron-
talcortex F(2, 21) = 1.203, p > 0.1; Striatum F(2, 25) = 2.742, p > 0.05; Hippo-
campus F(2, 25) = 0.173, p > 0.5; dorsale Nuclei raphes F(2, 17) = 1.623, p > 0.1;
Hypothalamus F(2, 19) = 0.019, p > 0.5. Siehe Abbildung 19.

Abschliefend konnte ebenso kein signifikanter Effekt der Haltungsbedingung auf
die Expressionsrate des NPYRS festgestellt werden: Amygdala F(2, 18) = 1.255, p
> 0.1; Frontalcortex F(2, 19) = 2.459, p > 0.1; Striatum F(2, 23) = 0.304, p > 0.1;
Hippocampus F(2, 24) = 0.483, p > 0.5; dorsale Nuclei raphes F(2, 18) = 0.053, p
> 0.5; Hypothalamus F(2, 19) = 0.379, p > 0.5. Siehe Abbildung 20.

3.2.2 CRH, CRHR1 und CRHR2

Es konnte ein signifikanter Effekt der Haltungsbedingung (Gruppe) auf die Expres-
sion von CRH in der Amygdala (F(2, 19) = 10.68, p < 0.001) festgestellt werden.
Die Post-hoc-Analyse ergab einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen
MS und KON (p < 0.001) sowie zwischen EE und KON (p < 0.01). Ebenso fand
sich ein signifikanter Effekt der Haltungsbedingung auf die Expression von CRH im
Frontalcortex (F(2, 23) = 3.445, p < 0.05). Hier ergab die Post-hoc-Analyse einen
signifikanten Unterschied zwischen MS und EE (p < 0.05) sowie zwischen KON und
EE (p < 0.05). Kein signifikanter Effekt fand sich in Hippocampus (F(2, 25) = 0.117,
p > 0.5), Hypothalamus (F(2, 18) = 2.285, p > 0.05), dorsalen Nuclei raphes (F(2,
19) = 0.736, p > 0.05) und Striatum (F(2, 25) = 0.138, p > 0.5). Siehe Tabelle 1a
fiir die numerische Verteilung der Samples und Abbildung 21.

Auch auf die Expression des CRHRI in der Amygdala wurde ein signifikanter
Effekt der Haltungsbedingung gefunden (F(2, 19) — 7.613, p < 0.01). Auch hier
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| Region [ KON [ MS | EE || Region | KON | MS | EE || Region | KON | MS | EE |

FC 8 10 | 8 FC 8 10 | 8 FC 8 9 8
AM 7 8 7 AM 7 8 7 AM 7 8 7
NR 6 9 7 NR 6 9 7 NR 6 9 7
ST 10 9 9 ST 10 9 9 ST 10 9 9
HY 6 8 7 HY 6 8 8 HY 6 8 8
HI 10 10 | 8 HI 10 10 | 8 HI 10 10 | 8

(a) (b) (c)

Tabelle 1: Verteilung der Samples fiir die CRH- (a) CRHR1- (b) und CRHR2-
Expressionsanalyse (c).

ergab die Post-hoc-Analyse einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen
MS und KON (p < 0.01) sowie zwischen EE und KON (p < 0.01). Ebenso fand sich
ein signifikanter Effekt auf die Expression des CRHR1 im Hypothalamus (F(2, 19)
= 7.662, p < 0.01) mit einem signifikanten Unterschied zwischen MS und KON (p
< 0.01) sowie zwischen EE und KON (p < 0.05). Kein signifikanter Effekt konnte
in Hippocampus (F(2, 25) = 1.118, p > 0.1), Frontalcortex (F(2, 23) = 1.816, p >
0.1), dorsalen Nuclei raphes (F(2, 19) = 1.549, p > 0.1) und Striatum (F(2, 25) =
1.377, p > 0.1) nachgewiesen werden. Siehe Tabelle 1b fiir die numerische Verteilung
der Samples und Abbildung 22.

Abschliefsend wurde auch auf die Expression des CRHR2 in der Amygdala ein
signifikanter Effekt der Haltungsbedingung gefunden (F(2, 19) = 5.541, p < 0.05).
Auch hier ergab die Post-hoc-Analyse einen signifikanten Unterschied zwischen den
Gruppen MS und KON (p < 0.05) sowie zwischen EE und KON (p < 0.05). Weiter-
hin fand sich ein signifikanter Effekt der Haltungsbedingung auf die Expression von
CRHR2 im Hippocampus (F(2, 25) = 3.823, p < 0.05). Die Post-hoc-Analyse ergab
auch hier einen signifikanten Unterschied zwischen EE und KON (p < 0.05). Kein
signifikanter Effekt fand sich in Frontalcortex (F(2, 22) = 0.588, p > 0.1), Hypotha-
lamus (F(2, 19) = 1.468, p > 0.1), dorsalen Nuclei raphes (F(2, 19) = 0.044, p >
0.5) und Striatum (F(2, 25) = 0.532, p > 0.5). Siehe Tabelle 1c fiir die numerische
Verteilung der Samples und Abbildung 23.

3.2.3 NPSR

Es fand sich ein signifikanter Effekt der Haltungsbedingung (Gruppe) auf die Expres-
sion des NPSR1 in der Amygdala (F(2, 19) = 7.733, p < 0.01). Die Post-hoc-Analyse
diesbeziiglich ergab einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen MS und
KON (p < 0.01) sowie zwischen EE und KON (p < 0.05). Auch auf die Expres-
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| Region | KON | MS | EE |

FC 8 9 8
AM 7 8 7
NR 6 9 7
ST 10 9 9
HY 6 8 8
HI 10 10 | 8

Tabelle 2: Verteilung der Samples fiir die NPSR1-Expressionsanalyse.

sion des NPSR1 im Frontalcortex hatte die Haltungsbedingung einen signifikanten
Effekt (F(2, 22) = 4.162, p < 0.05). Auch hier ergab die Post-hoc-Analyse einen
signifikanten Unterschied zwischen MS und KON (p < 0.05). Ebenso fand sich im
Hypothalamus ein signifikanter Effekt (F(2, 19) = 4.409, p < 0.05); hier bestand
der signifikante Unterschied jedoch zwischen EE und KON (p < 0.01). Ein signifi-
kanter Effekt der Haltungsbedingung auf die Expression des NPSR1 fand sich auch
in den dorsalen Nuclei raphes nach logarithmischer Transformation der zunéchst
nicht normalverteilten CNRQ-Werte (F(2, 19) = 4.266, p < 0.05). Hier ergab die
Post-hoc-Analyse einen signifikanten Unterschied wiederum zwischen MS und KON
(p < 0.05) sowie zwischen EE und MS (p < 0.01). Kein signifikanter Effekt konnte
in Striatum (F(2, 25) = 0.087, p > 0.5) und Hippocampus (F(2, 25) = 0.075, p >
0.5) festgestellt werden. Siehe Tabelle 2 fiir die numerische Verteilung der Samples
und Abbildung 24.
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4 Diskussion

Die wesentlichen Resultate zunichst im Uberblick:

e Sucrose-Préferenz-Test: EE-Tiere mit signifikant geringerem Sucrose-Konsum
als MS- und KON-Tiere im ersten Test; signifikant geringere Sucrose-Konsum /Sucrose-
Préferenz der EE-Tiere als der KON-Tiere, nicht jedoch der MS-Tiere im zwei-
ten Test

e Open Field: Weibliche EE-Tiere mit signifikant geringerer Gesamtstrecke / we-
niger Eintritten in zentralen Bereich / kiirzerer Aufenthaltsdauer im zentralen
Bereich

e Barnes Maze: EE-Tiere benétigen signifikant weniger Zeit um in die Escape-

Box zu ,entkommen*

e CRH-Expressionsrate (Amygdala) in EE- und MS-Tieren signifikant geringer
als in Tieren der Standardhaltungsgruppe

e CRH-Expressionsrate (Frontalcortex) in EE-Tieren signifikant hoher als in
MS- und KON-Tieren

e CRHRI1-Expressionsrate (Amygdala und Hypothalamus) in EE- und MS-Tieren

signifikant geringer als in Tieren der Standardhaltungsgruppe

e CRHR2-Expressionsrate (Amygdala) in EE- und MS-Tieren signifikant gerin-
ger als in Tieren der Standardhaltungsgruppe

e Keine Auswirkungen der Haltungsbedingung auf das NPY-System

e NPSR1-Expressionsrate (Amygdala) in EE- und MS-Tieren signifikant gerin-
ger als in Tieren der Standardhaltungsgruppe

e NPSR1-Expressionsrate (Frontalcortex) in MS-Tieren signifikant hoher als in
Tieren der Standardhaltungsgruppe

e NPSR1-Expressionsrate (Hypothalamus) in EE-Tieren signifikant hoher als in
Tieren der Standardhaltungsgruppe

e NPSR1-Expressionsrate (dorsale Nuclei raphes) in MS-Tieren signifikant ge-
ringer als in EE- und KON-Tieren
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Die Ergebnisse der Phinotypisierungstests zeichnen im Einzelnen folgendes Bild:
Einerseits weist die Analyse der Sucrose-Priferenz-Tests mit (geschlechteriibergrei-
fend) signifikant geringerem Sucrose-Konsum der EE-Tiere als der MS- und KON-
Tiere im ersten Test (Abb. 6a) sowie signifikant geringerem Sucrose-Konsum /Sucrose
Priferenz der EE-Tiere als der KON-Tiere, nicht jedoch der MS-Tiere im zweiten
Test (Abb. 6b, d), auf einen negativen Effekt von EE auf Anhedonie und Depressivi-
tit hin. Dies steht in Ubereinstimmung mit bisherigen Studien (z.B. Llorens-Martin
et al., 2007; Xu et al., 2009). Andererseits fanden sich keine signifikanten Unterschie-
de zwischen den Haltungsbedingungen MS und KON. Diese Resultate sind insofern

bemerkenswert, da ein signifikanter Unterschied zwischen EE und MS im ersten
Sucrose-Priferenz-Test im zweiten Test (nach den sonstigen Verhaltenstestungen)
nicht mehr besteht. Dies mag als Hinweis darauf gelten, dass die durch aversive-
re frithkindliche Haltungsbedingungen auf widrigere Umweltbedingungen ,program-
mierten MS-Tiere zum Zeitpunkt des ersten Tests schlicht ,unterfordert® waren
und erst durch die weiteren Verhaltenstests adidquat stimuliert wurden. Weiterhin
scheinen Standardhaltungsbedingungen die Bediirfnisse der Tiere grundsitzlich am
wenigsten zu befriedigen.

Die Analyse der EPM-Tests ldsst hingegen keinen klaren Schluss zu. Zwar leg-
ten die EE-Tiere eine signifikant ldngere Strecke in den geschlossenen Armen des
EPM zuriick als die MS-Tiere (Abb. 7e), jedoch fanden sich in anderen wesentlichen
Punkten (Aufenthaltszeiten, Eintritte/Wiedereintritte in offene/geschlossene Arme)
keine signifikanten Unterschiede. Den genannten signifikanten Unterschied als Indi-
kator fiir hohere Angstlichkeit der EE-Tiere zu werten, ginge also vermutlich zu weit,
insbesondere, da eine moglicherweise etwas hohere Geschwindigkeit der EE-Tiere —
wie sie im BM (s.u.) festgestellt werden konnte — eine naheliegendere Erklarungsop-
tion wire. Auch konnten bisherige Untersuchungen eine verminderte Angstlichkeit
von EE-Versuchstieren im EPM zeigen (z.B. Galani et al., 2007; Chapillon et al.,
1999). Hinsichtlich der Effekte von MS auf das Verhalten von Mé&usen verschiede-
ner Stamme im EPM kommen friihere Studien zu widerspriichlichen Ergebnissen
(z.B. Romeo et al., 2003; Fabricius et al., 2008). An ménnlichen Cd1-M&usen konn-
te jedoch ein verstdrktes Explorationsverhalten im EPM nach MS gezeigt werden
(Venerosi et al., 2003). Sollte der genannten Auffilligkeit (Strecke in den geschlosse-
nen Armen) tatséchlich eine vermehrte Angstlichkeit der EE-Tiere entsprechen, so
wire dies durchaus iiberraschend. Die weniger &ngstlichen Tiere der Gruppen MS
und KON wiren dann — bei objektiv aversiveren friihkindlichen Umweltbedingungen

— moglicherweise als resilienter anzusehen als die Tiere der Gruppe EE.
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Die analysierende Betrachtung der OF-Tests lidsst den Schluss zu, dass sich die
unterschiedlichen Haltungsbedingungen hier lediglich auf das Verhalten der weib-
lichen, nicht jedoch der méinnlichen Versuchstiere auswirken. In diesem Sinne leg-
ten die weiblichen EE-Tiere im OF eine signifikant geringere Gesamtstrecke zuriick
(Abb. 10a) und traten dabei signifikant seltener in den zentralen Bereich ein als
die weiblichen KON-Tiere (Abb. 10b). Weiterhin bewerkstelligten sie dabei eine si-
gnifikant geringere Strecke (Abb. 10c) und verbrachten signifikant weniger Zeit im
zentralen Bereich des OF als weibliche KON- und MS-Tiere (Abb. 10d). Dies lasst
den Schluss zu, dass sich EE negativ auf das Explorationsverhalten und positiv
auf die Angstlichkeit von weiblichen Cd1-M#usen auswirken kann. Die Schlussfol-
gerung wird jedoch durch das extreme Verhalten eines weiblichen EE-Tiers (keine
Eintritte in den zentralen Bereich, geringe Lokomotion) begiinstigt und in ihrer Aus-
sagekraft eingeschrénkt (siehe 3.1.4.). Die hier gewonnenen Erkenntnisse stehen im
Widerspruch zu fritheren Studien, welche (geschlechteriibergreifend) einen positiven
Effekt von EE auf das Explorationsverhalten von Méusen im OF nachweisen konn-
ten (z.B. Kazlauckas et al., 2011; Kobilo et al., 2011). Es konnten hingegen keine
signifikanten Unterschiede zwischen MS und KON gefunden werden. Auch bisherige
Untersuchungen kommen hinsichtlich der Konsequenzen von MS auf das Verhalten
von Méusen verschiedener Stamme im OF zu widerspriichlichen Ergebnissen (z.B.
Romeo et al., 2003; Savignac et al., 2011). Auch die Resultate des OF sind also
durchaus bemerkenswert. Schliefslich konnen sie als Hinweis darauf gelten, dass die
weiblichen Versuchstiere der Gruppen MS und insbesondere KON weniger dngstlich
und somit moglicherweise resilienter als die weiblichen EE-Tiere sind.

Die Analyse der BM-Daten weist —in Ubereinstimmung mit friiheren Studien (z.B.
Leggio et al., 2005; Huang et al., 2007) — grundsétzlich auf ein besseres Lernvermogen
und rdumliches Gedéchtnis der EE-Tiere hin. An nahezu allen Testtagen (aufer
Tag 3) bendtigten diese Tiere signifikant weniger Zeit um in die Escape-Box zu
sentkommen® als die Tiere der Gruppe MS, an den Tagen 1, 4 und 5 aukerdem auch
als die Tiere der Standardhaltungsgruppe (Abb. 13a, 14a, b, 15a). Allerdings agierten
die EE-Tiere an den Tagen 1, 4 und 5 mit einer signifikant hoheren Geschwindigkeit
als die MS-Tiere und als die Tiere der Standardhaltungsgruppe (Abb. 13b, 14c,
15b). Es ist deshalb nicht grundsétzlich auszuschliefen, dass sich die Tiere der drei
Haltungsgruppen zum Finden der Escape-Box der selben — beispielsweise seriellen
— Suchstrategie bedienten, was — von den EE-Tieren mit hoherer Geschwindigkeit
vollzogen — zu besseren Resultaten dieser Gruppe fiihrte. Allerdings legten die EE-
Tiere an Tag 4 und 5 zum Erreichen des Ziels eine signifikant kiirzere Strecke zuriick

als die Tiere der Standardhaltungsgruppe (Abb. 14d, 15¢), was die im letzten Satz
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aufgestellte Hypothese zumindest nicht stiitzt. Zwischen den Gruppen MS und KON
konnten — in Ubereinstimmung mit bisherigen Untersuchungen an Versuchstieren
anderer Mausstdmme (z.B. Fabricius et al., 2008) — keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden.

Keine signifikanten Effekte von Haltungsbedingungen und/oder Geschlecht fanden
sich bei der Analyse der LDB-Tests. Klare Auswirkungen auf die Angstlichkeit der
Tiere scheinen die jeweiligen Haltungsbedingungen also nicht zu haben. Dies steht
in Ubereinstimmung mit einer fritheren Arbeit, in welcher keine Effekte von MS
auf das Verhalten von Versuchstieren diverser Mausstimme in der LDB gefunden
werden konnten (Millstein und Holmes, 2007).

In den Amygdalae der EE- und MS-Tiere konnte eine signifikant geringere Ex-
pressionsrate des CRH detektiert werden als in den Amygdalae der Standardhal-
tungsgruppe (Abb. 21a). Zwischen den Gruppen EE und MS fand sich hingegen kein
signifikanter Unterschied. CRH wird in den Amygdalae im Rahmen der Stressant-
wort freigesetzt (Gray und Bingaman, 1996). Moglicherweise ist das hier gefundene
Ergebnis also Ausdruck einer besseren Stressresilienz der Tiere der Haltungsgruppen
EE und MS, die auf den akuten Stress der Manipulationen vor Dekapitation (siehe
2.4.1) mit einer geringeren Aktivierung des Stress-Systems reagieren. Der nicht-
signifikante Unterschied zwischen EE und MS ist insofern bemerkenswert, da diese
Haltungsbedingungen — trotz ihrer objektiv unterschiedlichen Aversivitdt — im vor-
liegenden Fall offenbar in gleichem Mafe Stress-Resilienz fordern. Allerdings scheint
dies nicht grundsétzlich der Fall zu sein, wie der gefundene signifikante Unterschied
der CRH-Expressionsrate zwischen EE und MS im Frontalcortex zeigt (Abb. 21b).

Die Anxiogenitit des CRH wird durch CRHR1 vermittelt (Contarino et al. 1999;
Miiller und Wurst, 2004). Im vorliegenden Fall konnte eine signifikant geringere Ex-
pressionsrate des CRHR1 in den Amygdalae und in Hypothalamus von MS- und
EE-Tieren als von KON-Tieren festgestellt werden (Abb. 22a, d). Wiederum fand
sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen EE und MS. Beides weist
grundsétzlich auf eine signifikant bessere Stressresilienz der Tiere der Haltungsgrup-
pen EE und MS als der Tiere der Standardhaltungsgruppe hin. Im Falle der MS-
Tiere steht dies im Widerspruch zu fritheren Studien, welche einen positiven Effekt
von MS auf die Expressionsrate des CRHRI in Hypothalamus bzw. Amygdalae
zeigen konnten (z.B. O’Malley et al., 2011).

Die Bedeutung des CRHR2 ist weniger klar (Carrasco und Van de Kar, 2003; siehe
1.1). Im vorliegenden Fall konnte wiederum eine signifikant geringere Expressions-
rate des CRHR?2 in den Amygdalae von MS- und EE-Tieren als von KON-Tieren
festgestellt werden (Abb. 23a). Auferdem fand sich eine signifikant geringere Expres-
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sionsrate in EE- als KON-Tieren im Hippocampus (Abb. 23¢). Die Interpretation
dieser Resultate fillt auf Grund der unklaren Bedeutung des CRHR2 schwer. Falls
der CRHR2 jedoch anxiolytische Eigenschaften haben sollte (wie die Erkenntnis-
se von z.B. Kishimoto et al. (2000) nahelegen), so konnte die geringere Expression
des CRHR2 die o.g. geringere Expression des CRHR1 hinsichtlich der jeweiligen
Konsequenzen ausgleichen.

Weiterhin konnten — im Widerspruch zu fritheren Untersuchungen an Ratten (z.B.
Jiménez-Vasquez et al., 2001) — keine Auswirkungen der Haltungsbedingung auf das
NPY-System gefunden werden. Dies deckt sich mit den nicht-signifikanten Unter-
schieden der Korpergewichte an den drei Messtagen, da das NPY vor allem als
potentes Orexigen angesehen wird (Redrobe et al., 2002).

Das NPS gilt als potentes Anxiolytikum (Xu et al., 2004). Dementsprechend kén-
nen die Expressionsraten des NPSR1 die grundsitzliche Angstlichkeit von Versuchs-
tieren mitbestimmen. Im vorliegenden Fall konnte eine signifikant geringere Expres-
sionsrate des NPSR1 in den Amygdalae von MS- und EE-Tieren als von KON-Tieren
festgestellt werden (Abb. 24a). Weiterhin fanden sich signifikante Unterschiede in
Frontalcortex (MS > KON, Abb. 24b) und Hypothalamus (EE > KON, Abb. 24d).
In den dorsalen Nuclei raphes konnte eine signifikant geringere Expressionsrate des
NPSR1 in MS-Tieren als EE- und KON-Tieren detektiert werden (Abb. 24e). Da
die exakte Physiologie des NPS-Systems nur unzureichend aufgeklart ist, fillt eine
Interpretation dieser Resultate schwer. Jedoch mag die signifikant geringere Expres-
sionsrate des NPSR1 in den Amygdalae von MS- und EE-Tieren zumindest als
Hinweis auf eine geringere Angstlichkeit dieser Tiere gelten. Interessant ist hierbei
wiederum, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen EE und MS
bestehen. Die entsprechenden Haltungsbedingungen scheinen sich also in diesem
Fall - obwohl objektiv unterschiedlich aversiv - im Wesentlichen gleichsinnig auf das
NPS-System auszuwirken.

Da also diverse signifikante Unterschiede der Expressionsraten von CRH-System
und NPSR1 zwischen den drei Haltungsgruppen gefunden werden konnten, darf
ein Effekt der Haltungsbedingung auf die Neurobiologie der Versuchstiere entspre-
chend einer friithkindlichen ,Programmierung” (s.o.) angenommen werden. Dies un-
terstreicht auch die Bedeutung der Haltungsbedingung fiir Tierversuche allgemein.
Jedoch fanden sich bei der Auswertung der Verhaltenstests — abgesehen von mittels
BM detektierten besserem Lernvermégen und rdumlichem Gedéachtnis der EE-Tiere
— kein klares Korrelat bzw. widerspriichliche Ergebnisse. Die Aussagekraft dieser Er-
kenntnis wird einerseits durch die deutlich verschiedenen Lebensalter der Tiere bei

Dekapitation/Gehirnentnahme bzw. Verhaltenstestungen eingeschrinkt und koénn-
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te andererseits auf verschiedene Spezifika der Methodik zuriickzufiihren sein. Zum
einen wurden in der Haltungsgruppe EE Kiéfige der selben Grofe wie in den Gruppen
MS und KON eingesetzt. Da die Auswirkungen von EE in bedeutendem Umfang
auf eine durch Kafiggrofe verstiarkte Lokomotion der Versuchstiere zuriickzufiihren
sein konnten (van Praag et al., 2000; Kobilo et al., 2011), mag dies die Effekte von
EE eingeschrinkt haben. Andererseits wurden vor dem Absetzen der Tiere aller
Gruppen, also auch der MS-Tiere wiahrend der MS-Phase, jeweils zwei Muttertiere
mit Nachkommenschaft pro Kéfig gehalten. Da sich MS und maternales Fiirsorge-
verhalten entgegengesetzt auf die Nachkommen auszuwirken scheinen (Macri et al.,
2008), konnte sich die Anwesenheit zweier Muttertiere und ein damit unter Um-
stdnden verstirktes/verldngertes maternales Fiirsorgeverhalten ,positiv¢ — im Sinne
einer Abschwiichung der MS-Folgen — auf die Nachkommenschaft ausgewirkt haben.
Ferner kann bei einer Haltung der Versuchstiere in Zweiergruppen von einem Ein-
fluss der sozialen Interaktion auf die CRH-Systeme der Tiere ausgegangen werden
(DeVries et al., 2003). Es darf angenommen werden, dass entsprechende Modifikatio-
nen der Methodik zu deutlicheren Ergebnissen, insbesondere der Phinotypisierung,
gefiihrt hatten.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich unterschiedlich aversive Hal-
tungsbedingungen auf die Stress-Resilienz durchaus auswirken kdnnen. Dies konnte
im vorliegenden Fall mittels Genexpressionsanalysen hierfiir relevanter Hormonsys-
teme gezeigt werden. Natiirlich ist die Ubertragbarkeit dieser Resultate auf den
Menschen aus verschiedenen Griinden beschriankt. Jedoch kann davon ausgegangen
werden, dass eine entsprechende friithkindliche ,Programmierung® auch im Menschen
moglich ist. Weitere Forschungsbemiihungen, welche Praventionsstrategien fiir den

Menschen begriinden kénnten, sind auf diesem Gebiet also unbedingt erforderlich.

71



5 Zusammenfassung

In zahlreichen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Umweltbedingungen im
friithen Lebensalter einerseits die Entwicklung von Resilienz, d.h. Widerstandsféhig-
keit gegeniiber Stressoren, andererseits aber auch die Entwicklung physischer und
psychischer Erkrankungen im weiteren Lebensverlauf beeinflussen kénnen (McCau-
ley et al., 1997; Heim und Nemeroff, 1999; Nemeroff, 2004; Susman, 2006). Dabei
wird angenommen, dass sich sowohl dezidiert positive als auch in Mafen aversive
Umweltbedingungen mit rezidivierender Stressbelastung giinstig auf die Resilienz
im spéteren Leben auswirken konnen. Auf neurobiologischer Ebene scheinen da-
bei das CRH und seine Rezeptoren (CRHR1 und CRHR2), das NPY-System sowie
das NPS-System (insbesondere NPS-Rezeptor) eine besondere Rolle zu spielen. Je-
doch sind die exakten Zusammenhdnge und neurobiologischen Grundlagen weiter-
hin nur unzureichend aufgeklért. Dies ist insbesondere insofern bedauernswert, da
weiterer Erkenntnisgewinn auf diesem Gebiet moglicherweise Praventionsstrategien
und Therapieoptionen fiir den Menschen begriinden konnte. Um die Auswirkung
der Umweltbedingungen im friihkindlichen Lebensalter auf die Resilienz im spa-
teren Leben weiter aufzukldren, wurden im Rahmen dieser Arbeit insgesamt 310
Cd1-Méuse den Haltungsbedingungen ,Environmental Enrichment* (EE, Stimulati-
on durch Spielobjekte) und ,Maternal separation” (MS, wiederholte Stressbelastung
durch Separation der Nachkommen vom Muttertier) sowie Standardhaltungsbedin-
gungen unterworfen. Insgesamt 31 ménnlichen Tieren wurde im Alter von vier Wo-
chen die Gehirne entnommen und aus diesen jeweils die Regionen Frontalcortex,
Striatum, Nucleus accumbens, Hippocampus, Amygdala, dorsale Nuclei raphes und
Hypothalamus herauspripariert. Aus den gewonnenen Proben wurde RNA extra-
hiert, hieraus cDNA synthetisiert und abschliekend — nach Ausschluss von Kon-
tamination und Integritdtspriifung — die Expressionsraten der untersuchten Gene
mittels RT-qPCR quantifiziert. Um auch verhaltensbiologische Konsequenzen der
unterschiedlichen Haltungsbedingungen zu erfassen, wurden auferdem 30 weibliche
sowie 30 méannliche Tiere im weiteren Lebensverlauf verschiedenen Verhaltenstests
zugefiihrt. In den Sucrose-Priferenz-Tests zeigten sich Effekte der Haltungsbedin-
gung auf Sucrose-Konsum und -Préferenz mit signifikant geringeren Werten der
Haltungsgruppe EE. Bei der Auswertung der Openfield-Tests fanden sich Gruppen-
Geschlechter-Interaktionseffekte mit signifikant geringeren Werten (Gesamtstrecke,
Strecke und Aufenthaltsdauer im zentralen Bereich, Fintritte in den zentralen Be-
reich) der weiblichen EE-Tiere. In den Barnes Maze-Tests bendétigten die Tiere
der Haltungsgruppe EE an den meisten Testtagen signifikant weniger Zeit, um in

die Escape-Box zu ,entkommen®. Auf neurobiologischer Ebene fanden sich signi-
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fikante Unterschiede der CRH-Expressionsraten in Amygdalae und Frontalcortex,
der CRHR1-Expressionsraten in Amygdalae und Hypothalamus sowie der CRHR2-
Expressionsraten in Amygdalae und Hippocampus. Demgegeniiber konnte kein si-
gnifikanter Effekt der Haltungsbedingung auf das NPY-System gefunden werden.
Jedoch liefsen sich signifikante Unterschiede der NPSR1-Expressionsraten in Amyg-
dalae, Frontalcortex, dorsalen Nuclei raphes und Hypothalamus feststellen. Es kann
also grundsatzlich von Auswirkungen unterschiedlich aversiver Haltungsbedingun-
gen auf die Stress-Resilienz von Versuchstieren ausgegangen werden. Dies ist einer-
seits fiir Tierversuche allgemein von grundséitzlicher Bedeutung. Andererseits legen
die Resultate eine entsprechende friihkindliche ,,Programmierung® auch im Menschen

nahe.
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