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Summary (English)

Summary (English)

Anxiety disorders are a group of highly prevalent mental diseases and represent a major social and
economic burden in present-day’s society. Adverse early-life experience is known to be a risk factor
for the development of various psychiatric diseases, including anxiety disorders. During early life, the
programming of the hypothalamic-pituitary-adrenocortical (HPA) axis, the hormone system
responsible for stress responses that regulates the release of the stress hormone cortisol
corticosterone (in humans/mice) takes place. Exposure to stress during this critically sensitive period
disturbs HPA axis reconciliation and leads to dysregulated responses to stress in later life. The
serotonin (5-HT) system as one of the most disseminated neurotransmitter systems is known to be
involved in mediating the effects of early-life adversity on anxiety-related behaviour.
The aim of this study is to further elucidate the interaction of genetic vulnerability and adversity in

early stages of development on anxiety-related behaviour in adulthood.

In this study, tryptophan hydroxylase-2 (Tph2)-deficient females were used as a model for lifelong
constitutive brain 5-HT synthesis deficiency. The progeny of this line were subjected to maternal
separation (MS) in early life and tested in the open-field (OF) or the dark-light box (DLB) in adult life.
After behavioural testing, neuronal activation was evaluated using immunohistochemistry against the

immediate early gene product c-Fos.

In the DLB, homozygous Tph2-deficient mice showed a decrease in activity in the light compartment
and this effect was rescued by MS. In addition, MS increased the occurrence of escape-related jumping
behaviour in animals of this genotype. In the OF, MS promoted escape-like behaviour in homo-and

heterozygous Tph2-deficient mice.

Both behavioural tests resulted in a distinct neural activation pattern, displayed by c-Fos
immunohistochemistry. Exposure to the DLB led to Tph2-dependent activation of paraventricular
nucleus (PVN) and basolateral amygdala (BL), whereas exposure to OF resulted in activation in the
lateral amygdala (La) of animals subjected to MS as well as a Tph2 and MS-dependent activation of the

ventrolateral (VLPAG) and dorsolateral (DLPAG) periaqueductal grey.

Considering all in all, our results imply that MS promotes active responses to aversive stimuli
dependent on the presence of 5-HT in the brain. These effects might be mediated by a distinct

activation of brain regions involved in anxiety circuits during behavioural testing.
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Zusammenfassung (Deutsch)

Zusammenfassung (Deutsch)

Angsterkrankungen gehoéren zu den am weitesten verbreiteten psychischen Erkrankungen und stellen
eine betrachtliche soziale und wirtschaftliche Herausforderung fiir unsere Gesellschaft dar. Aversive
frihe Erfahrungen sind ein bekannter Risikofaktor fiir die Entwicklung verschiedener psychischer
Erkrankungen, insbesondere Angststorungen. Wahrend der frihen Entwicklung findet die
Programmierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden- (HHN)-Achse, die die
Ausschiittung des Stresshormons Cortisol in Menschen bzw. Corticosteron in Mausen steuert, statt.
Wenn Individuen in dieser kritischen Phase Stress ausgesetzt sind, wird die regelrechte Ausbildung der
HHN-Achse gestort, was zu dysregulierten Verhaltensantworten auf Stressreize im spateren Leben
fihren kann. Das Serotonin (5-HT)-System als eines der ausgedehntesten Neurotransmittersysteme ist
an der Vermittlung der Effekte von friher Stressexposition auf angstahnliche Verhaltensweisen

beteiligt.

Das Ziel dieser Studie ist es, die Interaktion zwischen genetischer Pradisposition und negativen
Einflissen in friihen Entwicklungsstadien auf die Ausbildung von Angstverhalten im Erwachsenenalter

naher zu beleuchten.

In dieser Studie wurden Tryptophanhydroxylase 2 (Tph2)-defiziente weibliche Mause als Modell fir
ein lebenslanges konstitutives 5-HT Synthesedefizit im zentralen Nervensystem verwendet.
Nachkommen dieser Mauslinie wurden im frilhen Lebensalter Maternaler Separation (MS), d.h. einem
mitterlichen Trennungsparadigma, unterzogen und im Erwachsenenalter im ,Open field” (OF) oder in
der ,Dark-light box” (DLB) getestet. Im Anschluss an die Verhaltensexperimente wurde die neuronale
Aktivierung immunhistochemisch durch Darstellung des friihzeitig auftretenden Genprodukts c-Fos

bestimmt.

In der DLB zeigten homozygot Tph2-defiziente Mause eine verringerte motorische Aktivitdt im hellen
Kompartiment, und dieser Effekt konnte durch MS normalisiert werden. Zusatzlich verstarkte MS bei
diesem Genotyp das Auftreten von fluchtartigen Spriingen. Im OF hat MS fluchtartige

Verhaltensweisen in homo- und heterozygoten Tph2-defizienten Mausen befordert.

Beide Verhaltenstests fiihrten zu spezifischen neuronalen Aktivierungsmustern, die mithilfe von c-Fos-
Immunhistochemie ausgewertet wurden. Die Durchfiihrung des DLB-Tests flihrte in Abhdngigkeit vom
Vorhandensein von Tph2 zur Aktivierung des paraventrikularen Kerns des Hypothalamus (PVN) und
der basolateralen Amygdala (BL), wohingegen die Exposition gegeniiber dem OF-Test zu einer

Aktivierung der lateralen Amygdala (La) in Tieren, die einem mutterlichen Trennungsparadigma
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Zusammenfassung (Deutsch)

unterzogen wurden, sowie einer Aktivierung des ventrolateralen (VLPAG) und dorsolateralen (DLPAG)

periaquaduktalen Hohlengraus in Abhangigkeit von Tph2 und MS fiihrte.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse dieser Studie darauf hin, dass MS aktive
Verhaltensantworten auf aversive Reize in Abhangigkeit vom Vorhandensein von 5-HT im Gehirn
fordert. Diese Effekte konnten durch die spezifische Aktivierung von mit Angstverhalten in

Zusammenhang stehenden Gehirnregionen wahrend der Verhaltensexperimente vermittelt werden.
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1.1 Neurobiologie von Furcht, Angst und Panik

1 Einleitung

1.1 Neurobiologie von Furcht, Angst und Panik

1.1.1 Konzepte und Definitionen von Furcht, Angst und Panik

Angsterkrankungen weisen in der heutigen Gesellschaft eine hohe Pravalenz auf und verdienen
Beachtung, insofern sie sowohl einen erheblichen Leidensdruck auf die betroffenen Patienten
ausliben, als auch eine betrachtliche sozio6konomische Belastung fiir die Gesellschaft darstellen
(Kessler & Greenberg, 2002). Dieser Erkrankungskomplex ist u.a. durch eine GbermaRige autonome
und neuroendokrine Aktivierung charakterisiert, was in einem Ubersteigerten physiologischen

Erregungsniveau resultiert (American Psychiatric Association, 2013).

Angst bezeichnet eine emotionale und physische Reaktion auf potentielle Bedrohungen, wobei diese
sich oft auf wechselnde, unscharf definierte und unvorhersehbare potentielle Gefahren bezieht und
durch ein Geflihl gesteigerter Besorgnis sowie angstlicher Anspannung gekennzeichnet ist. Furcht
bezieht sich hingegen auf konkrete, klar definierbare bedrohliche Reize und resultiert in
physiologischer Erregung sowie aktiven Verhaltensweisen, wie beispielsweise der ,Fight-or-flight“-
Reaktion, mit dem Ziel, das Uberleben des Individuums zu sichern (Davis et al., 2010). Aus
evolutiondrer Sicht kommen Angst und Furcht eine wichtige Funktion fir die Anpassung des
Organismus an wechselnde Umweltbedingungen zu, indem sie spezifische Verhaltensanderungen,
auch als ,,coping” bezeichnet, beférdern. Im Gegensatz hierzu ist bei maladaptiven Formen von Angst
die direkte Verbindung zwischen emotionalen und korperlichen Reaktionen auf potentiell bedrohliche
Reize gelockert, was dazu fiihrt, dass Individuen dngstlich auf nicht-bedrohliche Reize reagieren, Reize
falsch interpretieren oder antizipierte potentielle negative Konsequenzen iberbewerten. Diese
unphysiologischen Formen von Angst kénnen zu einer emotionalen Belastung der betroffenen

Individuen sowie zu einer Einschrankung ihrer alltaglichen Lebensgestaltung fiihren (Steimer, 2011).

Unter einer Panikstorung versteht man eine Erkrankung, die durch das wiederholte und unerwartete
Auftreten von Panikattacken charakterisiert ist, mindestens einen Monat andauert und zu
maladaptiven Verhaltensdanderungen, wie Vermeidungsverhalten, sowie dysfunktionalen Kognitionen
flhrt. Eine Panikattacke beschreibt eine pl6tzlich auftretende Episode, die von Geflihlen starker Angst
und psychischem sowie physischen Unwohlsein gepragt ist und mit kérperlichen Symptomen wie
Herzrasen, Schwitzen, Zittern, Erstickungsgefiihlen, Druck auf der Brust, Ubelkeit, Schwindel,

Kalteschauern oder Hitzewallungen, Paradsthesien (z.B. Kribbeln oder Taubheitsgefiuhl) und/oder
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1.1 Neurobiologie von Furcht, Angst und Panik

psychischen Symptomen im Sinne von Derealisation oder Depersonalisation, Angst, die Kontrolle zu
verlieren oder verriickt zu werden, oder Angst zu sterben, einhergeht, unvermittelt entsteht und
innerhalb von 10 Minuten ein Maximum erreicht (American Psychiatric Association, 2013). Oftmals,
jedoch nicht zwingend, sind Panikstorungen mit Agoraphobie verbunden, was eine Angst vor - und
infolgedessen eine Meidung von - Situationen oder Orten bezeichnet, in denen im Falle einer
Panikattacke Entkommen oder Hilfe erhalten erschwert oder unangenehm sein kénnten. Typische
agoraphobische Angste beschreiben z.B. die Angst, sich alleine in einer Menschenmenge aufzuhalten

oder mit einem Bus zu fahren.

Angsterkrankungen weisen Komorbiditaten mit zahlreichen anderen psychischen Erkrankungen auf,
wobei v.a. die Komorbiditat mit Depressionen haufig ist. Studien zeigten, dass 50% der Patienten, die
an Depression leiden, auch die diagnostischen Kriterien einer Angsterkrankung erfillten, wobei die
hohe Komorbiditdt zwischen diesen Krankheitsentitaten auf dhnliche Pathomechanismen in der

Genese dieser Storungen hinweisen konnte (Kessler et al., 2003a).

Interessanterweise treten Stérungen aus dem Komplex der Angsterkrankungen deutlich haufiger bei
Frauen als bei Mannern auf (Bekker & van Mens-Verhulst, 2007); mogliche Mechanismen hierfiir

werden unter 1.4 ndher beleuchtet.

1.1.2 Tiermodelle zur Untersuchung von Angstverhalten

Angstverhalten wird in Tiermodellen mithilfe spezifischer Verhaltensparadigmen untersucht. Im
Rahmen dieser Verhaltenstests werden Tiere einer spezifischen Umgebung mit definierten Reizen
ausgesetzt und das Copingverhalten der Tiere evaluiert. Coping bezeichnet die Verhaltensstrategien
und physiologischen Reaktionen, die Tiere angesichts einer herausfordernden Situation zeigen und
stellt einen Versuch, diese zu bewaltigen, dar (Koolhaas et al., 1999). Hierbei wird zwischen aktiven
und passiven Formen des Copings unterschieden. Mogliche Formen des aktiven Copings sind
beispielsweise Exploration, Annaherung oder Aggression, passive Formen stellen u.a. Vermeidung und

Verhaltensinhibition dar.

Angst spiegelt sich in Tierversuchen typischerweise in Verhaltensinhibition, wie beispielsweise
freezing, wider, einer Form von passivem Coping, bei der die Tiere wie erstarrt sind (Steimer, 2011).
Panik wird meist anhand physiologischer Parameter wie Pulsanstieg sowie fluchtbezogenen
Verhaltensweisen beurteilt (Paul et al., 2014). Das Auftreten dieser Verhaltensweisen kann in

verschiedenen aversiven Testparadigmen beobachtet werden. In dieser Studie wurden der ,,Open
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1.1 Neurobiologie von Furcht, Angst und Panik

field“ (OF)- sowie der ,Dark-light box“ (DLB)-Test angewandt, die nachweislich Fluchtreaktionen

(Waider et al., 2017) sowie Verhaltensinhibition (Holmes et al., 2003) hervorrufen kénnen.

Bei der Untersuchung von Angstverhalten am Tiermodell kann man im Allgemeinen zwei Arten von
Angsttests unterscheiden: unkonditionierte/ethologische und konditionierte Testparadigmen.
Konditionierte Verhaltenstests, wie das vielfach verwendete ,Fear conditioning”, basieren auf der
Fahigkeit des Erlernens von Furchtverhalten durch operante Verfahren der Verstarkung. Ethologische
Angsttests basieren hingegen auf angeborenen, biologischen Angsten, die unter Laborbedingungen
durch bestimmte, fiir die untersuchte Spezies natilirlich anxiogene Reize hervorgerufen werden
koénnen. Verhaltensdaten aus diesen Tests zeigen eine hohe ethologische Relevanz insofern sie eine
biologisch bedeutsame Grundlage haben. Ethologische Verhaltenstests griinden in der Regel auf
konfliktbasierten Angsten, wobei die Versuchstiere einer unbekannten Umgebung ausgesetzt werden,
die widerstrebende Bedirfnisse und Emotionen hervorruft. So konkurrieren Neugier und
Explorationsbedirfnis auf der einen Seite mit Angst, Verunsicherung und Sicherheitsbedirfnissen auf

der anderen Seite (Campos et al., 2013).

Ein sehr haufig eingesetzter ethologischer Verhaltenstest ist beispielsweise das , Elevated-plus maze”
(EPM), das aus einer erhéhten, kreuzférmigen Plattform mit vier Armen besteht, wobei zwei Arme
durch Wande geschlossen sind und senkrecht auf zwei offenen Armen ohne schiitzende Wande
stehen. Dieser Test griindet auf den gegensatzlichen Bedirfnissen des Versuchstieres, einerseits die
offenen Arme zu erkunden und gleichzeitig ungeschiitzte, helle und hohe Umgebungen, die durch die
offenen Arme reprasentiert werden, zu meiden (Handley & Mithani, 1984). Die Exposition gegenilber
den offenen Armen fihrt zu physiologischen Anzeichen von Stress im Sinne einer verstarkten
Defdkation und gesteigerter Plasmacorticosteronspiegel, wohingegen die Verabreichung
anxiolytischer Substanzen die Zeit, die die Tiere mit der Erkundung der offenen Arme verbringen,
verlangert (Pellow & File, 1986). Die Latenzzeit, bis ein Versuchstier erstmal einen offenen Arm betritt,
sowie die Zeit, die in den geschlossenen im Vergleich zu in den offenen Armen verbracht wird, wird als

Mal flir das Angstniveau des Tieres gewertet.

Der OF-Test wurde erstmals 1934 entwickelt (Hall, 1934). Dieser Test nutzt den Konflikt zwischen dem
Bedirfnis nach Exploration neuer Umgebungen und der biologisch verankerten Angst von Nagetieren
vor grofRen, offenen, hellbeleuchteten und unbekannten Flachen (Choleris et al., 2001). Das OF besteht
aus einer viereckigen Arena, die durch vier Wande begrenzt ist, welche ausreichend hoch sein missen,
um Fluchtversuche der Tiere wirksam zu verhindern. Die Arena muss zudem ausreichend groRflachig
sein, um in den Tieren ein Gefuhl von Weite und Unuberschaubarkeit hervorzurufen. In der
Erstbeschreibung des OF 1934 wurden primar die lokomotorische Aktivitdt sowie die Anzahl
abgesetzter Kotballen als MaR fir die emotionale Anspannung erfasst (Hall, 1934). Typische
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1.1 Neurobiologie von Furcht, Angst und Panik

Verhaltensparameter, die heute im OF-Test erhoben werden, stellen die Latenz, bis die Tiere die
offene, hell beleuchtete Zentrumzone betreten, die Zeit, die sie dort im Vergleich zu an den Randern
der Arena verbringen, ihre motorische Aktivitat und ggf. das Aufstellen auf die Hinterbeine, auch als

,Rearing” bezeichnet, dar (Walsh & Cummins, 1976).

Die DLB basiert auf der angeborenen Abneigung von Nagetieren gegen hell ausgeleuchtete Flachen
und dem spontanen Drang, eine unbekannte Umgebung zu explorieren, was einen natlirlichen Konflikt
fur das Tier darstellt (Crawley, 1980). Der Testapparat besteht in der Regel aus einer rechteckigen
Arena, bei der das dunkle Kompartiment etwa 1/3 und das helle Kompartiment etwa 2/3 der Fliche
einnehmen. Somit gibt es eine kleine, dunkle, ,sichere” Zone und eine groRe, hell ausgeleuchtete,
,unsichere” Zone (Bourin & Hascoét, 2003). Die beiden Kompartimente sind durch eine Offnung
verbunden, welche der Maus die freie Bewegung zwischen den beiden Bereichen ermdoglicht. Es wird
bewertet, wie viel Zeit die Mause in welchem Kompartiment verbringen, wobei die Zeit, die im hellen
Bereich verbracht wird, ein MaR fiir exploratives Verhalten darstellt und indirekt proportional zum
Angstniveau des Tieres ist (Costall & Naylor, 1997). Die Verabreichung von Anxiolytika fihrt zu einer
gesteigerten Lokomotion sowie einer Verlangerung der Aufenthaltsdauer im hellen Kompartiment
(Imaizumi & Onodera, 1993). Es gibt zwei Varianten, den DLB-Test durchzufiihren: bei der ersten
Variante wird die Maus zu Beginn des Tests in das helle Kompartiment gesetzt und die Latenz, bis sich
die Maus in das dunkle Kompartiment begibt, gemessen, wobei eine kurze Latenz fiir ein hohes und
eine lange Latenz flr ein niedriges Angstniveau sprechen (Shimada et al., 1995). Bei der zweiten
Variante, die im Rahmen dieser Studie angewandt wurde, setzt der Untersucher die Maus in eine Ecke
des dunklen Kompartiments und erhebt die Latenzzeit, bis die Maus das erste Mal mit allen vier Pfoten
in das helle Kompartiment eingetreten ist, wobei kurze Latenzen auf ein niedriges und lange Latenzen

auf ein hohes Angstniveau hinweisen.

Im Rahmen dieser Studie wurden zwei unterschiedliche ethologische Angsttests untersucht, wobei in
einer Kohorte ein aversiver OF-Test mit einer hohen Beleuchtungsintensitdt und in der anderen
Kohorte ein DLB-Test durchgefiihrt wurde. Das aversive OF wurde als Verhaltensparadigma fiir einen
unentrinnbaren aversiven Zustand gewahlt und sollte ,state anxiety” bzw. Zustandsangst-dhnliches
Verhalten hervorrufen und untersuchen. Der DLB-Test stellt durch das Vorhandensein eines ,sicheren”
dunklen Kompartiments einen Angsttest mit der Moglichkeit zu Vermeidungsverhalten dar und misst
somit ,trait anxiety” bzw. Eigenschaftsangst-ahnliches Verhalten. Die DLB wurde dem EPM aufgrund
des ahnlicheren Aufbaus im Vergleich zum OF vorgezogen, wodurch eine bessere Vergleichbarkeit

zwischen den beiden Tests erzielt werden und auf das Einflihren zuséatzlicher, eventuell konfundierend

wirkender anxiogener Parameter (wie beispielsweise Hohe), verzichtet werden konnte.
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1.1.3 Neurobiologische Korrelate von Furcht, Angst und Panik

1.1.3.1 Modell des neuronalen Angst-Netzwerks

Bevor auf die einzelnen Gehirnregionen, auf die sich in dieser Studie fokussiert wurde, separat
eingegangen wird, soll das neuronale Angst-Netzwerk an einem vereinfachten Modell erlautert
werden. Das Angst-Netzwerk ist weniger gut charakterisiert als das Furcht-Netzwerk, allerdings zeigt
sich eine groRe Uberlappung zwischen den Regionen, welche in die Regulation von Furcht und Angst
involviert sind, und auch die Output-Strukturen, welche die Verhaltensantworten vermitteln, sind
vermutlich in weiten Teilen identisch. Sensorische Informationen Uber potentiell bedrohliche Reize
werden zunachst im Thalamus gefiltert, von wo aus die Information zur Prozessierung des emotionalen
Gehalts und zur Bewertung der emotionalen Valenz an die Amygdala weitergeleitet wird. Der laterale
Kern der Amygdala (La) stellt hierbei die Input-Struktur der Amygdala dar. Im basolateralen Kern (BL)
werden neben dem thalamischen Input auch Informationen aus dem Hippocampus verarbeitet, wobei
hierbei v.a. dem ventralen Hippocampus eine wichtige Rolle fiir Angst zukommt und die Information
prozessiert. Im Anschluss an die Prozessierung des Stimulus innerhalb der Amygdala, v.a. im BL,
aktiviert der zentrale Kern der Amygdala (Ce), der die Output-Struktur der Amygdala darstellt, den
Locus coeruleus (LC) sowie den Hypothalamus, wodurch ein Zustand physiologischer Erregung
hervorgerufen wird. Dem préafrontalen Cortex (PFC) kommt eine wichtige Rolle in der top-down
Modulation und Kontrolle der physiologischen, neuroendokrinen und verhaltensbezogenen

Reaktionen zu (Averill et al., 2018).

Hyp

PAG

Abb. 1: Schematische Darstellung des Angst-Netzwerks

Thal = Thalamus, Hipp = Hippocampus, La= lateraler Kern der Amygdala, BL = basolateraler Kern der Amygdala,
Ce= Zentraler Kern der Amygdala, LC = Locus coeruleus, Hyp = Hypothalamus, PAG = Periaqudduktales
Hohlengrau
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1.1.3.2 Modell des neuronalen Panik-Netzwerks

Panik wird Uber ein anderes neuronales Netzwerk vermittelt als Angst/Furcht, das dariiber hinaus
unterschiedlich moduliert wird. Einen zentralen Unterschied stellt die fehlende Aktivierung der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden (HHN)-Achse im Rahmen von Panikreaktionen dar
(Kellner & Wiedemann, 1998; Levin et al., 1987). Daruber hinaus kommt der Amygdala im Panik-
Netzwerk eine andere Funktion als im Angst-Netzwerk zu: wahrend Patienten mit einem
Erkrankungsbild, das mit fokalen bilateralen Amygdalaldsionen einhergeht, Schwierigkeiten haben,
dngstliche Gesichter zu identifizieren (Adolphs & Tranel, 2000), keine Konditionierung auf
furchtauslosende Reize (Bechara et al., 1995) und bei Exposition gegeniiber typischerweise
furchterregenden Stimuli keine Furchtreaktion zeigen (Feinstein et al., 2011), weisen sie
interessanterweise eine erhohte Vulnerabilitdit gegeniiber CO,-induzierten Panikattacken auf
(Feinstein et al., 2013). Dies weist darauf hin, dass die Amygdala zum einen fiir die Auslésung von
Panikattacken nicht erforderlich ist, und einer funktionstiichtigen Amygdala zum anderen eine Rolle in
der Verhinderung von Panikreaktionen zukommen kdnnte. Dies legen auch humane Studien, die eine
Reduktion der grauen Masse in der Amygdala von Panikpatienten finden konnten, nahe (Asami et al.,
2009). Dariber hinaus weist dieser Sachverhalt darauf hin, dass die Aktivierung des Angst-Netzwerks
die Aktivierung des Panik-Netzwerks hemmen kénnte und unterstreicht noch einmal, dass es sich bei
Angst und Panik einerseits um unterschiedliche Entitdten handelt, bei denen unterschiedliche
neuronale Strukturen von Relevanz sind und die sich in unterschiedlichen Verhaltensantworten
duBern, und andererseits, dass angstbezogenes Verhalten hierarchisch organisiert ist, in dem Sinne,
dass Furcht Panik hemmen kann. Die Aktivierung des Ce bei kontextbezogener Angst fiihrt, vermutlich
Uber Cotricotropin Releasing Hormone (CRH)-Projektionen, zu einer Aktivierung der serotonergen
Neurone in der ventrolateralen dorsalen Raphe/ventrolateralem Periaquaduktalen Hoéhlengrau
(DRVL/VLPAG) (Peyron et al., 1998; Rizvi et al., 1991; Paul et al., 2014), was zu einer Unterdriickung
physiologischer und verhaltensbezogener Panikreaktionen fiihrt. Eine wichtige neuronale Struktur in
der Vermittlung physiologischer und verhaltensbezogener Panikreaktionen stellt das dorsale
periaquaduktale Hohlengrau (DPAG), und hierbei v.a. das dorsolaterale PAG (DLPAG) dar. Die
Stimulation des DPAGs fiihrt in Nagetieren zu einer Aktivierung des sympathischen Nervensystems,
was sich in Tachykardie und Hypertonie (Schenberg et al., 1993) sowie Fluchtverhalten (Beckett &
Marsden, 1997; Jacob et al., 2002) niederschldgt. Menschen, die im Rahmen neurochirurgischer
Eingriffe eine elektrische Stimulation des DPAGs erfuhren, berichteten Uber intensive Gefiihle von
Panik und Todesangst (Nashold et al., 1969). Wahrend pharmakologisch induzierter Panikattacken

konnte mithilfe der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ferner eine vermehrte Durchblutung des
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insuldren Cortex und des Tectums des Mittelhirns festgestellt werden (Reiman et al., 1989), was auf

eine Beteiligung dieser Regionen bei der Panikreaktion hinweist.

GemaR der Deakin-Graeff-Hypothese gibt es ein panikinhibierendes serotonerges System in der
ventrolateralen DRVL/VLPAG, das in das DPAG projiziert und fluchtbezogenes Verhalten inhibieren
kann (Deakin & Graeff, 1991). Die serotonergen Neurone in der DRVL/VLPAG sind Teil eines
sympathomotorischen Kontrollzentrums (Kerman et al., 2006), reagieren auf Hyperkapnie (Johnson et
al., 2005), werden durch panikogene Substanzen aktiviert (Johnson et al., 2008) und projizieren in
Regionen, welche fiir die Panikantwort von Bedeutung sind, wie u.a. das DLPAG (Stezhka & Lovick,
1997). Die panikolytischen Effekte von 5-HT werden vermutlich Gber inhibitorische 5-HT1A-Rezeptoren
(5-HT1AR) auf glutamatergen Neuronen und exzitatorische 5-HT2A-Rezeptoren (5-HT2AR) auf
inhibitorischen GABAergen Neuronen im DPAG vermittelt (Pobbe & Zangrossi, 2005). Des Weiteren
wird angenommen, dass in gesunden Individuen ein dampfender Effekt des endogenen Opioidsystems
im PAG zu einer Verhinderung von Panikattacken beitragt, welches in Panikpatienten beeintrachtigt

sein konnte (Graeff, 2017).

,Fight-or-flight”
Panikverhalten

Panikauslosender
Reiz

Abb. 2: Schematische Darstellung des Panik-Netzwerks und des panikinhibierenden Systems

La = Lateraler Kern der Amygdala, BL = basolateraler Kern der Amygdala, Ce = zentraler Kern der Amygdala,
CRH = Corticotropin-releasing Hormone, VLPAG = ventrolaterales periaquaduktales Hohlengrau, DLPAG =
dorsolaterales periaquaduktales Hohlengrau, 5-HT = Serotonin
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1.1.3.3 Amygdala

Die Amygdala ist eine mandelférmige Struktur, die sich bilateral in den medialen Temporallappen
befindet und der eine wichtige Rolle in der Prozessierung von Emotionen zukommt (LeDoux, 2000).
Die Amygdala durchlduft wichtige Reifungsschritte wahrend Kindheit und Jugend (Berdel et al., 1997),
was sich in ihrer Vulnerabilitdt gegeniber den Effekten von friihem Stress widerspiegelt. Nachdem
lange angenommen wurde, dass die Amygdala v.a. fiir die Encodierung aversiver Reize zustandig ist,
gibt es immer mehr Hinweise, dass der Amygdala eine allgemeinere Rolle in der Belegung von Reizen
mit affektiver Signifikanz, sowohl negativer als auch positiver, zukommt (Morrison & Salzman, 2010;

Gore et al., 2015; Namburi et al., 2015).

Wie bereits in den Erlduterungen zum Angst-Netzwerk beschrieben, sind v.a. der laterale Kern (La), der
vereinfacht zusammengefasst die Inputstruktur darstellt, der basolaterale Kern (BL), in dem
vorwiegend die Prozessierung emotionaler Inhalte stattfindet und der zentrale Kern (Ce), der als
Outputstuktur fungiert, fur die Vermittlung von Angstverhalten wichtig. Die Amygdala erhalt dichte
serotonerge Innervation aus den Raphekernen (Parent et al., 1981), wobei in Nagetieren der BL stark,
der La maRig und der Ce nur spérlich von serotonergen Projektionen angesteuert wird (Steinbusch,
1981). Beim Primaten weist der Ce hingegen eine starke serotonerge Innervation auf (Bauman &
Amaral, 2005). Man geht davon aus, dass der serotonergen Innervation der Amygdala eine wichtige
modulatorische Funktion fiir die Emotionsprozessierung, und dabei v.a. flr die Verarbeitung von
angstbezogenen Reizen zukommt. Es konnte gezeigt werden, dass eine pharmakologische Steigerung
der 5-HT-Spiegel, z.B. Uber die Applikation selektiver 5-HT-Wiederaufnahmehemmer (SSRls), die
Aktivierung der Amygdala durch emotionale Reize verandert (Preskorn et al., 2004). Des Weiteren ist
bekannt, dass ein Polymorphismus im Gen fiir den 5-HT-Transporter (5-HTT, SLC6A4) die
Amygdalaaktivierung angesichts aversiver Reize verandert, und dass die kurze Variante dieses
Polymorphismus einen Risikofaktor flir Erkrankungen aus dem affektiven Formenkreis darstellt (Lesch

et al., 1996; Hariri et al., 2002).

Der BL, welcher die wichtigste Struktur fir die Prozessierung emotionaler Reize darstellt, wird stark
glutamaterg aus dem entorhinalen Cortex (McDonald & Mascagni, 1997), dem Hippocampus (Kishi et
al., 2006) und dem medialen prafrontalen Cortex (mPFC) (McDonald et al., 1996) innerviert. Ferner
erreicht den BL exzitatorischer Input von Projektionsneuronen aus dem La (Pitkdnen et al., 1995). Der
BL enthédlt zu 80% glutamaterge Prinzipalneurone (PNs) (McDonald, 1982), deren Aktivitat durch
GABAerge Interneurone (INs) reguliert wird (McDonald, 1982). Die GABAergen INs des BLs (iben
dardber hinaus eine ,Feed-forward“-Inhibierung auf glutamaterge Projektionsneurone im La aus

(Watanabe et al., 1995).
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Sowohl die PNs als auch die INs des BLs werden serotonerg aus den Raphekernen innerviert (Muller et
al., 2007). 5-HT zeigt im BL eine Uberwiegend inhibitorische Wirkung, indem 5-HT v.a. GABAerge
inhibitorische INs aktiviert, was zu einer verstarkten Inhibierung der exzitatorischen PNs fihrt (Rainnie,
1999). Auf glutamatergen PNs im BL Uberwiegt zwar die Expression exzitatorischer 5-HT2AR, jedoch
scheint 5-HT insgesamt keine exzitatorische Wirkung in dieser Region auszuliben, wahrscheinlich, da
der Effekt von 5-HT auf inhibitorische INs Uberwiegt (Yamamoto et al., 2014; Rainnie, 1999). Ein
gewisser Anteil der PNs im BL kann 5-HT1AR-vermittelt auch direkt durch 5-HT hyperpolarisiert werden
(Rainnie, 1999; Saha et al. 2010). Im BL existieren viele verschiedene Arten von INs, die auf komplexe
Weise mit anderen INs sowie PNs interagieren und zum Grofteil serotonerg innerviert werden (Muller
et al., 2007; Bonn et al., 2013). Parvalbumin exprimierende INs (PV+ INs) beispielsweise, die PNs und
Somatostatin produzierende (SOM+) INS inhibieren und bei der Kontrolle von Furchtlernen eine Rolle
spielen (Wolff et al., 2014), werden in der perisomatischen Region sowohl synaptisch, als auch nicht-
synaptisch von 5-HT-Fasern innerviert (Muller et al., 2007), wobei der serotonerge Effekt
wahrscheinlich v.a. Gber exzitatorische 5-HT2AR vermittelt wird (McDonald & Mascagni, 2007).
Basierend auf Studien an Méusen, die eine Uberexpression des 5-HTT aufweisen und einen wenig
dngstlichen Phanotyp (Jennings et al., 2006) bei gleichzeitig reduzierter 5-HT2AR-Aktivierung von PV+
INs zeigen (Bocchio et al., 2015), gibt es Hinweise, dass eine reduzierte Aktivierung des 5-HT2AR auf
PV+ INs mit verringertem Angstverhalten in Zusammenhang stehen kdnnte. Den SOM+ INs, welche
ebenfalls von serotonergen Fasern innerviert werden (Muller et al., 2007), kommt vermutlich Uber die
dendritische Inhibition von PNs ebenfalls eine Rolle in der Modulation von Angstlernen zu (Wolff et al.,
2014). 30% dieser SOM INs koexprimieren Neuropeptid Y (NPY) (McDonald, 1989) und werden dicht
von serotonergen Fasern innerviert (Bonn et al., 2013). Der Wirkung von 5-HT auf diese IN-Gruppe
koénnte eine wichtige Rolle in der Vermittlung von Angst zukommen, da angenommen wird, dass die
Aktivitat von NPY+ Neuronen eine anxiolytische Wirkung vermittelt (Truitt et al., 2009).

Es konnte gezeigt werden, dass im BL 5-HT exprimierende Axonterminalen auch Appositionen mit 5-
HT-negativen Terminalen bilden (Muller et al., 2007), was darauf hinweist, dass 5-HT die Erregbarkeit
von Neuronen im BL nicht nur post, sondern auch prasynaptisch modulieren kann.
Zusammenfassend zeigen die erwdhnten Studien, dass serotonerge Neurone der DR sowohl PNs als
auch verschiedene GABAerge IN-Subpopulationen im BL sowohl synaptisch als auch extrasynaptisch
innervieren, und dass 5-HT, je nach vorwiegender Rezeptorexpression der jeweiligen

Neuronenpopulation, exzitatorisch oder inhibitorisch wirken kann.

Der La stellt die Inputstruktur der Amygdala dar, welche somatosensorische Informationen aus
anderen Gehirnarealen empfangt. Es konnte eine 5-HT vermittelte Dampfung der glutamatergen
Neurotransmission von sensorischen Inputstrukturen auf Neurone des La gefunden werden

(Stutzmann et al., 1998), dariber hinaus kann 5-HT 5-HT2CR vermittelt glutamaterge Neurone im La
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aktivieren (Yamamoto et al., 2014). Einerseits kann 5-HT im La PNs naher an die Schwelle fiir die
Induktion von Aktionspotentialen bringen, gleichzeitig Gbt 5-HT Uber seine Wirkung auf INs eine
Filterfunktion aus, um Uberfllssigen exzitatorischen sensorischen Input zu begrenzen und ein
glinstiges Verhaltnis von Signal zu Rauschen zu gewahrleisten (Stutzmann & LeDoux, 1999; Yamamoto
et al., 2014; LeDoux et al.,, 1988). Interessanterweise scheint der modulatorische Effekt der
serotonergen Neurotransmission auf glutamaterge Neurone im La von dem Stresshormon

Corticosteron reguliert zu werden (Stutzmann et al., 1998).

Der zentrale Kern der Amygdala (Ce) stellt vereinfacht ausgedriickt die Outputstruktur der Amygdala
dar und besteht aus einem lateralen und einem medialen Anteil. Besonders der mediale Anteil, der
vermutlich unter tonischer inhibitorischer Kontrolle des lateralen Anteils steht (Ciocchi et al., 2010),
projiziert in Effektorregionen fiir die Vermittlung von angstbezogenen Verhaltensweisen, wie den
Hypothalamus und den Hirnstamm (Hopkins & Holstege, 1978; Veening et al., 1984; LeDoux et al.,
1988). Im Ce gibt es relativ viele CRH-positive (CRH+) Neurone (Vazquez et al., 2006), welche durch
angstauslosende Reize GR vermittelt aktiviert und vermehrt CRH mRNA produzieren kénnen (Makino
et al., 1994). Die CRH+ Neurone projizieren tber den Bed Nucleus der Stria terminalis (BNST) in den
PVN, was zu einer Aktivierung der Stressachse fiihrt und angstahnliches Verhalten beférdert (Feldman
et al.,, 1994; Brunson et al.,, 2001). Gleichzeitig aktiviert Cortisol/Corticosteron wiederum CRH+
Neurone in der zentralen Amygdala (Schulkin, 2006; Thompson et al., 2004), wodurch ein wirksames
,Feed-forward”-System fiir die Aufrechterhaltung der Stressantwort entsteht. Wie im vorherigen
Abschnitt zum Panik-Netzwerk beschrieben, konnten CRH-Projektionen aus dem Ce auBerdem anti-
panische Wirkungen im PAG vermitteln und Fluchtreaktionen zugunsten einer Verhaltensinhibition
unterdriicken (Paul et al., 2014). Eine andere Studie zeigte eine Rolle fiir CRH+ Neurone innerhalb des
Ce in der Vermittlung konditionierter Fluchtreaktionen, wohingegen SOM+ Neurone in dieser Region
Freezing bedingen (Fadok et al., 2017). Durch gegenseitige lokale Inhibition dieser neuronalen
Subpopulationen innerhalb des Ce kénnten ein schnelles und flexibles Switchen zwischen aktiven und

passiven Verhaltensantworten auf bedrohliche Reize erreicht werden.

Im Rahmen von in vivo Mikrodialysestudien in Nagetieren konnte wahrend und nach Stressreaktionen
ein Anstieg der 5-HT-Spiegel innerhalb der Amygdala festgestellt werden (Kawahara et al., 1993; Mo
et al., 2008). Wie oben ausgefiihrt, kann in Anbetracht der Komplexitdt der serotonergen
Wirkmechanismen auf die Amygdala in Abhangigkeit von Unterkern, Rezeptorexpressionsprofil und
neuronaler Zellpopulation jedoch kein pauschaler anxiogener oder anxiolytischer Effekt dieses

stressinduzierten 5-HT-Anstiegs auf die Amygdala postuliert werden.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der serotonergen Innervation der Amygdala

La = lateraler Kern der Amygdala, BL = basolateraler Kern der Amygdala, CelL = lateraler Teil des zentralen Kerns
der Amygdala, CeM = medialer Teil der zentralen Kerns der Amygdala, MnR = Mediane Raphekerne, DR =
Dorsale Raphekerne. Orange/gelbe Pfeile = Serotonerge Projektionen aus DR/MnR
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1.1.3.4 Paraventrikularer Kern des Hypothalamus (PVN)

Der PVN befindet sich im ventralen Diencephalon nahe dem dritten Ventrikel und stellt eine Uber
unterschiedliche Spezies hinweg stark konservierte Gehirnregion dar (Machluf et al., 2011). Innerhalb
des PVN gibt es drei verschiedene Zelltypen: parvozellulare Neurone, magnozelluldre Neurone und
lange Projektionsneurone. Die parvozellularen Neurone stellen die erste Station der HHN-Achse dar
und sezernieren CRH in die Eminentia mediana, welches zu einer Ausschiittung von
Adrenocorticotropem Hormon (ACTH) aus Neuronen der Adenohypophyse fihrt, was wiederum in der
Sekretion von Glucocorticoiden in der Nebennierenrinde resultiert (Swanson, 1983). Die
magnozelluldaren Neurone projizieren in den Hypophysenhinterlappen und sezernieren dort Oxytocin
und Arginin-Vasopressin (AVP) (Swanson, 1983). Die langen Projektionsneurone projizieren v.a. in das
Rhombencephalon und sind u.a. an der Regulation der Nahrungsaufnahme und des Energiehaushaltes

beteiligt (Shah et al., 2014).

Die parvozellularen CRH+ Neurone werden bei Stressexposition durch Afferenzen aus dem
noradrenergen LC, dem Nucleus tracti solitarii und der ventrolateralen Medulla, sowie limbischen
Regionen wie dem BNST aktiviert (Qin et al., 2018). Dariiber hinaus werden die CRH+ Neurone des PVN
serotonerg aus den Raphekernen innerviert, wobei 5-HT eine exzitatorische Wirkung auf diese

Neurone vermittelt (Rossi et al., 2010; Sawchenko et al., 1983).

Oxytocin, das aus den magnozelluldren Neuronen des PVN sezerniert wird, wird eine Rolle in der
Prozessierung positiver emotionaler Inhalte sowie eine prosoziale Wirkung auf Verhalten
zugeschrieben (di Simplicio et al.,, 2009; Bartz et al.,, 2011). Im PVN wirken Oxytocin und AVP
inhibierend auf die Aktivitdt der HHN-Achse (Landgraf & Neumann, 2004), womit das oxytocinerge
System ein die Stressachse dampfendes System darstellt. Interessanterweise scheinen die
parvozelluldaren CRH+ Neurone aber auch teilweise AVP und Oxytocin ausschitten zu kénnen (Bondy
et al., 1989). Auf Interaktionen zwischen dem oxytocinergen System und der HHN-Achse und ihre
potentiellen Implikationen fiir die Stressantwort und Angstverhalten wird in der Diskussion naher

eingegangen werden.
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1.1.3.5 Periaquaduktales Hohlengrau (PAG)

Das PAG stellt eine anatomische wie funktionelle Schnittstelle zwischen dem Vorderhirn und dem
Hirnstamm dar, welchem eine wichtige Rolle in der Modulation von Verhaltensantworten auf externe
Stressoren, wie Bedrohungen aus der Umwelt, und interne Stressoren, wie z.B. Schmerzzustande,
zukommt. Funktionell und cytoarchitektonisch kann das PAG in eine dorsomediale, eine dorsolaterale,
eine laterale und eine ventrolaterale Sdule unterteilt werden (Carrive, 1993; Bandler & Shipley, 1994).
Das PAG erhalt u.a. Afferenzen aus dem PFC, der Amygdala, dem Hirnstamm, dem Hypothalamus und
sensorischen Neuronen des Hinterhorns des Riickenmarks sowie des Trigeminus, wobei die Afferenzen
sdulenspezifisch organisiert sind (An et al., 1998). Das PAG projiziert, wiederum saulenspezifisch
organisiert, in den Thalamus, den Hypothalamus, den somatosensorischen Cortex, den Hirnstamm, das
Rickenmark und limbische Regionen wie die Amygdala und den anterioren cingularen Cortex (ACC)

(Mantyh, 1983a; Mantyh, 1983b).

Das Vorhandensein eines imminent bedrohlichen Reizes fiihrt zu einer Aktivierung des PAGs (Mobbs
et al., 2007). Das laterale (LPAG) und dorsolaterale (DLPAG) PAG initiieren daraufhin eine , Fight-or-
flight“-Antwort, die mit physiologischen Reaktionen wie Tachykardie und Blutdruckanstieg einhergeht
(Keay & Bandler, 2001; Bandler et al., 2000; de Menezes et al., 2009). Im Gegensatz dazu férdern
Neurone des ventrolateralen PAGs (VLPAG) Immobilitdt und verhindern panikartiges Verhalten durch
ein serotonerges panikinhibierendes System, das vom DRVL/VLPAG ausgehend in das DPAG projiziert
(Paul et al., 2014). Daruber hinaus kommt dem PAG eine Rolle in der Modulation von Schmerz zu,
wobei eine Stimulation des PAGs schmerzlindernde Effekte vermittelt (Reynolds, 1969; Hosobuchi et
al., 1977). Dieser antinozizeptive Effekt wird unter anderem {ber endogene Opioid- und
Endocannabinoidrezeptoren vermittelt (Bernal et al., 2007; Finn et al., 2003). Endogenen Opioiden
kommt dariber hinaus auch eine Rolle in der Regulation und Begrenzung von Panikreaktionen zu. So
wird angenommen, dass in gesunden Individuen die Aktivitdit eines im PAG lokalisierten
Erstickungsalarmsystems, welches bei Panikattacken aktiv ist, Gber endogene Opioide gedampft wird.
In Panikpatienten ist dieser Mechanismus womaoglich gestort, was zu einer erhdhten Sensitivitat
gegenliber CO; und Lactat mit einem erhohten Auftreten von Panikattacken nach Exposition
gegenlber diesen Substanzen fihrt (Preter & Klein, 2008). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das
serotonerge und opioiderge System im PAG bei der Regulation von Panikverhalten synergistisch
agieren. Der panikolytische Effekt von SSRIs kann durch die Verabreichung des Opioidantagonisten
Naloxon unwirksam gemacht werden (Roncon et al., 2012), was darauf hinweist, dass der antipanische
Effekt von serotonergen Antidepressiva abhangig von der Verfiigbarkeit und Wirksamkeit endogener

Opioide ist.
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1.2 ,Early Life“-Stress

1.2.1 Die Rolle von , Early Life“-Stress in der Entwicklung psychischer Erkrankungen

Die Ausreifung des Gehirns stellt einen dynamischen Prozess dar, der sowohl von genetischen als auch
von Umweltfaktoren beeinflusst wird. Zum Zeitpunkt der Geburt ist die Reifung des Gehirns noch nicht
abgeschlossen; wichtige Prozesse, wie dendritisches und axonales Wachstum, sowie die Stabilisierung
und Elimination von Synapsen erstrecken sich weit in die postnatale Zeit hinein (Bale et al., 2010).
Dieser Umstand macht die perinatale Zeit zu einer besonders empfindlichen Phase gegeniiber
Einflissen aus der Umwelt. Stress, dem der Organismus in diesem Lebensabschnitt ausgesetzt ist, hat
langandauerndere und tiefgreifendere Auswirkungen auf die Gehirnfunktion und das neuroendokrine
System als Stress, der im Erwachsenenalter erfahren wird (Everson-Rose et al., 2003; Provengal &
Binder, 2015a). Es wird angenommen, dass Stress wahrend friher Entwicklungsphasen das
homoostatische Gleichgewicht der Stressantwort grundlegend und nachhaltig verandert und die friihe
Stressexposition somit einen gemeinsamen Risikofaktor flr viele Erkrankungen darstellt (Agorastos et

al., 2018).

Stress bezeichnet ein Signal, das eine potentielle Gefahr und somit einen Zustand bedrohter
Homoostase anzeigt, und hohe biologische Signifikanz besitzt, insofern es im Idealfall eine schnelle und
nachhaltige Anpassung des Verhaltens an sich verdndernde Umweltbedingungen ermoglicht und
befordert (Calabrese et al., 2007; McEwen & Gianaros, 2011). Coping bezeichnet die
Verhaltensantworten sowie physiologischen Reaktionen, die durch die Exposition gegenliber einem
Stressor hervorgerufen werden und mithilfe derer dem Organismus die Bewaltigung der
herausfordernden Situation erméglicht werden soll (Koolhaas et al., 1999). Die langfristigen Effekte
von Stress hangen stark von dem Zeitpunkt, zu dem der Stress erfahren wird, der Intensitdt des
Stressors, sowie der Dauer der Stresseinwirkung ab. Milder oder kurzandauernder Stress kann positive
Effekte haben, indem z.B. Mechanismen der Gedachtnisbildung und Entscheidungsfindung gefordert
werden, was die Ausbildung adaptiver Verhaltensweisen unterstitzt. Wenn Stress hingegen in
starkerer Intensitdt und/oder Uber langere Zeitrdume hinweg erfahren wird, (berwiegen die
schadigenden Einfliisse (McEwen & Gianaros, 2011; Schwabe et al., 2011). Besonders vulnerabel fir
die Effekte von Stress sind zum einen Strukturen, die zentrale Bestandteile kognitiver Netzwerke sind,
wie der Hippocampus und der Prédfrontale Cortex (PFC) und zum anderen Regionen, die fiir die
Prozessierung von Emotionen essentiell sind, wie beispielsweise die Amygdala (Kim & Diamond, 2002;
Lupien et al., 2009; Malter Cohen et al., 2013). Eine wichtige Bedeutung fiir die Auswirkungen eines

Stressors auf den Organismus besitzt neben der objektiv bewertbaren Intensitat auch die subjektive
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Valenz des Stressors. Wiederholt auftretender Stress, der als Gberwaltigend, unkontrollierbar und die
Anpassungsfahigkeiten und Bewaltigungsstrategien des Individuums Uberfordernd erlebt wird, kann
langfristig zu einer gestorten Regulation der Stressantwort mit ibersteigerten verhaltensbezogenen,
emotionalen, sowie physiologischen und neuroendokrinen Reaktionen flihren (Frodl & O'Keane,
2013). Stress, der vom Individuum als bewaltigbar und kontrollierbar empfunden wird, kann den
Organismus hingegen widerstandsfahiger und resilienter machen, und besser angepasste Reaktionen

auf zukiinftige Stressoren fordern (Lyons et al., 2009).

Dem derzeitigen Modell der Atiologie von affektiven Erkrankungen liegt die Annahme zugrunde, dass
eine Gen-Umwelt-Interaktion zwischen genetischer Pradisposition und Umwelteinfliissen, sowie
deren epigenetische Regulation, eine zentrale Bedeutung fir die Pathogenese dieser Stérungen
zukommt (Uher, 2014). Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass eine Interaktion zwischen
Varianten des Monoaminooxidase A (MAOA)-Gens und Misshandlung in der Kindheit an der
Entstehung von antisozialem Verhalten beteiligt ist (Caspi et al., 2002; Fergusson et al., 2012). Ein
weiteres Beispiel fir diesen Mechanismus stellt die Interaktion zwischen dem kurzen Allel des 5-HTT
Langenpolymorphismus (5-HTTLPR) und Stressexposition dar, welche das Auftreten von Depression im

Erwachsenenalter verstarkt (Caspi et al., 2003).

Einen zentralen Risikofaktor fiir die Entwicklung von Angsterkrankungen stellen ungiinstige
Lebensbedingungen wahrend friher Entwicklungsphasen dar (Heim & Nemeroff, 2001). Die wohl
bedeutsamste Form von friihem Stress ist durch Storungen der Mutter-Kind-Interaktion und -Bindung
bedingt, beispielsweise durch emotionale oder koérperliche Vernachlassigung, inkonsistente
Zuwendung oder mangelnde Einfiihlsamkeit (Sheridan & MclLaughlin, 2014). Studien aus den USA
konnten zeigen, dass in fast der Halfte von in der Kindheit beginnenden psychischen Erkrankungen
frihe negative Erlebnisse wie Vernachladssigung, inkonsistente Zuwendung und Missbrauch ursachlich
beteiligt sind (Nemeroff, 2016). Darliber hinaus konnte eine robuste dosisabhidngige Beziehung
zwischen der Anzahl unginstiger friher Lebensereignisse und dem Risiko fiir zahlreiche psychische
Erkrankungen wie Angsterkrankungen, Depressionen, Psychosen, Somatisierungsstérungen und
Suchterkrankungen im Erwachsenalter identifiziert werden. Dieses Phanomen wird als kumulative
Stresshypothese bezeichnet (McEwen, 2003; Anda et al., 2006). Erwachsene, die mindestens 4
Episoden friiher negativer Erfahrungen in der Kindheit durchlebt haben, zeigen ein 4 bis 12-fach
erhohtes Risiko an Alkoholismus, Drogensucht oder Depression zu erkranken, und tragen ferner ein
erhohtes Risiko fir Suizidversuche (Felitti et al., 1998). Auch fiir einige komorbide somatische und
psychosomatische Erkrankungen wie Allergien, Bluthochdruck, Migrane und Reizdarmsyndrom
konnten traumatische Erfahrungen in der Kindheit als Risikofaktoren ausgemacht werden (Post et al.,

2013).
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Die ,Match/Mismatch“-Hypothese stellt ein weiteres Modell dar, das die potentiellen Auswirkungen
von ,Early Life“-Stress (ELS) auf Verhalten beschreibt, und tragt der Tatsache, dass ELS nicht immer a
priori schadigend wirkt, Rechnung. Dieses Modell postuliert, dass ELS adaptiv wirken kann, indem der
Organismus durch die Exposition gegeniber ELS auf dhnliche (,matching”) aversive Bedingungen, wie
die, die wahrend der Entwicklung erfahren wurden, vorbereitet wird (Gluckman et al., 2007). Falls
hingegen eine Inkongruenz (,,mismatch”) zwischen den ELS-Erfahrungen und spateren Stressoren
vorliegt, sind die durch ELS befdrderten Anpassungsmechanismen maladaptiv und koénnen die
Entwicklung von psychischen Storungen beglinstigen (Nederhof & Schmidt, 2012; Daskalakis et al.,
2013).

Im Folgenden soll kurz darauf eingegangen werden, wie friiher Stress seine langanhaltenden
schadlichen Konsequenzen vermittelt, stressbezogene Verhaltensantworten bis ins Erwachsenenalter
hinein modifiziert und die Vulnerabilitdt des Organismus fiir psychische Erkrankungen erhoht.
Traumatische Kindheitserlebnisse wie korperlicher, emotionaler oder sexueller Missbrauch sowie
Vernachlassigung kénnen eine gesteigerte physiologische Erregbarkeit (Jovanovic et al., 2009), eine
intensivere Prozessierung von negativen Informationen (Pollak & Sinha, 2002; Pollak & Tolley-Schell,
2003) sowie eine Einschrdnkung der kognitiven Leistungsfahigkeit im Sinne einer verminderten
Arbeitsgedachtnisleistung und einer verringerten Aufmerksamkeitsspanne zur Folge haben (Geoffroy
et al.,, 2016; Masson et al., 2015). Diese Veranderungen konnen den Organismus empfindlicher
gegenliber zukiinftigen Stressoren machen und das Individuum fir die Entwicklung psychischer
Erkrankungen wie Depression, Suchterkrankungen oder Posttraumatische Belastungsstérung (PTBS)
pradisponieren (Fergusson et al., 1996; Chapman et al., 2004; Faravelli et al., 2012). In diesem
Zusammenhang hat das Konzept des ,Biological embeddings” an Bedeutung gewonnen, welches
Mechanismen beschreibt, Gber die das Erleben von ELS wahrend kritischer Phasen der Entwicklung
durch daraus resultierende dauerhafte Veranderungen biologischer Prozesse Aspekte von Gesundheit

und Krankheit bis ins Erwachsenalter, und gegebenenfalls lebenslang, beeinflussen kann (Nist, 2017).

Ein wichtiger Pathomechanismus, lber den die Stressexposition in frihen Entwicklungsphasen
langanhaltende Veranderungen vermittelt, ist die Stérung der Programmierung der HHN-Achse,
welche wahrend dieser kritischen Phase stattfindet und in einer pathologischen Reaktivitat der
Stressachse liber das weitere Leben hinweg resultieren kann (Levine, 1967; Thompson, 1957). Die
enge Verknlipfung zwischen der Dysregulation der Stressachse und psychischen Erkrankungen wird
unter anderem dadurch unterstrichen, dass gesteigerte basale Cortisolspiegel einen pradiktiven Wert
fir das Risiko der Entwicklung von depressiven Episoden haben (Goodyer et al., 2001), und eine
erfolgreiche antidepressive Therapie Uber eine Wiederherstellung normaler GR-Expressionsmuster

(Pariante & Lightman, 2008) zur Normalisierung der gestérten HHN-Achsen-Funktion fiihrt (Pariante,
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2006), was wiederum pradiktiv fiir den langfristigen therapeutischen Erfolg des Patienten ist (Pariante,
2006). Von Bedeutsamkeit ist hierbei auch, dass ELS nicht nur zu einer héheren Inzidenz psychischer,
v.a. affektiver Erkrankungen fiihren kann, sondern dass sich das Vorhandensein von ELS-Perioden in
der Entwicklung dartiber hinaus negativ auf die Therapieerfolge in der Behandlung der
entsprechenden Erkrankungen auswirken kann. So konnte gezeigt werden, dass eine Vorgeschichte
von koérperlichem, emotionalem oder sexuellem Missbrauch vor dem Alter von 7 Jahren einen
pradiktiven Faktor fir ein verringertes therapeutisches Ansprechen auf eine SSRI-Therapie darstellt

(Williams et al., 2016).

1.2.2 Tiermodelle zur Untersuchung von ,Early Life“-Stress

Bei Saugetieren stellt die Anwesenheit der Mutter sowie die Qualitdt ihrer Firsorge den
bedeutsamsten und pragendsten Einflussfaktor wahrend der frithen Entwicklung dar (Baram et al.,
2012; Rincon-Cortés & Sullivan, 2014; Kundakovic & Champagne, 2015). Die Mutter ist nicht nur fir
die Ernahrung des Nachwuchses unabdingbar, sondern sie vermittelt den Jungtieren auch die fiir die
Entwicklung wichtige kontinuierliche sensorische Stimulation. Aus diesem Grund zielen die meisten
Tiermodelle zur Untersuchung der Effekte von ELS auf eine Beeintrachtigung der Mutter-Kind-
Interaktion ab, indem die Qualitdt oder die Quantitdt der mitterlichen Zuwendung eingeschrankt
werden (Molet et al.,, 2014; Nishi, 2014). Miitterliches Brutpflegeverhalten ist in Nagetieren gut
charakterisiert und beinhaltet verschiedene Verhaltensweisen, wie z.B. Stillen in gebeugter oder
gesenkter Korperhaltung und Lecken sowie Putzen des Nachwuchses (Champagne et al., 2003).
Die Auswirkungen auf das Verhalten der Jungtiere in spateren Lebensphasen sind abhangig von dem
Zeitpunkt, zu dem das Jungtier gegeniiber dem Stressor exponiert wurde, dem Charakter und der
Intensitdt des jeweiligen Stressstimulus, sowie der Dauer der Stressexposition. Da eine langfristige
Trennung von der Mutter zum Verhungern sowie zur Unterkihlung der Jungtiere filhren wirde,
kommen meist intermittierende Stressparadigmen zur Anwendung (Millstein & Holmes, 2007). Eine
andere Moglichkeit, mitterliches Pflegeverhalten zu verandern ohne die Jungtiere physisch von der
Mutter zu trennen, ist die Exposition gegeniber einer durch Verknappung des Nistmaterials
simulierten ,,Armut” im Rahmen des ,Limited nesting” (LN)-Paradigmas (Rice et al., 2008), was zu
gesteigertem Stress in den Muttertieren (lvy et al., 2008) sowie infolge der unvorhersehbaren und
fragmentierten Zuwendung durch die Mutter zu chronischem und anhaltenden Stress in den

Jungtieren flihrt (Moriceau et al., 2009).
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Unter ELS werden neben frithen postnatalen Stressparadigmen, die auf eine Beeinflussung der Mutter-
Kind-Interaktion abzielen, auch prédnatale Stress (PS)-Paradigmen subsummiert, bei denen die
Jungtiere in utero Stress ausgesetzt sind. PS flihrt zu einer intrauterinen Exposition gegenlber
erhohten Glucocorticoidspiegeln (Reynolds et al.,, 2013), da maternale Glucocorticoide die
Plazentaschranke in gewissem AusmaR {berwinden konnen. Bereits unter physiologischen
Bedingungen sind in der Schwangerschaft die Gesamtcortisolspiegel im mutterlichen Blut 3 bis 8-fach
(Rainey et al., 2004) und die Spiegel an freiem Cortisol 2 bis 4-fach erhoht (Nolten & Rueckert, 1981;
Burke & Roulet, 1970). Eine Besonderheit wahrend der Schwangerschaft ist zudem das Vorliegen einer
positiven Feedbackschleife in der Steuerung der Glucocorticoidsekretion, im Gegensatz zu der
postnatal vorliegenden negativen Feedbackregulation, welche die Glucocorticoidsekretion limitiert. In
der Schwangerschaft filhren erhéhte Cortisolspiegel daher zu einer Stimulation der Synthese von CRH
in der Plazenta, was nachfolgend zu einer weiteren Erhéhung von CRH, ACTH und Cortisol fuhrt (King
et al., 2001; Wadhwa, 2005). Unter physiologischen Bedingungen kdénnen nur etwa 15% des
matterlichen Cortisols unmetabolisiert die Plazentaschranke tiberwinden (Murphy et al., 1974), was in
etwa 10-fach niedrigeren Glucocorticoidspiegeln im fetalen im Vergleich zum miutterlichen Blut
resultiert (Rainey et al., 2004). Die GUberméaRige und schadigende Exposition des Fetus gegeniber
Glucocorticoiden wird durch das Enzym 11B-Hydroxysteroiddehydrogenase 2 (11B-HSD2) begrenzt,
welches an der Synzytialschicht der Plazentazotten exprimiert wird und biologisch aktives Cortisol in
inaktives Cortison umwandelt (Zhu et al., 2019). Es konnte gezeigt werden, dass akuter Stress die
Expression von 11B-HSD2 stimuliert und somit den Ubertritt von Glucocorticoiden ins fetale Blut
limitiert, wahrend chronischer Stress die Expression von 11B-HSD2 reduziert, wodurch der Fetus
erhohten Glucocorticoidspiegeln ausgesetzt ist (Mairesse et al., 2007; Ghaemmaghami et al., 2014;
O’Donnell et al., 2012; Welberg et al., 2005; Jensen et al., 2012). In Ubereinstimmung hiermit konnte
eine erhohte fetale Exposition gegenlber Glucocorticoiden in Phasen von chronischem oder
besonders schwerwiegendem miutterlichen Stress beobachtet werden (O’Donnell et al., 2012). Ab dem
3. Trimester ist der Fetus in der Lage in Antwort auf mitterlichen Stress CRH und ACTH zu sezernieren,

was zur Produktion von fetalen Glucocorticoiden fuhrt (Fujioka et al., 1999; Gunn et al., 2013).

Ein vielfach verwendetes Paradigma, um schwangere Muttertiere zu stressen, ist die raumliche
Beengung der schwangeren Miitter Glber mehrere Stunden und zu unvorhersehbaren Zeitpunkten in
einem transparenten Plastikzylinder (Mandyam et al.,, 2008; van den Hove et al.,, 2011), wobei
beispielsweise durch Anfeuchten des Bodens des Zylinders die Stressintensitat weiter erhéht werden
kann. Je friher in der intrauterinen Entwicklung ein Organismus Stress ausgesetzt ist, desto
tiefgreifender und schwerwiegender scheinen die Auswirkungen auf das spatere Verhalten im adulten
Tier zu sein (Mueller & Bale, 2008). Meist werden PS-Paradigmen in der zweiten Halfte der

Schwangerschaft durchgefiihrt, da wahrend dieser Zeitspanne die Differenzierung von fir die
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Stressantwort und emotionale Verhaltensweisen wichtigen Regionen wie Hypothalamus, Amygdala

und Hippocampus, stattfindet (Bayer et al., 1993).

Maternale Separation (MS) ist eines der am haufigsten angewandten postnatalen ELS-Paradigmen und
beinhaltet die intermittierende Trennung der Jungtiere von ihren Mittern, meist flr einen Zeitraum
von 2-3 Stunden téaglich, und meist zwischen postnatalem Tag (P) 1 oder 2 und P 14. MS stellt eine
Unterbrechung der miutterlichen Firsorge und damit einen emotionalen und sozialen, sowie einen
nutritionellen und thermischen Stressor fiir die Jungtiere dar. Auch fiir die Mitter stellen die
Trennungsperioden eine Belastungssituation dar, was sich an durchgdngig gesteigerten
Corticosteronspiegeln 30 Minuten nach Trennung zeigt, wobei der Corticosteronanstieg im
matterlichen Blut weniger ausgepragt als bei den Jungtieren ist (Levine et al., 1993).

Ein verwandtes postnatales ELS-Paradigma ist Maternale Deprivation (MD), in Rahmen dessen eine
einzelne 24 stindige Trennung vom Muttertier, in den meisten Studien zum Zeitpunkt P9,
vorgenommen wird (Marco et al., 2015).

Ein neueres ELS Paradigma und eine Variante des klassischen MS Paradigmas stellt ,Early social
deprivation” (ESD) dar. Im Rahmen dieses Paradigmas werden die Jungtiere fiir eine gewisse Zeitdauer
sowohl vom Muttertier als auch von ihren Wurfgeschwistern getrennt und isoliert einer neuen

Umgebung ausgesetzt (Sandi & Haller, 2015).

MS hat in Studien unterschiedliche Auswirkungen auf das Verhalten der Jungtiere im Erwachsenenalter
gezeigt, wobei der Genotyp und das Geschlecht der Tiere, speziesspezifische Unterschiede sowie die
Dauer und Frequenz der Trennungsperioden wichtige Einflussfaktoren darstellen. Darliber hinaus
spielt auch die Tatsache, ob die von der Mutter getrennten Jungtiere im Heimkéfig verbleiben
(beispielsweise Sutanto et al., 1996) oder ob sie in einen neuen, sauberen Kafig transferiert werden
(beispielsweise Aisa et al., 2008), eine Rolle. In Abhdngigkeit von der angewandten Variante werden
entweder die Jungtiere oder das Muttertier einer unbekannten Umgebung ausgesetzt, was einen

zusatzlichen Stressor neben dem trennungsbedingten Stress darstellen kénnte.

Neben den durch den Trennungsstress an sich verursachten Effekten spielen auch Unterschiede im
mitterlichen Pflegeverhalten in den Zeiten zwischen den Trennungsepisoden eine entscheidende
Rolle in der Vermittlung der langfristigen Auswirkungen auf das Verhalten des Nachwuchses. Die
Jungtiere von Mittern, die ihren Nachwuchs haufig und intensiv lecken und putzen, allesamt
Parameter fiir fiirsorgliches Brutpflegeverhalten, zeigen im Erwachsenenalter eine niedrigere
Stressresponsivitdt sowie bessere kognitive Leistungen, gesteigertes Explorationsverhalten und
reduzierte Angstlichkeit im Vergleich zu Nachkommen von Miittern, die diese fiirsorglichen
Verhaltensweisen weniger ausgepragt zeigten (Korosi & Baram, 2010; Francis et al., 1999). Diese
Verhaltensunterschiede gingen in den Nachkommen, die gesteigerte mitterliche Zuwendung
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erhielten, mit Veranderungen verschiedener Komponenten der HHN-Achse, welche zu einer
niedrigeren Aktivierung und einer verbesserten Feedbackregulation des Stresssystems fiihren, einher

(Plotsky & Meaney, 1993; Plotsky et al., 2005, Meaney et al. 1985).

1.2.3 Auswirkungen von ,Early Life“-Stress auf die Pragung und Regulation der Hypothalamus-

Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse

Die HHN-Achse ist die wichtige hormonale Stressachse, deren Aktivierung zur Ausschittung der
Stresshormone Cortisol (in Menschen) bzw. Corticosteron (in Nagetieren) fiihrt. Organismen sind stetig
wechselnden Umweltbedingungen ausgesetzt, die potentiell bedrohlich sein kénnen und
Stressreaktionen hervorrufen, welche nach gut konservierten Mustern ablaufen (McEwen et al., 2015).
Die Exposition gegenliber einem Stressor fihrt zu einer Aktivierung des Hypothalamus und von dort
aus zunachst zu einer schnellen Stimulation des sympathischen Nervensystems, die in einer
Ausschiittung von Noradrenalin (NA) und Adrenalin aus dem Nebennierenmark resultiert, was eine
,Fight-or-flight” Antwort hervorruft und u.a. mit einem gesteigerten physiologischen Erregungsniveau
einhergeht. Etwas spater in der Stressreaktion wird die HHN-Achse aktiviert, was in der Ausschiittung
von Glucocorticoiden aus der Nebennierenrinde (NNR) resultiert. Zunachst wird hierbei im PVN des
Hypothalamus CRH ausgeschiittet, welches die Freisetzung von ACTH aus der Adenohypophyse
stimuliert, das wiederum die NNR aktiviert und zu einer Ausschiittung von Cortisol/Corticosteron in
die Blutbahn fuhrt. Das Stresshormon Cortisol/Corticosteron fordert zum einen katabole
Stoffwechselvorgdnge, um Energiequellen fir die Stressantwort bereitzustellen, zum anderen bereiten
Glucocorticoide den Organismus auf potentielle Gefahren vor, indem die Vigilanz gesteigert und eine
Fokussierung der Aufmerksamkeit sowie die Gedachtnisbildung geférdert werden (Jones & Moller,
2011). Uber einen zu langen Zeitraum dauerhaft erhéhte Glucocorticoidspiegel kénnen hingegen
neurotoxische Effekte auf den Hippocampus, dem eine zentrale Rolle fiir die Begrenzung von

Stresseffekten zukommt, vermitteln (Conrad et al., 2007).

CRH wirkt vor allem {iber den CRH-Rezeptor 1 (CRHR1), der im Hypophysenvorderlappen, wo CRH die
Ausschittung von ACTH reguliert, aber auch im PFC, Hippocampus, PVN und BL, allesamt wichtigen
Strukturen in der Regulation von neuroendokrinen und verhaltensbezogenen Stressantworten,
exprimiert wird (Refojo & Holsboer, 2009). In geringerem AusmaR bindet CRH auch an CRHR2, welcher
v.a.imventromedialen Hypothalamus und der DR verbreitet ist (Steckler & Holsboer, 1999). Nach einer
vereinfachten Auffassung soll die Aktivierung des CRHR1 v.a. fur die Initiierung der Stressantwort

relevant sein und anxiogene Effekte vermitteln (Fan et al., 2013), wdhrend CRHR2 vorwiegend an der
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Begrenzung und Beendigung der Stressreaktion beteiligt sein soll, wobei diese vereinfachte Annahme
zunehmend infrage gestellt wird (Henckens et al., 2016). Cortisol/Corticosteron gelangt Gber die Blut-
Hirn-Schranke ins Gehirn und kann dort Verhalten modulieren. Die Wirkung von Cortisol/Corticosteron
wird v.a. Uber zwei Rezeptortypen vermittelt: den Mineralocorticoidrezeptor (MR) und den
Glucocorticoidrezeptor (GR) (de Kloet et al., 2005). Beide Rezeptoren stellen nukledre Rezeptoren dar,
die nach Bindung durch Glucocorticoide in den Zellkern wandern und dort ihren regulatorischen
Einfluss auf die Transkription entfalten. Darliber hinaus gibt es auch membrangebundene
Glucocorticoidrezeptoren (Joéls, 2008), deren Aktivierung zu schnellen, nicht-genomischen
Veranderungen der neuronalen Erregbarkeit und Aktivitat fiihren (Groeneweg et al., 2011). Der MR
zeigt eine regional limitierte Expression und ist z.B. stark im Hippocampus, und schwdcher in der
Amygdala, verbreitet. Der GR zeigt hingegen eine breitere Verteilung mit besonders hohen
Konzentrationen im PVN. In den serotonergen Neuronen der Raphekerne Giberwiegen ebenfalls GRs.
MRs zeigen eine hohe Affinitat gegenliber Glucocorticoiden, weshalb sie auch unter Ruhebedingungen
immer in einem gewissen Ausmal mit Glucocorticoiden gebunden sind. GRs besitzen hingegen eine
10-fach geringere Affinitat fiir Glucocorticoide und sind daher nur unter Stressbedingungen vollstandig
durch Glucocorticoide gebunden und somit aktiv. Die lokale Glucocorticoidwirkung wird u.a. durch die
regionalen Verteilungsprofile der MRs und GRs, die unterschiedliche Affinitdt der Rezeptoren sowie

die Ausschittungsmuster der Glucocorticoide bestimmt (Joéls et al., 2012).

Abb. 4: Schematische Darstellung der Wirkungsweise der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrindenachse (HHN-Achse). PVN = Paraventrikuldrer Kern des Hypothalamus, CRH = Cotricotropin
Releasing Hormone, AHy = Adenohypophyse, ACTH = Adrenocorticotropes Hormon, NNR = Nebennierenrinde,
GC = Glucocorticoide. Gruner Pfeil = aktivierender Effekt, Roter Pfeil = inhibierender Effekt.
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Die ersten zwei postnatalen Wochen im Leben von Nagetieren (P4-14 bei Ratten, P1-12 bei Mausen)
werden als ,stresshyporesponsive Phase” (SHRP) bezeichnet. Wahrend dieser Zeit ist die HHN-Achse
relativ unbeeinflussbar gegeniliber verschiedenen Stressoren, was sich in niedrigen basalen
Corticosteronspiegeln, einer reduzierten Sensitivitit gegeniber CRH sowie fehlenden
Verhaltensantworten auf Stressreize widerspiegelt. In diesem Zeitraum findet vermutlich die bei
Geburt noch nicht abgeschlossene Reifung der HHN-Achse statt. So konnte u.a. gezeigt werden, dass
wahrend dieses Zeitraums in Mausen ein stetiger Anstieg der MR-Expression sowie eine Reduktion der
Expression von GRs im Hippocampus stattfindet (Schmidt et al., 2003). Man vermutet, dass die
wahrend dieser frilhen postnatalen Phase reduzierte Aktivitat der HHN-Achse das sich entwickelnde,
vulnerable Gehirn gegen die schadigende Wirkung von Glucocorticoiden schiitzen soll. Ferner ist
bekannt, dass auch die Amygdala wahrend des Zeitraums der SHRP ausreift und in dieser Phase
hyporesponsiv gegeniber stimulierenden Reizen ist. Durch ELS kann die Reifung der Amygdala
beschleunigt werden, und dieser Effekt ist durch Glucocorticoide vermittelt (Moriceau et al., 2006;
Moriceau et al., 2009), was darauf hinweisen konnte, dass das Verhindern von friihem Angstlernen ein
weiterer Grund fir die Existenz der SHRP sein kénnte. Wie genau die SHRP eingeleitet und wie sie
beendet wird, ist noch nicht abschlieRend geklart. Man vermutet, dass der SHRP eine gesteigerte
Effizienz des negativen Glucocorticoid-Feedbackloops zugrunde liegt, wofiir auch spricht, dass die
Applikation eines GR-Antagonisten bei jungen Mausen, die sich in der SHRP befinden, zu einem Anstieg
der hypothalamischen CRH mRNA, und im Folgenden zu erhéhten Plasma-ACTH- und
Corticosteronspiegeln fihrt (Schmidt et al., 2005). Dies zeigt, dass die wahrend der SHRP inhibierte
HHN-Achse durch GR-Antagonisten disinhibiert werden kann. Auch Stressexposition im Sinne von
langeren (mindestens 3 Stunden taglich dauernden) Trennungsepisoden von der Mutter wahrend der
SHRP kann dazu flihren, dass die Jungtiere die SHRP verlassen, was zu einer verstarkten Aktivierung
des PVN (Smith et al., 1997) und gesteigerten basalen sowie stressinduzierten Corticosteronspiegeln
fihrt (Stanton et al., 1988). Dies bedeutet allerdings auch, dass die SHRP nicht durch eine
uneingeschriankte Stresshyporesponsivitat gekennzeichnet ist. Wahrend typische Stressoren des
Erwachsenenalters, wie beispielsweise Beengungsstress, in jungen Mausen typischerweise zu keiner
Stressantwort fiihren, weisen die Jungtiere durchaus eine gesteigerte HHN-Achsen-Aktivitdt nach MS
oder Hypothermiestress auf (Pihoker et al., 1993; Plotsky & Meaney, 1993; Walker et al., 1991; Yi &
Baram, 1994), welche mit einer gesteigerten CRH-Ausschiittung einhergeht (Plotsky & Meaney, 1993;
Yi & Baram, 1994; Dent et al., 2000; Hatalski et al., 1998). Somit herrscht in der SHRP keine globale
Stresshyporesponsivitat vor, sondern die Aktivitat des Stresssystems scheint so reguliert zu sein, dass

nur auf fur in dieser spezifischen Phase relevante bedrohliche Reize reagiert wird.

Beim Menschen existiert ebenfalls das Konzept einer SHRP, wahrend welcher im Alter von etwa 4 bis

12 Monaten die Stressachsenaktivitit gedampft sein soll (Gunnar & Donazella, 2002; Gunnar &
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Cheatham, 2003; Lewis & Ramsay, 1995). Interessanterweise zeigt sich ein supprimiertes
Cortisolausschiittungsmuster wahrend dieser Entwicklungsphase jedoch nur bei Kindern mit einem
sicheren Bindungsstil, wahrend Kinder mit einem unsicheren oder desorganisierten Bindungsstil hohe
Cortisolantworten aufweisen (Gunnar & Cheatham, 2003), was nochmals die Bedeutung der Mutter-
Kind-Interaktion fiir die regelrechte Ausprdagung der HHN-Achse in dieser vulnerablen Phase

unterstreicht.

Auf molekularer Ebene konnten infolge von ELS Veranderungen in der Regulation und Funktion
verschiedener wichtiger Komponenten des Stresssystems identifiziert werden, welche u.a. von der Art
des friihen Stressparadigmas abhangig sind.

Flr klassische MS-Paradigmen, bei denen die Jungtiere 3 Stunden taglich von der Mutter getrennt
wurden, zeigten sich in adulten Tieren gesteigerte Corticosteronspiegel nach Stressexposition (Plotsky
& Meaney, 1993; Ladd et al., 2005; Plotsky et al., 2005; Lippmann et al., 2007; Wu et al., 2014; Lajud
et al.,, 2012), wohingegen die basalen Corticosteronspiegel im Erwachsenenalter in den meisten
Studien unbeeinflusst waren (Plotsky & Meaney, 1993; Ladd et al., 2005; Plotsky et al., 2005; Lippmann
etal., 2007). Diese Effekte von mitterlichem Trennungsstress auf die neuroendokrine Antwort werden
vermutlich Gber Verdnderungen in der Expression des hippocampalen GRs sowie von CRH im
Hypothalamus vermittelt (Nishi, 2014).

Nach MD, also einer einmaligen 24stliindigen Trennungsepisode von der Mutter wahrend der SHRP,
zeigten sich altersabhangige Unterschiede in der HHN-Achsen-Aktivitat: In juvenilen Ratten, die
wahrend der SHRP einem MD-Paradigma unterzogen wurden, zeigten sich erhdhte basale sowie
stressinduzierte Corticosteronspiegel (z.B. Avishai-Eliner et al., 1995; Smith et al., 1997; van Oers et al.,
19983, van Oers et al., 1998b, Dent et al., 2000). In 3 Monate alten Ratten zeigten sich hingegen
gesteigerte basale Corticosteronspiegel bei gleichzeitig abgeschwachten Corticosteron-
stressantworten, wohingegen in 5-12 Monate alten Ratten wiederum die basalen Corticosteronspiegel
normal, und die stressinduzierten Corticosteronspiegel erhdht waren (Workel et al., 2001; Lehmann et
al., 2002). Eine Studie konnte auBerdem zeigen, dass die negativen Effekte von MD auf
kontextbezogenes und rdumliches Denken durch eine 3-tidgige Behandlung mit einem GR-
Antagonisten zu einem spateren Zeitpunkt in der Entwicklung verhindert werden konnten (Loi et al.,
2017a).

Eine Verknappung von Nistmaterial wahrend der frihen postnatalen Periode im Rahmen des LN-
Paradigmas fiihrt in Mausen zu einer verdanderten HHN-Achsenreaktivitat mit in den meisten Studien
erhohten basalen Corticosteronspiegeln, teilweise bis ins Erwachsenenalter hinein (Brunson et al.,
2005; Rice et al., 2008; Liao et al., 2014; Naninck et al., 2015). Diese Effekte konnten durch CRHR1-
oder GR-Blockade verhindert werden (Liao et al., 2014).

Stress im Rahmen des ESD-Paradigmas, bei der die Jungtiere fiir eine festgelegte Zeitspanne sowohl
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von der Mutter, wie auch von den Wurfgeschwistern getrennt werden (Sandi & Haller, 2015), fiihrte
im juvenilen Alter zu gesteigerten basalen sowie stressinduzierten Corticosteronspiegeln (Avishai-
Eliner et al., 1995), in adulten Tieren hingegen zu unverdnderten basalen Corticosteronspiegel und
interessanterweise reduzierten Corticosteronantworten auf Stress (Ruedi-Bettschen et al., 2006;

Zhang et al., 2014; Pryce et al., 2003), was auf eine Hyporeaktivitdt der HHN-Achse nach ESD hinweist.
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Abb. 5: Schematische Darstellung des Effektes von Maternaler Separation auf die Aktivitat und
Funktionsweise der HHN-Achse

mPFC = medialer prafrontaler Cortex, Hipp = Hippocampus, PVN = paraventrikularer Kern des Hypothalamus,
AHy = Adenohypophyse, NNR = Nebennierenrinde, MS = Maternale Separation. Roter Pfeil = inhibierender
Effekt, Griner Pfeil = aktivierender Effekt. Pfeilstarke spiegelt Wirkstarke wider.

Auch die Exposition gegeniber PS fuhrt in den Nachkommen zu einer Beeintrdchtigung der HHN-
Achsen-Funktion (Sosnowski et al., 2018). PS fiihrte in zahlreichen Studien zu einer gesteigerten
Corticosteronstressantwort mit sowohl gesteigerten Corticosteronspitzenspiegeln als auch einer
verlangerten Corticosteronantwort, wohingegen die basalen Corticosteronspiegel unverdndert
blieben (z.B. Henry et al., 1994; Maccari et al., 1995; Chung et al., 2005). Infolge von Stressexposition
in utero wahrend der fetalen Periode konnten Verdnderungen der GR- und CRH-Expression, die mit

einer gesteigerte HHN-Achsen-Reaktivitdit im Erwachsenenalter einhergingen, gefunden werden
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(Mueller & Bale, 2008). Sowohl die Exposition gegeniiber PS als auch die prdnatale Applikation
exogener Corticosteroide fiihrt im PVN zu einer Verminderung der lokalen GR-Expression (Bingham et
al., 2013), was darauf hinweisen kénnte, dass PS die Regulation der HHN-Achsen-Aktivitat auf Ebene
des PVN abschwacht, indem durch eine verringerte GR-Expression im PVN die Wirkung des GR-
vermittelten negativen Feedbackloops vermindert wird. Eine Minderexpression von hippocampalen
GRs wird ferner ebenfalls fiir eine unzureichende Begrenzung der HHN-Achsenaktivitdt und

nachfolgend eine liberschieBende Stressantwort verantwortlich gemacht (Szyf et al., 2005).

Zusammenfassend Uben die Exposition gegeniliber pranatalem und postnatalem Stress weitgehend
ahnliche Effekte auf die Funktion der HHN-Achse aus, indem beide Paradigmen beispielsweise zu einer
Erhohung der stressinduzierten Corticosteronantwort fiihren, einige Studien fanden aber auch
Unterschiede zwischen den beiden ELS-Designs. Beispielsweise zeigte sich in weiblichen Ratten ein
Anstieg der basalen Plasma-ACTH-Spiegel nach PS, hingegen nicht nach MS (McCormick et al., 1995;
Brunton & Russell, 2010). Im Rahmen des ESD-Stressparadigmas mit Trennung der Jungtiere von
Muttertier und Wurfgeschwistern (Sandi & Haller, 2015), zeigten sich im Gegensatz zu den anderen
ELS-Paradigmen im Erwachsenalter verminderte stressinduzierte Corticosteronantworten, was auf

eine ELS-induzierte Hyporesponsivitdt der HHN-Achse hinweist (Riedi-Bettschen et al., 2006).

Einen wichtigen Mechanismus in der Vermittlung der Effekte von ELS auf die Pragung der Stressachse
sowie auf Verhaltensweisen im Erwachsenenalter stellen epigenetische Veranderungen dar (Cowan et
al., 2016). Epigenetische Veranderungen sind auf die Folgegenerationen Ubertragbare Modifikationen
der Genexpression, die nicht mit einer Anderung der DNA-Sequenz einhergehen. Wihrend die DNA,
abgesehen von zufillig auftretenden Mutationen, Uber die gesamte Lebensdauer hinweg eine hohe
Stabilitdit aufweist, verdndern sich epigenetische Signaturen vor allem wahrend friher
Entwicklungsphasen stark, z.B. durch Methylierung, posttranslationale Modifikation von Histonen
oder die Wirkung nicht-codierender RNAs (Canovas & Ross, 2016). In Sadugetieren besteht eine
ausgepragte epigenetische Plastizitdt in der Zeitspanne von der fetalen Entwicklung bis zur
Entwohnung der Jungtiere von der Muttermilch (Hochberg et al., 2011). Wahrend dieser Zeit erfahrene
negative Umwelteinflisse, wie das Erleben psychosozialen Stresses, konnen zu epigenetischen
Verdnderungen mit weitreichenden Auswirkungen auf die Plastizitdt des Gehirns fihren und in
psychischen Auffilligkeiten im Erwachsenenalter resultieren konnen (McGowan & Roth, 2015;
Provencal & Binder, 2015b; Halldorsdottir & Binder, 2017). In einer Vielzahl von ELS-Modellen an
Nagetieren konnten betrachtliche Unterschiede in den DNA-Methylierungsmustern sowie
Histonmodifikationsprofilen in gestressten im Vergleich zu ungestressten Tieren nachgewiesen
werden (Champagne, 2012; Doherty & Roth, 2016). Beispielsweise zeigten sich nach fetaler

Stressexposition Veranderungen im Methylierungsgrad und hieraus resultierend in der Expression, der
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fiir die Stressantwort wichtigen Gene von GR und CRH, was mit einer erhdhten Stressresponsivitat der
HHN-Achse in adulten Tieren einhergeht (Mueller & Bale, 2008). Besonders wichtig ist hierbei der GR,
da diesem eine essentielle Rolle in der Feedbackregulation und somit der Begrenzung der
Stressantwort zukommt. Durch friihe Stressexposition zeigt sich die Methylierung des fiir den GR
codierenden Gens v.a. in den fir Stress relevanten Regionen Hippocampus und PVN verdndert
(McGowan et al., 2009; Bockmiihl et al., 2015). So wiesen Nachkommen, deren Mitter ein wenig
firsorgliches Verhalten zeigten, in dem Sinne, dass sie wenig Zeit fiir die Pflege der Jungtiere
aufwandten, ein verstarktes Methylierungsniveau des fiir den GR codierenden Gens NR3C1 auf. Wenn
diese Jungtiere allerdings mit sehr fiirsorglichen , Adoptivmittern” aufwuchsen, die viel Zeit mit dem
Lecken und Putzen der Jungtiere verbrachten, unterschieden sich ihre Methylierungssignaturen nicht
von Jungtieren, die von gut umsorgenden Mittern geboren und aufgezogen wurden (Weaver et al.,
2004). Dies bedeutet, dass besonders firsorgliches miitterliches Verhalten die verstérkte
Methylierung des GR-Promotors reduzieren kann, was zu einer verstarkten Expression des GRs und
somit einer verbesserten negativen Feedbackregulation der HHN-Achse fiihrt, wodurch eine
wirksamere Begrenzung der HHN-Achsen-Reaktivitat nach Stressexposition erreicht werden kann (Szyf
et al., 2005). Die potentielle Reversibilitdt von durch ELS bedingten epigenetischen Verdnderungen
durch eine positive Modifikation der Umweltbedingungen ist ein interessantes Phdanomen mit hoher
klinischer Relevanz und konnte einen Ansatzpunkt darstellen, Uber pharmakologische oder
umweltbezogene Interventionen die schadigenden Wirkungen von ELS auf das Individuum
abzuschwachen oder gar riickgéngig zu machen.

Zusammenfassend geht die aktuelle Hypothese davon aus, dass sich die HHN-Achse wahrend der SHRP
in einer sensiblen Phase der Entwicklung befindet und noch nicht in der Lage ist, Uber
kompensatorische Feedback-Mechanismen die durch ELS induzierten exzessiv erhohten
Glucocorticoidspiegel zu regulieren. Diese unphysiologisch erhéhten Glucocorticoidkonzentrationen
setzen daraufhin eine epigenetische Programmierungskaskade in Gang, welche die Sensitivitat und

Reaktivitat der HHN-Achse tiefgreifend und nachhaltig modifiziert (Mcllwrick et al., 2016).

In humanen Studien bilden sich in weiten Teilen mit den im Tiermodell beobachteten Effekten
vergleichbare Auswirkungen von ELS auf das Stresssystem ab. Humane Studien konnten zeigen, dass
Frauen, die an Depression erkrankt waren und Misshandlungen in der Kindheit erfahren hatten, 6-fach
erhohte ACTH-Spiegel aufwiesen, was die Hypothese unterstiitzt, dass friihe negative
Kindheitserlebnisse zu dauerhaften Verdnderungen in der HHN-Achsen-Reaktivitat fiihren (Heim et al.,
2000). Ferner konnte in gesunden Individuen, die Kindheitstraumata erlebt hatten, eine verstarkte
Methylierung des Promotors des NR3C1-Gens, was wie oben erdrtert, mit einer verringerten
Expression des GRs und somit einer weniger effektiven negativen Feedbackregulation einhergeht,

gefunden werden (Tyrka et al., 2012). In psychisch erkrankten Erwachsenen war das gesteigerte
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Methylierungsniveau des NR3C1-Promotors mit der Schwere der erlebten negativen
Kindheitsereignisse assoziiert (Perroud et al., 2011). Diese durch friihe Stressereignisse bedingten
nachhaltigen neuroendokrinen Veranderungen konnten Erwachsene mit ELS-Erlebnissen in der
Vergangenheit anfalliger flr psychische Erkrankungen wie Depression machen (Heim & Binder, 2012),
wodurch die nachhaltige Dysregulation der HHN-Achse durch ELS das Bindeglied in der Vermittlung

der Effekte von ELS auf psychische Erkrankungen im Erwachsenenalter darstellt.

Auch nach pranataler Stressexposition konnten in humanen Studien langanhaltende Verdanderungen
des Stresssystems gefunden werden. Das Vorhandensein von mitterlichen Angsterkrankungen oder
Depressionen wahrend des 3. Schwangerschaftstrimesters war bei ihren 3 Monate alten Kindern mit
einer verstarkten Methylierung des fiir den GR codierenden Gens NR3C1 sowie einer gesteigerten
Cortisolausschiittung auf Stressreize hin assoziiert (Oberlander et al., 2008). Auch die basalen
Cortisolspiegel zeigten sich bei Kleinkindern, deren Miitter in der Schwangerschaft depressiv waren
und wenig soziale Unterstiitzung erhielten, erhoht (Luecken et al., 2015). Bemerkenswerterweise
flhrte das Vorliegen einer pranatalen mutterlichen Depression zu geschlechtsdichotomen Effekten in
Schulkindern: es zeigten sich geschlechtsspezifisch unterschiedliche Methylierungsmuster des NR3C1-
Gens sowie eine erniedrigte Cortisolausschittung in Jungen, jedoch eine gesteigerte

Cortisolausschittung in Madchen (Stonawski et al., 2018).

Kinder, die besonders schwerem Stress ausgesetzt waren (beispielsweise im Rahmen gravierender
Vernachldssigung oder schwerwiegenden Missbrauchs in Waisenhausern oder anderen Institutionen),
wiesen interessanterweise nicht erhoéhte, sondern erniedrigte basale Cortisolspiegel auf (Carlson &
Earls, 1997; Gunnar & Donzella, 2002; Bruce et al., 2009). Diese Ergebnisse dhneln jenen aus dem
besonders stressvollen ESD-Paradigma in Nagetieren, wo ebenfalls erniedrigte Corticosteronspiegel
gemessen werden konnten (Rledi-Bettschen et al., 2006). Dieser Hypocortisolismus nach friihem
Stress konnte entweder durch eine Hypersensitivitdt der Zielgewebe gegeniliber Corticosteroiden
(Yehuda et al., 2006) oder durch eine reduzierte Ausschiittung von ACTH aus der Adenohypophyse in
Antwort auf die CRH-Ausschittung aus dem Hypothalamus bedingt sein (Fries et al., 2005).
Bemerkenswerterweise kann eine Kombination aus Hypocortisolismus bei gleichzeitig erhohter
Sensitivitat gegentiber Glucocorticoiden auch in Patienten mit PTBS gefunden werden (Rohleder et al.,

2004).

Flr die Beurteilung der in Studien gefundenen Auswirkungen von ELS auf die Stressachse ist es wichtig,
modulierende Faktoren, wie den Zeitpunkt, zu dem ein Stressor appliziert wird, die Intensitat eines
Stressors, sowie speziesspezifische und genetische Unterschiede, zu bericksichtigen, da diesen eine
maRgebliche Rolle in der Vermittlung der Effekte von ELS zukommt. Auf diese Aspekte wird im
Folgenden eingegangen.
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Die Auswirkungen von ELS auf die HHN-Achse und spatere Verhaltensweisen sind unter der Annahme
einer fur die Pathogenese relevanten Gen x Umwelt-Interaktion immer unter Bericksichtigung des
genetischen Hintergrunds zu betrachten. Ein in diesem Zusammenhang relevantes und fiir die
Regulation der Effekte von ELS auf die HHN-Achse wichtiges Beispiel ist das FKBP5-Gen. FKBP5 kann
als Co-Chaperon mit dem GR-Komplex interagieren und so die Affinitat des GRs fiir Cortisol regulieren
(Binder, 2009). Es konnte gezeigt werden, dass die Interaktion von ELS mit spezifischen SNPs des
FKBP5-Gens die Schwere adulter PTBS Symptome vorhersagen kann (Binder et al., 2008). Dieser Effekt
ist vermutlich durch eine allelspezifische Demethylierung des GC-response Elements von FKBP5
bedingt, was zu einer Resistenz des Gewebes gegeniiber Glucocorticoiden fihrt (Klengel et al., 2013).
Ferner konnte gezeigt werden, dass ein Interaktionseffekt zwischen den Minorallelen von FKBP5 und
ELS das Auftreten von aggressivem Verhalten (Bevilacqua et al., 2012), Suizidversuchen (Roy et al.,
2010) und Depression (Zimmermann et al., 2011) erhoht.

Der Zeitpunkt in der Entwicklung, zu dem aversive Lebensereignisse auftreten, bestimmt entscheidend
die Auswirkungen auf die Ausbildung der HHN-Achse und deren Regulation im spateren Leben. Wenn
ELS, wie oben aufgefiihrt, im Sauglings- oder Kleinkindesalter erlebt wird, also zu einem Zeitpunkt, wo
die HHN-Achse normalerweise hyposensitiv und hyporeaktiv ist, resultiert dies in einer Hyperaktivitat
und Hyperresponsivitdit der HHN-Achse im Erwachsenenalter. Wenn hingegen belastende
Lebensereignisse in der Adoleszenz, also in einer Phase, wo die HHN-Achse normalerweise
hypersensitiv und hyperreaktiv ist, erlebt werden, zeigt sich eine hypoaktive und hyporesponsive HHN-
Achsen-Aktivitdt im Erwachsenenalter (Kuhlman et al., 2017). Wahrend beispielsweise im Tiermodelle
eine 24stiindige MD vor Beginn der SHRP oder zu einem frithen Zeitpunkt innerhalb der SHRP zu
gesteigerten stressinduzierten Plasma-ACTH-Spiegeln in den erwachsenen Nachkommen fihrt, fiihrt
MD wahrend der zweiten Halfte der SHRP zu einer reduzierten stressinduzierten ACTH-Antwort in
erwachsenen Tieren (Smith et al., 1997; van Oers et al., 1997; van Oers et al., 1998b).
Ferner spielt in der Beurteilung der Effekte von ELS auf die Regulation der HHN-Achse die Intensitat
des erlebten Stressors eine wichtige Rolle: wahrend beispielsweise in Ratten, die starkem PS
ausgesetzt waren, eine globale DNA-Hypomethylierung in Hippocampus und Frontalem Cortex
gefunden werden konnte, zeigte sich eine DNA-Hypermethylierung im Hippocampus von Ratten, die
einem milden PS-Paradigma ausgesetzt waren (Mychasiuk et al., 2011). Nach ESD, bei dem die
Jungtiere sowohl vom Muttertier, als auch von ihren Geschwistern getrennt werden, was einen
starkeren Stressor als das klassisches MS-Paradigma darstellt, zeigten die Jungtiere reduzierte
stressinduzierte Corticosteronspiegel, wohingegen PS- und MS-Paradigmen ansonsten zu einer
gesteigerten Responsivitdt der HHN-Achse fiihren (van Bodegom et al., 2017).

Des Weiteren gilt es bei der Interpretation der ELS-Effekte auch zu beachten, dass speziesspezifische

Unterschiede existieren und beispielsweise Mause resistenter gegeniiber den Auswirkungen von MS
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sind als Ratten (Savignac et al., 2011).
Einen weiteren wichtigen Einflussfaktor in der Vermittlung der Wirkung von ELS auf die HHN-Achsen-

Reaktivitat stellt das Geschlecht dar, worauf in Kapitel 1.4 naher eingegangen wird.

1.2.4 Auswirkungen von ,Early Life“-Stress auf Neurobiologie und Verhalten von Modellorganismen

und Menschen

In der Literatur kénnen verschiedene und teilweise widerspriichliche Effekte von ELS auf Verhalten
gefunden werden.

In Hinblick auf Angstverhalten weisen die meisten Studien auf einen angstférdernden Effekt von ELS
hin. Nach Exposition gegenliber einem chronischen ELS-Paradigma, in welchem durch beschranktes
Nistmaterial Stress erzeugt wird, konnten u.a. verstarktes angstliches Verhalten in OF und DLB (Wang
et al., 2012) in mannlichen Mausen, sowie verstarktes dngstliches Verhalten im EPM in méannlichen
Ratten (Dalle Molle et al., 2012) gefunden werden. Neben gesteigerter Angstlichkeit in ethologischen
Verhaltenstests konnte in Ratten, die einem MS-Paradigma unterzogen wurden, ferner eine schnellere
Generalisierung von furchtbezogenen Verhaltensantworten sowie eine groflere Resistenz gegeniber
deren Extinktion gezeigt werden (Elliott & Richardson, 2019). Interessanterweise zeigten sich fiir MD-
Paradigmen, bei welchen eine einmalige 24-stiindige Trennung von der Mutter durchgefiihrt wird,
unterschiedliche Effekte auf Angstverhalten sowie andere emotionsbezogene Verhaltensweisen in
Abhangigkeit von dem Zeitpunkt innerhalb der SHRP, zu dem die Trennung durchgefiihrt wurde
(Girardi et al., 2014; Suchecki et al., 2000): MD zu friihen Zeitpunkten innerhalb der SHRP in Ratten
scheint zu gesteigertem emotionalen Verhalten zu fiihren, wiahrend MD zu spateren Zeitpunkten
innerhalb der SHRP Resilienz zu férdern scheint. Dies kann u.a. dadurch bedingt sein, dass sich fiir die
Modulation von Angstverhalten wichtige Regionen zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der
Entwicklung in unterschiedlichen Ausreifungsstadien befinden, und hierdurch unterschiedlich
vulnerabel gegeniiber friihem Stress sind, worauf an anderer Stelle noch ndher eingegangen werden
wird.

Die Uberwiegend angstférdernden Auswirkungen von ELS im Nagetiermodell spiegeln sich auch in
Studien an Primaten wider, in denen infolge von ELS ebenfalls gesteigertes Angstverhalten, gestorte
Verhaltensantworten auf bedrohliche Reize, sowie eine gesteigerte HHN-Achsen-Reaktivitat (Kaffman
& Meaney, 2007; Opendak et al., 2017) festgestellt werden konnten. Vereinzelt konnten, v.a. nach
kurzen, intermittierenden Trennungsepisoden, auch positive Effekte von ELS auf Angstverhalten
beobachtet werden. In Primaten beispielsweise zeigte sich die Regulation der physiologischen

Erregbarkeit von Tieren, die kurzzeitig von der Mutter getrennt waren, verbessert, zudem zeigte sich
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das Angstverhalten reduziert und Resilienz sowie Explorationsverhalten verstarkt (Lyons et al., 2010).
Auch in Nagetieren konnten eigene Studien positive Effekte von ELS auf Angstverhalten, v.a. infolge

kurzer Trennungsepisoden, zeigen (Levine, 1957).

Neben Angstverhalten beeinflusst ELS auch depressionsdhnliches Verhalten. Nach ELS-Exposition
konnten in Nagetieren anhedonisches Verhalten im Sucrosepraferenztest (Molet et al.,, 2016),
gesteigerte Immobilitdt im ,,Forced swimming“-Test (Rots et al., 1996), sowie verringertes soziales
Spiel mit Artgenossen (Molet et al., 2016) und gestortes Sozialverhalten (Raineki et al., 2010; Raineki
et al., 2012; Veenema et al., 2007; Lukas et al., 2011) beobachtet werden. Ferner konnte gezeigt
werden, dass ELS zu einer Veranderung der Prozessierung von belohnungsassoziierten Reizen fiihren
kann. Die Exposition gegeniiber ELS kann zu Defiziten in der Funktion des ventralen Striatums fiihren,
was eine veranderte Responsivitat gegeniliber positiven Reizen, sowie eine Storung der

Anndherungsmotivation bewirken kann (Novick et al., 2018).

Neben emotionalen Verhaltensweisen zeigten sich auch kognitive Leistungen durch ELS beeinflusst
(Liu et al., 2000). Uber verschiedene perinatale Stressparadigmen hinweg konnte ein gestértes
kontextbezogenes sowie raumliches Gedachtnis, bei gleichzeitig gesteigertem emotionalen
Gedachtnis und erhéhtem Angstausdruck, beobachtet werden (Tractenberg et al., 2016; Loi et al.,
2017b), was von einer reduzierten hippocampalen Expression von GRs und MRs sowie erhéhten
Corticosteronspiegeln begleitet war. Interessanterweise scheinen kurze Trennungen von der Mutter
jedoch einen gegenteiligen Effekt zu haben: 10-minitige Trennungsperioden taglich zwischen PD 2-7
flhrten zu geringeren Corticosteronspiegeln in adulten Tieren im OF (Thoman & Levine, 1969) und

positiven Effekten auf die kognitive Leistungsfahigkeit (Frankola et al., 2010; Plescia et al., 2014).

Dariiber hinaus wird auch das miitterliche Verhalten der als Jungtiere von der Mutter getrennten
weiblichen Nachkommen im Erwachsenenalter durch die Exposition gegentiber MS verdandert: Tiere,
die MS unterzogen wurden, lecken ihre eigenen Nachkommen weniger, was ein Kriterium fir
reduzierte mitterliche Zuwendung ist. Trennungen von wenigen Minuten im Rahmen des Handlings
haben hingegen keine Auswirkungen auf das miutterliche Pflegeverhalten der Nachkommen im
spateren Leben (Reshetnikov et al., 2018). Studien in Ratten zeigten, dass wenige Minuten dauernde
Trennungen bei Nachkommen von wenig firsorglichen Mittern sogar zu hoherem Pflegeverhalten
dieser Nachkommen gegeniber ihrem eigenen Nachwuchs fihrt, wahrend sich kein Effekt auf
Nachkommen von sehr umsorgenden Mittern zeigt (Francis et al., 1999). Hingegen zeigten sich fir
Ratten nach langeren Trennungsperioden insgesamt ebenfalls negative Auswirkungen auf das
mitterliche Pflegeverhalten der Nachkommen gegeniber ihrem eigenen Nachwuchs (Lovic et al.,

2001).
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Mit den beschriebenen Auswirkungen von ELS auf das Verhalten einhergehend konnten
Veranderungen in fiir die Emotionsregulation wichtigen Regionen, wie der Amygdala, dem

Hippocampus oder dem PFC nachgewiesen werden.

Der Hippocampus ist eine wichtige Struktur fiir die Begrenzung der Stressantwort und aufgrund des
lokal hohen Expressionsniveaus von GRs sehr empfindlich gegentiber den Effekten von Stress (de Kloet
et al., 1990; Maras & Baram, 2012), v.a. wahrend der ersten zwei postnatalen Wochen, in denen
wichtige Reifungsschritte in dieser Struktur stattfinden. CRH, sowie die Aktivierung von CRHR1, spielen
vermutlich eine wichtige Rolle in der Vermittlung der Effekte von ELS auf den Hippocampus (Maras &
Baram, 2012) und genetisch modifizierte Mduse ohne CRHR1 zeigten sich resistent gegeniiber den
schadigenden Effekten von ELS (Wang et al., 2011). Dariiber hinaus scheinen sich PS (Lemaire et al.,
2000; Belnoue et al., 2013) und MS (Lajud et al., 2012) negativ auf die Neurogenese im Gyrus dentatus
auszuwirken, wobei die Effekte von PS umso ausgeprdgter waren, je spater wahrend der
Schwangerschaft die Stressexposition erfolgte (Mandyam et al., 2008). Nagetiere wiesen nach
chronischem ELS ein verringertes hippocampales Volumen sowie gelichtete dendritische Baume in
dieser Struktur auf (Brunson et al., 2005). Nach PS-Exposition konnten verringerte MR mRNA Level,
sowie eine reduzierte Dichte und Bindung an MRs (Henry et al., 1994; Maccari et al., 1995; Koehl et al.,
1999) sowie GRs (Henry et al., 1994; Koehl et al., 1999, Szuran et al., 2000; Mueller & Bale, 2008; Green
etal., 2011) im Hippocampus festgestellt werden (Henry et al., 1994; Maccari et al., 1995; Koehl et al.,
1999). Auch in Tieren, die friihen postnatalen Stressparadigmen unterzogen waren, zeigte sich in den
meisten Studien eine Verringerung der hippocampalen GR-Expression (Aisa et al., 2007; Arnett et al.,
2015). Die verringerte GR-Expression tragt zu einer weniger effektiven negativen Feedbackregulation

der HHN-Achsen-Aktivitat bei, wodurch die Stressantwort weniger wirksam begrenzt werden kann.

Der PFC ist eine wichtige Struktur fiir die Limitierung der Stressantwort sowie die Emotionsregulation
(Arnsten, 2009) und sendet inhibitorische Projektionen in den Hypothalamus (Radley et al., 2006)
sowie die Amygdala (Banks et al., 2007). Nach PS konnte eine Storung der prafrontalen LTP gefunden
werden (Sowa et al., 2015), die vermutlich glucocorticoidvermittelt ist (Bartosz et al., 2011). Ahnlich
wie im Hippocampus konnten auch im PFC gelichtete dendritische Baume gefunden werden (Radley
etal., 2008; Yang et al., 2015); diese Effekte sind vermutlich durch Glucocorticoide (Alfarez et al., 2009)
sowie CRH (lvy et al.,, 2010) vermittelt. ELS resultierte dariber hinaus in einer verminderten GR-
Expression im PFC, was zu einer Beeintrachtigung der negativen Feedbackregulation des PFC auf die
HHN-Achsen-Aktivitat flihrt (Diorio et al., 1993). Diese reduzierte GR-Expression konnte sowohl nach
PS (Green et al., 2011; Bingham et al., 2013) als auch nach postnatalen ELS-Paradigmen wie LN und MS
(Avishai-Eliner et al., 2001; Ladd et al., 2004; Ladd et al., 2005) gefunden werden. Des Weiteren konnte

gezeigt werden, dass ein Paradigma von unvorhersehbarem frilhem Stress in mannlichen Mausen
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neben gesteigertem Angstverhalten auch zu einer Hyperkonnektivitat zwischen Amygdala und PFC
sowie Hippocampus fihrt, wobei die Auspragung des Angstverhaltens mit der Starke dieser
Konnektivitat korreliert ist (Johnson et al., 2018). Langanhaltender Stress verringert die graue Masse
und fuhrt zu einer Unterfunktion des PFC (McEwen et al., 2016), sowie weiterer an der Regulation von
Emotionen beteiligter Regionen wie des anterioren cinguldren Cortex (ACC) und des insuldren Cortex
(Ansell et al., 2012), wahrend andererseits eine zelluldre Hypertrophie und vermehrte dendritische

Verzweigungen in der Amygdala gefunden werden konnten (Vyas et al., 2002).

Interessanterweise scheinen sowohl PS als auch die pranatale Applikation von Corticosteroiden die
Entwicklung der Amygdala zeitweise zu verzogern (Kraszpulski et al., 2006; Zuloaga et al., 2011),
wohingegen friher postnataler Stress die Ausreifung der Amygdala beschleunigt. Unter
physiologischen Bedingungen wird die Amygdala in der ersten Lebenswoche noch nicht durch aversive
Reize aktiviert und Jungtiere zeigen in diesem Zeitraum abgeschwachtes Furchtlernen, was vermutlich
fir die Ausbildung der Mutter-Kind-Bindung von Bedeutung ist (Sullivan et al., 2000; Sullivan &
Holman, 2010). Friiher postnataler Stress scheint zu einer verfrihten Ausreifung und Aktivierbarkeit
der Amygdala zu fihren, da Tiere, die dem LN-Paradigma unterworfen waren, bereits in der ersten
Lebenswoche Lernverhalten auf aversive Reize sowie relevante Corticosteronstressantworten zeigten
(Moriceau et al., 2006; Moriceau et al., 2009). Diese beschleunigte Entwicklung der Amygdala durch
ELS scheint durch Corticosteroide vermittelt zu sein, da dieser Effekt durch Infusion von
Corticosteroiden in die Amygdala simuliert (Moriceau et al., 2006) und durch Verabreichung von GR-
Antagonisten verhindert werden kann (Moriceau et al., 2009). Ferner fiihrt neonataler Stress zu einer
verlangerter Retention von aversiven Erinnerungen (Callaghan & Richardson, 2012), sowie einem
verfriihten Auftreten von adulten Formen von Extinktionslernen (Callaghan & Richardson, 2011;
Cowan et al., 2013), was ebenfalls auf eine vorzeitige Reifung der Amygdalafunktion hinweist. In
adulten Tieren, die ELS erfahren haben, ist die Amygdalaaktivitdt im Vergleich zu ungestressten
Kontrolltieren gesteigert. Auf einen konditionierten Furchtreiz hin zeigten Tiere, die einem PS-
Paradigma unterzogen waren, eine starkere Aktivierung der Amygdala, gemessen am regionalen
zerebralen Blutfluss (Laviola et al., 2004), sowie gesteigerte angstbezogene Verhaltensweisen, wie z.B.
Freezing (Sadler et al., 2011) im Vergleich zu Tieren, die keinem ELS-Paradigma ausgesetzt waren.
Darliber hinaus konnte in Tieren, die PS erfahren hatten, auch eine , Fear conditioning“-unabhangige
erhohte Aktivitat der Amygdala, einhergehend mit gesteigertem Angstverhalten, beobachtet werden

(Sadler et al., 2011).

Die Tatsache, dass sich in verschiedenen Studien, bei denen die Stressexposition zu unterschiedlichen
Zeitpunkten innerhalb der Entwicklung erfolgte, teilweise sehr unterschiedliche Ergebnisse zeigen,

kann dadurch erklart werden, dass sich die flir die Modulation von Angstverhalten wichtigen Regionen
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zum Zeitpunkt der Stressexposition in der Entwicklung in unterschiedlichen Ausreifungsstadien
befinden, und somit zu einem bestimmten Zeitpunkt mehr oder weniger vulnerabel gegeniiber den
Auswirkungen von Stress sind. So konnte gezeigt werden, dass MS zwischen P2-20 v.a. die Entwicklung
des Hippocampus beeintrachtigt (Andersen & Teicher, 2004), wohingegen Stress zwischen P30-35 den
PFC beeinflusst (Leussis et al., 2008).

Auch in humanen Studien zeigten sich relevante Auswirkungen von ELS auf das Verhalten sowie die
Neurobiologie von Individuen.

Fir korperlichen, emotionalen oder sexuellen Missbrauch sowie frithe Vernachladssigungserfahrungen
konnten eine gesteigerte physiologische Erregbarkeit (Jovanovic et al., 2009), eine verstarkte
Prozessierung negativer Informationen (Pollak & Sinha, 2002; Pollak & Tolley-Schell, 2003), sowie eine
Verminderung der kognitiven Leistungsfahigkeit im Sinne eines eingeschrankten Arbeitsgedachtnisses
und einer reduzierten Aufmerksamkeitsspanne (Geoffroy et al., 2016; Masson et al., 2015) gefunden
werden. Diese Veranderungen machen das Individuum empfindlicher gegeniiber den negativen
Effekten von Stress und konnen die Entstehung psychischer Erkrankungen wie Depression,
Suchterkrankungen oder PTBS férdern (Fergusson et al., 1996; Chapman et al., 2004; Faravelli et al.,
2012). Kinder, die in Waisenhdusern aufgewachsen sind, was eine schwere Form der frilhen
Deprivation darstellt, wiesen im Erwachsenenalter ein reduziertes Volumen des Cortex, v.a. des PFC,
sowie des Hippocampus auf, wobei die Reduktion des Hippocampusvolumens mit der Dauer der
Stressexposition korrelierte (Hodel et al., 2015). Ferner kénnen Menschen, die in der Kindheit
chronischem Stress ausgesetzt waren, bereits ab dem mittleren Lebensalter kognitive
Einschrankungen zeigen, welche einen Risikofaktor fir die vorzeitige Entwicklung von
Demenzerkrankungen darstellen (Kaplan et al., 2001). Neben den beschriebenen Verdnderungen des
Hippocampus konnte bei Personen, die Opfer von Kindesmisshandlung waren, eine gesteigerte
Aktivierung der Amygdala auf bedrohliche Reize beobachtet werden (Tottenham et al., 2011). Eine
mangelnde top-down Kontrolle des PFC auf die Amygdalaaktivitat tragt hierbei zu einer verringerten
Emotionsregulationsfahigkeit bei (Marusak et al., 2015). Im Sinne des Konzepts einer Gen-Umwelt-
Interaktion konnten Studien darliber hinaus moderierende Effekte von FKBP5 (White et al., 2012; Holz
etal., 2015) und MR Genotypen (Bogdan et al., 2012) auf Amygdalavolumen, Amygdalareaktivitat und
Amygdalakonnektivitat in adulten Individuen, die ELS erfahren hatten, zeigen.

Des Weiteren konnte in humanen Studien gezeigt werden, dass Jugendliche, die in der Kindheit
emotionale Vernachlassigung erfuhren, eine verminderte Aktivitat des ventralen Striatums auf positive
Reize zeigen, was einen Pradiktor fiir depressive Symptome im Erwachsenalter darstellt (Hanson et al.,
2016). Neben den Auswirkungen auf psychische Erkrankungen gibt es Hinweise, dass ELS auch als
pradisponierender Risikofaktor flir chronische Schmerzsyndrome fungieren kann (Davis et al., 2005)

und zu einer gestorten Regulation des Immunsystems sowie der Entziindungsantwort fihren kann
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(Wieck et al., 2013).

Analog zu den Ergebnissen am Tiermodell zeigt sich das neuroendokrine System bei Erwachsenen mit
aversiven Kindheitserfahrungen verandert, was in einer gesteigerten Aktivitdt der Stressachse
resultiert (Danese & McEwen, 2012). Kinder von Mittern, die postnatal depressiv waren, zeigten eine
erhohte Reaktivitdt der HHN-Achse, sowie einen verstarkten Ausdruck negativer Emotionen und
weniger reife Autoregulationsstrategien bei Konfrontation mit furchteinfloRenden Reizen (Feldman et

al., 2009).

Der Zeitpunkt in der Entwicklung, zu dem ein Stressor erlebt wird, und das Reifestadium, in dem sich
die Gehirnregionen des Angstschaltkreises zu diesem Zeitpunkt befinden, spielen eine wichtige Rolle
in der Vermittlung der Effekte von ELS. Beim Menschen reift der Hippocampus etwa bis zum Alter von
2 Jahren aus, wahrend die Reifung des PFC v.a. im Alter von 8-14 Jahren stattfindet und die Amygdala
bis zum Ende der 3. Lebensdekade ausreift (Giedd et al., 1996). Es konnte gezeigt werden, dass
wiederholter sexueller Missbrauch wahrend der frithen Kindheit zu einem reduzierten hippocampalen
Volumen fiihrt, wohingegen wiederholter sexueller Missbrauch im Jugendalter zu einem reduzierten
Volumen des PFC fuihrt (Andersen et al., 2008). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Effekte
von frihkindlichem Stress v.a. lber eine Schadigung des in dieser Phase besonders vulnerablen
Hippocampus vermittelt werden. Auch die eventuell nachfolgende Entwicklung einer psychischen
Erkrankung ist von dem Entwicklungsstadium, in dem die aversiven Erlebnisse stattfanden, abhangig.
Wahrend Frauen, die ein Kindheitstrauma vor dem 12. Lebensjahr erlebten, ein erhéhtes Risiko fiir die
Entwicklung von Depressionen aufweisen, erkranken Frauen, die ein Traumatisierungsereignis

zwischen dem 12.-18. Lebensjahr erlitten, haufiger an PTBS (Maercker et al., 2004).

Auch pranataler Stress, der auf das Ungeborene in utero einwirkt, stellt einen Risikofaktor fir
stimmungs- und verhaltensassoziierte Probleme im spateren Leben dar und konnte mit einem
gesteigerten Auftreten von Angst, Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatsstorung (ADHS) und
ungiinstigen Probleml6sestrategien assoziiert werden (Davis & Sandman, 2012; Van den Bergh &

Marcoen, 2004).

Obwohl die meisten Studien vor allem negative Auswirkungen von ELS, welche Ausdruck einer
erhohten Responsivitdt gegenliber Umweltreizen sind, hervorheben, ist an dieser Stelle darauf
hinzuweisen, dass eine erhohte Sensitivitat gegenliber Reizen aus der Umwelt kontextabhangig sowohl
adaptiv als auch maladaptiv sein kann. Eine erhohte Aufmerksamkeit gegeniiber bedrohlichen Reizen
kann in unsicheren Umgebungen sinnvoll und niitzlich fiir den Organismus sein, um das Uberleben zu
sichern und entfaltetet erst bei Generalisierung auf nicht-bedrohliche Situationen eine maladaptive
Wirkung. So konnten Studien zeigen, dass Stress in frilhen Entwicklungsphasen im Sinne
unzureichender miitterliche Fiirsorge einerseits zu einer Storung des raumlichen Gedachtnisses (Liu et
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al., 2000) und einer Beeintrachtigung des Langzeitgedachtnisses fiir neutrale Inhalte (Bredy et al.,
2003) fiihrt, andererseits aber die Gedachtnisbildung fiir aversive Inhalte, die z.B. im Rahmen der
kontextabhéngigen Furchtkonditionierung erfolgt, gesteigert ist (Champagne et al., 2008; Bagot et al.,
2009). Daneben zeigte sich nach MS-Exposition eine verbesserte Fahigkeit zum Kontextlernen in einer
Umgebung, die ein hohes Stressniveau hervorruft (Oomen et al., 2010). Die Exposition gegeniber
mildem ELS scheint Tiere resilienter gegeniber akutem Stress zu machen, was sich in einer
abgeschwachten Corticosteronausschiittung widerspiegelt (Kiank et al., 2009). Darliber hinaus scheint
ELS den Organismus neben den oben beschriebenen positiven Auswirkungen auf Coping bei akutem
Stress, zu einem gewissen Grad auch gegen die schadigenden Einfllisse von langandauernder
Stressexposition im Erwachsenenalter zu schitzen. Tiere, die ELS durch das LN-Paradigma erfahren
haben, zeigten sich, wenn sie isoliert von Artgenossen aufwuchsen, weniger dngstlich und depressiv
als Kontrolltiere, die keinem friihen Stressparadigma ausgesetzt waren (Santarelli et al., 2014). Es
scheint also, dass Individuen, die frilhen Stress erfahren haben, im Sinne der Match-Mismatch-
Hypothese, besser angepasst an und hierdurch resistenter gegeniiber stressvollen Lebensbedingungen
im Erwachsenenalter sein kdnnen. Interessanterweise konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass die
MS-Exposition zwar zu deutlich erhéhten Corticosteronstressantworten im Erwachsenenalter fiihrt
(Ladd et al., 2004; Ladd et al., 2005; Plotsky et al., 2005), die zusatzliche Exposition gegeniber
chronischen Stress im Erwachsenenalter die erhéhte Corticosteronantwort hingegen auf ein Niveau,
das dem ungestresster Kontrolltiere entspricht (Ladd et al., 2005), oder sogar auf niedrigere Werte
(Renard et al., 2007), absenken kann. Im Zusammenhang hiermit konnte eine Hochregulation von GRs
im Hippocampus sowie eine Normalisierung der GR-Expression im PVN gezeigt werden (Renard et al.,
2010). Auch im frontalen Cortex zeigen sich ein gesteigertes GR mRNA-Expressionsniveau in MS-
Tieren, die zusatzlich chronischem Stress im Erwachsenenalter ausgesetzt waren, wodurch sich das
GR-Expressionsmuster dem von ungestressten Kontrolltieren anglich (Ladd et al., 2005). Diese Daten
weisen darauf hin, dass chronischer Stress im Erwachsenenalter die durch MS verursachten
Funktionsdefizite von PFC und Hippocampus normalisieren kénnte, wodurch diese Strukturen wieder
befdhigt sein konnten, die Aktivitdit der HHN-Achse suffizient zu begrenzen. Allerdings kann zu
intensive oder zu haufige Stressexposition im Erwachsenenalter auch gegenteilige Effekte ausiben.
Dies beschreibt die ,,3-Hit-Hypothese”, die postuliert, dass wahrend des spateren Lebens auftretende
Stressoren die schadlichen Effekte von ELS weiter verstarken konnen, vor allem, wenn Organismen
eine pradisponierende genetische Vulnerabilitat aufweisen (Daskalakis et al., 2013). So konnte gezeigt
werden, dass eine Kombination aus MS und chronischem Stress zu einem spateren Zeitpunkt im Leben
starkere negative Auswirkungen auf Lernen und Gedachtnis hat, als jedes dieser Stressparadigmen
einzeln (Choy et al., 2008; Llorente et al., 2011). Ferner zeigten Tiere, die MS erlebt hatten und im

Erwachsenenalter zusatzlich einem Beengungsstressparadigma ausgesetzt waren, erhohte
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Corticosteronstressantworten und starkeres depressionsahnliches Verhalten als Tiere, die keine MS
erfahren hatten (Uchida et al., 2010). Passend hierzu konnte ein reduziertes GR-Expressionsniveau im
Hippocampus von Tieren, die MS ausgesetzt waren, gefunden werden, welches weiter verringert war,
wenn die Tiere zusatzlich gegeniiber chronischem Stress im Erwachsenenalter exponiert waren (Aisa

et al., 2008).

Bemerkenswerterweise sind die negativen Effekte von ELS durch die Schaffung einer besonders
glinstigen Umwelt innerhalb der ersten 2-3 Lebensjahre eines Menschen reversibel, wahrend
Interventionen danach deutlich weniger effektiv sind, was auf eine sensible Periode fiir die Wirkung

von ELS hinweist (Hostinar & Gunnar, 2013; Nelson et al., 2007). 1.3 Das serotonerge System

1.3 Das serotonerge System

1.3.1 Serotonin — ein wichtiger Neurotransmitter mit zahlreichen Funktionen

5-HT ist ein bedeutsamer Neurotransmitter, dem viele wichtige Funktionen sowohl im zentralen
Nervensystem als auch in der Peripherie zukommen. 5-HT wird durch die zwei Isoformen des Enzyms
Tryptophanhydroxylase (Tph) produziert, wobei sich Tph1 in der Peripherie und Tph2 im ZNS befindet
(Walther et al., 2003a). Etwa 95% des Gesamt 5-HT wird peripher und nur etwa 5% zentral produziert
(Gershon & Tack, 2007). Peripheres 5-HT kann aufgrund der Blut-Hirn-Schranke nicht in das ZNS

gelangen (Young, 2007).

Im adulten Mausegehirn gibt es etwa 25.000 serotonerge Neurone (Ishimura et al., 1988), die das
Enzym Tph2 exprimieren, vorwiegend in den medianen (MnR) und dorsalen (DR) Raphekernen des
Hirnstamms lokalisiert sind (Dahlstroem & Fuxe, 1964) und topographisch grotenteils nach ihren
Innervationsgebieten organisiert sind (Imai et al., 1986). Im menschlichen Gehirn enthélt die DR etwa
165.000 Neurone und der MnR etwa 64.000 Neurone (Hornung, 2003). Die Neurone der DR projizieren
vorwiegend in den PFC, das laterale Septum und die Amygdala, wahrend die serotonergen Neurone
des MnR v.a. das mediale Septum, den cinguldren Cortex und den dorsalen Hippocampus innervieren
(Molliver, 1987). Die serotonergen Afferenzen aus der DR sind diinn, zeigen pleomorphe Varikositaten
und sind stark immunoreaktiv fir 5-HTT (Brown & Molliver, 2000; Kosofsky & Molliver, 1987),
wohingegen die serotonergen Fasern aus dem MnR dicker und mit grofRen, oft sphérischen
Varikositaten besetzt sind und kein 5-HTT exprimieren (Brown & Molliver, 2000; Kosofsky & Molliver,
1987; Vertes et al., 1999). 5-HT kann seine Wirkung auf zwei unterschiedlichen Wegen entfalten: zum
einen parakrin Giber Volumentransmission, zum anderen Uber synaptische Transmission. Diesen zwei
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verschiedenen Ausschittungsmodi konnten unterschiedliche, sich erganzende Wirkungen zukommen,
wobei synaptische Transmission v.a. kurzfristige Effekte vermitteln kénnte und Volumentransmission

langfristig zelluldre Netzwerke beeinflussen kénnte (Fuxe et al., 2007).

Der erste Nachweis von 5-HT kann ab E10.5 der Embryonalperiode in Mausen erbracht werden
(Hawthorne et al., 2010). Es gibt Hinweise, dass im Zeitraum der 2.-3. postnatalen Woche tiefgreifende
Veradnderungen in der neuronalen Organisation des serotonergen Systems stattfinden (Zhang, 2003),
was diesen Zeitraum, welcher mit der SHRP (iberlappt, zu einer sensiblen und kritischen Periode in der

Entwicklung des serotonergen Systems macht.

Zentrales 5-HT ist u.a. fiir die Regulation von Appetit, Sexualverhalten, Schmerz, Schlaf und Emotionen
wie Angst oder Aggression wichtig (Jacobs & Azmitia, 1992; Lucki, 1998). Ferner kommt 5-HT eine
organisierende Rolle in der Entwicklung des ZNS und bei der Vernetzung von Neuronen zu (Gaspar et

al., 2003).

Neben dem zentralen 5-HT spielt das periphere 5-HT, das vorwiegend in enterochromaffinen Zellen
des Darms durch Tphl produziert wird, eine wichtige Rolle fiir viele physiologische Vorgange.
Geringere Mengen an 5-HT werden im Pankreas, den Brustdriisen sowie im Fettgewebe produziert
(Martin et al., 2017). Dem peripheren 5-HT kommen wichtige Funktionen u.a. fir die Blutgerinnung
(Walther et al., 2003b), die Regulation der Knochendichte (Yadav et al., 2009), die gastrointestinale
Motilitat (Keating & Spencer, 2010) sowie metabolische Funktionen zu (Crane et al., 2015; Sumara et

al., 2012).

1.3.2 Das serotonerge System und psychische Erkrankungen

Eine Dysregulation des serotonergen Systems ist ein wichtiger Pathomechanismus bei einer Vielzahl
von psychischen Erkrankungen, v.a. im Bereich der Angsterkrankungen und affektiven Erkrankungen
(Durant et al., 2010; Aan het Rot et al., 2009). So zeigen beispielsweise Patienten mit Panikstérung
einen 4-fach gesteigerten 5-HT-Umsatz im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen (Esler et al., 2007),
wobei der gesteigerte 5-HT-Umsatz positiv mit der Erkrankungsschwere korreliert ist. Durch eine
Behandlung mit SSRIs kann dieser erhéhte 5-HT-Umsatz in Panikpatienten und depressiven Patienten
gesenkt werden (Esler et al., 2007; Barton et al., 2008). Ferner konnte in Patienten mit Panikstorungen
oder Depressionen eine verringerte Bindung von 5-HT1AR in fiir die Regulation von Emotionen

wichtigen Gehirnregionen gefunden werden (Neumeister et al., 2004; Drevets et al., 1999). Ein
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funktioneller Polymorphismus dieses Rezeptors ist darliber hinaus mit Depression assoziiert (Lemonde

et al., 2003).

Medikamente, die auf das serotonerge System wirken, wie beispielsweise SSRIs, werden vielfach in der
Behandlung von Angsterkrankungen und affektiven Erkrankungen eingesetzt. Diese Substanzen zeigen
oftmals zunachst anxiogene und erst im Verlauf anxiolytische Wirkungen, da fiir die Wirkung von SSRIs
vermutlich eine Desensitivierung der 5-HT1AR in der DR erforderlich ist, was die vielschichtige Wirkung
von 5-HT in der Modulation von Emotionen, v.a. Angst, unterstreicht. Auch wenn SSRIs spezifischer
wirken als die zuvor vielfach angewandten Trizyklischen Antidepressiva, so kénnen auch diese
Substanzen andere Neurotransmittersysteme beeinflussen (Bymaster et al., 2002). Ferner ist bekannt,
dass beispielweise das SSRI Citalopram zu einem Anstieg des Cortisolspiegels fihrt (Attenburrow et al.,
2001), was insofern relevant ist, da Cortisol u.a. Angstlernen erleichtern kann (Roozendaal et al., 2006),
was erneut die Wichtigkeit der Interaktion zwischen der Stressachse und dem serotonergen System in

der Regulation von Angstverhalten unterstreicht.

1.3.3 Die Beeinflussung von Angstverhalten durch Serotonin

5-HT kann je nach Zeitpunkt in der Entwicklung, zeitlichem Zusammenhang der serotonergen Aktivitat
mit dem angstauslésenden Reiz, Art des Angststimulus, gehirnspezifischer Region mit
regionenspezifischem 5-HTR-Expressionsprofil sowie Geschlecht unterschiedliche Effekte auf
Angstverhalten ausiliben, sodass weder eine pauschale anxiogene, noch eine allgemeine anxiolytische

Funktion fir diesen Neurotransmitter postuliert werden kann.

Zahlreiche Komponenten des Angst-Netzwerks werden von serotonergen Neuronen der Raphe
innerviert, wobei die Wirkungen von 5-HT auf diese Regionen vielschichtig und abhangig von
neuronalem Subtyp und Rezeptorverteilung sind. Die Amygdala wird serotonerg aus der DR innerviert
(Vertes, 1991), wobei in Nagetieren der BL die dichteste Innervation, der La eine mittelstarke, und der
Ce eine schwache serotonerge Innervation aufweisen. Im Gegensatz hierzu weist der Ce beim Primaten
eine starke serotonerge Innervation auf (Bauman & Amaral, 2005). Im BL wirkt 5-HT primar
inhibierend, indem GABAerge INs durch 5-HT aktiviert werden, welche wiederum die exzitatorischen
PNs des BLinhibieren (Rainnie, 1999). Der Hippocampus erhalt serotonerge Projektionen aus dem MnR
(McQuade & Sharp, 1997), wo 5-HT inhibitorische INs aktiviert und gleichzeitig die Erregbarkeit
exzitatorischer Pyramidenneurone verringert (Corradetti et al., 1992; Passani et al., 1994). Sowohl

MnR als auch DR innervieren den PFC (Azmitia & Segal, 1978), wobei 5-HT lber die aktivierende
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Wirkung auf inhibitorische INs und die Dampfung der Erregbarkeit exzitatorischer Pyramidenneurone

dort insgesamt ebenfalls eine inhibierende Wirkung entfaltet (Zhong & Yan, 2011).

Ein Anstieg des extrazelluldren 5-HT in BL und La bei Konfrontation mit Angsttests oder nach
Applikation anxiogener Substanzen (Amat et al., 1998; Amat et al., 2004; Kawahara et al., 1993;
Zanoveli et al., 2009), sowie eine gesteigerte Expression des friihzeitigen Genprodukts c-Fos in der DR
nach Exposition gegeniliber angstauslosenden Stimuli (Grahn et al., 1999; Takase et al., 2004) sind
wichtige Hinweise fir eine Beteiligung des serotonergen Systems bei der Regulation von
Angstverhalten. Die serotonergen Neurone der DR weisen ein topographisches Organisationsmuster
auf, wobei in die Vermittlung von konditionierter Furcht involvierte serotonerge Neurone Uber die
gesamte DR, fur konfliktbezogene Angst relevante serotonerge Neurone v.a. in der rostralen DR (Clark
et al., 2002; Clark et al., 2004; McDevitt et al., 2011), und hilfloses Verhalten in unkontrollierbaren
Stresssituationen vermittelnde serotonerge Neurone iberwiegend in der kaudalen DR lokalisiert zu
sein scheinen (Hammack et al., 2002). Nachdem in der Vergangenheit in Bezug auf Angstverhalten v.a.
die DR im Fokus der Untersuchungen stand, gibt es auch Hinweise, dass der MnR eine Rolle in der
Vermittlung von Angstverhalten zukommen konnte. Eine Lasion der MnR sowie eine neurotoxische
Schadigung der serotonergen Neurone in der MnR reduziert Angstverhalten in konfliktbasierten
Angsttests (Andrade et al., 1999; Andrade & Graeff, 2001), wohingegen die Stimulation der MnR zu
angstbezogenen Verhaltensweisen und physiologischen Reaktionen wie Freezing oder Piloerektion
flhrt (Graeff & Silveira Filho, 1978). Manipulationen der MnR zeigen hingegen keinen Einfluss auf
Panikverhalten (Andrade et al., 2013), was darauf hinweist, dass serotonerge Neurone in der MnR
ausschlieBlich Angstverhalten beeinflussen, wahrend serotonerge Neurone der DR sowohl Angst-, als
auch Panikverhalten modulieren (Graeff et al., 1996).

Die Auswirkungen von 5-HT auf Angstverhalten scheinen sich im Laufe der Entwicklung zu verandern.
Studien an Tiermodellen konnten zeigen, dass die Behandlung mit SSRIs wahrend der friihen
Entwicklung angstartiges und depressionsdhnliches Verhalten im Erwachsenenalter verstarken kann,
was im Gegensatz zu der therapeutischen Wirkung von SSRIs bei Angsterkrankungen und Depressionen
im Erwachsenenalter steht (Ansorge et al., 2008; Oberlander et al., 2009; Olivier et al., 2008) und nahe

legt, dass 5-HT auf unreife neuronale Netzwerke anders als auf reife Netzwerke wirkt.

Die serotonerge Neurotransmission wird mafgeblich von 5-HTT reguliert, welcher 5-HT durch
Aufnahme in Neurone aus dem synaptischen Spalt entfernt und somit die Dauer und das Ausmal} der
serotonergen Neurotransmission begrenzt (Blakely et al., 1994). Im Menschen konnte ein
Langenpolymorphismus in der Promotorregion des 5-HTT-Gens (i.e. 5-HTTLPR) identifiziert werden,
wobei es eine lange (I) und eine kurze (s) Variante gibt. Die kurze Variante ist mit einer reduzierten

Expression des 5-HTT (etwa 60-70% erniedrigte 5-HTT mRNA-Expressionslevel) assoziiert, was zu einer
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verringerten 5-HT-Wiederaufnahme und somit zu hoheren extrazellularen 5-HT-Spiegeln fihrt
(Greenberg et al., 1999). Ein wesentlicher Fortschritt in der Identifikation der Rolle von 5-HT in der
Prozessierung von Emotionen stellte die Erkenntnis dar, dass das kurze Allel mit einem héheren Risiko
flr Angst und Depression assoziiert ist (Lesch et al., 1996). Spatere Studien zeigten zudem ein héheres
Risiko fuir PTBS (Lee et al., 2005) sowie gesteigertes Furchtlernen bei Tragern dieser Variante (Brocke
et al., 2006). Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass die kurze Variante des 5-HTTLPR vor allem
in Kombination mit negativen Umweltfaktoren zu einem erhéhten Erkrankungsrisiko fur affektive
Stérungen beitragt, was auf eine Gen-Umwelt-Interaktion hinweist (Caspi et al., 2003; Uher &
McGuffin, 2010). Der Effekt des 5-HTTLPR auf emotionales Verhalten basiert u.a. auf funktionellen
Unterschieden in der Amygdalaaktivitat: s-Allel Trager zeigen eine starkere Amygdalaaktivierung in
Reaktion auf dngstliche Gesichter (Hariri et al., 2002) und weisen zudem eine verringerte Konnektivitat
zwischen Amygdala und PFC auf (Pezawas et al., 2005), wodurch die Top-down-Kontrolle des PFCs auf

die Amygdala weniger effektiv ist.

Insgesamt sind aktuell 14 verschiedene 5-HTR-Typen bekannt, die nach ihrem Signalmechanismus in
die Familien 5-HT 1-7 eingeteilt werden (Barnes & Sharp, 1999; Hoyer & Martin, 1997). Die Existenz
von 14 Rezeptorsubtypen unterstreicht die groRRe funktionale Diversitat des Neurotransmitters 5-HT,
wobei diese Vielfalt durch Mechanismen wie alternatives Spleifen, RNA-Editing und
Heterodimerisierung weiter vergroBert wird (Nichols & Nichols, 2008). Hierbei kann jeder
Rezeptorsubtyp sowohl auf glutamatergen, als auch GABAergen Neuronen (McDonald & Mascagni,
2007), und mehr als ein Rezeptorsubtyp auf einem Neuron vorkommen. (Araneda & Andrade, 1991).
Jedem Rezeptorsubtyp konnen darliber hinaus unterschiedliche Wirkungen auf Angstverhalten
zugeschrieben werden, abhdngig von der jeweiligen Zielregion im Gehirn und dem verwendeten

Testparadigma (Handley & McBlane, 1993; Griebel, 1996).

Ein wichtiger Rezeptor in der Vermittlung der Effekte von 5-HT auf Angstverhalten ist der 5-HT1A-
Rezeptor (5-HT1AR) (Akimova et al., 2009; Lesch & Gutknecht, 2004; Strobel et al., 2003). 5-HT1AR ist
ein inhibitorischer G-Protein gekoppelter Rezeptor (GPCR), der seine Wirkung durch Kopplung an
inhibitorische Gi/G, Proteine entfaltet, was zur Inhibition des cAMP produzierenden Enzyms
Adenylatcyclase sowie zur SchlieBung von Calciumkanilen und Offnung von Kaliumkanilen fiihrt
(Barnes & Sharp, 1999). Im ZNS kommt 5-HT1AR sowohl als inhibitorischer Autorezeptor auf
serotonergen Neuronen, als auch als Heterorezeptor auf anderen Neuronenpopulationen vor (Barnes
& Sharp, 1999). Die Aktivierung des auf Soma und Dendriten von serotonergen Neuronen in der Raphe
lokalisierten 5-HT1A-Autorezeptors fihrt zu einer Verringerung der Feuerrate dieser Neurone,
wodurch die 5-HT-Ausschittung in  den jeweiligen Projektionsarealen durch negative

Feedbackregulation abnimmt (Hjorth & Sharp, 1991; Meller et al., 1990). Man nimmt an, dass diese
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durch 5-HT1AR vermittelte negative Regulation auch fiir die verzogerte therapeutische Wirkung von
SSRIs in der Behandlung von Angsterkrankungen und Depressionen verantwortlich ist (Gardier et al.,
1996): der Anstieg des extrazelluldren 5-HTs wird zundchst durch die Aktivitat autoinhibitorischer 5-
HT1ARs begrenzt, bis diese desensitivieren (Dawson & Nguyen, 2000).

Die Aktivitat von 5-HT1AR scheint in Abhdngigkeit davon, ob Auto- oder Heterorezeptoren aktiviert
werden, unterschiedliche Wirkungen auf Angstverhalten zu vermitteln. Mehrere Studien zeigten
anxiolytische Effekte nach Injektion eines 5-HT1AR Agonisten in MnR oder DR (Andrews et al., 1994;
Hogg et al., 1994), wahrend die Aktivierung postsynaptischer 5-HT1ARs im dorsalen Hippocampus
Angstverhalten auslésen kann (Andrews et al., 1994; File et al., 1996). Dariiber hinaus spielen 5-HT1A-
Heterorezeptoren im Vorderhirn eine Rolle in der Kontrolle von Angstverhalten (Goodfellow et al.,
2009). Auch in der Entwicklung kommen 5-HT1A-Heterorezeptoren moglicherweise eine zentrale
Rolle in der Modulation von Angstverhalten zu: wahrend der 2. und 3. Lebenswoche scheinen 5-HT1A-
Heterorezeptoren in Mausen fiir die Ausformung von normalem Angstverhalten wichtig zu sein; Tiere,
die wahrend dieser Periode keine funktionalen 5-HT1ARs aufweisen (Gross et al., 2002) oder in denen
die 5-HT1AR Aktivitat blockiert wird (Lo lacono & Gross, 2008), weisen pathologisches Angstverhalten
auf. Dieser Phanotyp konnte auch in Mdusen mit konstitutivem 5-HT1AR-Knockout, jedoch nicht bei
einem selektivim Erwachsenenalter induziertem Knockout gefunden werden (Richardson-Jones et al.,
2011). In humanen Studien gibt es zudem Hinweise, dass sich Polymorphismen des 5-HT1AR-
Promotors, die zu veranderter 5-HT1AR-Expression flihren, modulierend auf die Stressanfalligkeit
auswirken (Albert & Lemonde, 2004).

Innerhalb der Amygdala als der zentralen Struktur in der Regulation von Angstverhalten zeigt 5-HT1AR
eine insgesamt eher geringe Expression in Nagetieren (Miquel et al.,, 1991), nicht-menschlichen

Primaten (Law et al., 2009) und Menschen (Hall et al., 1997; Varnas et al., 2004).

Ein weiterer wichtiger Rezeptor in der Vermittlung der Effekte von 5-HT auf Angstverhalten ist der 5-
HT2CR, der v.a. im La, aber auch im BL stark exprimiert wird (Li et al., 2003; Rainnie, 1999, Greenwood
etal., 2011). Die Infusion eines 5-HT2A/C- Agonisten in den BL, sowie eine Uberexpression des 5-HT2CR
im BL wirken in Nagetieren anxiogen (Gibson et al., 1994; Campbell & Merchant, 2003), wohingegen
ein 5-HT2CR Knockout anxiolytische Effekte bewirkt (Heisler et al., 2007). Marcinkiewcz et al. konnten
zeigen, dass 5-HT aus der DR ferner Gber 5-HT2CR eine Subpopulation von CRH-produzierenden
Neuronen im BNST aktiviert, was lber einen inhibitorischen Mikroschaltkreis zur Abdampfung von
anxiolytischen Projektionen des BNST zum ventralen tegmentalen Areal (VTA) sowie zum lateralen
Hypothalamus (LH) fihrt (Marcinkiewcz et al., 2016). Auch im menschlichen Gehirn ist 5-HT2CR in der

Amygdala beschrieben (Pasqualetti et al., 1999).
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5-HT2ARs werden in Nagetieren u.a. im Hippocampus, medialem PFC (mPFC), La, Ce und BL exprimiert
(Cornea-Hebert et al., 1999; Bombardi, 2011; Schiller et al., 2003) und spielen beim Erlernen von Furcht
eine Rolle. Die i.p. Injektion eines 5-HT2A-Agonisten erleichtert sowohl stimulusabhangige als auch
kontextabhangige Furchtkonditionierung in Mausen, was darauf hinweist, dass diesem Rezeptor eine
wichtige Funktion in der Konsolidierung des Furchtgedachtnisses zukommen koénnte (Zhang et al.,
2013). Auch in der Amygdala von Primaten und Menschen finden sich 5-HT2AR (Lopez-Gimenez et al.,
2001; Guest et al., 2000).

Die verschiedenen Facetten der Wirkweise von 5-HT in der Modulation von Angst und Panik werden
in der Deakin-Graeff-Hypothese dargelegt. Dieses bedeutsame Modell postuliert, dass verschiedene,
topographisch organisierte Subpopulationen serotonerger Neurone in jeweils unterschiedliche
Gehirnregionen projizieren und 5-HT dort spezifische, fiir die Pathophysiologie von Angstverhalten
wichtige Funktionen vermittelt. Hierbei werden drei verschiedene Systeme unterschieden: 1) Ein
panikinhibierendes System, ausgehend von serotonergen Neuronen in der DR, welches ins DPAG
projiziert und dort panik- und fluchtassoziiertes Verhalten inhibiert. 2) Ein angstforderndes System mit
Ursprung in der DR, welches in die Amygdala projiziert und Furchtkonditionierung sowie Angst in
konfliktbezogenen Verhaltenskontexten begiinstigt. 3) Ein antidepressiv wirkendes System, das im
MnR lokalisiert ist und Stressresilienz sowie antidepressive Wirkungen vermittelt (Deakin & Graeff,
1991; Graeff et al., 1996). Das panikinhibierende System, das sich im ventrolateralen Teil der DR
(DRVL) sowie im ventrolateralen PAG (VLPAG) befindet und zum DPAG projiziert, wird durch
panikinduzierende Substanzen wie CO; und Natriumlactat aktiviert (Johnson et al., 2008; Johnson et
al., 2005) und es konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt dieses antipanischen System in
Tiermodellen flr Panikverhalten abgeschwacht ist (Johnson et al., 2004; Johnson et al., 2007). Das
angstfordernde System ist in den dorsalen und kaudalen Anteilen der DR (DRD/DRC) lokalisiert und
projiziert zum BL (Abrams et al., 2005). Dieses System wird durch anxiogene Pharmaka (Abrams et al.
2005), Neuropeptide (Staub et al., 2005; Staub et al., 2006) und angstausldsende Reize (Spannuth et
al., 2011) aktiviert und durch unentrinnbare Schockapplikation in einem Modell fiir gelernte
Hilflosigkeit sensitiviert (Rozeske et al., 2011). Das antidepressive System befindet sich im
interfaszikuldren Anteil der DR (DRI) und MnR und projiziert zum Hippocampus (Kohler & Steinbusch,
1982) und mPFC (Porrino & Goldman-Rakic, 1982). Die unterschiedlichen Systeme kdnnen auch
miteinander interagieren: das angstfordernde System kann das panikinhibierende System (iber einen
Ce - DRVL/VLPAG-Schaltkreis aktivieren, wodurch das Angst-Netzwerk die Aktivitdt des Panik-

Netzwerks hemmen kann.

Ein Beispiel, das die Interaktionen zwischen 5-HT und der Stressachse im Kontext von Angstverhalten

verdeutlicht, ist, dass in mannlichen Ratten, die Beengungsstress ausgesetzt sind, ein Anstieg des

58



1.3 Das serotonerge System

extrazellularen 5-HT festgestellt werden kann, welcher durch die Aktivitdt von CRH-Rezeptoren in der
DR bedingt wird und angstférdernde Effekte vermittelt (Mo et al., 2008). Ferner fiihrt die Infusion von
CRH in die DR in Ratten zu einem Anstieg von 5-HT im Ce, sowie zu einer Verhaltensinhibition im Sinne
von Freezing (Forster et al., 2006), was auf ein funktionelles Zusammenspiel von CRH-Erhéhung in der

DR, 5-HT-Anstieg im Ce und angstbezogenem Verhalten hinweist.

1.3.4 Tiermodelle zur Untersuchung des Effekts von Serotonin auf Verhalten

1.3.4.1 5-HT1A-Rezeptor

Wie im vorherigen Abschnitt ausgefiihrt, spielt der 5-HT1AR eine wichtige Rolle in der Vermittlung der
Effekte von 5-HT auf Angstverhalten. Mause mit einem homozytogen oder heterozygoten 5-HT1AR-
Knockout zeigen dngstliches Verhalten in konfliktevozierenden Verhaltenstests wie dem EPM oder
dem OF (Heisler et al.,, 1998), jedoch kein depressionsdhnliches Verhalten in entsprechenden
Verhaltenstests, bei gleichzeitig normalen 5-HT-Spiegeln (Ramboz et al, 1998). Hierbei muss zwischen
Effekten auf 5-HT1A-Auto- und Heterorezeptoren unterschieden werden. Wahrend 5-HT1A-
Autorezeptoren v.a. fir die regelrechte Aushildung von Angstverhalten wichtig zu sein scheinen, wobei
der Verlust von 5-HT1AR durch verstarkte 5-HT-Ausschittung aufgrund fehlender Autoinhibition der
Raphekerne Angstverhalten begiinstigt, scheinen 5-HT1A-Heterorezeptoren eher in die Modulation
von depressionsdhnlichem Verhalten involviert zu sein (Richardson-Jones et al., 2011). Mause mit
einer 5-HT1AR-Uberexpression weisen hingegen eine Reduktion dngstlicher Verhaltensweisen sowie
erhohte 5-HT-Spiegel in den an der Emotionsregulation beteiligten Regionen Hippocampus und

Striatum auf (Kusserow et al., 2004).

1.3.4.2 Serotonin-Transporter

5-HTT Knockout Mause zeigen aufgrund des Fehlens von 5-HTT eine reduzierte Aufnahme von 5-HT
aus dem synaptischen Spalt, was zu erhohten extrazellularen 5-HT-Spiegeln im Gehirn fihrt
(Greenberg et al., 1999). Besonders interessant sind hierbei die 5-HTT +/- M&use, die eine etwa 40-
50% reduzierte 5-HTT Expression aufweisen (Homberg et al., 2007). Dies entspricht in etwa dem 5-HTT
Expressionsniveau in s-Allel Carriern des 5-HTTLPR, weshalb 5-HTT +/- Mause ein gutes translationales
Modell fiir diese genetische Variante darstellen (Bengel et al., 1998). Ahnlich wie s-Allel Trager des 5-
HTTLPR unterscheiden sich 5-HTT +/- Mause in ihren basalen 5-HT-Spiegeln nicht von wildtypischen

Tieren (Bengel et al., 1998), jedoch konnte ein im Vergleich zu wildtypischen Tieren verringerter 5-HT-
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Umsatz im frontalen Cortex, Hippocampus und Striatum von 5-HTT +/- Mausen gefunden werden
(Carola et al., 2008; Bartolomucci et al., 2010). Bei Stressexposition zeigt sich in 5-HTT +/- M&usen eine
weitere Reduktion des 5-HT-Umsatzes im frontalen Cortex, welcher in wildtypischen Tieren nicht
beobachtet werden kann (Bartolomucci et al., 2010). In Verhaltensversuchen konnte bei Mausen
dieses Genotyps eine verschlechterte Furchtextinktion festgestellt werden (Wellman et al., 2007).
Dariber hinaus zeigten 5-HTT-defiziente Maduse und Ratten, die friihem Stress ausgesetzt waren, ein
erhohtes Risiko einerseits angst- oder depressionsdhnliches Verhalten zu entwickeln, andererseits
wiesen diese Mause interessanterweise besseres Copingverhalten im Vergleich zu wildtypischen
Tieren auf (Carola et al., 2008; van den Hove et al., 2011; van der Doelen et al., 2013). Ahnlich Trigern
des kurzen Allels des 5-HTTLPR, die nicht nur empfindlicher gegeniiber negativen, sondern auch
empfanglicher gegeniiber positiven Reizen zu sein scheinen (Schoebi et al., 2012; Fox et al., 2011),
zeigten sich 5-HTT-defiziente Maduse im Vergleich zu wildtypischen Tieren nicht nur vulnerabler
gegenlber negativen, sondern auch starker beeinflussbar durch positive Erfahrungen. So wiesen 5-
HTT +/- Mé&use, die mit einer weiblichen Artgenossin zusammenleben durften, verringertes
Angstverhalten im OF-Test auf, wahrend sich dieser anxiolytische Effekt in wildtypischen Mausen nicht
zeigte (Kastner et al., 2015).

Ma&use mit konstitutiver 5-HTT-Uberexpression zeigen im Gegensatz hierzu verringerte 5-HT-Spiegel,
beeintrachtigtes Furchtlernen und einen im Vergleich zu wildtypischen Tieren weniger angstlichen
Phanotypen (Jennings et al., 2006).

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse aus Studien mit 5-HTT Mausen auf eine positive Korrelation
zwischen 5-HT und Furcht/Angst hin. Hierbei gilt jedoch zu beachten, dass, wie stets bei konstitutiven
genetischen Manipulationen, adaptive Mechanismen die Effekte beeinflussen und u.U. begrenzen
kénnen. So konnten sowohl fiir Mduse mit 5-HTT Knockout als auch mit 5-HTT Uberexpression
Veranderungen in der 5-HT1AR- und 5-HT2AR-Expression nachgewiesen werden (Holmes et al., 2003;
Li et al.,, 2003; Jennings et al.,, 2008). Beispielsweise konnte in 5-HTT-defizienten Mausen eine
reduzierte 5-HT1AR- und 5-HT2CR-Bindung in der Amygdala gefunden werden, die in Weibchen starker

ausgepragt war als in Mannchen (Li et al., 2003).

1.3.4.3 Tryptophanhydroxylase 2

Tph2-defiziente Mdause, wie sie in dieser Studie verwendet wurden, zeichnen sich durch einen

Knockout des Enzyms TPH2, das vorwiegend in den Raphekernen produziert wird, aus, was in einer 5-

HT Defizienz im Gehirn resultiert. Das Enzym TPH2 katalysiert den Schritt der Hydroxylierung von

Tryptophan zu 5-Hydroxytryptophan, welches den limitierenden Schritt in der Synthese von 5-HT

darstellt (Walther et al., 2003a). 5-Hydroxytryptophan wird dann von dem ubiquitdr exprimierten
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Enzym Aminosaduredecarboxylase (AACD) zu 5-Hydroxytryptamin, also 5-HT, umgewandelt. Der Tph2-
Knockout flihrt zu einer Reduktion des 5-HT Gehalts um Gber 95% im Vergleich zu wildtypischen Tieren,
sowie einer noch starkeren Verminderung des 5-HT-Metaboliten 5-Hydroxyindolylessigsaure (5-HIAA)
(Gutknecht et al., 2012). Die serotonergen Neurone werden trotz des Tph2 Knockouts ausgebildet und
weisen eine unauffallige Morphologie (Gutknecht et al., 2008), eine normale Expression serotonerger
Marker wie 5-HTT und die typischen elektrophysiologischen Eigenschaften serotonerger Neurone auf

(Gutknecht et al., 2012).

5-HT-defiziente Mause zeigen in der Verhaltenstestung einige auffallige Verhaltensweisen. So konnten
Studien aus unserer Gruppe in mannlichen Tph2 -/- M&usen verstirkte Aggressivitat und Impulsivitat
(Gutknecht et al., 2015), sowie verringertes prosoziales Verhalten und vermehrte RegelverstofRe in
einem Resident-Intruder-Test zeigen (Weidner et al., 2019). Vorhergehende Arbeiten unserer Gruppe
zeigten in ethologischen Angsttests diskret reduziertes Angstverhalten in Tph2 -/- Mdusen (Gutknecht
et al.,, 2015), eine neuere Studie aus unserer Gruppe konnte dariber hinaus ein verringertes
Vermeidungsverhalten der offenen Arme des EPM in mannlichen Tph2 -/- Tieren finden, wobei sich
dieser Effekt durch MS-Exposition verstarkt zeigte (Weidner et al., 2019). Dariiber hinaus zeigten
Tph2 -/- M3use einen gesteigerten Furchterwerb im Rahmen von Furchtkonditionierungsparadigmen
sowie ein gesteigertes Furchtgedachtnis, was wiederum durch die Exposition gegeniiber chronischem
Stress weiter verstarkt werden konnte und darauf hinweisen kénnte, dass 5-HT fiir das Verhindern
eines Ubersteigerten Erwerbs von Furchtgedachtnisinhalten wichtig sein konnte (Gutknecht et al.,
2015). Des Weiteren konnte in Tph2 -/- M3usen gesteigertes depressionsidhnliches Verhalten,
bewertet durch eine schnellere Latenz bis zur Resignation im ,Tail suspension“-Test und ,Forced
swim“-Test, gefunden werden. Interessanterweise konnte dieser depressionsfordernde Effekt durch

ein chronisches Stressparadigma in Tph2 -/- Mausen normalisiert werden (Lesch et al., 2012).
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Tph2
DDC A5-HT1B=m
Trp=5-HTP=5.}TV
A S-rT>5-HTV
5-HT1A ==5-HT1BA
A5-HT1A=m

Abb. 6: Modell der Tph2-Defizienz
Tph2 = Tryptophanhydroxylase 2, Trp = Tryptophan, 5-HTP = 5-Hydroxytryptophan, DDC = DOPA-
Decarboxylase, 5-HT = Serotonin. Griner Pfeil = Gesteigerte Synthese, roter Pfeil = verringerte Synthese

Neben den Unterschieden im Verhalten konnten einige Besonderheiten in der Neurobiologie von
Tph2-defizienten Tieren festgestellt werden. In Tph2 -/- M&usen konnte eine Reduktion GABAerger
Neurone in BL und La im Vergleich zu wildtypischen Tieren festgestellt werden, wahrend die Anzahl
GABAerger Neurone in der Amygdala von Tph2 +/- Mause vermehrt war (Waider et al., 2012). Darliber
hinaus konnte eine Hochregulation von 5-HT1AR und 5-HT2AR, v.a. im frontalen Cortex und Septum,
festgestellt werden (Lesch et al., 2012). Diese Anpassung kénnte zum einen durch direkte zellulare
Mechanismen vermittelt sein, iber die durch eine vermehrte Genexpression von 5-HT1AR und 5-
HT2AR die verringerte Verfligbarkeit von 5-HT als Liganden kompensieren werden soll. Zum anderen
ist bekannt, dass stressbedingt erhohte Corticosteronspiegel lber eine transkriptionelle Repression
des 5-HT1AR-Promotors zu einer Herunterregulation der 5-HT1AR-Expression fiihren (Farisse et al.,
2000; Fernandes et al., 1997). Dieser Mechanismus konnte die in Tph2-/- Mausen gefundenen
erniedrigten Corticosteronspiegel und die erhéhte 5-HT1AR-Expression miteinander in Beziehung
setzen. Neben einer Hochregulation des 5-HT1AR zeigt sich in homozygot Tph2-defizienten Mausen
auch eine vermehrte Expression des 5-HT1BR (Gutknecht et al., 2012). Dieser Rezeptorsubtyp ist an
der Regulation von emotionalem Verhalten beteiligt, wobei ein Knockout des 5-HT1BR in mannlichen

Tieren zu gesteigerter Aggressivitdt (Bouwknecht et al., 2001) und reduziertem Angst- sowie
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depressionsdhnlichem Verhalten (Nautiyal et al., 2016). Interessanterweise wirkt sich die 5-HT-
Defizienz auch auf andere Neurotransmittersysteme aus. Neben reduzierten NA-Spiegeln konnte auch
eine reduzierte Anzahl noradrenerger Neurone im LC von 5-HT defizienten Madusen festgestellt werden
(Gutknecht et al., 2012). Dies kdnnte vor dem Hintergrund einer dichten serotonergen Innervation des
LC auf einen trophischen Effekt von 5-HT fiir Entwicklung und/oder Uberleben noradrenger Neurone

hinweisen.

1.3.5 Die Rolle des serotonergen Systems in der Vermittlung der Effekte von ,Early Life“-Stress

Verschiedene Studien in unterschiedlichen Spezies fanden, dass die gegenseitige Beeinflussung von
serotonergem System und Stressexposition einen wichtigen Mechanismus in der Vermittlung der
Effekte von ELS darstellt (Booij et al., 2015). Einerseits konnte gezeigt werden, dass Verdanderungen
des serotonergen Systems die Auswirkungen von ELS auf Verhalten modifizieren kénnen (van den Hove
et al., 2011; Sachs et al., 2015; Wong et al., 2015). Auf der anderen Seite sind frihe aversive
Lebensereignisse in der Lage, die Expression wichtiger Komponenten des serotonergen Systems wie
TPH2 oder 5-HTT, zu verdndern (Gardner et al., 2009a; Gardner et al., 2009b; Hiroi et al., 2016;
Holloway et al., 2013; Wong et al., 2015).

Die serotonergen Neurone in der DR stellen aufgrund der starken Interaktion des serotonergen
Systems mit der HHN-Achse einen wichtigen modulatorischen Knotenpunkt in der Vermittlung der
Effekte von frihem Entwicklungsstress dar (Lowry et al., 2008). Diese stresshezogenen
Aktivitatsveranderungen in der DR sind u.a. durch CRH bedingt (Gray, 1993; Fox & Lowry, 2013).
Vereinfachend kann man sagen, dass die Aktivierung von CRHR1 in der DR zu einer Verringerung und
die Aktivierung von CRHR2 zu einem Anstieg der 5-HT Ausschiittung fihrt (Kirby et al., 2000), wobei
die Wirkung einer CRHR1-Aktivierung v.a. iber GABAerge, und die Wirkung einer CRHR2 Stimulation
vorwiegend Uber serotonerge Neurone vermittelt werden. Insgesamt scheinen, im Gegensatz zu den
meisten anderen Gehirnregionen, wo CRHR1 eine wichtigere Rolle in der Vermittlung von
Angstverhalten zukommt (Heinrichs et al., 1997; Gehlert et al., 2005), die stressmodulierenden
Wirkungen von CRH in der DR v.a. Gber CRHR2 reguliert zu sein (Lukkes et al., 2008; Wood et al., 2013).
In verschiedenen Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass eine inhibitorische Blockade von CRHR2
in der DR furcht- bzw. angstartiges Verhalten reduziert (Takahashi et al., 2001; Hammack et al., 2003;
Vuong et al., 2010), was darauf hinweist, dass CRHR2 in der DR eine wichtige Rolle in der Aktivierung
des serotonergen Systems zukommt, welche v.a. in stressauslésenden Situationen relevant ist.

Prolongierte MS kann die Anzahl serotonerger Neurone sowie die 5-HT Synthesekapazitaten in der
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ventrolateralen DR von erwachsenen Ratten steigern (Gardner et al., 2009a), ferner konnte eine
verstarkte CRH mRNA-Expression in der DR nach MS gefunden werden (Bravo et al., 2011). Dariiber
hinaus konnten eine verstarkte Expression von 5-HT1AR im Hippocampus von Ratten, die MS erfahren
hatten (Vazquez et al., 2002), sowie eine Desensitivierung des 5-HT1AR in den Raphekernen nach MD
festgestellt werden (Gartside et al., 2003), was auf eine Rolle des 5-HT1AR in der Vermittlung der

Effekte von ELS auf das serotonerge System hinweist.

In humanen Studien konnte gezeigt werden, dass Trager des kurzen Allels des 5-HTTLPR eine
Hypersensitivitdit der HHN-Achse aufweisen (Way & Taylor, 2010; Miller et al., 2013). Gesunde
Individuen, die s-Allel-Trager sind, zeigen eine erhdhte Cortisolausschiittung unter Stressbedingungen
(Alexander et al., 2009), was auf eine gesteigerte Vulnerabilitdit gegeniiber stressbezogenen
Erkrankungen hinweisen koénnte. Individuen mit dem s/s Genotyp des 5-HTTLPR wiesen mehr
depressive Symptome auf, wenn sie zu einem friiheren Zeitpunkt in ihrem Leben oder aktuell Stress
ausgesetzt waren, zeigten aber andererseits interessanterweise weniger depressive Symptome im
Vergleich zu s/l und I/l Alleltrdgern, wenn sie ein supportives Umfeld in der Kindheit oder aktuell
positive emotionale Unterstiitzung erfahren hatten (Taylor et al., 2006), was auf eine bidirektionale
Modulation von Emotionalitdt durch 5-HT vor dem Hintergrund der Stressexposition hinweist.
Auch in der Vermittlung von PS kommt dem serotonergen System eine Rolle zu. Miitterliche
Depression und Angsterkrankungen wahrend der Schwangerschaft gehen mit einer verminderten
Expression des Enzyms MAOA einher (Blakeley et al., 2013), welches fiir den Abbau von Monoaminen,
u.a. 5-HT, wichtig ist und dem eine Rolle bei verschiedenen psychischen Erkrankungen wie
Angsterkrankungen (Tadic et al., 2003), ADHS (Jiang et al., 2001) und Sucht (Vanyukov et al., 2004)

zukommt.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass eine Interaktion zwischen der Funktion des serotonergen Systems
und frilhen aversiven Lebensereignissen die Aktivitdt von flr Angstverhalten relevanten
Gehirnstrukturen sowie der HHN-Achse modifiziert, was sich in verdnderten Phanotypen in
angstbezogenen Verhaltenstests widerspiegelt. Zusammenfassend kann das serotonerge System in
diesem Zusammenhang als eine modulierende Schnittstelle verstanden werden, die die Effekte von

frihen aversiven Erfahrungen kontextabhangig verstarken oder abmildern kann.
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1.4 Der Einfluss geschlechtsspezifischer Faktoren

Angsterkrankungen weisen, neben weiteren Stérungen, in deren Pathogenese Stress eine Rolle spielt,
wie Depressionen oder PTBS, eine hohere Pravalenz in Frauen im Vergleich zu Méannern auf (Pigott,
2003; Burt & Stein, 2002; Kessler, 2003b). Diese Gegebenheit kontrastiert mit der Tatsache, dass der
Grolteil der gegenwartig vorhandenen wissenschaftlichen Studien an mannlichen Modellorganismen
durchgefiihrt wurde, vermutlich um eine etwaige héhere Verhaltensvariabilitdt bei Weibchen, bedingt
durch hormonelle Schwankungen im Rahmen des Ostruszyklus, und die damit einhergehende
schwierigere Kontrollierbarkeit der Experimente, zu vermeiden (Palanza, 2001; Palanza & Parmigiani,
2017). Aufgrund dieses Mangels an Studien in weiblichen Modellorganismen sind viele

pathogenetische geschlechtsspezifische Faktoren und Mechanismen noch nicht griindlich erforscht.

1.4.1 Geschlechtsspezifische Unterschiede bei psychischen Erkrankungen

Bei zahlreichen psychischen Erkrankungen kénnen Unterschiede in der Pravalenz zwischen den
Geschlechtern beobachtet werden. Frauen entwickeln fast doppelt so haufig stressassoziierte
Erkrankungen wie Manner, wobei affektive Erkrankungen wie Depression sowie Angsterkrankungen
im Vordergrund stehen (Pigott, 2003; Burt & Stein, 2002; Kessler, 2003b), wohingegen Manner héhere
Pravalenzen fir Autismusspektrumerkrankungen und ADHS aufweisen (May et al., 2019). Dariber
hinaus zeigen sich geschlechtsspezifische Unterschiede in Hinblick auf Erkrankungsbeginn,

Erkrankungsschwere, klinischen Verlauf und therapeutisches Ansprechen (Pigott, 2003).

Aus murinen Studien ist bekannt, dass mannliche Mause bei Geburt einen mehrere Stunden
anhaltenden Testosteronpeak erfahren (Corbier et al., 1992). Das Enzym Aromatase wandelt das
wahrend dieser Phase im Gehirn zirkulierende Testosteron in Ostradiol um (Amateau et al., 2004).
Dieses im Gehirn generierte perinatale Ostrogen scheint der wichtigste Motor fiir die
geschlechtsspezifische Gehirndifferenzierung zu sein und dauerhafte geschlechtsspezifische
Unterschiede in der Funktion und Struktur von neuronalen Netzwerken zu vermitteln (Wu & Shah,
2011; McCarthy, 2008). Auch wenn die neuronalen Schaltkreise fiir geschlechtsspezifisches Verhalten
bereits wahrend dieser kritischen perinatalen Periode geprdagt werden, zeigen sich
geschlechtsspezifische Unterschiede im Verhalten erst ab der Pubertdt, wenn die Produktion der

Geschlechtshormone ansteigt.
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1.4.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Wirkung von , Early Life“-Stress

Wie im vorherigen Abschnitt erldutert, weisen psychische Erkrankungen, in deren Pathogenese Stress
eine wichtige Rolle spielt, eine héhere Pravalenz in Frauen als in Mannern auf. Diese erhoéhte
Vulnerabilitdt von Frauen gegenliber mit Stress im Zusammenhang stehenden Erkrankungen ist u.a.
durch unterschiedliche geschlechtsspezifische Auswirkungen von ELS mitbedingt. Frauen, die wahrend
der friihen Kindheit Traumata erlitten oder korperlichen Missbrauch erfuhren, weisen ein héheres
Risiko auf, an Depressionen, Angsterkrankungen oder PTBS zu erkranken als Manner, die Gleiches in
der Kindheit erlebt haben (MacMillan et al., 2001). Das Geschlecht scheint hierbei einen relevanten
Modulator der Interaktion zwischen negativen Kindheitserfahrungen und HHN-Achsen-Aktivitat im
spateren Leben darzustellen. Eine Studie zeigte, dass friihe Traumatisierungserfahrungen zu erhéhten
basalen CRH-Spiegeln in Frauen, jedoch erniedrigten basalen CRH-Spiegeln in Mannern fihren

(DeSantis et al., 2011).

Auch in Tierstudien, die Tiere beider Geschlechter in einem vergleichenden Ansatz untersucht haben,
konnten (iber die Lebenszeit bestehende Unterschiede in der Vulnerabilitdit gegeniber Stress
festgestellt werden (Bale & Neill Epperson, 2015). Eine Vielzahl an Studien haben
geschlechtsspezifische Unterschiede in der Corticosteronausschiittung sowohl unter basalen
Bedingungen, als auch in Reaktion auf pharmakologische, physiologische oder psychologische
Stressoren gezeigt. Es wird vermutet, dass diese Unterschiede durch unterschiedliche regulatorische
Wirkungen der Geschlechtshormone auf die HHN-Achsenaktivitit vermittelt sind: wahrend Ostrogene
eine Sensibilisierung der Stressachse begiinstigen sollen, soll Testosteron die Stressachsenaktivitat

dampfen (Goel et al., 2014).

Im Gegensatz zu dem, was eine erhéhte Empfindlichkeit der Stressachse in weiblichen im Vergleich zu
mannlichen Organismen nahelegen wirde, hat MS in verschiedenen Studien zu langandauernd
gesteigerter Angst in mannlichen, jedoch nicht in weiblichen Mausen gefiihrt. In Weibchen scheint MS
je nach Paradigma weniger anxiogen als in Mannchen und in manchen Studien sogar anxiolytisch zu
wirken (Wigger & Neumann, 1999; Mclintosh et al., 1999; Romeo et al., 2003). Dariiber hinaus fiihren
akustische Reize bei Mdnnchen, jedoch nicht bei Weibchen, die MS erfahren hatten, zu gesteigerten
Schreckreaktionen und verstarkten Ultraschallvokalisationen (Kalinichev et al., 2002). Auch das
vorzeitige Absetzen von der Mutter, was eine Form von frilhem Stress darstellt, zeigt in Mausen und
Ratten starkere und langer andauerndere Auswirkungen auf Mannchen als auf Weibchen (Kikusui &
Mori, 2009; Kodama et al., 2008). Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass hippocampales Lernen in
mannlichen Mausen, die ELS erlebt haben, starker beeintrachtigt ist als in weiblichen Mausen (Joéls,
2018).
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Weibliche Ratten scheinen hingegen empfindlicher gegeniber pra- und periadoleszentem Stress zu
sein (McCormick et al., 2008; Pohl et al., 2007; Weintraub et al., 2010). So wiesen weibliche Ratten,
die wahrend der Adoleszenz einem Stressparadigma ausgesetzt waren, vermehrt
depressionsdhnliches Verhalten auf, wohingegen sich das Verhalten mannlicher Tiere nicht verandert

zeigte (Bourke & Neigh, 2011).

Obwohl weibliche Tiere in den beschriebenen Verhaltenstests weniger stark von den Effekten von ELS
betroffen zu sein schienen als Mannchen, zeigen Weibchen, die einem PS-Paradigma ausgesetzt
waren, im Erwachsenenalter hohere Plasmacorticosteronspitzenspiegel bei akutem Stress, sowie
hohere basale Plasma-ACTH-Spiegel und eine héhere basale CRH-Expression im PVN als Mannchen
(Brunton & Russell, 2010). Auch Studien an Primaten weisen darauf hin, dass die Stressachse in
Weibchen empfindlicher gegeniiber den Effekten von MS als in Mannchen sein kdnnte, was sich
sowohl in akut hoheren Cortisolantworten wahrend der Trennungsepisoden, als auch in langfristig
verdnderten diurnalen Cortisolausschiittungsrhythmen widerspiegelt (Sanchez et al.,, 2005). Eine
Studie in Ratten zeigte hingegen, dass weibliche Tiere zwar héhere basale Corticosteronspiegel als
Mannchen aufweisen, diese durch MS-Exposition jedoch reduziert werden (Slotten et al., 2006). Eine
weitere Studie, die das LN-Stressparadigma angewandt hat, beobachtete in gestressten Weibchen
reduzierte, in gestressten Mannchen hingegen erhohte Corticosteronspiegel (Arp et al., 2016). Diese
inkonsistenten Ergebnisse sowie die insgesamt vergleichsweise sparliche Datenlage fiir weibliche
Modellorganismen  unterstreichen  die  Wichtigkeit einer  genaueren  Untersuchung

geschlechtsspezifischer Unterschiede in der Entwicklung von stressbedingten Stérungen.

Neben den beschriebenen Unterschieden in der Funktion der HHN-Achse zeigen sich auch
geschlechtsspezifische Unterschiede in der Expression von CRH-Rezeptoren in der Amygdala, welchen
eine wichtige stressmodulierende Funktion zukommt. Wahrend in prapubertidren Ratten die
Expression von CRHR1 zwischen den Geschlechtern gleich ist, zeigt sich nach der Pubertit eine
Abnahme dieses Rezeptors in der Amygdala von Mannchen, jedoch eine Zunahme in Weibchen
(Weathington & Cooke, 2012; Weathington et al., 2014). Gleichzeitig weisen Mannchen eine
vermehrte CRHR2 Expression in der Amygdala auf, welche in Weibchen nicht beobachtet werden kann
(Weathington & Cooke, 2012; Weathington et al., 2014). Insgesamt scheinen in adulten Mannchen
mehr CRHR2 und in adulten Weibchen mehr CRHR1 vorzuliegen, wobei letzteren im limbischen System
v.a. eine Rolle in der Vermittlung anxiogener Effekte zukommt, was einen moglichen Mechanismus,
der zur hoéheren Pradvalenz von Angsterkrankungen in Frauen im Vergleich zu Mannern beitragt,
darstellen kdnnte (Weathington & Cooke, 2012; Weathington et al., 2014). Eine Ausnahme stellt
hierbei die dorsale ventrolaterale DR dar, wo die CRHR2 Expression in Weibchen hdoher als in

Mannchen ist, wobei der DR eine Sonderstellung zukommt, insofern der anxiogene Effekt von CRH in
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der DR, im Gegensatz zu anderen Hirnregionen, (ber CRHR2 vermittelt wird (Lukkes et al., 2016). So
konnte gezeigt werden, dass die selektive Antagonisierung von CRHR2 in der DR angstdhnliches
Verhalten in erwachsenen Ratten, die einem sozialen Isolationsstressparadigma in der Adoleszenz
ausgesetzt waren, reduziert (Lukkes et al., 2009).

Da die geschlechtsspezifischen Unterschiede im Expressionsniveau der CRH-Rezeptoren nach der
Pubertat auftreten, liegt die Vermutung nahe, dass diese Unterschiede durch Geschlechtshormone
vermittelt sind. In Primaten konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Ostradiol, vermutlich iber
eine Demethylierung des Promotors des CRHR2-Gens, die CRHR2 mRNA-Expression in der DR
hochreguliert (Sanchez et al., 2010b). Dariber hinaus zeigen sich geschlechtsspezifische Unterschiede
in der Kopplung der CRH-Rezeptoren an regulatorische G-Proteine: weibliche Ratten zeigen unter

Kontrollbedingungen eine hohere Kopplung des CRHR1 an das stimulatorische G-Protein Gas als
mannliche Ratten; Stress fiihrt in Mannchen zu einem Anstieg der CRHR1-Gas-Kopplung auf weibliche

Niveaus, wahrend sich bei Weibchen kein weiterer Effekt von Stress auf die Rezeptorkopplung
nachweisen lasst (Bangasser et al., 2013). Weibchen, die einem PS-Paradigma ausgesetzt waren,
zeigten einen Anstieg der Expression von CRHR2 mRNA in der basomedialen Amygdala, wohingegen
Mannchen in dieser Region eine stressinduzierte Verringerung der CRHR2 mRNA-Expression zeigten
(Brunton et al., 2011). Auch fir die CRHR1 mRNA Expression nach PS-Exposition zeigt sich ein
geschlechts- und subregionenspezifisches Muster, wobei in Mannchen nach Stress die CRHR1 mRNA-
Expression in Ce und BL, in Weibchen hingegen in der medialen Amygdala erhéht ist (Brunton et al.,
2011). In einer anderen Studie konnten nach PS-Exposition in Mdnnchen, jedoch nicht in Weibchen,
Veranderungen in der Methylierung von CRH und NR3C1 gefunden werden, die mit einer verringerten
Expression des GR im Hippocampus und einer gesteigerten CRH-Expression in der Amygdala
einhergingen, und somit auf eine erhéhte Vulnerabilitdit der HHN-Achse mannlicher Organismen
gegenliber ELS-Exposition hinweisen (Mueller & Bale, 2008). Darliber hinaus zeigte sich nach 24-
stiindiger MD eine reduzierte Expression von MR und GR im Hippocampus von Mannchen, jedoch eine
gesteigerte GR-Expression in dieser Region in Weibchen (Sutanto et al., 1996).
Die geschlechtsspezifischen Effekte von Trennungsepisoden wahrend des friihen Lebensalters werden
auch durch die Lange der Trennungsepisoden beeinflusst. Weibliche Individuen scheinen hierbei
empfanglicher flr die positiven Effekte von kurzen Trennungen (5-15 Minuten) im Rahmen von friihem

Handling zu sein als Mannchen (Bondar et al., 2018).

Auch in humanen Studien gibt es Hinweise auf geschlechtsspezifische Unterschiede in der Funktion
und Regulation der Stressachse. Eine humane Studie konnte zeigen, dass ein Polymorphismus von
CRHR1 nur beim mannlichen Geschlecht den Effekt von Misshandlungen in der Kindheit auf die

Auspragung von Depressionen im Erwachsenenalter moderiert: das rs110402 A-Allel zeigte bei
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Mannern, jedoch nicht bei Frauen, die in der Kindheit Misshandlungen erlitten hatten, einen
protektiven Effekt gegenliber der Entwicklung von Depressionen. Ferner war das Vorliegen dieses
Allels mit abgeschwéachten Cortisolantworten im Dexamethason- und CRH-Test verbunden (Heim et
al., 2009a). Geschlechtsspezifische Unterschiede zeigen sich auch in der Interaktion von Stress mit
Haplotypen des MR. Der CA-Haplotyp des MR Gens vermittelt geschlechtsspezifisch unterschiedliche
stressabhangige Effekte auf die Entwicklung einer Depression: wahrend der CA-Haplotyp bei Frauen,
die in der Kindheit Traumata erfahren hatten, eine protektive Wirkung entfaltet, stellt er bei Madnnern
einen Vulnerabilitdtsfaktor fur die Ausbildung einer Depression dar. Der GA-Haplotyp, der bei Frauen
einen Risikofaktor darstellt, zeigt hingegen keinen Effekt bei Mannern, und der CG-Haplotyp, der bei
Mannern Resilienz gegen Depression vermittelt, zeigt keinen Effekt auf Frauen (Vinkers et al., 2015).
Eine andere Studie konnte zeigen, dass die Cortisolausschiittung weiblicher Schulkinder, deren Mitter
in der Pranatalzeit depressiv waren, reduziert war, wohingegen diese in mannlichen Schulkindern
erhoht war (Stonawski et al., 2018).

Die geschlechtsspezifisch unterschiedliche Vulnerabilitat gegeniliber den Effekten von ELS spiegelt sich
auch im Auspragungsgrad psychischer Erkrankungen wider. So konnte gezeigt werden, dass
emotionale Vernachldssigung im Kindesalter bei Frauen starker mit der Erkrankungsschwere bei

Substanzmissbrauch assoziiert ist als bei Mannern (Hyman et al., 2006).

1.4.3 Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Ausbildung und Wirkweise des serotonergen Systems

Es ist bekannt, dass es geschlechtsspezifische Unterschiede in der 5-HT-Synthese (Nishizawa et al.,
1997), den Spiegeln der 5-HT-Metaboliten (Gottfries et al., 1974) sowie der Expression und Aktivitat
verschiedener 5-HT-Rezeptoren und -Transporter gibt (Jovanovic et al, 2008) und dass
Geschlechtshormone die serotonerge Neurotransmission modulieren kénnen. So konnte gezeigt
werden, dass Androgene die Bindung von 5-HT an 5-HTT erleichtern, wahrend Ostrogene die Bindung
an 5-HTT verzégern (Kranz et al., 2015). Dariiber hinaus kdnnen Ostrogene die Expression von Tph2 in
der DR modulieren, u.a. in denjenigen Regionen, welche wichtige Strukturen des Angst-Netzwerks
innervieren (Hiroi et al, 2006). Die Depletion von 5-HT durch einen Tph2-Knockout kann die
anxiolytischen Effekte von Ostrogenen beseitigen (Hiroi et al., 2011), was auf eine Rolle des
serotonergen Systems in der Vermittlung geschlechtsspezifischer Effekte auf Angstverhalten hinweist.
Die Effekte von Ostrogen auf das serotonerge System scheinen u.a. liber den die 5-HT Synthese

regulierenden Ostrogenrezeptor ERB vermittelt zu sein (Hughes et al., 2008; Jacome et al., 2010). In
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ERB-defizienten Mausen zeigt sich neben gesteigertem Angstverhalten auch eine gesteigerte Induktion
von LTP in der Amygdala sowie ein Anstieg der Expression des inhibitorischen 5-HT1AR in dieser
Struktur (Kre,zel et al., 2001), was darauf hinweist, dass eine gesteigerte Aktivierung des 5-HT1AR lber
eine Hemmung der inhibitorischen Neurotransmission zu einer verstarkten LTP in der Amygdala
beitragen kénnte (Kre zel et al., 2001). Auch dem G-Protein gekoppelten Ostrogenrezeptor GPR30
scheint eine Rolle in der Modulation serotonerger Aktivitat zuzukommen, indem lber diesen Rezeptor
die Ostrogeninduzierte Desensitivierung von 5-HT1AR im PVN weiblicher Ratten vermittelt wird

(McAllister et al., 2012).

Die Tph2 mRNA-Expression in den Raphekernen weist zwischen den Geschlechtern ein im Zeitverlauf
unterschiedliches Muster auf: in Mannchen steigt das Expressionsniveau lber die gesamte Adoleszenz
hinweg an, wahrend in Weibchen um P42 ein Héhepunkt erreicht wird und die Expression hiernach
abfallt (Lukkes et al., 2016). Diese unterschiedliche serotonerge Aktivitat in adulten Mannchen und
Weibchen koénnte zu den sexuell dimorphen Verhaltensreaktionen auf Stress beitragen (Burke et al.,
2017). Eine frihere Arbeit aus unserer Gruppe konnte zeigen, dass die genetische Manipulation von
Komponenten des serotonergen Systems die Stressreaktivitdt beeinflusst, wobei weibliche Tiere
starker betroffen sind als mannliche Tiere (van den Hove et al., 2011). Neben der Tph2-Expression
beeinflussen Geschlechtshormone auch die Expression von 5-HT1AR-Autorezeptoren in den
Raphekernen, wobei gezeigt werden konnte, dass Ostrogen, Progesteron und Testosteron das 5-
HT1AR mRNA-Expressionsniveau in der DR von Nagetieren sowie Primaten reduzieren kénnen (Pecins-
Thompson & Bethea, 1999; Zhang et al., 1999). Dariiber hinaus fiihren Ostrogene auch zu einer
verminderten Expression von 5-HT1BR mRNA in der DR, wobei die Expression von 5-HT1BR in dieser
Region mit gesteigertem Angstverhalten assoziiert ist (Hiroi & Neumaier, 2009).

Zusatzlich zur 5-HT-Synthese und der Expression von 5-HTRs unterscheidet sich auch die Feuerrate der
serotonergen Neurone in der DR zwischen den Geschlechtern, wobei in mannlichen Tieren hohere

Feuerfrequenzen als in weiblichen Tieren festgestellt werden konnten (Klink et al., 2002).

Neben den beschriebenen geschlechtsspezifischen Unterschieden des serotonergen Systems im
Basalzustand kdnnen auch geschlechtsspezifische Unterschiede in der serotonergen Innervation der
Amygdala bei Stressexposition festgestellt werden. In Ratten, die wahrend des Erwachsenenalters
einem milden Stressparadigma ausgesetzt waren, zeigten Weibchen erhdhte 5-HT-Spiegel in der
Amygdala, wahrend Madnnchen einen erhéhten Spiegel an 5-HT-Metaboliten aufwiesen, was auf einen
verstarkten 5-HT-Umsatz in dieser Region hinweist. Dieser Effekt wurde durch friihen Stress in Form
von postnatalem Handling weiter verstarkt (Duchesne et al., 2009). Eine andere Studie zeigte eine

hohere 5-HT-Ausschittung im BL in Madnnchen als in Weibchen unter Kontrollbedingungen, sowie
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einen Anstieg der 5-HT-Ausschiittung nach Beengungsstress in beiden Geschlechtern, wobei der

Anstieg in Weibchen deutlich héher ausfiel als in Mannchen (Mitsushima et al., 2006).

1.4.4 Geschlechtsspezifische Unterschiede im Angstverhalten

Wie bereits in vorhergehenden Abschnitten ausgeflihrt, weisen Angsterkrankungen eine hdhere
Pravalenz bei Frauen als bei Mannern auf. Bei Frauen stellen sowohl die Menarche, wenn der
Ostradiolspiegel von prapubertiren auf erwachsene Niveaus ansteigt (Patton et al., 1996), als auch die
Postmenopause, wenn die Geschlechtshormone am Ende der reproduktiven Phase auf niedrige Werte
abfallen, kritische Phasen mit erh6htem Risiko fiir die Entwicklung von Angsterkrankungen dar
(Sahingoz et al.,, 2011). Diese Verdnderungen des Angstniveaus in Abhéangigkeit von den
Sexualhormonspiegeln zeigen sich nicht nur am Anfang und am Ende der reproduktiven Phase,
sondern auch im Verlauf des Ostruszyklus: gegen Ende der Lutealphase fallen die Geschlechtshormone
stark ab, was zu einer Verstarkung von Angstsymptomen in Patientinnen mit Angsterkrankungen fiihrt
(Cameron et al., 1988).

In Tierstudien konnte keine pauschale anxiogene oder anxiolytische Wirkung von Ostrogenen
nachgewiesen werden, wobei die uneinheitlichen Effekte u.a. mit unterschiedlichen Dosierungen und
verschiedenen Testparadigmen in Verbindung stehen kdnnen (Kastenberger & Schwarzer, 2014;
Tomihara et al., 2009; Mora et al., 1996). Die unterschiedlichen Wirkungen von Ostrogenen auf
Angstverhalten kdnnen zudem auch durch die Aktivierung verschiedener Rezeptorsubtypen bedingt
sein. Die beiden klassischen Ostrogenrezeptoren sind ERa und ERB, welche nukledre
Hormonrezeptoren darstellen (Huang et al., 2010) und als Liganden-aktivierte Transkriptionsfaktoren
die Genexpression beeinflussen. Neben den genomischen Effekten konnten fiir diese klassischen
Ostrogenrezeptoren auch direkte, nicht-genomische Wirkmechanismen gefunden werden
(Bjornstrom & Sjoberg, 2005). Die nukledare Wirkung wird durch eine Rezeptordimerisierung nach
Ligandenbindung und die darauffolgende Anlagerung an 6strogensensitive Promotorregionen von
Zielgenen unter Rekrutierung von co-regulatorischen Proteinen entfaltet (Bjornstrom & Sjoberg,
2005). Des Weiteren gibt es einen dritten, weniger lang bekannten Ostrogenrezeptor, GPR30, der
einen G-Protein gekoppelten Ostrogenrezeptor darstellt und nicht mit den nukledren
Ostrogenrezeptoren verwandt ist (Prossnitz et al., 2008).

Der Aktivierung von ERa kommt im Allgemeinen eine angstférdernde Wirkung zu (Spiteri et al., 2010;
Spiteri et al., 2012), wahrend ERPB, vermutlich Gber eine Interaktion mit der Stressachse, anxiolytische

Effekte vermittelt (Imwalle et al., 2005; Walf et al., 2008; Walf et al., 2009). ERB kann nicht nur von

71



1.4 Der Einfluss geschlechtsspezifischer Faktoren

Ostrogenen, sondern auch von Androgenmetaboliten aktiviert werden kann (Weihua et al., 2002; Saijo

etal., 2011).

Die Exposition gegeniber Stress und angstauslésenden Stimuli ruft in erwachsenen Tieren
geschlechtsspezifisch verschiedene Verhaltensweisen hervor, denen, abhidngig vom Geschlecht,
unterschiedliche neurobiologische Mechanismen zugrunde liegen. Diese Unterschiede werden u.a.
lber CRH vermittelt, welches geschlechtsspezifisch verschiedene Ausschiittungsmodi aufweist.
Dariber hinaus zeigen sich geschlechtsbedingt unterschiedliche CRH-Rezeptorexpressionsprofile, die
zu den Unterschieden in der Wirkung von CRH zwischen den Geschlechtern beitragen. Beispielsweise
flhrt akuter Beengungsstress in Weibchen zu einer starkeren Aktivierung von CRH-produzierenden
Neuronen im BNST und Hypothalamus als in Mdnnchen (Babb et al., 2013). Es konnte gezeigt werden,
dass Ostrogene in weiblichen M3usen die Erregbarkeit von CRH-produzierenden Neuronen im PVN
erhéhen, was auf eine Rolle der Sexualhormone in der Vermittlung geschlechtsspezifischer
Unterschiede in der Stressachsenreaktivitat hinweist (Hu et al., 2016). Zudem ist die Wirkung von CRH
in Weibchen abhiangig von der Ostrusphase und somit vom Hormonspiegel. Wahrend des Didstrus,
wenn die Geschlechtshormone niedrige Spiegel aufweisen, flihrt CRH zu einer Storung der
Aufmerksamkeit, die sich in Ostrusstadien, die mit hohen Sexualhormonspiegeln einhergehen, nicht
zeigt (Cole et al., 2016), was darauf hinweist, dass weibliche Geschlechtshormone protektiv gegeniiber
den negativen Effekten von CRH auf die Aufmerksamkeitsfahigkeit wirken kénnen. Dariber hinaus
konnte in Primaten gezeigt werden, dass eine i.v. Injektion von CRH in Weibchen zu starker erhéhten
Cortisolantworten fiihrt als in Mannchen (Sanchez et al., 2010a). Dieser Effekt konnte durch eine
Reduktion der CRH-stimulierten Cortisolausschiittung durch mannliche Geschlechtshormone bedingt
sein (Johnson et al., 1996). Auch in gesunden Erwachsenen zeigt sich nach CRH-Injektion eine starkere
ACTH-Antwort in Frauen als in Mannern (Gallucci et al., 1993), was ebenfalls darauf hinweist, dass die
HHN-Achse in weiblichen Organismen sensibler gegeniiber den Effekten von CRH ist als in mannlichen.
Neben ihrer Wirkung auf die HHN-Achse kdnnen Ostrogene auch iiber eine Aktivierung des
magnozelluldaren oxytocinergen Systems im PVN des Hypothalamus Angstverhalten modulieren.
Ostradiol kann die Plasmaoxytocinspiegel erhéhen (Amico et al., 1981), wobei Oxytocin angstdhnliches
Verhalten abschwéachen und die Aktivierung der HHN-Achse auf Stressreize abdampfen kann (Mak et
al., 2012; Sabihi et al., 2014; Windle et al., 1997). Die stressdampfenden Effekte von Ostrogen auf das
oxytocinerge System werden vermutlich tGber die Bindung an ERB im PVN vermittelt (Hrabovszky et al.,
2004). Ein weiterer Faktor, der zu den Unterschieden im Angstverhalten zwischen Mannchen und
Weibchen beitragen konnte, stellt die geringere Expression von p-Opioidrezeptoren in wichtigen
Regionen des Angst-Netzwerks in Weibchen im Vergleich zu Mannchen dar, was auf eine verringerte

inhibitorische Wirkung endogener Opioide auf CRH-induzierte neuronale Aktivitdt in diesen Regionen
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in Weibchen im Vergleich zu Mannchen hinweisen kénnte und die erhéhte Vulnerabilitdt von Frauen

gegenlber Angsterkrankungen mitbedingen kénnte (Guajardo et al., 2017).

Die Corticosteronspiegel nach Stressexposition sind in weiblichen Tieren stark von der Zyklusphase
(Atkinson & Waddell, 1997), in der sich die Tiere befinden, sowie von der Art des Stressors (Figueiredo
et al., 2002) abhangig. Damit einhergehend ist auch die Auspragung von Angstverhalten abhangig von
der Ostrusphase. Im Nagetiermodell kann wihrend des Didstrus eine gesteigerte Auspriagung von
Angstverhalten beobachtet werden (Gouveia et al., 2004; Marcondes et al., 2001; Mora et al., 1996).
Frauen mit Angststorungen zeigen wahrend der pramenstruellen Phase verstarkte physiologische
Reaktionen auf angstauslosende Stimuli und bei Frauen mit Panikstorung treten wahrend dieser

Zyklusphase vermehrt CO,-induzierte Panikattacken auf (Sigmon et al., 2000; Sigmon et al., 1996).

Einen interessanten Aspekt in der geschlechtsspezifischen Modulation von Angstverhalten stellen
Neurosteroide, und hier v.a. das Progesteronderivat Allopregnanolon, dar, das in glutamatergen und
GABAergen Neuronen des ZNS gebildet wird (Baulieu & Robel, 1990; Agis-Balboa et al., 2006).
Allopregnanolon ist ein potenter Modulator von GABAa-Rezeptoren (Belelli & Lambert, 2005) und
vermittelt u.a. anxiolytische, sedierende und schmerzlindernde Effekte (Belelli et al., 2009).
Neurosteroidspiegel zeigen sich zum einen durch hormonale Verdanderungen, z.B. im Rahmen der
Schwangerschaft oder des Ostruszyklus, beeinflusst (Concas et al., 1998; Maguire et al., 2005), kdnnen
aber auch im Rahmen psychischer Erkrankungen wie Angst oder Depression verandert sein (Romeo et
al.,, 1998; Uzunova et al., 1998). Veranderte Neurosteroidspiegel scheinen auch eine Rolle in der
Pathogenese postpartaler Depressionen zu spielen (Nemeroff, 2008). Direkt nach der Geburt kommt
es zu einem starken Abfall der Progesteron- und Allopregnanolonspiegel, was das postpartale
Auftreten angstlicher und depressiver Symptome beglinstigen kann (Smith et al., 2007). Eine
langfristige antidepressive Behandlung mit SSRIs fihrt zu einem Wiederanstieg erniedrigter
Neurosteroidspiegel, einhergehend mit einer Verbesserung der depressiven Symptomatik (Uzunova et
al.,, 1998; Romeo et al., 1998). Untersuchungen an Ratten konnten einen dramatischen Abfall der
Progesteronkonzentration wihrend des Ditstrus feststellen, was mit einer Uberexpression des
extrasynaptischen  a4P1-GABAa-Rezeptors im PAG, welcher die anxiolytischen und
stimmungsstabilisierenden Effekte von Allopregnanolon wihrend dieser Ostrusphase vermittelt,
einhergeht und eine Veranderung der Erregbarkeit des Panik-Netzwerks bedingen kdnnte (Lovick,

2006).

Zusammenfassend konnen unterschiedliche Geschlechtshormonspiegel zwischen méannlichen und
weiblichen Individuen, Schwankungen des Hormonspiegels im Rahmen des Ostruszyklus,
Neurosteroide wie Allopregnanolon, geschlechtsspezifische Unterschiede in den Expressionsmustern
von CRH-Rezeptoren sowie geschlechtsspezifische Unterschiede in den CRH-Rezeptor-aktivierten
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Signalwegen zu den Unterschieden im Angstverhalten zwischen weiblichen und mannlichen Individuen

beitragen (Donner & Lowry, 2013).

Bei der Exposition mit konfliktbezogenen Angstreizen kommt es zu einer vermehrten CRH-
Ausschittung aus dem BNST (Walker et al., 2009), welche CRHR2 vermittelt sowohl direkt als auch
indirekt Gber die Inhibierung lokaler GABAerger INs zu einer Aktivierung der serotonergen Neurone in
der DRD/DRC fiihrt (Kirby et al., 2008; Sink et al., 2013; Pernar et al., 2004). Wihrend des Didstrus
koénnte ein gesteigerter stressinduzierter Anstieg von CRH zu einer verstarkten 5-HT-Ausschiittung aus
der DRD/DRC, welchem eine wichtige Rolle in der Modulation konfliktbasierter Angst zukommt,
fihren. Ferner kdnnen die wadhrend des spaten Didstrus abfallenden Spiegel von Progesteron und
Allopregnanolon zu einem verdnderten Expressionsprofil GABAerger Rezeptoren im PAG fiihren
(Griffiths & Lovick, 2005a; Griffiths & Lovick, 2005b), was zu einer verringerten Abschwachung der
GABAergen Inhibition serotonerger Neurone und somit ebenfalls zu gesteigerter serotonerger
Aktivitdt in der DRD/DRC fiihren kénnte. Die gesteigerte Ausschiittung von 5-HT aus der DRD/DRC in
fir konfliktdres Angstverhalten relevanten Zielregionen wie dem BL (Christianson et al., 2010; Hale et
al.,, 2008a), dem Ce (Commons et al.,, 2003), sowie dem ventralen Hippocampus tragt zu einer

Modulation des Angstverhaltens bei (Hale et al., 2008b).

Fir den Panikschaltkreis nimmt man an, dass ein Anstieg der CRH-Ausschittung im Ce bei
Stressexposition auf CRHR2-exprimierende serotonerge Neurone in der DRVL/VLPAG wirkt, welche
inhibitorische Projektionen in den DPAG senden und somit panikassoziiertes Verhalten begrenzen. Die
serotonergen Neurone der DRVL/VLPAG vermitteln ihren antipanischen Effekt auf das DPAG zum einen
direkt Gber postsynaptische inhibitorische 5-HT1AR auf glutamatergen Outputneuronen des DPAG und
zum anderen indirekt tiber aktivierende 5-HT2AR auf GABAergen INs (Pobbe & Zangrossi, 2005; Pobbe,
2011; Reimer et al., 2012). Wahrend des spaten Didstrus nimmt der GABAerge inhibitorische Tonus
auf das DPAG ab, was diese fir Panikverhalten wichtige Region wahrend dieser Zyklusphase
empfindlicher gegeniber panikinduzierenden Stimuli macht (Lovick, 2012). Dariiber hinaus kénnte ein
geschlechtshormonabhéngiger Anstieg der CRHR1-Expression auf GABAergen INs in der DRVL/VLPAG
bei der Vermittlung geschlechtsspezifischer Effekte auf Panikverhalten eine Rolle spielen. Insgesamt
wirden die beschriebenen Mechanismen zu einer verstarkten Inhibierung serotonerger Neurone in
der DRVL/VLPAG und somit Uber eine verringerte inhibitorische Wirkung auf das DPAG zum

verstarkten Auftreten von Panikreaktionen fihren.
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2 Studiendesign und Fragestellung der Studie

Das Ziel dieser Studie war es, den Effekt der Interaktion von frithen, negativen Lebensereignissen und
genetischer 5-HT-Defizienz auf Angstverhalten in weiblichen Ma&usen zu untersuchen. Als
Modellorganismus fir 5-HT-Defizienz wurden weibliche Tph2-defiziente homozygote (Tph2 -/-),
heterozygote (Tph2 +/-) und wildtypische (Tph2 +/+) Mause verwendet. Die Tiere wurden zufallig zwei
Gruppen zugeteilt, wobei die Halfte der Tiere zwischen postnatalem Tag 2 (P2) und 15 (P15) einem
mitterlichen Trennungsparadigma unterzogen wurde, wahrend die andere Halfte als Kontrollgruppe
diente. Als die Mause das Erwachsenenalter erreicht hatten, wurden sie einem von zwei verschiedenen
Angsttests, der DLB oder dem OF, ausgesetzt, in denen das Angstverhalten evaluiert wurde. Zusatzlich
zur Untersuchung des Angstverhaltens in den entsprechenden Verhaltenstests wurde die neuronale
Aktivitat in bestimmten Hirnregionen, welche fiir Angstverhalten relevant sind und vom serotonergen
System beeinflusst werden (Paul & Lowry, 2013), mittels c-Fos-Immunhistochemie analysiert. In dieser
Studie wurden der basolaterale (BL), laterale (La) sowie zentrale (Ce) Kern der Amygdala, der
paraventrikuldre Kern des Hypothalamus (PVN) sowie das ventrolaterale (VLPAG) und dorsolaterale

(DLPAG) periaquaduktale Hohlengrau untersucht.
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Verhaltensversuche

Produkt

Hersteller

Polysulfonkafige (267 x 207 x 140 mm)

Tecniplast Deutschland GmbH, HohenpeiBenberg,
Deutschland

OF-Arena (schwarzes Acrylglas, 50cm x 50cm x
40cm)

DLB-Arena (weiBes, opakes Acrylglas, 50cm x 50cm.

Helles Kompartiment: 34 cm x 50 cm x 40 cm,
Dunkles Kompartiment: 16cm x 50 cm x 40 cm)

Warmelampen

Infrarotsensitive High-speed Kamera

The Imaging Source, Bremen, Deutschland

VideoMot?2 tracking Software

TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland

Terralin liquid

Schiilke, Norderstedt, Deutschland

Ostruszyklusbestimmung

Produkt

Hersteller

Pipette Eppendorf Research Plus 10-100ul

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

0,1% Kristallviolettlosung in ddH,0
- Kristallviolettpulver
- ddH,0 (doppeldestilliertes Wasser)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Glasobjekttrager

Marienberg, Deutschland

Aufsteigende Alkoholreihe
- 70% Ethanol
- 96% Ethanol
- 100% Ethanol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

- Xylol VWR International S.A.S, Fontenay-sous-Bois,
Frankreich
VitroClud NOVOGLAS, Langenbrinck, Deutschland

Lichtmikroskop, Olympus CX 41

Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg, Deutschland

Gewebegewinnung und Aufbereitung

Produkt

Hersteller

Isofluran

cp-pharma, Burgdorf, Deutschland

Safety-Multifly® Kanile, 21G, 0,8 x 19mm

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Tyrode
- 134 mM Nacl
2,68 mM KCl

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
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1,8 mM CaCl,
1,05 mM MgCl,
0,417 mM NaH,PO4
11,9 mM NaHCO3
. 5,56 mM Glucose
in ddH,0, pH 6,6

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

4% PFA in 1x PBS, pH 7,5
- Paraformaldehyd
- 1x PBS, verdiinnt aus 10x PBS

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Lonza Group, Basel, Schweiz

10% Sucrose in 1x PBS
- D (+)Sucrose
- 1x PBS, verdiinnt aus 10x PBS

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Lonza Group, Basel, Schweiz

20% Sucrose in 1x PBS
- D (+)Sucrose
- 1x PBS, verdinnt aus 10x PBS

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Lonza Group, Basel, Schweiz

- Isopentan

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Schneiden des Gehirngewebes

Produkt

Hersteller

Cryostat

Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland

TissueTek O.C.T

Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan den Rijn,
Niederlanden

HistoBond®+ Objekttrager

Marienfeld Superior, Lauda-Konigshofen,
Deutschland

Immunhistochemische Farbung

Produkt Hersteller

Pipetten Eppendorf Research Plus

1-10ul, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
10-100ul Eppendorf, Hamburg, Deutschland
100-1000ul Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Natriumcitratpuffer, pH 6,0
- 2,94 g/l Trinatriumcitrat
- 500ul/l Tween 20
- destilliertes Wasser

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Waschpuffer
1x PBS, verdlinnt aus 10x PBS

Lonza Group, Basel, Schweiz

0,6% H,0,in 1x PBS
- Hydrogenperoxid
- 1x PBS, verdunnt aus 10x PBS

Merck, Darmstadt, Deutschland
Lonza Group, Basel, Schweiz

Blocking-Losung
- 5% Normal Horse Serum (NHS)
- 2x Bovines Serumalbumin (BSA)
- 0,25% Triton X-100

Vector Laboratories, Burlingame, California, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Primarantikorper, 1:2000 verdiinnt in Blocking-
Losung
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- Anti-c-Fos (sc-52 Lot. F1715)

Santa Cruz, Dallas, Texas, USA

ImmPRESS™ Reagent Anti-Rabbit IgG Peroxidase
Cat. No. MP-7401

Vector Laboratories, Burlingame, California, USA

VECTOR® SG Peroxidase (HRP) Substrate Kit,
Cat. No. SK-4700

Vector Laboratories, Burlingame, California, USA

Nuclear Fast Red Vector H-3403

Vector Laboratories, Burlingame, California, USA

Aufsteigende Alkoholreihe
- 70% Ethanol
- 96% Ethanol
- 100% Ethanol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

- Xylol VWR International S.A.S, Fontenay-sous-Bois,
Frankreich
VitroClud NOVOGLAS, Langenbrinck, Deutschland

Stereologische Auswertung

Produkt

Hersteller

Mikroskop Olympus BX 51

Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg, Deutschland

Stereo Investigator Software

MBF Biosciences, Williston, Vermont, USA

Franklin K.B.J. & Paxinos G.: ,, The Mouse Brain in
stereotaxic coordinates”, 3. Auflage, 2008

Academic Press, Cambridge, Massachusetts, USA

Statistik

Produkt

Hersteller

IBM SPSS Statistics

IBM Deutschland GmbH, Ehningen, Deutschland
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4.1 Verhalten

4.1.1 Tiere und Tierhaltung

Alle Experimente wurden im Einvernehmen mit der Richtlinie des Europdischen Parlaments und des
Europdischen Rates (2010/63/EU) durchgefihrt und von lokalen Behorden genehmigt
(Tierversuchsgenehmigung Wdrzburg: 55.2- 2531.01-57/12). Samtliche Bemiihungen wurden
unternommen, um die Tierzahlen gering zu halten und das Leiden der Tiere zu minimieren. Die
Gesamtheit der in dieser Studie eingeschlossenen Tiere wurde im Zentrum fir Experimentelle
Molekulare Medizin (ZEMM) in Wirzburg verpaart, gehalten und getestet. Die Studie wurde in zwei
Kohorten mit einer zeitlichen Differenz von einem Monat durchgefiihrt. Die erste Kohorte wurde im
OF, die zweite Kohorte in der DLB getestet. Jede Testkohorte hatte eine komplementdre Gruppe
testnaiver Tiere, die keiner Verhaltenstestung unterzogen wurden. Die Elterngeneration wurde in
Gruppen von 2-7 Tieren in einem 14h/10h Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten, die Lichtphase erstreckte
sich von 7 bis 21 Uhr. Die Temperatur wurde in der Einrichtung konstant auf 21+1°C bei 45-55%

Luftfeuchtigkeit gehalten. Standardnahrung sowie Wasser waren den Tieren ad libitum verfiigbar.

4.1.2 Verpaarung

Fir die Verpaarung wurden jeweils zwei weibliche und eine ménnliche vollstandig auf C57BL/6N
zurtickgekreuzte Tph2+/- Maus von etwa 3 Monaten Alter zusammen in einen Standardkafig (267 x
207 x 140 mm; Tecniplast Deutschland GmbH) gesetzt. Die Weibchen wurden zwei Mal taglich auf
das Vorhandensein eines Vaginalpfropfens, welcher die erfolgreiche Begattung anzeigt, untersucht.
Nach 5 Tagen wurden alle Zuchtpaare getrennt und diejenigen Weibchen, die mindestens einmal
einen Vaginalpfropfen aufgewiesen hatten, in einen Einzelkafig transferiert. Das Gewicht der
Weibchen wurde vor der Verpaarung sowie 4, 7 und 10 Tage nach Trennung von den Mannchen
kontrolliert. Weibchen, die innerhalb der ersten 10 Tage keine Gewichtszunahme aufwiesen, wurden
nochmals mit einem anderen Mannchen verpaart. Ab Tag 14 nach Trennung der Zuchtpaare wurden

die Kafige zwei Mal taglich auf das Vorhandensein von Jungtieren Gberpriift.
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4.1.3 Maternale Separation

Der Tag der Geburt wurde als postnataler Tag (P) 0 definiert. Zwischen P2 und P15 wurden etwa die
Halfte der Muttertiere und ihre jeweiligen Wirfe einem von Veenema et al. (Veenema et al., 2006)
angepassten MS-Paradigma unterzogen, wahrend die andere Halfte als Kontrollgruppe diente und
gemal’ Standardprotokoll aufgezogen wurde. Die Tiere wurden zufillig zu den jeweiligen Gruppen
zugeteilt und es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der Jungtiere zwischen den
Gruppen, weder innerhalb der Kohorten, noch im Vergleich zwischen den beiden Kohorten. Wahrend
der MS-Episoden wurden die Jungtiere gemeinsam mit ihrem jeweiligen Nistmaterial aus dem
Heimkafig entnommen und in einen benachbarten Raum gebracht, um eine Kommunikation lber
Laute mit dem Muttertier zu verhindern. In dem Raum, in dem die MS durchgefiihrt wurde, wurden
die Wiirfe zusammen mit ihrem jeweiligen Nistmaterial in einen sauberen Kafig gesetzt und verblieben
dort unter Warmelampen bei einer Temperatur von etwa 29°C und einer Luftfeuchtigkeit von liber
60% flr eine Trennungsdauer von 3 Stunden. Die Tiere wurden zu zufallig festgelegten Zeitpunkten
innerhalb der hellen Phase separiert, sodass der Zeitpunkt der Trennung fiir die Muttertiere nicht
vorhersehbar war. Die Kontrolltiere wurden bis auf P5, P10 und P15, wo das Gewicht der Wiirfe sowie
der Mitter kontrolliert wurde, sowie P5, P12 und P19, wo die Kafige gewechselt wurden, ungestoért in
ihrem Heimkafig belassen. An P25 13 wurden die Jungtiere abgesetzt und die weiblichen Tiere in
Gruppen von 6 +2 Tieren getrennt nach Genotyp und Versuchsgruppe gehalten. Die Mduse durften bis
auf wochentliche Kifigwechsel sowie Gewichtskontrollen und die Bestimmung der Ostruszyklusphase
an P41 und P55 ungestort aufwachsen. Die Verhaltenstestung wurde im Alter von etwa 2 Monaten
durchgefiihrt. Die Tiere wurden in der postovulatorischen Phase (Metostrus/Diostrus) getestet, in der
die Geschlechtshormone niedrige Spiegel aufweisen, um fir hormonelle Schwankungen im Rahmen

des Zyklus zu kontrollieren.

4.1.4 Bestimmung der Ostrusphasen

Da es im Rahmen der Schwankungen des Ostrogenspiegels wihrend des Ostruszyklus zu
Unterschieden im Verhalten kommen kann, wurde die Phase des Ostruszyklus zwei Mal um P41 und
P55 bestimmt und der Testtag so festgelegt, dass die Tiere sich zum Zeitpunkt der Verhaltenstestung
in der postovulatorischen Phase (Metdstrus/Didstrus) befanden. Um die Ostrusphase am Testtag zu
berechnen, wurde ein regelmaRiger 4 Tage dauernder Zyklus, bestehend aus 4 verschiedenen
Stadien, zugrunde gelegt, sowie keine Abweichungen der Ostruszyklusdauer fiir Tph2 -/- und Tph2+/-
im Vergleich zu wildtypischen Mausen angenommen. Um zu lberpriifen, ob die tatsichliche

Ostrusphase am Testtag der vorauskalkulierten entsprach, wurde die Ostrusphase zusatzlich am
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Testtag bevor die Tiere geopfert wurden, bestimmt. Es zeigte sich, dass sich 77,9% der Tiere im DLB-
Test und 80,6% der Tiere im OF-Test am Testtag tatsachlich in der postovulatorischen Phase
befanden und die Tiere, die sich nicht in der postovulatorischen Phase befanden, relativ gleichmaRig
Uber die Gruppen hinweg verteilt waren (12,5-28,6% der Tiere pro Gruppe im OF-Test, 14,3-25% der
Tiere pro Gruppe im DLB-Test). Aufgrund der geringen Tierzahl in der Studie und der vergleichsweise
ausgeglichenen Verteilung liber die Gruppen hinweg, beschlossen wir, alle Testtiere in die

Verhaltensanalyse und die immunhistochemische Auswertung einzuschlieSen.

Die Ostrusphasen wurden nach einem modifizierten Protokoll von McLean et al. (Mc Lean et al., 2012)
bestimmt. Eine vaginale Spillung wurde durchgefiihrt, indem 100 pl autoklaviertes,
doppeltdestilliertes Wasser (ddH,0) mithilfe von autoklavierten Pipettenspitzen und einer 100 pl
Pipette (Eppendorf) in die Vagina pipettiert wurden, wobei darauf geachtet wurde, dass die
Pipettenspitze nicht in die Vagina eingefiihrt wurde. Die Spulflissigkeit wurde in den Vaginalkanal
freigesetzt und dann wieder zuriick in die Pipette gesogen. Dieser Vorgang wurde etwa 20 Mal
wiederholt, um eine fiir die Untersuchung ausreichende Zellzahl in der Spilflissigkeit zu erlangen.
AnschlieBend wurde die Spulflissigkeit aspiriert, auf einen Glasobjekttrager (Marienberg) pipettiert
und bei Raumtemperatur trocknen gelassen. Wahrend des nachfolgenden Farbeprotokoll wurden die
Praparate zunachst flir 30s in ein Glas mit 0,1% Kristallviolettlosung (0,1 g pulverisiertes Kristallviolett,
verdlinnt in 100 ml ddH,0) gelegt und dann vorsichtig mit ddH,O gewaschen, um Uberfliissigen
Farbstoff zu entfernen. Die Objekttrager wurden anschlieend einer verkirzten Alkoholreihe
zugefiihrt, wobei sie fiir jeweils eine Minute nacheinander in 70% Ethanol, 96% Ethanol, 100% Ethanol

und Xylol transferiert wurden. Zuletzt wurden die Objekttrager mit Vitro Clud (NOVOGLAS) eingedeckt.

Nach dem Farbeprozess konnte das Ostrusstadium mithilfe eines Lichtmikroskops bestimmt werden

(Abb. 7).

Abb. 7: Beispielhaftes Bild eines Vaginalabstrichs in der Didstrus-Phase, Kristallviolettfarbung
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4.1.5 Verhaltenstestung

Die Versuchstiere wurden entweder dem DLB-Test (n= 45, n= 6-9 Tiere pro Gruppe) oder dem OF-
Test (n= 45, n= 4-9 Tiere pro Gruppe) unterzogen. Innerhalb jeder Kohorte wurden die Tiere zufallig
entweder der Test-, oder der testnaiven Gruppe zugeteilt. Wahrend der Verhaltenstestung wurde die
Aktivitat der Mause konstant bei Infrarotlicht, welches die Arena von unterhalb des entsprechenden
Testapparats beleuchtet hat, verfolgt. Die Verhaltensexperimente wurden von oben mit einer
infrarot-sensitiven, an der Decke befestigten Kamera aufgezeichnet. Fiir die Verhaltensanalyse wurde
die VideoMot2 Tracking-Software (TSE Systems) verwendet. Die Verhaltenstestung wurde innerhalb
der Hellphase zwischen 8 und 13 Uhr durchgefiihrt. Die Testdauer betrug jeweils 10 Minuten und das
Verhalten wurde Uber die gesamte Testdauer analysiert. Um durch eine unbekannte Umgebung
induzierte Effekte zu beriicksichtigen (Kalueff et al., 2006), wurde jeder Test zusatzlich in zwei
separaten Intervallen (0-5 und 5-10 min) ausgewertet. Zwischen den Verhaltensversuchen wurde die

entsprechende Testarena mit Terralin liquid (Schiilke) gereinigt.

Das Prinzip der DLB basiert auf den entgegengesetzten, miteinander in Konflikt stehenden
Bestrebungen, einerseits eine unbekannte Umgebung zu explorieren und andererseits hell
beleuchtete, offene Gebiete zu vermeiden (Crawley & Goodwin, 1980; Onaivi & Martin, 1989). Der
Versuchsaufbau bestand aus einer quadratischen Arena (50 x 50 x 40 cm) aus weiRem Acrylglas, die in
ein helles und ein dunkles Kompartiment aufgeteilt ist. Der helle Bereich (34 x 50 x 40 cm) war mit
einer Lichtintensitdt von 100 Lux im Zentrum und 70 Lux in den Ecken ausgeleuchtet, wahrend das
dunkle Kompartiment (34 x 50 x 40cm) nicht beleuchtet war (0 Lux). Die beiden Kompartimente sind
durch ein offenes Ausgangsloch verbunden, das es dem Tier ermdoglicht, frei von einem in das andere
Kompartiment zu gelangen (Waider et al., 2017). Die Testtiere wurden zu Beginn des Tests jeweils in
die vordere rechte Ecke des dunklen Kompartiments gesetzt. Die gesamte zurilickgelegte Strecke,
sowie die Zeit, die jeweils im dunklen und hellen Kompartiment verbracht wurde, die Anzahl der
Eintritte in das helle Kompartiment und die Latenzzeit, bis das helle Kompartiment zum ersten Mal
betreten wurde, wurden bestimmt. Der Eintritt in das helle Kompartiment wurde als Ubertritt des
gesamten Korpers der Maus mit allen 4 Pfoten durch die Verbindungstir in das helle Kompartiment

definiert.
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o

Abb. 8: Schematische Darstellung des DLB-Tests

Das OF ist eine quadratische Arena aus schwarzem Acrylglas mit den gleichen Malen wie die DLB (50
x 50 x 40 cm). Die Arena war mit einer Lichtintensitat von 90 Lux im Zentrum und 50 Lux in den Ecken
ausgeleuchtet, um einen aversiven Reiz fiir die Testtiere darzustellen (Waider et al., 2017). Jedes
Versuchstier wurde zu Beginn des Tests in die rechte vordere Ecke der Arena gesetzt und durfte die
Arena frei erkunden. Die Zeit, die in der Zentrumzone verbracht wurde, die Latenz, bis das Zentrum
zum ersten Mal betreten wurde, die Anzahl der Besuche des Zentrums, die Zeit, die pro Besuch im
Zentrum verbracht wurde und die Distanz, die im Zentrum sowie liber die gesamte Arena zuriickgelegt

wurde, wurden bestimmt (Seibenhener & Wooten, 2015).

>

Abb. 9: Schematische Darstellung des OF-Tests
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Zusatzlich wurden fiir beide Tests das Aufstellen auf die Hinterbeine, das Auftreten von Spriingen und
die initiale lokomotorische Latenz, definiert als die Dauer, bis sich das Tier zum ersten Mal in der Arena
fortbewegt hat, wobei alle vier Pfoten ihre Position gedndert haben missen, fiir Genotyp und

Kondition verblindet manuell anhand der aufgezeichneten Videodateien ausgewertet.

Springen wurde als nach oben gerichtete Bewegung definiert, bei der alle vier Pfoten den Boden
verlassen. Es konnten zwei Subtypen von Spriingen unterschieden werden: ,zielgerichtete Spriinge”
sind aufwarts gerichtete Spriinge, die meist nach Aufstellen auf die Hinterbeine in der Ndhe der Wand
erfolgen und die als gerichteter, intentionierter und koordinierter Versuch, der Arena zu entfliehen,
interpretiert wurden. Daneben konnten ,Panikspriinge” beobachtet werden. Diese Spriinge
bezeichnen impulsive Satze gegen die Wande, die nicht zwingend nach Aufstellen auf die Hinterbeine
stattfinden, und die weniger wie ein zielgerichteter Versuch, der Arena zu entkommen erscheinen, als
wie ein eruptives Ausagieren von panikdhnlichen Emotionen in einer Situation, die als bedrohlich und
ausweglos empfunden wird. Die Bewegungsabfolge bei ,Panikspriingen” erscheint weniger
koordiniert und ungerichteter, sie sind variabler in der Ausflihrung und kénnen nicht nur aus der
aufrechten Position, sondern aus verschiedenen Stellungen heraus, wie beispielsweise seitwarts,

erfolgen. Darliber hinaus imponieren Panikspriinge impulsiver, kraftvoller und gewaltsamer.

Um der hohen Variabilitdt in der Anzahl der Sprungereignisse Rechnung zu tragen, wurde Springen als
kategorialer Parameter analysiert. Wie spater gezeigt werden wird, scheint Springen keine normale
Reaktion auf aversive Umgebungen zu sein, was die Annahme unterstitzt, dass nicht die Anzahl der
Spriinge, sondern das Auftreten oder Nicht-Auftreten dieses Verhaltensparameter, den fir die

Untersuchung relevanten Verhaltensparameter darstellt.

Aufstellen wurde als Stehen in aufrechter Position, wobei beide Vorderpfoten vom Boden abgehoben
sein mussen, definiert und konnte sowohl an den Wanden der Arena, als auch in jedem anderen
Bereich der Arena, stattfinden. Das Aufstellen auf die Hinterbeine wurde als Parameter fiir exploratives

Verhalten interpretiert (Tanaka et al., 2012).

In der DLB wurden Aufstellen und Spriinge getrennt fiir das helle und das dunkle Kompartiment erfasst
und ausgewertet, und die Anzahl der Aufstellereignisse wurde in Relation zu der Zeit, die in dem

jeweiligen Kompartiment verbracht wurde, angegeben.
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4.2 Auswertung der durch die Verhaltensexperimente bedingten neuronalen Aktivierungsmuster

4.2.1 Gewebeverarbeitung

2 Stunden nach der Verhaltenstestung wurden die Tiere der Testgruppe sowie die korrespondierenden
verhaltensnaiven Mause mit Isofluran narkotisiert, geopfert, zunachst 2,5 min mit 1x Tyrode
transkardial vorgespiilt und anschlieRend mit 4% Paraformaldehyd (PFA; gelost in Phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS), pH 7,5) fur 10 min mithilfe eines automatisierten Druckperfusionsystems bei einem
Perfusionsdruck von 16 Einheiten perfundiert. Die Gehirne wurden vorsichtig herausprapariert und in
4% PFA flir 48 h bei 4° C postfixiert. AnschlieBend wurden die Gehirne bei 4° C fiir 24 h in 10% Sucrose
in 1x PBS, und dann fiir weitere 48 h in 20% Sucrose in 1x PBS eingelegt. Hierbei wurde darauf geachtet,
dass die Gehirne erst dann von einer Konzentration in die nachsthdhere Konzentration transferiert
bzw. eingefroren wurden, wenn sie auf den Boden des Behaltnisses abgesunken waren. Im Anschluss
wurden die Gehirne bei -80° C in auf Trockeneis gekiihltem Isopentan eingefroren, indem die Gehirne
langsam Uber eine Zeitspanne von etwa 60 s in Isopentan eingetaucht wurden. Anschliefend wurden
die Gehirne bei -80° C im Gefrierschrank aufbewahrt. Bevor die Gehirne mit dem Cryostat geschnitten
wurden, wurden sie 30 min im Cryostat bei -20° C belassen, um einen Temperaturangleich des
Gewebes zu ermoglichen. AnschlieRend wurden die Gehirne mit Tissue-Tek O.C.T. (Sakura)
aufgezogen. Mithilfe eines Cryostaten (Leica Biosystems) wurden 30um dicke Schnitte im Bereich
Bregma -0,22 mm bis -5,80 mm angefertigt und auf Histobond+ Objekttrager (Marienfeld Superior) in
sechs Serien mit einem Abstand von 180 um zwischen benachbarten Schnitten aufgezogen. Im
Anschluss wurden die Schnitte 1 h an der Luft getrocknet und anschliefend bei -80° C im

Gefrierschrank aufbewahrt.

4.2.2. c-Fos-Immunhistochemie

Die neuronale Aktivierung wurde mittels Immunhistochemie gegen c-Fos bestimmt. C-Fos ist ein
,immediate early gene” oder frihzeitig auftretendes Genprodukt, dessen Expression infolge
neuronaler Aktivierung gesteigert ist und 2 h nach Exposition gegeniiber einem Reiz sein Maximum
erreicht (Hale et al., 2006; Hale et al., 2008a; Hale et al. 2008b).

Die gefrorenen Schnitten wurden 30 min bei Raumtemperatur luftgetrocknet, danach 3 x 5 minin 1 x
PBS gewaschen und anschlieRend fiir 20 min einer Antigendemaskierung bei 80° C im Wasserbad in
Natriumcitratpuffer (pH 6,0) unterzogen. Im Anschluss an den Antigen-Retrieval wurden die Schnitte
3x fur jeweils 5 min in 1x PBS gewaschen. Danach wurden gewebeeigene Peroxidasen inaktiviert,

indem eine Losung aus 0,6% Hydrogenperoxid in 1x PBS zubereitet, auf die Objekttrager pipettiert und
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diese 30 min bei Raumtemperatur auf ebenem Untergrund inkubiert wurden. An diesen Vorgang
schlossen sich 3 weitere Waschschritte a 5 min in 1x PBS an. Nachfolgend wurden die Schnitte mit
einer Blockinglésung aus 5% Normalem Pferdeserum (NHS), 2% Rinderserumalbumin (BSA) und 0,25%
Triton X-100 in 1x PBS fiir 2 h bei Raumtemperatur auf ebenem Untergrund inkubiert. Nach Ende der
Inkubationszeit wurde die Blockinglésung entfernt und die Schnitte wurden 48 h in einer feuchten
Kammer bei 4° C auf ebenem Untergrund mit einem 1:2000 in der Blockinglosung aus dem vorherigen
Schritt verdinnten Antikorper gegen c-Fos (sc-52 Lot. F1715, Santa Cruz) inkubiert. Im Anschluss an
die Inkubation mit dem Primarantikérper wurden die Schnitte 3x 10 min in 1x PBS gewaschen und fir
50 min mit 300 pl IMmPRESS (Peroxidase) Polymer Anti-Kaninchen IgG Lésung (Cat. No. MP-7401,
Vector Laboratories) in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur auf ebenem Untergrund
inkubiert. Nach 3 jeweils 10-miniitigen Waschschritten in 1x PBS wurde 300 pl Vector SG
Peroxidasesubstrat (Cat. No. SK-4700, Vector Laboratories) nach Packungsanweisung zubereitet, auf

die Schnitte pipettiert, und 5-15 min inkubiert, bis der gewlinschte Farbungsgrad erreicht wurde.

Hiernach wurden die Schnitte 5x 7 min in 1x PBS und anschliefend 2x 5 min in Leitungswasser
gewaschen bevor die Schnitte mit Nuclear Fast Red (Vector H-3403) gegengefdrbt wurden.
AbschlieBend wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert, indem sie
nacheinander fir jeweils 5 min in 70%igen Ethanol und 96%igen Ethanol, zwei Mal fiir jeweils 5 minin
100%igen Ethanol, 10 min in eine 1:1 Mischung aus Xylol und Propanol, 15 min in Xylol, und dann
erneut fir mindestens 15 min in einen frischen Behalter mit Xylol getaucht wurden. Im Anschluss an

die Alkoholreihe wurden die Schnitte mithilfe von Vitro Clud (NOVOGLAS) eingedeckt.

Es wurden in beiden Kohorten Kontrollfarbungen durchgefiihrt, bei denen das Protokoll wie
beschrieben durchgefiihrt, jedoch kein Antikérper verwendet wurde. Bei diesen Kontrollen zeigte sich

kein immunhistochemisches Signal.

4.2.3 Stereologische Auswertung

Zur Bestimmung der Anzahl an c-Fos positiven (c-Fos+) Zellen in BL, La, Ce, VLPAG, DLPAG und PVN
wurde ein mit der Stereo Investigator Software (MBF Biosciences) ausgestattetes
Computermikroskopiesystem verwendet. Mithilfe dieses Systems wurden c-Fos+ Zellen in design-
basierter Stereologie ausgezahlt. Die Konturen der Amygdalakerne BL, La und Ce (Bregma -0,70 mm
bis -2,40 mm), PAG (Bregma -4,16 mm bis -4,96 mm) und PVN (Bregma -0,46 mm bis -1,06 mm) wurden
bei 4-facher VergréBerung auf mikroskopischen Bildern mithilfe eines Computermonitors live
umfahren, wobei die jeweiligen Grenzen der Strukturen anhand eines Mausgehirnatlanten (Franklin &

Paxinos, 2008) bestimmt wurden. AnschlieRend wurden die c-Fos+ Zellen bei 20-facher VergroRerung

86



4  Methoden

unter Zuhilfenahme des Optical Fractionator Workflows ausgezahlt. Im Rahmen dieser Studie fiel bei
der Ausmessung der Gehirnregionen eine reduzierte GroRe verschiedener Zielregionen in Tph2 -/-
Tieren auf, die wir in Zusammenhang mit der von uns in dieser Studie beobachteten und von
verschiedenen Autoren (Alenina et al., 2009; Gutknecht et al.,, 2012) beschriebenen reduzierten
KorpergroRe der Tph2-/- Mause sahen, die allerdings zum Teil auch durch Gewebeschidigung oder
den Verlust einzelner Schnitte mitbedingt sein kann. Neben der Anzahl an c-Fos+ Neuronen wurde

daher auch die der Dichte der c-Fos+ Neurone (Zellen pro Flache) bestimmt und ausgewertet.

4.3 Statistik

Die statistische Analyse der Verhaltens- und immunhistochemischen Daten wurde mithilfe der SPSS
Statistiksoftware (IBM Deutschland GmbH) durchgefiihrt. Die Daten wurden unter Zuhilfenahme des
Shapiro-Wilks-Test sowie visuell durch die Bewertung von Histogrammen auf Normalverteilung
Uberprift. Wenn die Annahme einer Normalverteilung nicht getroffen werden konnte, wurden die
Daten mit dem non-parametrischen Kruskal-Wallis Test fiir multifaktorielle Analysen (Tph2-Genotyp
und MS) und anschlieRend mit dem Mann-Whitney-U-Test analysiert, oder mittels logl0 oder
Quadratwurzel transformiert und anschlieBend mit einer multifaktoriellen 3-way ANOVA getestet. Flr
die Transformation der Daten wurde zundchst mit einer logl0-Transformation begonnen und im
Anschluss ein Test auf Normalverteilung durchgefiihrt. Wenn die logl0-Transformation keine
Normalverteilung herstellen konnte, wurde eine Quadratwurzeltransformation durchgefihrt.
Normalverteilung konnte nach log10- oder Quadratwurzeltransformation fir alle Datensatze erreicht
werden. Im Anschluss wurde eine multifaktorielle 3-way ANOVA (Tph2-Genotyp * MS * Test), gefolgt
von Bonferroni-korrigierten t-Tests durchgefiihrt. Korrelationen wurden mithilfe des Spearmanschen
Korrelationskoeffizienten berechnet. P-Werte <0,050 wurden als signifikant betrachtet. Kategoriale

Parameter wurden mithilfe des Chi-Quadrat Tests ausgewertet.
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5.1 Einfluss von Tph2-Genotyp und MS auf Kérpergewicht, GroRe der Zielregionen im Gehirn

und Uberleben der Versuchstiere

Ab dem Zeitpunkt des Absetzens konnte ein signifikanter Genotypeffekt auf das Gewicht der
weiblichen Nachkommen festgestellt waren. Dieser Effekt bestand in beiden Kohorten und zu allen
erhobenen Zeitpunkten (P25, P41 und P55, p < 0,001). Post hoc-Analysen ergaben, dass weibliche
Tph2-/- Mause beider Kohorten zu allen Zeitpunkten ein niedrigeres Kérpergewicht im Vergleich zu
Tph2 +/+ und Tph2 +/- Tieren aufwiesen (siehe Tabelle S.1, Anhang 12.1). Dieser Effekt zeigte sich
unabhdngig von der Exposition gegeniiber MS. Dariber hinaus konnte ein MS-Effekt in Tph2 +/+
Nachkommen der 2. Kohorte an P41 und P55 (p < 0,010) und in Tph2 +/- Nachkommen der 1. Kohorte
an P55 (U = 77,0; p = 0,020) festgestellt werden, wobei Tiere, die einem MS-Paradigma unterzogen
worden waren, ein hoheres Gewicht als nichtgestresste Kontrolltiere aufwiesen (siehe Anhang 12.1).
In Tph2 -/- M&usen konnte eine verringerte GroRe verschiedener untersuchter Gehirnregionen (La und
BL, p < 0,030) festgestellt werden, wobei die Fldche des La in Tph2 -/- Tieren kleiner als in Tph2 +/- (p
<0,001) sowie Tph2 +/+ Mé&usen (p = 0,003) war. Ferner konnte eine verkleinerte Fldche des BLin Tph2
-/- Tieren im Vergleich zu Tph2 +/- Tieren gefunden werden (p = 0,021). Die detaillierten MaRe der
Gehirnareale  sowie  deren  Diskussion  finden sich im  Anhang unter 12.4.

Das Uberleben der Versuchstiere wurde durch die MS-Exposition nicht beeinflusst.

5.2 Maternale Separation reduziert Angstverhalten in Tryptophanhydroxylase 2-defizienten Mausen

im ,,Dark-light box“-Test

Im DLB-Test zeigten Tiere aller Gruppen eine vergleichbare Latenz bis zum ersten Eintritt in das helle
Kompartiment (Abb. 10A). Ferner konnten im ersten 5 min Testintervall keine Unterschiede zwischen
den Gruppen in der Zeit, die die Tiere im hellen Kompartiment verbrachten, beobachtet werden (Abb.
10B, linke Tafel). Die Zeitdauer, die die Tiere wahrend des ersten Besuchs im hellen Kompartiment
zubrachten, unterschied sich signifikant zwischen den Gruppen (x2 (5) = 15,7; p = 0,008): Tph2 -/- (U
= 2,0; p = 0,003) und Tph2 +/- (U = 8,5; p = 0,040) Tiere, die dem MS-Paradigma ausgesetzt waren,
verbrachten wahrend des ersten Besuchs mehr Zeit im hellen Kompartiment als ihre wildtypischen
Artgenossen (Abb. 11A). Innerhalb der Kontrollgruppe verbrachten Tph2 -/- Tiere wahrend des ersten

Besuchs signifikant mehr Zeit im hellen Kompartiment als Tph2 +/- Tiere der Kontrollgruppe (U = 10,0;
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p = 0,045; Abb. 11A). Wahrend des zweiten 5 min Testintervalls verbrachten Tiere der MS-Gruppe
signifikant mehr Zeit im hellen Kompartiment als Kontrolltiere (U = 145,0; p = 0,023; Abb. 10 B, rechte
Tafel). In der Post hoc-Analyse ergab sich ein Trend fir eine langere im hellen Kompartiment
verbrachte Zeit wihrend des zweiten Intervalls in Tph2 -/- Tieren der MS-Gruppe im Vergleich zu Tph2
-/- Tieren der Kontrollgruppe (p = 0,071). Ein MS-Effekt zeigte sich auch als Trend, wenn die Zeit, die
Uber die gesamte 10 min Testperiode im hellen Kompartiment verbracht wurde, betrachtet wurde (U
=168,0; p = 0,082; Abb. 11 C). Ein signifikanter Unterschied in der totalen Aufstellfrequenz im hellen
Kompartiment konnte zwischen den verschiedenen Gruppen beobachtet werden (x2 (5) = 12,6; p =
0,027; Abb. 10 C, rechte Tafel). Tph2 -/- Tiere der Kontrollgruppe stellten sich mit einer niedrigeren
Frequenz auf die Hinterbeine als heterozygote (U = 8,0; p =0,039) und wildtypische (U = 8,0; p = 0,039)
Kontrolltiere, sowie Tph2 -/- Tiere, die MS ausgesetzt waren (U = 2,0; p = 0,005). Die
Aufstellfrequenzen im dunklen Kompartiment unterschieden sich hingegen nicht signifikant zwischen
den Gruppen (Abb. 10 C, linke Tafel). In einer getrennten Analyse der beiden Intervalle zeigte sich die
Aufstellfrequenzim hellen Kompartiment wahrend des ersten Intervall von Gruppeneffekten betroffen
(x2 (5) = 16,9; p = 0,005), wahrend die Aufstellfrequenz im Dunklen sich im zweiten Intervall signifikant
zwischen Gruppen unterschied (x2 (5) = 11,4; p = 0,043; Anhang, Tab. S2). Wahrend des ersten
Intervalls hat MS im hellen Kompartiment die Aufstellfrequenz in Tph2 +/+ (U = 7,0; p = 0,015) und
Tph2 —/- Tieren (U = 5,0; p = 0,014) erh6ht, wahrend Tph2 +/- Tiere der Kontrollgruppe eine héhere
Aufstellfrequenz aufwiesen als Tph2 +/+ (U = 9,0; p = 0,016) und Tph2 -/- (U = 2,0; p = 0,005) Tiere
der Kontrollgruppe (Abb. 11 F, linke Tafel). Im zweiten Intervall flihrte die Exposition gegeniiber MS im
dunklen Kompartiment zu einer gesteigerten Aufstellfrequenz in Tph2 +/- (U = 11,0; p = 0,049) und
Tph2 -/- (U =7,0; p = 0,028), jedoch nicht in Tph2 +/+ Mausen (Abb. 11 G, rechte Tafel).

Der Anteil an Tieren, bei denen Spriinge beobachtet werden konnten, war von einer Interaktion
zwischen Tph2-Genotyp und MS (x(5) = 18,3; p = 0,003), sowie der Helligkeit des Bereichs der Arena
abhangig (helles Kompartiment (x(5) = 19,2; p = 0,002), dunkles Kompartiment (x(5) = 4,4; p = 0,493;
Abb. 10 D). Die meisten Tiere zeigten das erste Sprungereignis im zweiten 5 min Test-Intervall (Anhang,
Abb. S1). Im hellen Kompartiment konnte kein Effekt innerhalb der Kontrollgruppe gefunden werden
(x(2) = 3,8; p = 0,148), wo 11,1% der Tph2 +/+, 12,5% der Tph2 +/- und 50% der Tph2 —/- Mause
Springe aufwiesen (Abb. 10 D). Die Exposition gegeniliber MS war mit einem erhoéhten Anteil an
springenden Tph2 -/- Tieren (75%) im Vergleich zu sowohl Tph2 +/+ (0%) als auch Tph2 +/- (0%) Tieren
der MS Gruppe verbunden (x(2) = 14,4; p = 0,001; Abb. 10 D). Fur die Parameter Anzahl der Besuche
des hellen Kompartiments, totale zuriickgelegte Distanz Uber die gesamte Testdauer und beide
Kompartimente, sowie initiale Latenz zur Lokomotion konnten keine Unterschiede zwischen den

Gruppen beobachtet werden (Abb. 11 B, D, E).
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Abb. 10: Angstbezogenes Verhalten im DLB-Test. (A) Die Latenz zum ersten Eintritt in das helle Kompartiment
[s] wurde nicht durch Tph2-Defizienz, MS oder ihrer Interaktion beeinflusst. (B) Zeit [s], die im ersten Intervall
(Int. 1; n.s. = nicht signifikant) und zweiten Intervall (Int. 2; p = 0,023) im hellen Kompartiment verbracht
wurde. (C) Aufstellfrequenz [n/s] im hellen und dunklen Kompartiment zeigt vermehrtes Aufstellen nach MSim
hellen Kompartiment, abhangig vom Tph2-Genotypen (p < 0,050). Sdulen zeigen Gruppenmittelwerte +
Standardfehler (n = 6-8/Gruppe). *p < 0,050, (Post hoc: Mann-Whitney U). (D) Tortendiagramm des Anteils an
Tieren, die Sprungverhalten (rot) im hellen (gelb unterlegt) und dunklen (grau unterlegt) Kompartiment
springen. *p < 0,050 (Chi-Square Test fur Assoziation; n = 6-9/Gruppe).
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Abb. 11: Ausgewdhlte angstbezogene Verhaltensparameter im DLB-Test. (A) Die Zeit, die beim ersten Besuch
im hellen Kompartiment verbracht wurde, unterscheidet sich signifikant zwischen den Gruppen. (B) Die Anzahl
der Besuche des hellen Kompartiments wird nicht durch Tph2-Defizienz, MS oder ihre Interaktion beeinflusst. (C)
Es gibt einen Trend fiir einen Effekt von MS auf die Zeit, die Giber die gesamte Testdauer im hellen Kompartiment
verbracht wird (p < 0,100). (D) Die Distanz, die Tiere Uber die gesamte Testdauer und beide Intervalle zuriicklegen
und (E) die Latenzzeit zur initialen Lokomotion sind nicht signifikant unterschiedlich zwischen den Gruppen. (F)
Die Rearingfrequenzim hellen Kompartimentim 1. Intervall unterscheidet sich signifikant zwischen den Gruppen.
(G) Die Rearingfrequenz im dunklen Kompartiment im 2. Intervall wird in 5-HT-defizienten Tieren durch MS
beeinflusst. Sdulen entsprechen Gruppenmittelwerten + Standardfehlern (n = 6-8/Gruppe fir die automatisch
erhobenen Verhaltensparameter; n = 6-9/Gruppe fiir die manuell erhobenen Verhaltensparameter). * p < 0,050;
** p<0,01#p<0,100; n.s. = nicht signifikant (Post hoc: Mann-Whitney U).

_ dunkles Kompartiment helles Kompartiment
= 100- =< 100-
o E‘ Bl zielgerichter Sprung
E 80+ g 80- Ml panikartiger Sprung
& 60- & 60
@ o
2 40 2 404
s 5
7 04 3 04
2 o
< 0] g o 1N
C MS C MS C MS C MS C MS C MS
+/+ +/- -/- +/- /-

Abb. 12: Sprungverhalten im DLB-Test, unterteilt nach zielgerichteten vs. Panikspriingen und hellem vs
dunklem Kompartiment, nach Gruppen aufgetragen. Sdulen geben den Anteil an Tieren (%) an, die den
Parameter ,Sprungverhalten” (mindestens 1 Sprungereignis) aufwiesen.

Wenn zwischen , zielgerichteten Springen” und ,,Panikspriingen” im dunklen vs. hellen Kompartiment
unterschieden wird, kdnnen verschiedene interessante Beobachtungen gemacht werden: im dunklen
Kompartiment kommen ,zielgerichtete Spriinge” (Abb. 12, linke Tafel, gezeigt in griin) zu einem
gewissen Grad Uber die meisten Gruppen hinweg vor, und ihr Auftreten war bei nur etwa 40% der
Tiere von ,,Panikspriingen” im weiteren Verlauf des Tests gefolgt (davon 75% in Tph2 -/- Mausen, Abb.
12, linkes Panel, gezeigtin lila). Im hellen Kompartiment traten ,zielgerichtete Spriinge” (rechtes Panel,
gezeigt in griin) deutlich seltener auf, und wenn sie auftraten, waren sie in 100% der Falle von
»Panikspriingen” im weiteren Verlauf des Tests gefolgt. Ein bedeutender Anteil von 75% der Tph2 -/-
Mause, die MS unterzogen wurden, vollfiihrte mindestens einen ,,Paniksprung” (Abb. 12, rechte Tafel,

gezeigt in lila).

Mithilfe der c-Fos-Immunhistochemie konnte eine generell gesteigerte Aktivitatim La (F (1,74) =11,9;

p =0,001) und Ce (F (1,74) = 24,4, p < 0.001) nach DLB-Testung festgestellt werden, was sich an einer
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héheren Dichte an c-Fos+ Zellen in Test- im Vergleich zu verhaltensnaiven Tieren zeigt (Abb. 13 C).
AuRerdem wurde eine Tph2-abhinginge Zunahme an c-Fos+ Zellen im BL (F (2,74) = 3,3; p = 0,043)
beobachtet: ein Anstieg der Dichte an c-Fos+ Zellen konnte nur in getesteten in Vergleich zu nicht
getesteten Tph2 +/- Ma&usen gefunden werden, unabhingig davon, ob diese der MS- oder
Kontrollkondition ausgesetzt waren (p < 0,001; Abb. 13 C), wohingegen ein solcher Effekt des DLB-
Tests auf die neuronale Aktivierung fir die anderen Genotypen nicht beobachtet werden konnte. Im
PVN wurde die Dichte an c-Fos+ Zellen vom Tph2-Genotypen beeinflusst (F(2,74) = 3,8; p = 0,028; Abb.
13 F). Tph2 -/- Tiere zeigten keinen Anstieg der Dichte an c-Fos+ Zellen nach Verhaltenstestung im
Vergleich zu verhaltensnaiven Tph2 -/- Tieren, wahrend ein signifikanter Anstieg in Tph2 +/+ (p < 0,001)
und Tph2 +/- (p < 0,001) M3use gefunden werden konnte (Abb. 13 F). Zudem war die Dichte an c-Fos
+Zellen im La zum einen positiv mit der Aufstellfrequenz im hellen Kompartiment (p=0,318; p = 0,035),
v.a. wahrend des zweiten Intervalls (p= 0,331; p = 0,028), und zum anderen mit der Aufstellfrequenz
im dunklen Kompartiment liber die gesamte Testdauer (p=0,474; p=0,001), sowie wahrend des ersten
Intervalls (p=0,422; p = 0,004) assoziiert. Darliber hinaus war die Dichte an c-Fos+ Zellen im La positiv
mit der Anzahl der Besuche des hellen Kompartiments tUber die gesamte Testdauer (p= 0,343; p =
0,023) sowie wahrend des ersten Intervalls (p=0,313; p = 0,039) korreliert. Die Dichte an c-Fos+ Zellen
sowohl im BL (p= 0,389; p = 0,009) als auch im Ce (p= 0,353; p = 0,019) waren nur positiv mit der
Aufstellfrequenz im dunklen Kompartiment korreliert. Die Dichte an c-Fos+ Zellen im BL korrelierte mit
der Aufstellfrequenz im Dunklen wahrend des ersten Intervalls (p= 0,356; p = 0,018) und die Dichte an
c-Fos+ Zellen im Ce korrelierte mit der Aufstellfrequenz im dunklen Kompartiment wahrend des

zweiten Intervalls (p=0,300; p = 0,048).
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Abb. 13: Neuronale Aktivierung in Amygdala und PVN nach DLB-Verhaltenstestung, bestimmt iiber die Dichte
an c-Fos+ Zellen. (A) und (D) Anatomische Schemazeichnungen, die die Unterkerne der Amygdala (A) bzw. den
PVN (D) zeigen. (B) und (E) Reprasentative histologische Schnitte, der c-Fos immunhistochemischen Farbung mit
Nuclear Fast Red (NFR) Gegenfarbung in der Amygdala (Bregma -1,5 mm) (B) und dem PVN (Bregma -0,8 mm)
(E) weiBer MaRbalken = 250 um. Einsatze zeigen héhere VergréRerung, Pfeile zeigen auf c-Fos-positive Neurone
(schwarzer MalRbalken = 50 um). (C) DLB-Exposition flihrt zu einem allgemeinen Anstieg an neuronaler Aktivitat
im La und Ce. Im BL fiihrt die DLB-Exposition zu einem genotypabhéangigen Anstieg der neuronalen Aktivitat (p <
0,050). (F) DLB-Exposition fuihrt in Abhdngigkeit vom Genotyp zum Anstieg der neuronalen Aktivitat im PVN (p <
0,050). Die Exposition gegeniiber MS zeigte keinen Effekt auf die DLB-abhangige neuronale Aktivierung. Sdulen
entsprechen Gruppenmittelwerten + Standardfehler (n = 6-9). *xxp <0,001 (Post hoc: t -test, Bonferroni).
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5.3 Maternale Separation beférdert fluchtartiges Verhalten in Tryptophanhydroxylase 2-defizienten

Mausen im ,,Open field“-Test

Im OF-Test haben Tiere Uber alle Gruppen hinweg eine vergleichbare Distanz sowohl in der zentralen
Zone, als auch Gber die gesamte Arena zuriickgelegt (Abb. 14 A und B). Ferner zeigten sich weder die
Latenz, bis das Zentrum zum ersten Mal betreten wurde (Abb. 15 A), noch die Anzahl an Besuchen der
zentralen Zone (Abb. 15 B), noch die Zeit, die pro Besuch im Zentrum verbracht wurde (Abb. 15 C),
noch die Zeit, die insgesamt in der Zentrumzone verbracht wurde (Abb. 14 C) von einem der
untersuchten Faktoren beeinflusst. Flr die insgesamt wahrend des 1. Testintervalls zuriickgelegte Zeit
zeigte sich ein Interaktionseffekt zwischen Tph2-Genotyp und MS (x2 (5) = 11,6; p = 0,040; Abb. 15 E).
Tph2 -/- Tiere, die MS erlebt hatten, legten eine geringere Distanz zuriick als Tph2 +/- (U =10,0; p =
0,012) und Tph2 +/+ (U = 8,0; p = 0,012) Tiere der MS-Gruppe, und MS fihrte zu einer Abnahme der
Distanz, die Tph2 -/- Tiere der MS-Gruppe im Vergleich zu Tph2 -/- Tieren der Kontrollgruppe
zurticklegten (U = 3,0; p = 0,027; Abb. 15 E). Dieser Effekt zeigte sich nicht mehr im 2. Testintervall
(Abb. 15 F). Zusatzlich konnte eine Genotyp-abhadngige Reduktion des Aufstellens auf die Hinterbeine
(x2(2)=7,9; p=0,019) Uber die gesamte Testperiode gefunden werden, wobei sich Tph2 -/- Tiere tGber
die gesamt Testperiode weniger haufig auf die Hinterbeine stellten als Tph2 +/+ und Tph2 +/- Tiere (p
< 0,020; Abb. 14 D). Wahrend des 1. Testintervalls konnte ein Interaktionseffekt von MS mit Tph2-
Defizienz (x2 (5) = 12,0; p = 0,035) gefunden werden, der darin bestand, dass Tph2 -/- MS Tiere sich
weniger hiufig auf die Hinterbeine aufstellten als Tph2 +/+ (U = 8,0; p=0,011) und Tph2 +/- (U = 11,5;
p = 0,018) Tiere, die MS erlebt hatten und MS nur in Tph2 -/- Mausen, die Haufigkeit, mit der sich die
Tiere auf die Hinterbeine stellten reduzierte (U = 4,5; p = 0,050; Abb. 15 G), wahrend dieser Effekt in
den anderen Genotypen nicht beobachtet werden konnte. Wahrend des 2. Testintervalls stellten sich
Tph2 -/- Tiere seltener auf die Hinterbeine als Tph2 +/- Mause (U = 47,0; p = 0,010), unabhéangig von
der Exposition gegeniiber MS (x2 (2) = 7,1; p = 0,028; Abb. 15 H). Das Erleben von MS fiihrte zu einem
erhohten Anteil an Tieren, die Spriinge wahrend des OF-Tests zeigten, im Vergleich zu Tieren der
Kontrollkondition (x(1) = 5,1; p = 0,024). Dieser Effekt war in Tph2 +/- Tieren besonders ausgepragt,
wo 0% der Kontrolltiere sprangen, hingegen 44,4% der Tph2 +/- Tiere, die MS erfahren hatten (Abb.
14 E). Spriinge traten meist in der zweiten Hélfte der Testperiode auf und waren positiv mit der Anzahl
der Besuche im Zentrum (p=0,30; p = 0,045), sowie mit der insgesamt zurlickgelegten Strecke (p=0,37;
p =0,012) in diesem Intervall assoziiert. Dariber hinaus zeigten sich gruppenspezifische Unterschiede
in der initialen lokomotorischen Latenz (x2 (5) = 14,4; p = 0,013) (Abb. 15 D). Tph2 -/- Tiere, die MS
ausgesetzt waren, zeigten eine verlangerte initiale lokomotorische Latenz im Vergleich zu Tph2 +/+ (U

=12,5; p = 0,040) und Tph2 +/- (U = 9,0; p = 0,009) Tieren der MS-Gruppe. Tph2 +/- Tiere, die MS
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erfahren hatten, zeigten die kiirzeste lokomotorische Latenz (p < 0,020). Die Differenzierung zwischen
“zielgerichteten Spriingen” und “Panikspriingen” zeigte, dass der Anteil an Tieren, die “Panikspriinge”
zeigten hoher war, als der Anteil der Tiere, die ,zielgerichtete Spriinge” zeigten. Ferner traten bei 100%

der Tiere, die zielgerichtete Spriinge vollfihrt hatten, im Verlauf auch “Panikspringe” auf (Abb. 14 F).
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Abb. 14: Angstbezogenes Verhalten im OF-Test. Weder Tph2-Defizienz noch MS zeigten einen Effekt auf (A) die
im Zentrum zuriickgelegte Distanz [cm] (B) die insgesamt zuriickgelegte Distanz [cm] und (C) die im Zentrum
verbrachte Zeit [s]. (D) Homozygote Tph2-Defizienz fiihrte zu einem verringerten Auftreten von Aufstellen auf
die Hinterbeine (p < 0,020) (E) MS erhéhte den Anteil der Tiere, die Spriinge (in Rot dargestellt) zeigten (p =
0,030). Dieser Effekt ist am deutlichsten in Tph2 +/- Tieren. Die Tortendiagramme zeigen den Anteil an Tieren in
Prozent, die pro Gruppe gesprungen sind (F) Anteil der Tiere in Prozent, die ,zielgerichtete Spriinge” (in Griin
dargestellt) vs. ,,Panikspriinge” (in Lila dargestellt) aufwiesen *p < 0,050, n. s. = nicht signifikant (Post hoc: Mann-
Whitney U). Sdulen zeigen Gruppenmittelwerte = Standardfehler (n = 4-9/Gruppe).
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Abb. 15: Ausgewdhlte angstbezogene Verhaltensparameter im OF-Test (A) Weder die Latenz bis zum ersten
Besuch des Zentrums, noch (B) die Anzahl an Besuchen des Zentrums, noch (C) die Zeit, die pro Besuch im
Zentrum verbracht wurde waren von genetischer Tph2 Inaktivierung, MS oder ihrer Interaktion beeinflusst. (D)
Tph2 -/- Tiere, die MS erfahren hatten, zeigten eine langere initiale lokomotorische Latenz im Vergleich zu
Tph2+/+ und Tph2+/- Tieren derselben Gruppe (p < 0,050). Tph2 +/- Tiere, die MS erfahren hatten, wiesen die
kirzeste lokomotorische Latenz auf (p < 0,020). (E) Wahrend des ersten Intervalls legten Tph2-/- M&use, die MS
Exposition erfahren hatten, eine geringe Strecke zurtick als Tph2 +/- (p = 0,012) oder Tph2 +/+ (p = 0,012) Tiere
der gleichen Kondition. MS reduzierte die Distanz, die Tph2 -/- Tiere zuriicklegten (p = 0,027). (F) Dieser Effekt
zeigte sich nicht im zweiten Testintervall. (G) Im ersten Intervall konnte ein MS x Tph2 Effekt (p = 0,035) gezeigt
werden, mit weniger haufigem Aufstellen auf die Hinterbeine in Tph2 -/- MS im Vergleich zu Tph2 +/+ MS (p =
0,011) und Tph2 +/- MS (p = 0,018) Tieren, wobei MS die Aufstellfrequenz nur in Tph2 -/- Mausen reduzierte (p
=0,050). (H) Im zweiten Intervall stellten sich Tph2 -/- Mause seltener auf die Hinterbeine als Tph2 +/- Mause (p
= 0,010), unabhéangig von der Exposition gegenlber MS (p = 0,028). Saulen zeigen Gruppenmittelwerte +
Standardfehler (n = 4-9/Gruppe). *p < 0,05, ** p < 0,01, n.s. = nicht signifikant (Post hoc: Mann-Whitney U).
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Die Auswertung der c-Fos-Immunhistochemie zeigte einen generellen Effekt des OF-Tests auf die
neuronale Aktivierung im BL (F (1,76) = 59,2; p < 0,001), Ce (F (1,76) = 17,3; p < 0,001) und PVN ( F
(1,75) = 71,7; p < 0,001), wobei Tiere, die dem OF-Test ausgesetzt waren, hohere Dichten an c-Fos+
Zellen zeigten als verhaltensnaive Mause (Abb. 16 C und F). AuRerdem konnte eine spezifische
Aktivierung des La (F (1, 76) = 6,5; p = 0,013) beobachtet werden. In verhaltensnaiven MS Tieren war
die c-Fos+ Zelldichte verringert im Vergleich zu verhaltensnaiven, nichtgestressten Kontrolltieren (p =
0,008). Die Exposition gegenliber dem OF-Test steigerte die Dichte an c-Fos+ Zellen in diesen Tieren (p
=0,001), wahrend sich die c-Fos+ Zelldichte in nichtgestressten Kontrolltieren nicht verandert zeigte.
Im VLPAG zeigte sich die Dichte an c-Fos+ Zellen in Abhangigkeit von einer 3-fach Interaktion zwischen
Genotyp, MS und OF-Test im Erwachsenenalter beeinflusst (F (2,72) = 3,2; p = 0,049) (Abb. 17 C). Die
Testung im OF erhohte die Dichte an c-Fos+ Zellen nur in Tph2 +/- Tieren der Kontroll- (p < 0,001) und
MS-Gruppe (p = 0,004), sowie in Tph2 -/- Tieren der Kontrollgruppe (p = 0,002) im Vergleich zu den
entsprechenden verhaltensnaiven Tieren, jedoch nicht in gestressten Tph2 -/- oder wildtypischen
Tieren der gestressten oder ungestressten Gruppe. Eine im DPLAG gefundene 3-fach Interaktion (F
(2,72) = 4,3; p = 0,018) zeigte hingegen keine signifikanten Effekte in den nachfolgenden Post hoc

Vergleichen.
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5 Ergebnisse

Abb. 16: Neuronale Aktivierung in Amygdala und PVN nach OF-Testung anhand der Dichte von c-Fos+ Zellen
(A) und (D) Anatomische Schemazeichnungen, die die Unterkerne von Amygdala (A) und den PVN (D) darstellen.
(B) und (E) Reprasentative histologische Schnitte, die c-Fos-Immunhistochemie mit Nuclear Fast Red (NFR)
Gegenfarbung in der Amygdala (Bregma -1,5 mm) (B) und dem PVN (Bregma - 0,8 mm) (E) zeigen. Weiler
GroRenbalken = 250 um. Einsdtze zeigen hoéhere VergrofRerung, Pfeile zeigen auf c-Fos+ Neurone (schwarzer
GroRenbalken = 50 um). (C) OF Exposition fihrt zu einer generellen Aktivierung der basolateralen (BL) und
zentralen (Ce) Amygdala, in der der lateralen Amygdala (La) zeigt sich eine neuronale Aktivierung in Abhangigkeit
von der Exposition gegeniiber MS (p < 0,020). (F) Die OF Exposition erhoht die generelle neuronale Aktivierung
im PVN (p < 0,001), wahrend MS und Tph2 keinen Effekt auf die OF-abhéngige neuronale Aktivierung zeigen.
Saulen zeigen Gruppenmittelwerte + Standardfehler (n = 4-9/Gruppe). **p < 0,010 und ***p < 0,001 (Post hoc:
t -test, Bonferroni).
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5 Ergebnisse

Abb. 17: Neuronale Aktivierung in ventrolateralem (VLPAG) und dorsolateralem (DLPAG) Periaquaduktalen
Hohlengrau nach OF-Testung anhand der Dichte von c-Fos+ Zellen. (A) Anatomische Schemazeichnung des
Periaquaduktalen Hohlengraus. (B) Reprasentativer histologischer Schnitt, der c-Fos-Immunhistochemie mit
Nuclear Fast Red (NFR) Gegenfarbung im PAG zeigt (Bregma -4,4 mm). Weiller GroRenbalken = 250 um. Einsatze
zeigen hohere VergréRerung, Pfeile zeigen auf c-Fos+ Neurone (schwarzer GréRenbalken = 50 um). (C) OF-
Exposition fhrt zu einer Genotyp x Umwelt x Test-abhadngigen neuronalen Aktivierung in DLPAG und VLPAG (p
< 0,050). Saulen zeigen Gruppenmittelwerte + Standardfehler (n = 4-9/Gruppe). **p <0,010 und ***p <0,001
(Post hoc: t -test, Bonferroni), § 3-fach Genotyp x Umwelt x Test-Interaktion, p = 0,018 (3-way ANOVA).
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6 Diskussion

6.1 Interpretation der Ergebnisse

Das Ziel dieser Studie war es, die Effekte des Zusammenwirkens von funktionellen Defiziten des
serotonergen Systems und friithen negativen Lebenserfahrungen auf Angstverhalten zu untersuchen.
Im Rahmen dieser Studie konnten einige Unterschiede im Verhalten zwischen den Tph2-Genotypen in
Abhangigkeit von der Exposition gegenliber postnatalem Stress beobachtet werden. Darliber hinaus
konnten verschiedene testspezifische und Tph2-Genotyp- bzw. MS-abhdngige neuronale
Aktivierungsmuster in wichtigen Regionen des Angst-Netzwerks mithilfe der immunhistochemischen

Darstellung des ,,Immediate early” Gens c-Fos identifiziert werden.

Wie im einfiihrenden theoretischen Teil erortert, brachten Studien, die die Effekte einer konstitutiven
5-HT-Depletion auf Angstverhalten untersuchten, teilweise widerspriichliche und inkonsistente
Ergebnisse hervor (Mosienko et al., 2015), wobei die Datenlage insgesamt am ehesten auf eine
Abnahme von angeborenem Angstverhalten sowie eine gesteigerte Expression von Furchtverhalten
hinweist (Mosienko et al., 2012; Waider et al., 2017). Partiell 5-HT-defiziente Tiere, wie beispielsweise
Tiere mit einem heterozygoten monoallelischen Tph2-Knockout, zeigten zumeist kein signifikant
verandertes Angstverhalten im Vergleich zu wildtypischen Tieren (Mosienko et al., 2014). Auch fiir MS,
das in dieser Studie verwendete ELS-Paradigma, konnten in der Vergangenheit Auswirkungen auf
Angstverhalten gezeigt werden (Wigger & Neumann, 1999; Kalinichev et al., 2002), wobei sich auch
hier teilweise widersprichliche Ergebnisse ergaben (Millstein & Holmes, 2007; Savignac et al., 2011).
Auf einige Faktoren, die fiir diese widerspriichlichen Ergebnisse verantwortlich sein konnten, wie das
verwendete Stressparadigma, die Dauer der Stressexposition, die Frequenz der Stressapplikation, den
Zeitpunkt der Stressexposition innerhalb der Entwicklung, die Intensitat und Valenz des Stressors,
Unterschiede im genetischen Hintergrund sowie geschlechts- und speziesspezifische Unterschiede, ist
im einleitenden theoretischen Teil eingegangen worden. Ein weiterer wichtiger Faktor, der die Effekte
von MS modulieren kann, stellt das miutterliche Verhalten sowie dessen Interaktion mit MS (Own &
Patel, 2013) dar, welches durch genetische Faktoren und Lebensereignisse (Meaney, 2001) beeinflusst
werden kann. Wie im Abschnitt 1.4. erlautert, spielen geschlechtsspezifische Unterschiede an
verschiedenen Stellschrauben eine fiir Stressregulation und Angstverhalten wichtige Rolle und
beeinflussen die Auswirkungen von ELS auf die Jungtiere. So konnte u.a. gezeigt werden, dass die
pranatale Exposition gegeniiber dem Glucocorticoid Dexamethason in weiblichen, jedoch nicht in
mannlichen Mausen, zu einer verringerten Tph2 Expression, einhergehend mit gesteigertem

Angstverhalten im Erwachsenenalter, fiihrt (Hiroi et al., 2016). Das bedeutet, dass das Geschlecht
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einen vermittelnden Faktor fiir die Wechselwirkung zwischen der frihen Exposition gegeniiber
Stresshormonen bzw. Stress und der Entwicklung des serotonergen Systems darstellt, was einen
bedeutsamen Mechanismus fiir die Pathogenese von Angsterkrankungen bei Frauen darstellen kann.
Neben der Vermittlung geschlechtsspezifischer Unterschiede in der Entwicklung des serotonergen
Systems, konnen Geschlechtshormone auch direkte regulatorische Wirkungen auf die Funktion des
serotonergen Systems vermitteln. So fiihrt beispielsweise eine systemische Ostrogenverabreichung
Giber ERB vermittelt zu einer gesteigerten Tph2 Expression in bestimmten Subregionen der DR, was
zudem mit einer verringerten Prasentation von Angstverhalten einhergeht (Donner & Handa, 2009;
Hiroi et al., 2006; Hiroi & Neumaier, 2006; Hiroi 2016). Diese Tph2-abhdngige anxiolytische Wirkung
von Ostrogenen kdnnte erkldren, warum in unserer Studie Angstverhalten in stressnaiven Mdusen nur
bei kompletter Tph2-Defizienz gefunden werden konnte. Im Einklang hiermit konnte eine vorherige
Arbeit aus unserer Gruppe zeigen, dass Tph2 -/- Weibchen, im Gegensatz zu Tph2 -/- Mannchen,
gesteigertes Angstverhalten im Sinne einer verstarkten lokomotorischen Inhibition in einer neuen
Umgebung aufweisen, womoglich, da durch den Mangel an 5-HT die 5-HT vermittelte anxiolytische
Wirkung von Ostrogenen weniger zum Tragen kommt (Gutknecht et al., 2015). Diese Hypothese steht
allerdings im Gegensatz zu anderen Studien, in denen die Aktivierung der kaudalen DR mit
gesteigertem Angstverhalten in Zusammenhang gebracht und anhand derer ein anxiogener Effekt von
5-HT postuliert wurde (Paul & Lowry, 2013). Eine mogliche Erklarung fir diese Diskrepanz konnte das
Vorhandensein weiterer modulierender Faktoren, wie beispielsweise eine gleichzeitige Ausschiittung
verschiedener Neurotransmitter aus den aktivierten 5-HT Neuronen der DR, darstellen, worauf spater

ndher eingegangen werden wird.

Darliber hinaus weisen die Ergebnisse unserer Studie darauf hin, dass die Effekte der Tph2-Genotypen
und die Auswirkungen von MS auf Angstverhalten und neuronale Aktivierungsmuster von der
Stressintensitdt des Verhaltenskontexts abhdngig sind, da sich unterschiedliche, teilweise sogar
gegensatzliche Effekte, bei Exposition gegenlbber dem stirker aversiven, da keine

Rickzugsmoglichkeiten bietenden OF-Test im Vergleich zum DLB-Test zeigten.

Im DLB-Test zeigten Tph2 -/- Tiere im Vergleich zu Tph2 +/+ und Tph2 +/- Mdusen eine verringerte
explorative Aktivitdt im hellen, aversiven Kompartiment, gemessen an der Rearingfrequenz in diesem
Bereich, wobei dieser Effekt interessanterweise nur in Tieren der Kontrollgruppe beobachtet werden
konnte. MS konnte die negativen Auswirkungen von Tph2-Defizienz auf exploratives Verhalten
aufheben und das Erkundungsverhalten auf das Niveau der anderen Genotypen angleichen. Wie im
Methodenteil erdrtert, wurde die Verhaltensanalyse lber die 10-minltige Testdauer zum einen
separat in 2 Intervallen a 5 Minuten und zum anderen Uber die Gesamttestdauer durchgefiihrt, um

durch die Neuartigkeit des Kontexts bedingte Effekte zu Beginn der Testperiode zu identifizieren.
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Wenn man die beiden Intervalle fiir diesen Verhaltensparameter separat analysiert, zeigt sich ein
allgemeiner Effekt von MS wahrend der ersten 5 Minuten, wobei MS die explorative Aktivitat von
wildtypischen und Tph2 -/- M&usen steigert. Wahrend dieser Effekt in Tph2 +/+ Mause in der Analyse
der Gesamttestdauer verschwindet, bleibt er in Tph2 -/- Tieren bestehen, was auf durch 5-HT-Defizienz
bedingte veranderte Verhaltensweisen bei Exposition gegeniber eines neuartigen, aversiven

Verhaltenskontexts hinweist.

Die explorative Aktivitdt im dunklen, nicht-aversiven Kompartiment, gemessen an der Frequenz des
Aufstellens auf die Hinterbeine in diesem Bereich, zeigte sich wahrend des ersten Intervalls sowie tber
die Gesamttestdauer unbeeinflusst. Jedoch konnte wahrend des zweiten Testintervalls ein MS-Effekt
beobachtet werden, der zu einem Anstieg der explorativen Aktivitat im dunklen Kompartiment sowohl

in hetero- als auch in homozygot Tph2-defizienten Mausen fihrte.

Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass MS zum einen das explorative Verhalten 5-HT-defizienter Tiere
in einem neuartigen, anxiogenen Kontext, gemessen an der explorativen Aktivitat im hellen
Kompartiment wahrend des 1. Intervalls, beeinflussen kann, und dass MS zum anderen dariiber hinaus
auch in 5-HT-defizienten Tieren die von der unmittelbaren Neuheit eines Reizes unabhangige
explorative Aktivitdt in einem weniger anxiogenen Kontext, ermittelt durch die explorative Aktivitatim

dunklen Kompartiment wahrend des 2. Intervalls, verdndern kann.

Zusatzlich zur explorativen Aktivitat scheint MS in 5-HT-defizienten Mausen das Grundniveau
angstlichen Verhaltens zu modifizieren. Der DLB-Test stellt, wie im einfiihrenden theoretischen Teil
erldutert, einen ethologischen Verhaltenstest dar, der konfliktbezogenes Angstverhalten evoziert.
Dadurch, dass Mause in diesem Testparadigma einerseits die Moglichkeit haben, ein neues, aversives,
helles Kompartiment zu erkunden, sich andererseits jedoch jederzeit in das sichere, dunkle
Kompartiment zuriickziehen kdnnen, also im Gegensatz zum OF-Test Zeit im hellen Kompartiment
verbringen kénnen, jedoch nicht miissen, kann die Zeit, die in den jeweiligen Kompartimenten
verbracht wird, als Mal8 flir das basale Sicherheits- vs. Erkundungsbediirfnis einer Maus gewertet
werden. Hierbei ist wiederum die Analyse der Verhaltensparameter in zwei Intervallen sinnvoll, da das
Verhalten zu Beginn des Tests durch initiale, durch die Neuartigkeit des Kontexts bedingte
Verhaltensweisen liberlagert sein kann, wahrend das zweite Intervall die natirliche Praferenz einer
Maus fir die jeweiligen Kompartimente nach initialer Adaptation besser widerspiegelt. Hierbei zeigte
sich, dass die Exposition gegeniliber MS die Zeitdauer, die Maduse wahrend des 2. Intervalls im hellen
Kompartiment verbringen, beeinflusst, wobei MS die im hellen Kompartiment verbrachte Zeit
verlangert. In homozygot Tph2-defizienten Mausen hebt MS die im Vergleich zu den anderen
Genotypen reduzierte Zeit, die Tph2-/- Mause im hellen Kompartiment verbringen, auf ein anderen
Genotypen vergleichbares Niveau an. MS scheint also in 5-HT-defizienten Mausen sowohl die
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Bewertung von neuartigen Kontexten und die explorative Aktivitdt, als auch das natlrliche

Grundniveau an Angstlichkeit zu beeinflussen.

Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass homo- und heterozygot Tph2-defiziente Tiere, die MS
unterzogen wurden, wahrend ihres ersten Besuchs im hellen Kompartiment dort mehr Zeit
verbrachten als ihre wildtypischen Artgenossen. Bei den Tieren der Kontrollgruppe, welche kein MS

erfahren hatten, zeigte sich dieser Parameter nur bei homozygot Tph2-defizienten Tieren verlangert.

Die Latenzzeit, bis die Tiere das helle Kompartiment erstmals betraten, unterschied sich
Uberraschenderweise nicht signifikant zwischen den Gruppen. Auch die initiale lokomotorische Latenz,
gemessen an der Zeit, bis ein Tier zum ersten Mal die Position aller vier Pfoten verandert hat, zeigte
sich nicht unterschiedlich zwischen den Gruppen, was angesichts der Tatsache, dass der Test im

dunklen, nicht-aversiven Kompartiment begann, interessant ist.

Zusammenfassend kann man sagen, dass MS in Tph2 -/- Tieren sowohl einen Effekt auf die explorative
Aktivitat, als auch die Bewertung neuartiger Verhaltenskontexte sowie das Grundniveau an
Angstlichkeit zeigt, wahrend in wildtypischen Tieren v.a. die Bewertung neuer Umgebungen und in

Tph2 +/- M&usen die Aktivitat durch MS beeinflusst wurden.

Im OF-Test konnten, im Gegensatz zum DLB-Test, Unterschiede in der initialen lokomotorischen Latenz
zwischen den Gruppen beobachtet werden; dieser Verhaltensparameter zeigte sich in Tph2 -/- Mdusen
der MS-Gruppe signifikant verlangert. Ein solcher Effekt konnte im DLB-Test nicht gesehen werden,
wobei die Mause hierbei initial in das dunkle, weniger aversive Kompartiment gesetzt wurden. Dieses
Ergebnis unterstitzt weiter die Hypothese einer verdnderten initialen Bewertung einer neuartigen
Umwelt nach MS-Exposition, im Sinne einer erhéhten Einschatzung des Bedrohungsniveaus vor allem

in aversiven Kontexten, wobei sich dieser Effekt bevorzugt in Tph2-defizienten Tieren manifestierte.

Ebenfalls fiir eine gestorte initiale Bewertung von neuen Umweltkontexten spricht die Tatsache, dass
Tph2-/- Tiere, die MS erfahren hatten, wahrend des ersten Testintervalls, in das noch Effekte der
initialen Verhaltensinhibition einflieRen, eine reduzierte explorative Aktivitat aufwiesen, wohingegen

dieser Effekt im 2. Testintervall nicht mehr beobachtet werden kann.

Diese Ergebnisse weisen im Gegensatz zu den im DLB-Test gewonnen Daten darauf hin, dass in einem
unentrinnbaren und eindeutig aversiven Kontext wie dem OF-Test, die Kombination aus MS und 5-HT-
Defizienz die initiale Bewertung einer neuen Umwelt als potentiell bedrohlich aggraviert, was mit
verstarkter Verhaltensinhibition einhergeht, wahrend in dem weniger eindeutig aversiven und mehr
auf konfliktarer Angst basierendem DLB-Test die Exposition gegeniliber MS die durch 5-HT-Defizienz

bedingte Verhaltensinhibition auf ein normales Niveau zurtickbringen bzw. angleichen konnte.
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Ein Mangel an gehirnspezifischem 5-HT fihrte im OF-Test zu keinen Verhaltensanderungen in Tieren
der Kontrollgruppe, welche keine MS-Exposition erfahren hatten. Im Gegensatz dazu wiesen 5-HT-
defiziente Tph2 +/- und Tph2 -/- Mause nach MS-Exposition wahrend der zweiten Halfte der
Testperiode panikartiges Fluchtverhalten auf, wobei der Effekt in Tph2 +/- Tieren, wo 0 von 9 Tieren
aus der Kontrollgruppe, jedoch 4 von 9 Tieren aus der Stressgruppe panikartige Spriinge zeigten, am
ausgepragtesten zu sein schien. Wenn weiter zwischen ,zielgerichteten Spriingen” und
,Panikspriingen” differenziert wurde, konnte festgestellt werden, dass der Anteil an Tieren, die
,Panikspriinge” zeigten, hoher war als der Anteil der Tiere, die ,zielgerichtete Spriinge” zeigten. Ferner
traten bei 100% der Tiere, die zielgerichtete Spriinge gezeigt hatten, im Verlauf auch , Panikspriinge”
auf, was darauf hinweisen kdnnte, dass zielgerichtete Spriinge, auch wenn sie in anderen Kontexten,
wie spater bei den Ergebnissen des DLB-Tests diskutiert, eine durchaus normale Verhaltensstrategie
darstellen kdnnen, im aversiven Kontext nicht zielfihrend oder sogar maladaptiv sein kdnnten.
Interessanterweise zeigte sich der starkste Effekt von MS auf 5-HT-defiziente Tiere in den
heterozygoten Tieren. Eine Studie unserer Gruppe konnte zeigen, dass homozygot Tph2-defiziente
Mause eine Reduktion GABAerger Neurone in BL und La aufweisen, wohingegen die Anzahl GABAerger
Neurone in der Amygdala heterozygoter Tph2-defizienter Mause vermehrt war (Waider et al., 2012).
Im Einklang mit der Deakin-Graeff Hypothese wird angenommen, dass bei Exposition gegenliber einem
Angstreiz eine Aktivierung des Ce vermittelt Gber CRH+ Projektionen in der DRVL/VLPAG, zu einer
Aktivierung serotonerger Neurone in dieser Region fuhrt (Peyron et al., 1998; Rizvi et al., 1991; Paul et
al., 2014), welche wiederum in den DPAG projizieren und dort Panikverhalten inhibieren. Es ware
moglich, dass die vermehrte Anzahl GABAerger Neurone im BL von Tph2 +/- Tieren, zu einer
verminderten Aktivierung des Ce durch den BL fiihren kdnnte, was eine verringerte Aktivierung der
serotonergen Neurone der DRVL/VLPAG durch den Ce zur Folge haben kénnte. Wenn die serotonergen
Neurone der DRVL/VLPAG, die aufgrund des heterozygoten Tph2-Mangels ohnehin bereits weniger 5-
HT produzieren, weniger aktiv waren, kdonnte dies zu einer verringerten Wirksamkeit des anti-
panischen serotonergen DRVL/VLPAG -> DPAG-Pathways fiihren, wodurch panikartiges Verhalten
weniger wirksam begrenzt werden konnte. Da Tph2 +/- Tiere der Kontrollgruppe im OF-Test kein
Sprungverhalten zeigten, scheint es, dass die serotonerge Inhibierung des DPAGs durch die
DRVL/VLPAG trotz reduzierter 5-HT-Synthesekapazitat in Tph2 +/- Tieren, die kein ELS erlebt haben,
noch ausreichend ist. Die Exposition gegeniiber MS scheint diese Kompensation hingegen nicht mehr
moglich zu machen, was gesteigertes panikartiges Verhalten beglinstigen konnte. Auf mogliche

Mechanismen hierfiir wird im Verlauf ndher eingegangen.

Auch im DLB-Test konnte Sprungverhalten beobachtet werden, wobei im hellen, aversiven
Kompartiment v.a. Tph2-/- Mause, die postnatal MS unterzogen waren, sprangen. Wenn zwischen

,zielgerichteten Spriingen” und ,,Panikspriingen” im dunklen vs. hellen Kompartiment unterschieden
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wurde, konnten verschiedene interessante Beobachtungen gemacht werden: im dunklen, ,sicheren”
Kompartiment traten ,zielgerichtete Spriinge” in einem gewissen Ausmal’ liber die meisten Gruppen
hinweg auf, und ihr Auftreten war in weniger als der Halfte der Falle von ,,Panikspriingen” im weiteren
Verlauf des Tests gefolgt, wobei 75% derjenigen Tiere, die nach zielgerichteten Spriinge auch
,Panikspriinge” vollfiihrten, Tph2 -/- Mause waren. Im aversiven, hellen Kompartiment traten
,zielgerichtete Spriinge” deutlich seltener auf und wenn sie auftraten, waren sie, vergleichbar mit den
Daten aus dem OF-Test, in 100% der Falle von ,,Panikspriingen” im weiteren Verlauf des Tests gefolgt.
Ein groBer Anteil von 75% der Tph2 -/- Mause, die MS-Exposition erfahren hatten, vollfihrte
mindestens einen ,,Paniksprung”. Trotz der kleinen GruppengrolRe konnten diese Ergebnisse Folgendes
nahelegen: (1) ,zielgerichtete Spriinge” konnten im dunklen Kompartiment einen aktiven
Bewadltigungsversuch in einer Situation darstellen, die als neu, jedoch nicht als akut aversiv und
unmittelbar bedrohlich wahrgenommen wird, wofilir auch sprechen kdnnte, dass dieses Verhalten
Uber fast alle Gruppen hinweg in einem gewissen AusmaR auftrat und meist nicht, in wildtypischen
Mausen sogar nie, von ,Panikspriingen” gefolgt war. (2) Im hellen, aversiven Kompartiment traten
yzielgerichtete Spriinge” seltener als im dunklen Kompartiment auf, und wenn sie auftraten, waren
sie, ahnlich wie im OF, immer auch von ,Panikspriingen” gefolgt. Dies suggeriert, dass das aversive,
hell ausgeleuchtete Kompartiment der DLB, vergleichbar mit dem OF, eher unkoordinierte panikartige
Satze als koordinierte, aufwarts gerichtete Spriinge mit dem Ziel, der Arena zu entkommen, beférdert.
Dieser Effekt scheint besonders ausgepragt in Tph2 -/- M&usen zu sein, die gegeniiber frithem Stress
exponiert waren, was auf eine Gen x Umwelt—Interaktion hinweisen kénnte. Tph2 +/- M3use der MS-
Gruppe, welche im OF den groRten Anteil an Tieren mit Sprungverhalten darstellten, zeigten im hellen
Kompartiment der DLB interessanterweise kein Sprungverhalten. Nachdem die DLB einen anderen und
insgesamt weniger aversiven Reiz darstellt als das OF, insofern das helle Kompartiment der DLB zwar
vergleichbar hell wie das OF ist, jedoch gleichzeitig auch die stdndige Rickzugsmoglichkeit in das
dunkle Kompartiment beinhaltet, kann man fur Tph2 +/- MS-Mé&use annehmen, dass panikartiges
Verhalten durch eine Kombination von partieller 5-HT-Defizienz und ELS bedingt wird, allerdings nur
in einem unentrinnbaren und stark aversiven Kontext. In einem uneindeutigen oder weniger aversiven
Kontext scheint panikartiges Verhalten trotz partieller 5-HT-Defizienz und der Exposition gegeniber

friithem Stress durch das panikinhibierende System ausreichend begrenzt zu werden.

Insgesamt wird Sprungverhalten im Kontext von unbekannten, potentiell bedrohlichen
Umweltbedingungen als Fluchtverhalten gewertet (Carvalho-Netto et al., 2006; Carvalho-Netto et al.,
2007). Wenn Nagetiere mit Reizen oder Umgebungen, die ein Gefahrenpotential mit sich bringen
konnten, konfrontiert sind, werden meist konservierte Verhaltensstrategien aktiviert, die das Ziel
verfolgen, das Uberleben des Individuums zu sichern (Fanselow, 1994). Welche Strategie hierbei in

welcher Situation angewandt wird, ist abhdngig von dem eingeschatzten Ausmal der Bedrohung
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(Deakin & Graeff, 1991) sowie begleitenden Umwelt- und individuenabhangigen Faktoren (Carvalho-
Netto et al., 2006). Eine andere Hypothese nimmt an, dass es verschiedene Verhaltensstrategien und
Verhaltensstile im Umgang mit bedrohlichen Situationen gibt und jeder Organismus ein individuelles
Spektrum an Copingstrategien besitzt. In potentiell gefdhrlichen Situationen wird eine
Verhaltensweise aus dem einem Individuum eigenen Repertoire an Copingstrategien angewandt,
sodass die gezeigte Verhaltensantwort primar von den individuellen Bewaltigungsstilen eines Tieres
bestimmt wird (Koolhaas et al., 1999; Koolhaas et al., 2007). Sowohl fur die Hypothese einer primar
situations- und stressorabhangigen, als auch fiir die Hypothese einer primar individuumsabhangigen
Auswahl der angewandten Copingstrategie kann der regulatorische Effekt von 5-HT auf die
Verhaltensantwort eine wichtige Rolle spielen. Wie im einfiihrenden theoretischen Teil erldutert,
stehen das serotonerge System und die Stressachse in einem engen Verhdltnis gegenseitiger
Regulation. Die Bedeutung dieser Interaktion wird durch die Beobachtung, dass 5-HT-defiziente Tiere
im Rahmen dieser Studie dysreguliertes Fluchtverhalten im Sinne von panikartigen Spriingen zeigen,
und dies durch die Exposition gegenilber friihem Stress zusatzlich aggraviert werden kann, weiter
unterstrichen. Es scheint, dass die Trennung vom Muttertier in friihen postnatalen Stadien das
Verhaltensrepertoire in Abhangigkeit vom Tph2-Genotyp hin zu proaktiveren, mehr fluchtorientierten
Verhaltensstrategien verschieben kann. Damit im Einklang konnten Studien zeigen, dass ELS die
Vulnerabilitdt gegenliber panikauslosenden Substanzen wie CO, erhéht, wobei vor allem weibliche
Individuen betroffen sind (Dumont et al., 2011; Genest et al.,, 2004), was ebenfalls auf einen
panikbegiinstigenden Effekt von ELS hinweist. Hierbei gilt es zu bedenken, dass Verhaltensstrategien
per se nicht adaptiv oder maladaptiv sind, sondern dass die Angepasstheit eines Verhaltens an die
Anforderungen einer spezifischen Situation im Sinne der ,Match-Mismatch-Hypothese” von dem
Kontext, in dem der jeweilige Copingstil gezeigt wird, abhangig ist (Nederhof & Schmidt, 2012).
Verhaltensweisen, die in einem Kontext maladaptiv sind, kénnen in einem anderen Kontext dazu
beitragen, das Uberleben des Individuums zu sichern. So kénnten zielgerichtete Spriinge im dunklen
Kompartiment der DLB, die Gber nahezu alle Gruppen hinweg auftraten und meistens nicht von
Panikspriingen gefolgt waren, durchaus ein adaptives Verhalten im Sinne eines Versuchs, der Arena
durch einen gezielten Sprung zu entkommen, darstellen, wobei sich die Tiere nach Misslingen dieser
Strategie anderen, potentiell besser angepassten Copingstrategien, zuwandten. Im Gegensatz hierzu
miindete das vorherige Durchfiihren zielgerichteter Spriinge im hellen Kompartiment der DLB sowie
im OF in dieser Studie in 100% der Falle in liberschieBendes, panikartiges Sprungverhalten, weshalb es

in diesem Kontext ein maladaptive Verhaltensweisen begiinstigendes Verhalten darzustellen scheint.

GemalR der Deakin-Graeff Hypothese kommen 5-HT verschiedene Rollen in der Modulation des
Verhaltens von Individuen angesichts aversiver Reize zu, wobei, wie im einflihrenden theoretischen

Teil erldutert, ein panikinhibierendes, ein angstférderndes und ein antidepressives System
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unterschieden werden konnen (Deakin & Graeff, 1991). Das Auftreten von panikartigen Spriingen bei
5-HT-defizienten Tieren ist im Einklang mit einer verminderten Aktivitdt des anti-panischen
serotonergen Systems in der DRVL/VLPAG zu sehen. Die Tatsache, dass die Exposition gegeniiber MS
zu einer Aggravation panikartiger Verhaltensweisen in 5-HT-defizienten Tieren fiihrt, erscheint
zunachst im Gegensatz zu Studien zu stehen, die nach MS-Exposition in Ratten gesteigerte 5-HT-
Synthesekapazitaten in der DRVL, dem Ausgangspunkt des anti-panischen Systems, zeigen konnten
(Gardner et al., 2009a), wodurch eine verbesserte serotonerge Inhibition des DLPAG zu erwarten ware.
Allerdings ist davon auszugehen, dass der konstitutive 5-HT-Mangel in den hier verwendeten Tph2-
defizienten Mausen zu kompensatorischen Anpassungsmechanismen fiihrt. So ist beispielsweise
bekannt, dass die Expression von 5-HTRs in Tph2-defizienten Mausen verandert ist. Die anti-panischen
Effekte von 5-HT im DLPAG werden Uber 5-HT1AR und 5-HT2AR vermittelt (Pobbe, 2011; Pobbe &
Zangrossi, 2005), weswegen eine mogliche Hypothese wére, dass verdanderte Expressionsmuster von
5-HT1AR und 5-HT2AR im DLPAG in partiell 5-HT-defizienten Mausen fiir die Abschwachung der
panikinhibierenden Wirkung von 5-HT in dieser Region verantwortlich sein kdénnten. Ferner ist
bekannt, dass stressbedingt erhdhte Corticosteronspiegel tGber eine transkriptionelle Repression des
5-HT1AR-Promotors zu einer Herunterregulation von 5-HT1AR fiihren kdnnen (Farisse et al., 2000;
Fernandes et al., 1997), was ebenfalls ein Mechanismus sein konnte, wie Stress vor dem Hintergrund
einer 5-HT-Defizienz eine verringerte serotonerge Inhibierung von Panikverhalten in heterozygot
Tph2-defizienten Tieren beglinstigen konnte. Ein anderer moglicher Mechanismus koénnte eine
gesteigerte CRH-Expression im Hypothalamus infolge von MS (Nishi et al.,, 2014) und eine CRH-

vermittelte Wirkung auf das PAG (Berrino, 1996) sein.

Das Ergebnis unserer Studie, dass ein 5-HT Mangel zum Auftreten von gesteigertem Angstverhalten im
Sinne einer gesteigerten Verhaltensinhibition flhrt, scheint im Gegensatz zu dem angstférdernden
Effekt von 5-HT, den die Deakin-Graeff-Hypothese postuliert, zu stehen. Hier kdnnten weitere
Faktoren, wie die gemeinsame Ausschiittung verschiedener Neurotransmitter, sowie die Tatsache,
dass ein konstitutiver und kein akuter 5-HT-Mangel vorliegt, der mit kompensatorischen
Anpassungsmechanismen einhergehen kann, von Bedeutung sein. So konnte gezeigt werden, dass der
konstitutive Mangel an 5-HT zu einer Veranderung in der Aktivitdt anderer Neurotransmittersysteme,
wie beispielsweise des noradrenergen Systems fiihrt (Gutknecht et al., 2012) und eine Veranderung in
der Expression von fiir Angstverhalten wichtigen Genen verursacht (Mosienko et al., 2014; Mosienko
et al., 2015). Ferner wurde diese Studie, im Vergleich zum Grof3teil der Studien, die die Auswirkungen
von MS-Exposition auf Angstverhalten untersuchen, an weiblichen Tieren durchgefiihrt. Es ist bekannt,
dass eine systemische Ostrogenverabreichung zu einer gesteigerten Tph2-Expression in bestimmten
Subregionen der DR fiihrt, und dies mit einem verringerten Auftreten von Angstverhalten einhergeht

(Donner & Handa, 2009; Hiroi et al., 2006; Hiroi & Neumaier, 2009; Hiroi 2016). Eine vorherige Arbeit
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aus unserer Gruppe konnte ebenfalls zeigen, das Tph2 -/- Weibchen, im Gegensatz zu Tph2 -/-
Mannchen, eine gesteigerte lokomotorische Inhibition bei Exposition gegeniber einer unbekannten
Umgebung aufwiesen, vermutlich da durch den 5-HT-Mangel die durch 5-HT vermittelte anxiolytische
Wirkung von Ostrogenen weniger stark zum Tragen kommt (Gutknecht et al., 2015). Diese Tph2-
abhingige anxiolytische Wirkung von Ostrogenen kdnnte erklaren, warum nur weibliche Tiere mit
kompletter Tph2-Inaktivierung, jedoch nicht heterozygot Tph2-defiziente Tiere in dieser Studie

Angstverhalten zeigten.

Ebenfalls zunachst iberraschend erscheint die Beobachtung, dass MS in 5-HT-defizienten Tieren zu
einer Absenkung des gesteigerten Angstverhaltens auf normale Niveaus fihrt, da in den meisten
Studien eine angstférdernde Wirkung von MS festgestellt wurde. Allerdings gilt es auch hier zwischen
Studien an mannlichen und weiblichen Modellorganismen zu unterscheiden. Die Datenlage fiir Studien
an weiblichen Modellorganismen ist insgesamt sparlich und teilweise inkonsistent, allerdings gibt es
Hinweise fiir eine anxiolytische Wirkung von MS auf weibliche Ratten (Mclntosh et al., 1999) und
Mause (Romeo et al., 2003). Interessanterweise zeigten sich die anxiolytischen Effekte von MS in
weiblichen Mausen in der Studie von Romeo et al. (Romeo et al., 2003) nur, wenn die Mause in der
postovulatorischen Phase getestet wurden, wahrend derer auch die Tiere in der hier vorliegenden
Studie getestet wurden. Eine weitere Studie konnte zeigen, dass ELS in weiblichen Mausen zu einer
verminderten GR-Expression, v.a. im Ce fihrt, und dass diese Mause ein verringertes Angstniveau

zeigen (Arnett et al., 2015).

Die Tatsache, dass MS nur in Mausen mit kompletter 5-HT-Defizienz Angstverhalten reduziert, kdnnte
u.a. durch eine MS-bedingte Verdanderung der GABAergen Aktivitdt im BL bedingt sein. Es ist bekannt,
dass Tph2 -/- Méause eine verringerte Anzahl GABAerger Neurone im BL aufweisen (Waider et al., 2012)
und dass MS zu einer Veranderung in den Verhaltnissen GABAerger IN-Subpopulationen im BL fihren
kann, wobei ausgewahlte Subpopulationen in erhéhter Dichte auftreten (Seidel et al., 2008). Die Daten
unserer immunhistochemischen Untersuchung geben keinen Hinweis auf derartige Veranderungenim
BL, wobei einschrankend gesagt werden muss, dass Unterschiede in der neuronalen Aktivitat, welche
die Gesamtzahl aller aktivierten Neurone nicht verandern, in der durchgefiihrten c-Fos
immunhistochemischen Farbung nicht abgebildet werden kénnen, weswegen nicht ausgeschlossen ist,
dass MS-Exposition zu einer Aktivierung unterschiedlicher neuronaler Subpopulationen im Vergleich
zur Kontrollkondition fihrt. In Zusammenschau mit den immunhistochemischen Daten werden
spezifische Veranderungen im PVN als mitursachlich fiir den Effekt von MS auf Angstverhalten in 5-HT-
defizienten Tieren in dieser Studie angenommen, worauf bei der Diskussion der

immunhistochemischen Daten naher eingegangen wird.

117



6 Diskussion

Zusammenfassend weisen die Verhaltensdaten dieser Studie darauf hin, dass MS-Exposition in
weiblichen 5-HT-defizienten Tieren einerseits eine Aggravierung von panikartigem Verhalten,
andererseits aber eine Abmilderung von adngstlichen Verhaltensweisen verursacht, sie suggerieren
aullerdem einen proaktive Verhaltensantworten férdernden Effekt von MS, v.a. vor dem Hintergrund
einer 5-HT-Defizienz. Diese vermehrten proaktiven Verhaltensantworten kdnnen nach der Match-
Mismatch-Hypothese in dem einen Kontext adaptiv (beispielsweise in Situationen, die konfliktare
Angst hervorrufen, wie dem DLB-Test), und in dem anderen Kontext maladaptiv (beispielsweise in

stark aversiven, unentrinnbaren Situationen, wie dem OF-Test) sein.

Im nachsten Schritt wurden mittels c-Fos-Immunhistochemie die neurobiologischen Korrelate der
beobachteten Verhaltensweisen untersucht. Eine vorherige Arbeit aus unserer Gruppe konnte zeigen,
dass panikartige Verhaltensweisen und gesteigerte Furchtantworten in Tph2-defizienten Tieren mit
einer Dysfunktion des Amygdala-DR-Netzwerks assoziiert waren (Waider et al., 2017). In dieser Studie
fanden wir, dass die Exposition gegeniiber dem DLB- sowie dem OF-Test zu einer neuronalen

Aktivierung aller Subnuclei der Amygdala fiihrt.

Die neuronale Aktivierung des La unterschied sich testspezifisch, wobei ein allgemeiner Anstieg der
neuronalen Aktivitdit nach Exposition gegeniiber dem DLB-Test, sowie eine MS-abhangige
Aktivitatssteigerung nach Testung im OF beobachten werden konnten. Es scheint, dass ein MS-
abhangiger, modulatorischer Input zu einer gesteigerten Aktivierung des La unter stark aversiven
Bedingungen fiihrt und an der Vermittlung von Panikverhalten beteiligt ist, wohingegen fir
angstbezogene Verhaltensweisen, die einen weniger starken und unmittelbaren Stressreiz darstellen,
diese Form der gesteigerten neuronalen Aktivierung des La nicht erforderlich zu sein scheint. Fiir eine
besondere Rolle des La im Zusammenhang mit Verhaltensantworten in stark aversiven Umgebungen
kénnte auch sprechen, dass die neuronale Aktivierung des La wahrend des DLB-Tests mit der
Rearingfrequenz sowohl im aversiven, hellen, als auch im dunklen Kompartiment korreliert war,
wohingegen die Aktivierung von Ce und BL nur mit der Rearingfrequenz im wenig aversiven dunklen
Kompartiment korreliert war. Interessanterweise korrelierte die BL-Aktivierung v.a. mit der
Rearingfrequenz im dunklen Kompartiment im ersten Intervall und die Ce-Aktivierung v.a. mit der
Rearingfrequenz im dunklen Kompartiment im zweiten Intervall. Obwohl fiir die c-Fos-Aktivierung
keine derart genaue zeitliche Auflésung angenommen werden kann, steht diese Beobachtung im
Einklang mit einer Rolle des BL v.a. in der Bewertung neuer und potentiell bedrohlicher Reize, sowie

einer Rolle des Ce v.a. in der Kontrolle der Ausfiihrung angstbezogener Verhaltensweisen.

Im BL zeigte sich nach Testung im OF eine generelle neuronale Aktivierung tGber alle Gruppen hinweg,
wohingegen die neuronale Aktivierung nach DLB-Exposition genotypspezifisch erfolgte und nur in
Tph2+/- Tieren auftrat. Dieses Ergebnis konnte auf das Vorliegen kompensatorischer Mechanismen in
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Tph2 +/- Tieren (Waider et al., 2017) innerhalb dieser Region, welcher eine wichtige Rolle in der
Regulation von angstbezogenen Verhaltensantworten zukommt (Hale et al., 2008b; Waider et al.,
2017), hinweisen, und eine mogliche Erklarung fir die Abwesenheit von Angstverhalten in Tieren
dieses Genotyps im DLB-Test im Vergleich zu homozygot Tph2-defizienten Tieren darstellen.

In stressvollen Situationen, die zu einer Aktivierung der HHN-Achse fiihren und mit einer CRH-
Ausschittung einhergehen, kommt CRH ein die Aktivierung des BL begtinstigender Effekt zu (Paul et
al., 2014), was die verhaltnismaRig hohere Aktivierung des BL Uber alle Genotypen und Konditionen
hinweg angesichts des sehr aversiven OF-Tests im Vergleich zum weniger direkt und weniger eindeutig
aversiven DLB-Test erkldren kdnnte. Ahnlich wie im La stellen glutamaterge PNs, wie im einfiihrenden
theoretischen Teil erlautert, den gréRten Teil der Neurone im BL dar und projizieren u.a. in den Ce, wo

sie an der Vermittlung von Angstverhalten beteiligt sind (Millhouse & DeOlmos, 1983).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen in BL und La zeigte sich eine Aktivierung des Ce sowohl nach dem
OF- als auch nach dem DLB-Test, jeweils unabhangig von Genotyp oder Kondition. Dieser Befund ist
zunachst Uberraschend und steht auf den ersten Blick im Gegensatz zu den in der Testung
beobachteten Verhaltensweisen, konnte allerdings durch kompensatorische Mechanismen innerhalb
von BL und La erklart werden. Es ist bekannt, dass serotonerge Neurone aus verschiedenen Subnuclei
der Raphekerne liber eine Vielzahl an 5-HT-Rezeptoren unterschiedliche Neurone des BL innervieren
kénnen (Asan et al.,, 2013), wodurch es wahrscheinlich erscheint, dass MS und Tph2-Genotyp in
Abhangigkeit vom Subtyp der serotonergen Neurone, die den La bzw. BL innervieren, unterschiedliche
Wirkungen innerhalb dieser Regionen vermitteln. Daflir spricht u.a. der Befund, dass die
Verhaltenstestung mannlicher erwachsener Ratten im OF zu einer gesteigerten Aktivierung einer
Subpopulation von 5-HT Neuronen in der DR, die zum BL projizieren, fuhrt (Hale et al., 2008a). Eine
Aktivierung dieser Subpopulation von serotonergen Neuronen durch anxiogene Substrate war nicht
nur mit der Prasentation von angstbezogenen Verhaltensweisen (Abrams, 2005; Hale et al., 2010),
sondern auch mit der Aktivierung einer Unterpopulation GABAerger Neurone im BL korreliert (Hale et
al., 2010), was einen moéglichen Mechanismus fiir eine 5-HT abhadngige Modulation von Angstverhalten

durch eine Beeinflussung der neuronalen Aktivitat im BL darstellen konnte.

Zusammenfassend weist die veranderte La-Aktivitat in Tieren der MS-Gruppe nach Testung im OF auf
eine Rolle des La als Bestandteil eines Schaltkreises hin, welcher panikbezogene Verhaltensweisen in
Abhangigkeit vom Erleben friherer Stresserfahrungen, reguliert. Im Gegensatz hierzu scheint die
Amygdalaaktivierung infolge der Exposition gegeniiber dem DLB-Test unabhangig von den
angstbezogenen Verhaltensweisen, die in Tph2-/- Tieren der Kontrollgruppe beobachtet werden
konnten, zu sein. Relativ neue Ergebnisse postulieren einen alternativen Regulationsmechanismus

angstbezogener Amygdalaschaltkreise tGiber einen Co-Release des Neurotransmitters Glutamat aus 5-
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HT-Terminalen (Sengupta et al., 2017). Die Wirkung serotonerger Neurone auf die basale Amygdala
kann, abhangig von Zelltyp und Stimulationsfrequenz, iber 5-HT oder Glutamat vermittelt werden
(Sengupta et al., 2017), was bedeuten koénnte, dass glutamatvermittelten Effekten serotonerger
Neurone auf die Amygdala in Abwesenheit von 5-HT eine wichtige Bedeutung in der Regulation
emotionalen Verhaltens zukommen kénnte. Dies kdnnte zu den fehlenden Unterschieden im

Aktivierungsmuster der Amygdala infolge 5-HT-Defizienz beitragen.

Die neuronale Aktivierung des PVN scheint fir den DLB-Test genotypabhangig, und somit durch das
Vorhandensein von 5-HT beeinflusst zu sein. Nach OF-Exposition konnte hingegen weder ein Genotyp-
noch ein MS-Effekt auf die testinduzierte Aktivierung des PVN gefunden werden. Dies konnte auf eine
komplexere Natur des wahrend des weniger eindeutig aversiven DLB-Tests erfahrenen Stresses
hinweisen, welcher die Integration zusatzlicher Einfllisse aus Gehirnregionen wie dem Ce und der DR
im PVN erforderlich machen kénnte (Herman & Cullinan, 1997; Herman et al., 2005; van de Kar, 1997).
Hierzu passend konnten serotonerge Synapsen auf CRH-produzierenden Zellen im PVN identifiziert
werden (Liposits et al., 1987), ferner fiihrte eine systemische Verabreichung des SSRIs Fluoxetin zu
einem signifikanten Anstieg des CRH-Spiegels im hypophyséaren portalen Plasma (Gibbs & Vale, 1983),
was auf eine Rolle von 5-HT in der Modulation der Aktivitdt CRH-produzierender Neurone im PVN
hinweist. Die Testbedingungen im OF kénnten hingegen einen unkonditionierten Stressor darstellen
und die Sekretion von CRH im PVN direkt, anstatt 5-HT vermittelt, stimulieren (Herman & Cullinan,
1997). Im Rahmen von weniger eindeutig aversiven und starker konfliktbasierten Stressparadigmen
kénnte 5-HT also wichtig sein, um die CRH-Ausschiittung aus Neuronen des PVN zu modulieren. Ein
konstitutiver 5-HT-Mangel konnte so, Gber eine Beeinflussung der Reaktivitdt des PVN im Sinne der
hier beobachten fehlenden Aktivierung dieser Region nach Testexposition in komplett 5-HT-
defizienten Tieren, fir den beobachteten angstlichen Verhaltensphidnotyp der Tph2 -/- Tiere, im
Vergleich zu den Tph2 +/+ und Tph2 +/- Tieren, im DLB-Test mitverantwortlich sein. Eine andere
Erklarung fur die verringerte PVN-Aktivitat in Tph2-/- Tieren bei gleichzeitig verstarkter Présentation
von Angstverhalten kdnnte eine reduzierte oxytocinerge Aktivitdt im PVN bei diesem Genotyp sein.
Neben den parvozelluldren CRH-produzierenden Neuronen gibt es auch magnozellulare oxytocinerge
Neurone im PVN, welche stressdampfende und anxiolytische Effekte vermitteln (Bowen, 2011; Jurek
et al.,, 2015; Smith et al. 2016). Das oxytocinerge System wird bei Exposition gegeniiber
stressauslosenden bzw. angstinduzierenden Reizen aktiviert (Onaka & Yagi, 1993; Jezova et al., 1995)
und es gibt Hinweise, dass 5-HT die Oxytocinausschittung modulieren kann (Marazziti et al., 2012).
Der Mangel an Serotonin kdnnte somit durch eine ungentigende Aktivierung des angstdampfenden
oxytocinergen Systems das verstarkte Auftreten dngstlicher Verhaltensweisen in Tph2 -/- Tieren

befordern.
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Eine Gehirnregion, der eine besondere Rolle in der Regulation von panikassoziiertem Fluchtverhalten
zukommt, ist das VLPAG (Paul et al., 2014), welches einen wichtigen Bestandteil des anti-panischen
Systems darstellt. Es konnte gezeigt werden, dass serotonerge Neurone des VLPAG zum DLPAG
projizieren und dort panikassoziiertes Fluchtverhalten inhibieren. Dieser anti-panische Effekt soll tiber
eine direkte und indirekte inhibitorische Aktivitat von 5-HT, zum einen via inhibitorischer 5-HT1ARs auf
glutamatergen Neuronen, zum anderen (iber exzitatorische 5-HT2ARs auf GABAergen INs im DLPAG,
vermittelt sein (Pobbe, 2011; Pobbe & Zangrossi, 2005).

In dieser Studie konnten in homo- und heterozygot Tph2-defizienten Mausen, welche MS erfahren
hatten, panikassoziierte Verhaltensweisen beobachtet werden, welche mit der Abwesenheit bzw.
einer Verringerung der serotonergen Innervation des DLPAG aus dem VLPAG zusammenhangen
kénnten. In Tph2 -/- und Tph2 +/- Mausen der Kontrollgruppe konnte eine verstarkte Aktivierung des
VLPAG nach OF-Exposition festgestellt werden; dies konnte durch einen durch den konstitutiven 5-HT-
Mangel bedingten Entwicklungseffekt auf neuronale Subpopulationen innerhalb angstbezogener
Schaltkreise, welche moglicherweise ein Switchen zwischen aktiven und passiven Furchtreaktionen
vermitteln, bedingt sein (Tovote et al., 2016). Eine testabhdngige Aktivierung des VLPAG konnte in
Tph2 -/- M&usen, die MS unterzogen worden waren, hingegen nicht beobachtet werden, was auf einen
Einfluss von MS auf fiir Copingverhalten relevante Mechanismen im VLPAG von komplett 5-HT-
defizienten Mausen hinweisen kénnte und fir die gesteigerte initiale lokomotorische Latenz in Tph2 -
/- MS Mausen mitverantwortlich sein kénnte. Es konnte gezeigt werden, dass das VLPAG, sowie Teile
der DRVL, die das anti-panische System darstellen, Input von CRH+ Projektionen aus dem Ce erhalten
(Paul et al., 2014), was einen moglichen Weg, liber den eine MS-abhangige Aktivierung dieser Struktur

bei Exposition gegenliber aversiven Reizen erfolgt, darstellen kdnnte.

AbschlieBend weist diese Studie darauf hin, dass das Auftreten panikartiger Verhaltensweisen in
Weibchen stark mit einer synergistischen Interaktion zwischen 5-HT-Defizienz im Gehirn und Stress
wahrend friher Entwicklungsphasen assoziiert ist. MS scheint hierbei moglicherweise lber eine
veranderte Wahrnehmung der Aversivitdt des entsprechenden Verhaltenskontexts zu wirken,
wahrend eine Interaktion zwischen MS und 5-HT-Defizienz die Reaktivitdt des VLPAG verandert und

hieriiber womaglich Einfluss auf panikartige Verhaltensweisen nimmt.

Weiterhin zeigt diese Studie, dass sich angstartige Verhaltensweisen signifikant durch einen Mangel
an 5-HT beeinflusst zeigen. Dieser Effekt konnte durch eine verringerte Aktivitdat des PVN in komplett
5-HT-defizienten Tph2 -/- Tieren im Vergleich zu partiell 5-HT-defizienten Tph2 +/- und Tph2 +/+ Tieren

bedingt sein.

Darliber hinaus wurden alternative Wege postuliert, die in Abwesenheit von 5-HT die Effekte einer
lebenslangen 5-HT-Defizienz sowie die Wirkungen von mutterlichem Trennungsstress kompensieren
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und die bei Exposition gegentliber akuten aversiven Ereignissen gehirnregionenspezifisch interagieren
kdénnten.

Um tiefergehende Einblicke in die Funktionsweise diese Regulationsmechanismen zu erhalten, ware
allerdings eine weitere Charakterisierung der neuronalen ldentitat der aktivierten Nervenzellen von

Noten.

6.2 Limitationen der Studie

Bei der Interpretation der Ergebnisse dieser Studie sind einige Einschrankungen zu machen.

Zum einen spielt nicht nur der genetische Hintergrund der Jungtiere, sondern auch der genetische
Hintergrund der Muttertiere, welche in dieser Studie eine monoallelische genetische Inaktivierung von
Tph2 aufwiesen und somit heterozygot Tph2-defizient waren, eine Rolle in der Vermittlung der Effekte
von MS-Exposition auf das Verhalten der Jungtiere. Fiir diesen Genotypen konnte in vorherigen
Studien unserer Gruppe eine gestorte Stressreaktivitat gezeigt werden (Gutknecht et al., 2015). Es ist
bekannt, dass das miitterliche Verhalten vom genetischen Hintergrund der Muttertiere (Alenina et al.,
2009; Angoa-Pérez et al., 2014), sowie Erfahrungen, welche die Mutter gemacht hat (Meaney, 2001)
beeinflusst wird. Die Trennung von den Jungtieren flhrt zu einer stressinduzierten
Corticosteronerhéhung in den Muttertieren (Levine et al., 1993), was im Zusammenspiel mit der
beschriebenen genetischen Vulnerabilitdit durch die partielle 5-HT-Defizienz zu verdandertem
mitterlichen Verhalten fihren und somit einen moderierenden Beitrag zu den beobachteten
Verhaltenseffekten in den Jungtieren leisten kdnnte. Der Genotyp der Jungtiere ist ebenfalls ein
wichtiger Faktor, der die Vulnerabilitat gegeniiber den Effekten von Stress moduliert (van den Hove et
al., 2011; Sachs et al., 2015), somit kénnte eine Interaktion zwischen dem mitterlichen Genotyp, dem
mitterlichen Verhalten sowie dem Genotyp der Nachkommen z.B. fiir den unerwarteten Mangel an

durch MS-Exposition induziertem Angstverhalten in wildtypischen Tieren mitverantwortlich sein.

In dieser Studie wird angenommen, dass Tph2 +/- Mdause teilweise und Tph2 -/- Mause nahezu
komplett 5-HT-defizient sind. Einschrankend muss angesichts der Tatsache, dass mutterliches 5-HT
wahrend der Schwangerschaft Gber die Plazenta in den fetalen Organismus (ibertreten kann (Bonnin
et al,, 2011), und die Muttertiere als Tph2+/- Mause nur partiell 5-HT-defizient sind, angenommen
werden, dass Tph2 -/- Jungtiere wahrend der Schwangerschaft den Wirkungen von 5-HT dennoch in
gewissem Ausmall ausgesetzt sind. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Blut-Hirn-
Schranke vor P12 unreif ist, was es flir von Tph1 peripher synthetisiertes 5-HT moglich machen kdnnte,
bis zu diesem Zeitpunkt zu einem gewissen Grad die Blut-Hirn-Schranke zu passieren (Ribatti et al.,
2006). Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass homozygot Tph2-defiziente M&duse wahrend der
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Entwicklung sowie in der frilhen postnatalen Phase nicht doch in gewissem Umfang serotonergen

Wirkungen ausgesetzt sind.

In der ersten Kohorte zeigte sich in testnaiven MS-exponierten Mausen interessanterweise eine
geringere neuronale Aktivierung im La als in testnaiven Tieren der Kontrollgruppe. Da dieser Effekt in
den testnaiven Tieren der MS-Gruppe der zweiten Kohorte jedoch nicht gefunden werden konnte,
muss davon ausgegangen werden, dass es sich hierbei nicht um einen allein durch die Wirkungen von
MS bedingten Effekt, sondern um eine Interaktion zwischen MS und anderen, nicht eindeutig

definierbaren Umweltbedingungen handelt.

Rearingverhalten, also das Aufstellen auf die Hinterbeine, wird im OF-Test klassischerweise als ein
Aktivitatsparameter gewertet. Eine Publikation von 2018 von Sturman et al. hat Rearingverhalten im
OF naher untersucht und zwischen unterstiitztem Rearing, bei dem sich die Maus in unmittelbarer
Ndhe zur Wand der Arena aufstellt und mit den Vorderpfoten an der Wand abstitzt, sowie nicht-
unterstiitztem Rearing, bei dem sich die Tiere auf offener Flache auf die Hinterbeine stellen, wobei die
Vorderpfoten frei in der Luft gehalten werden, unterschieden (Sturman et al., 2018). Wahrend
unterstitztes Rearing gegen die Wand primar Aktivitat widerspiegelt, zeigt sich nicht-unterstitztes
Rearing bei Stressexposition reduziert, wodurch das verringerte Auftreten von nicht-unterstiitztem
Rearing einen neuen Parameter fiir die Evaluation von Angstverhalten darstellen kdénnte. Da die
Publikation von Sturman et al. (Sturman et al., 2018) erst nach Publikation der Daten dieser Studie
(Auth, Weidner et al., 2018) erschienen ist, ging die Unterscheidung zwischen diesen beiden Varianten

von Rearingverhalten nicht in diese Arbeit ein.

6.3 Perspektiven

Der néachste sinnvolle Schritt ware nun die Charakterisierung der infolge der Verhaltenstests
aktivierten Neurone in den jeweiligen Gehirnregionen mithilfe immunhistochemischer
Doppelfarbungen gegen c-Fos sowie ausgewahlte zelltypspezifische Marker, um Informationen Gber

die neuronale Identitat der durch die Verhaltenstests aktivierten Nervenzellen zu erhalten.

Besonders interessant ware hierbei die Charakterisierung der aktivierten Neurone im PVN, da sich
innerhalb des PVN zwei fiir Angstverhalten und Entwicklungsstress relevante Neuronenpopulationen
befinden, welche gegensatzliche Auswirkungen auf Physiologie und Verhalten im Kontext von

Stressexposition bzw. Angst vermitteln.

Die parvozellularen Neurone des PVN stellen die erste Station in der Aktivierung der HHN-Achse dar
und werden durch noradrenerge Afferenzen aus dem LC sowie Afferenzen aus dem Nucleus tractus
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solitarii, der ventrolateralen Medulla und limbischen Strukturen wie dem BNST aktiviert (Qin et al.,
2018). Infolge von Stressreizen sezernieren die parvozelluldren Neurone CRH in die Eminentia
mediana, welches zu einer Ausschiittung von ACTH in der Adenohypophyse und schlieRlich zur
Sekretion von Glucocorticoiden in der Nebennierenrinde fiihrt, mit den im einfiihrenden theoretischen
Teil ausfiihrlich erlduterten Konsequenzen fiir Physiologie und Verhalten (Swanson & Sawchenko,
1983). Dariber hinaus erhalten die parvozellularen Neurone des PVN auch aktivierende serotonerge
Afferenzen aus den Raphekernen (Rossi et al., 2010; Sawchenko et al., 1983), was besonders

interessant vor dem Hintergrund der kompletten oder partiellen 5-HT-Defizienz ist.

Die magnozelluldaren Neurone des PVN projizieren in den Hypophysenhinterlappen und sezernieren
dort die Hormone Oxytocin und Arginin-Vasopressin (AVP) (Swanson & Sawchenko, 1983). Dem
Hormon Oxytocin wird eine Rolle in der Prozessierung v.a. positiver emotionaler Inhalte, sowie eine
prosoziale Wirkung auf Verhalten (di Simplicio et al., 2009; Bartz et al., 2011) und eine anxiolytische
Wirkung zugeschrieben (Bowen et al., 2011). Ferner reguliert Oxytocin die Aktivitat der HHN-Achse, in
dem es u.a. im PVN durch Inhibierung der CRH-Expression und Aktivierung inhibitorischer GABAerger
Neurone hemmend auf die Stressachsenaktivitat wirkt (Landgraf & Neumann, 2004; Jurek et al., 2015;
Smith et al., 2016), womit das oxytocinerge System ein interessantes Neurotransmittersystem in der
Untersuchung von mit Stress im Zusammenhang stehenden Verhaltensweisen darstellt. Es konnte
gezeigt werden, dass anxiogene und stressinduzierende Reize zu einer Aktivierung des oxytocinergen
Systems flihren, was sich in einer gesteigerten elektrophysiologischen Aktivitdt der oxytocinergen
Neurone, einer vermehrten Oxytocin-Genexpression im PVN und einer erhdhten
Oxytocinausschittung intrazerebral sowie in der Peripherie, widerspiegelt (Gibbs, 1984; Onaka & Yagi,
1993; Jezova et al., 1995). Es scheint, dass fir die Entfaltung der protektiven, stressdampfenden
Wirkungen von Oxytocin auf die Stressachsenaktivitdt eine Coaktivierung von HHN-Achse und
oxytocinergem System zu Beginn der Stressantwort erforderlich ist. Die Wirkung des oxytocinergen
Systems in der Begrenzung der Stressantwort scheint mehr (iber eine Limitierung der Aktivitatsdauer
sowie eine schnellere Erholung der HHN-Achse, als eine Verringerung der Reaktivitdt der HHN-Achse

an sich, vermittelt zu sein (Engert et al., 2016).

Ein weiterer Aspekt, der das oxytocinerge System im Rahmen unserer Studie untersuchenswert macht,
ist die Tatsache, dass Oxytocin fiir Angstverhalten relevante Gehirnstrukturen, wie beispielsweise den
Ce als wichtigste Outputstruktur der Amygdala, innerviert, und dort furchtdampfende Wirkungen,
(Knobloch et al., 2012) vermutlich tber die Aktivierung eines inhibitorischen GABAergen Netzwerkes,
vermittelt (Huber et al., 2005). Darliber hinaus wirkt Oxytocin nicht nur lokal in der Amygdala, sondern
reduziert auch die funktionelle Konnektivitdt zwischen der Amygdala und dem Hirnstamm (Kirsch,

2015). Zusatzlich interessant in Hinblick auf die vorliegende Studie ist die Tatsache, dass Oxytocin in
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der Amygdala mit den Wirkungen des serotonergen Systems interagiert, und diese Interaktion an der
Vermittlung anxiolytischer Effekte von 5-HT innerhalb dieser Struktur beteiligt ist (Mottolese et al.,
2014). Ahnlich wie 5-HT kann Oxytocin allerdings unter bestimmten Umstinden auch anxiogene
Wirkungen entfalten (Steinman et al., 2016). Oxytocinrezeptoren werden in den Raphekernen stark
exprimiert (Yoshida et al., 2009) und 5-HT kénnte wiederum zu einer Aktivierung der magnozellularen
Neurone im PVN fiihren (Marazziti et al., 2012), was bedeutet, dass auch 5-HT modulierende
Wirkungen auf das oxytocinerge System und die Oxytocinausschiittung zukommen kénnte. Darlber
hinaus konnte ein vermittelnder Effekt von Oxytocin in der Wirkweise von SSRIs postuliert (Emiliano
et al.,, 2007) und dazu passend gezeigt werden, dass die akute Verabreichung mancher SSRIs zu
deutlichen Anstiegen des Plasmaoxytocinspiegels fihrt (Uvnas-Moberg et al., 1999; Lee et al., 2003).
Dies weist auf eine potentiell wichtige Rolle des oxytocinergen Systems in der Vermittlung der

antidepressiven Effekte von SSRIs hin.

Neben der fir unsere Studie interessanten Interaktion des oxytocinergen mit dem serotonergen
System besteht auch eine Verbindung zwischen ELS und dem oxytocinergen System; so konnte gezeigt
werden, dass ELS mit verringerten Oxytocinkonzentrationen im Liquor erwachsener Frauen (Heim et
al., 2009b) sowie im Liquor von Primaten (Winslow et al., 2003) assoziiert ist. Im Primatenmodell ging
dieser ELS-bedingt verringerte Oxytocin-Liquorspiegel mit ausgepragten Defiziten im Sozialverhalten
einher (Winslow et al., 2003). Das oxytocinerge System der Jungtiere kann neben friihem Stress aber
auch durch das mitterliche Pflegeverhalten modifiziert werden, wodurch soziale Verhaltensweisen
Uber eine epigenetische Pragung des oxytocinergen Systems der Jungtiere transgenerational

weitergegeben werden kdnnen (Champagne, 2008).

Zuletzt ware eine Untersuchung der neuronalen Aktivierung oxytocinerger Neurone im Rahmen dieser
Studie auch dahingehend sehr interessant, da bekannt ist, dass Ostrogene iiber eine Aktivierung des
magnozelluldren oxytocinergen Systems im PVN Angstverhalten modulieren und sich diese Studie mit
der Auswirkung der Gen x Umwelt-Interaktion von 5-HT-Defizienz und ELS auf Angstverhalten speziell
in weiblichen Organismen befasst. Es ist bekannt, dass Ostradiol, vermutlich ERP vermittelt,
(Hrabovszky et al., 2004) Plasmaoxytocinspiegel erhéhen kann (Amico et al., 1981) und Oxytocin
wiederum zu einer Abschwachung von angstahnlichen Verhaltensweisen sowie einer Abdampfung der

stressinduzierten HHN-Achsen-Aktivitat fihrt (Mak et al., 2012; Sabihi et al., 2014; Windle et al., 1997).
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Abkiirzung | Ausgeschriebene Form

11B-HSD2 11B-Hydroxysteroiddehydrogenase 2

5-HIAA 5-Hydroxyindolylessigsaure

5-HT Serotonin

5-HT1AR Serotoninrezeptor 1A

5-HT1BR Serotoninrezeptor 1B

5-HT2AR Serotoninrezeptor 2A

5-HT2CR Serotoninrezeptor 2C

5-HT3R Serotoninrezeptor 3

5-HTT Serotonintransporter

5-HTTLPR Serotonintransporter-Langenpolymorphismus
AACD Aminosauredecarboxylase

Abb. Abbildung

ACC Anteriorer cingularer Cortex

ACTH Adrenocorticotropes Hormon

ADHS Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatsstorung
AHy Adenohypophyse

AR Androgenrezeptor

AVP Arginin-Vasopressin

BL Basolateraler Kern der Amygdala

BNST Bed Nucleus der Stria terminalis

BSA Bovines Serumalbumin

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat

Ce Zentraler Kern der Amygdala

Cel Lateraler zentraler Kern der Amygdala

CeM Medialer zentraler Kern der Amygdala
c-Fos+ c-Fos positiv

CO; Kohlenstoffdioxid

CORT Cortricosteron

CRF Corticotropin Releasing Factor = Corticotropin Releasing Hormone
CRH Corticotropin Releasing Hormone = Corticotropin Releasing Factor
CRHR1 Corticotropin Releasing Hormone Receptor 1
CRHR2 Corticotropin Releasing Hormone Receptor 2
ddH,0 Doppelt destilliertes Wasser

DLB Dark-light Box

DLPAG Dorsolaterales Periaquaduktales Hohlengrau
DMPAG Dorsomediales Periaquaduktales Hohlengrau
DNA Desoxyribonukleinsaure

DPAG Dorsales Periaquaduktales Hohlengrau

DR Dorsale Raphe

DRC Kaudaler dorsaler Raphekern

DRD Dorsaler dorsaler Raphekern

DRI Interfaszikularer dorsaler Raphekern

DRVL Ventrolaterale dorsale Raphe

E Embryonaler Tag

ELS Early-life Stress

EPM Elevated-plus Maze

ERa Ostrogenrezeptor o

ERP Ostrogenrezeptor B

ESD Early Social Deprivation

FKBP5 FK506 binding protein 5

GABA Gamma-Aminobuttersaure

162



8 Abklrzungsverzeichnis

GC Glucocorticoidrezeptor

GxE Gen x Umwelt-Interaktion

GPR30 G-Protein-gekoppelter Rezeptor 30

h Stunde

H,0> Hydrogenperoxid

Hip Hippocampus

HHN-Achse Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrindenachse
HPA axis Hypothalamic pituitary adrenal axis

Hyp Hypothalamus

INs Interneurone

Int. Intervall

La Lateraler Kern der Amygdala

I-Allel Langes Allel

LC Locus coeruleus

LH Lateraler Hypothalamus

LN Limited Nesting

LPAG Laterales Periaquaduktales Hohlengrau
LTP Long term potentiation (=Langzeit-Potenzierung)
MAOA Monoaminooxidase A

MC Mineralocorticoidrezeptor

MD Maternal Deprivation

min Minute

mm Millimeter

MnR Medianer Raphekern

mPFC Medialer prafrontaler Cortex

mRNA Messenger Ribonucleinsdure

MS Maternal Separation

n Anzahl

n.s. Nicht signifikant

NA Noradrenalin

NFR Nuclear Fast Red

NHS Normal Horse Serum (= Pferdenormalserum)
NNR Nebennierenrinde

NPY Neuropeptid Y

NR3C1 Nuclear Receptor Subfamily 3 Group C Member 1
OF Open Field

P Postnataler Tag

PAG Periaquaduktales Hohlengrau

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung

PET Positronenemissionstomographie

PFA Paraformaldehyd

PFC Prafrontaler Cortex

pit Pituitary gland (= Hypophyse)

PNs Prinzipalneurone / Projektionsneurone
PR Progesteronrezeptor

PS Pranataler Stress

PTBS Posttraumatische Belastungsstérung

PV Parvalbumin

PVN Paraventrikularer Kern des Hypothalamus
s Sekunde

s-Allel Kurzes Allel

SERT Serotonintransporter

SHRP Stresshyporesponsive Phase

SNP Single Nucleotide Polymorphism (= Einzelnnukleotidpolymorphismus)
SOM Somatostatin
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Sq Square (= Flache)

SSRI Selektive Serotoninwiederaufnahmehemmer
Thal Thalamus

Tph2 Tryptophanhydroxlyase 2

v.a. Vor allem

VLPAG Ventrolaterales Periaquaduktales Hohlengrau
Vs. Versus

VTA Ventrales tegmentales Areal

z.B. Zum Beispiel

ZEMM Zentrum fur Experimentelle Molekulare Medizin
ZNS Zentrales Nervensystem

* p < 0,05

*ok p <0,01

o p < 0,001

# p<0,1

+/+ Wildtypisch

+/- Heterozygoter Knockout

-/- Homozygoter Knockout
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12.1 Physiologische Parameter von Muttertieren und Nachkommen

Die Muttertiere wurden am ersten Tag der Verpaarung gewogen und es konnten in keiner der beiden
Kohorten Gewichtsunterschiede zwischen den Muttertieren, die MS erfahren hatten und den
Muttertieren der Kontrollgruppe festgestellt werden. Darliber hinaus zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede in der Anzahl der geborenen Jungtiere zwischen den Gruppen, weder innerhalb, noch
zwischen den Kohorten. In der 1. Kohorte konnte kein Unterschied im Gewicht der Mitter oder
Jungtiere in der Kontrollgruppe im Vergleich zur MS-Gruppe gefunden werden. In der 2. Kohorte
konnten wir eine leichte Abnahme des Gewichts der Muttertiere an P5 feststellen (p = 0,017 Mann-
Whitney U; p = 0,053 t-Test). Das Uberleben der Jungtiere zeigte sich durch das Stressparadigma nicht
beeinflusst. Ab dem Zeitpunkt des Absetzens konnte ein von MS unabhdngiger signifikanter
Genotypeffekt auf das Gewicht der weiblichen Nachkommen festgestellt waren. Dieser Effekt bestand
in beiden Kohorten, und zu allen erhobenen Zeitpunkten ((P25, P41 und P55), p < 0,001). Post hoc
Analysen ergaben, dass weiblichen Tph2-/- M3use beider Kohorten ein niedrigeres Kérpergewicht zu
allen Zeitpunkten (P25, P41 und P55 (p < 0,025; S2)) im Vergleich zu Tph2 +/+ und Tph2 +/- Tieren
aufwiesen. Dieser Effekt zeigte sich unabhangig von der Exposition gegeniiber MS. Dariber hinaus
haben konnte ein MS-Effekt in Tph2 +/+ Nachkommen der 2. Kohorte an P41 und P55 (p < 0,010) und
in Tph2 +/- Nachkommen der 1. Kohorte an P55 (U = 77,0; p = 0,020) festgestellt werden, wobei Tiere,
die einem MS-Paradigma unterzogen worden waren, ein hoheres Gewicht als nichtgestresste
Kontrolltiere aufwiesen. Darliber hinaus konnte in Kohorte 2 ein Unterschied innerhalb der nicht-
gestressten Kontrolltiere zwischen Tph2 +/+ und Tph2 +/- Nachkommen an P41 festgestellt werden (U
= 65,0; p = 0,017). Die statistische Analyse wurde mittels non-parametrischem Kruskal-Wallis und
Mann-Whitney U Test, wenn keine Normalverteilung vorlag, oder, wenn eine Normalverteilung

gegeben war, mittels Student’s T-Test durchgefihrt.
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A)
condition n Tph2++ P25+3 Tph2+- P2513 Tph2/- P2543
cohort 1
c 40 1442 + 0.50 14.01 = 0.53 8.07 = 0.53
MS 49 1484 0.31 1440 % 0.35 9.20 * 0.41
cohort 2
C 44 1294 0.48 1399 0.41 743 t 0.64
MS 42 1335 0.51 1285 0.50 6.97 + 0.52
B)
condition n Tph2+/+ P41t7 Tph2*- P4117 Tph2'/- P41+7
cohort 1
C 40 19.26 + 0.28 18.66 + 047 15.90 * 0.44
MS 49 19.85 + 0.26 19.49 + 0.31 15.98 * 0.26
cohort 2
C 44 16.24 + 0.44 18.33 £+ 057 12.26 + 1.01
MS 42 18.10 + 0.30 18.50 + 0.20 14.29 * 0.46
)
condition n Tph2*/* P55+7 Tph2*/- P55+7 Tph2/- P55+7
cohort 1
C 40 20.78 + 040 19.78 + 043 18.47 + 039
MS 49 21.61 + 030 21.15 + 032 18.99 + 029
cohort 2
c 44 20.27 + 031 21.31 £ 039 18.56 £ 057
MS 42 21.73 + 038 21.55 + 024 18.99 £+ 047

12 Anhang

Tabelle S1: GruppengroBe und Korpergewicht in Nachkommen von Muttertieren der MS-oder
Kontrollgruppe iiber die Zeit (P25-55). Eine vollstindige Tph2-Depletion fihrt zu einem erniedrigten

Korpergewicht im Vergleich zu Tph2 +/- und Tph2 +/+ Tieren, unabhangig von der Exposition gegentiber MS
(p <0,005). AuBerdem fiihrt MS zu einem Anstieg des Korpergewichts bei Tph2 +/+in Kohorte 2 an P41 und
P55 und in Kohorte 1 bei Tph2 +/- Tieren an P55 (p < 0,030). Die Werte stellen Gruppenmittelwerte +
Standardfehler dar, n = 0-16 pro Gruppe. *p < 0,050 (Post hoc: Mann-Whitney U).
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12.2 Uberblick tber alle ausgewerteten Parameter fiir ,Open field“ und ,Dark-light box“

Im DLB-Test konnte eines der heterozygoten Kontrolltiere nicht von der Software getrackt werden,
weshalb fir alle automatisch erhobenen Parameter wie Latenzzeit bis zum Eintritt in das helle
Kompartiment, im hellen Kompartiment verbrachte Zeit, im hellen Kompartiment im 1. Intervall
verbrachte Zeit, im hellen Kompartiment im 2. Intervall verbrachte Zeit, Anzahl der Besuche des hellen
Kompartiments, Anzahl der Besuche des hellen Kompartiments im 1. Intervall, Anzahl der Besuche des
hellen Kompartiments im 2. Intervall, Rearingfrequenz im hellen Kompartiment, Rearingfrequenz im
hellen Kompartiment im 1. Intervall, Rearingfrequenz im hellen Kompartiment im 2. Intervall,
Rearingfrequenz im dunklen Kompartiment, Rearingfrequenz im dunklen Kompartiment im 1.
Intervall, Rearingfrequenz im dunklen Kompartiment im 2. Intervall, zuriickgelegte Distanz,
zuriickgelegte Distanz im 1. Intervall und zuriickgelegte Distanz im 2. Intervall nur 8 anstelle von 9
Tieren in dieser Gruppe analysiert wurden. Das entsprechende Tier wurde allerdings in die Analyse der
handisch ausgewerteten Parameter, namlich initiale lokomotorische Latenz, Zeit, die beim 1. Besuch

im hellen Kompartiment verbracht wurde und Springen, eingeschlossen.

Kruskal- | df | Asymp. | Kruskal- | df | Asymp. Mann- Wilcoxon W z Asymp.

Wallis H Sig. Wallis H Sig. Whitney U Sig. (2-

tailed)
initial delay in locomotion 4.0 0.550 1.1 0.566 P52.5 505.5 t0.013  0.990
latency light 7.1 0.214 2.8 0.245 198.0 451.0 +1.033  [0.302
time in light 6.2 0.288 0.6 0.735 168.0 421.0 +1.737  [0.082
time in light 1 7.8 0.169 4.8 0.090 206.0 459.0 t0.845 0.398
time in light 2 8.1 0.153 0.3 0.856 145.0 1398.0 F2.277 0.023
\visit in light 7.9 0.162 2.1 0.358 212.5 465.5 F0.696  0.487
\visitin light 1 10.1 0.072 5.5 0.065 234.5 487.5 F0.177  10.860
\visit in light 2 6.3 0.276 0.3 0.852 206.5 459.5 F0.839  0.402
rearing frequency light 12.6 0.027 2.6 0.277 172.0 425.0 +1.643  0.100
rearing frequency light 1 16.9 0.005 4.2 0.125 169.0 422.0 +1.714  0.087
rearing frequency light 2 7.1 0.212 1.6 0.439 193.0 446.0 F1.150 0.250
rearing frequency dark 7.6 0.181 0.4 0.806 185.0 438.0 F1.338 0.181
rearing frequency dark 1 9.2 0.103 0.9 0.650 235.0 488.0 +0.164  0.869
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rearing frequency dark 2 11.4 5 [0.043 3.1 2 0.207 121.0 B374.0 F2.840  0.005
Distance 2.5 5 [0.772 0.5 2 0.780 216.0 469.0 F0.610 0.542
distance 1 6.9 5 10.228 2.7 2 0.257 195.0 448.0 F1.103 0.270
distance 2 3.4 5 [0.632 2.3 2 0.319 230.0 483.0 t0.282  |0.778
initial delay in locomotion 14.4 5 [0.013 11.7 2 10.003 192.5 402.5 F1.318 0.188
latency to centre 4.9 5 10.432 3.6 2 0.162 191.0 401.0 F1.348 0.178
time in centre 2.4 5 [0.798 0.6 2 0.743 233.0 558.0 +0.388  [0.698
time in centre 1 0.6 5 [0.987 0.3 2 0.876 229.0 554.0 t0.480 [0.631
time in centre 2 4.3 5 [0.514 0.4 2 0.805 242.0 452.0 F0.183  0.855
visit in centre 1.7 5 [0.888 0.5 2 0.792 P27.0 437.0 t0.526  [0.599
visitin centre 1 1.6 5 [0.904 0.4 2 0.813 P32.5 557.5 t0.400 [0.689
\visit in centre 2 5.6 5 [0.347 0.2 2 0.902 180.5 390.5 F1.591 0.112
time/visit in centre 1.5 5 [0.916 0.9 2 0.647 232.0 557.0 t0.411 0.681
time/visit in centre 1 1.5 5 [0.918 1.2 2 0.558 248.0 458.0 t0.046  [0.964
time/visit in centre 2 2.5 5 [0.769 1.5 2 0.470 220.0 545.0 F0.685  0.493
distance in centre 2.6 5 [0.758 1.1 2 0.569 219.0 429.0 F0.708  0.479
distance in centre 1 4.7 5 10.448 2.1 2 0.354 241.0 566.0 r0.206  0.837
distance in centre 2 4.4 5 10.490 0.9 2 0.628 196.0 406.0 F1.233  0.217
rearing 8.5 5 [0.129 7.9 2 [0.019 248.0 458.0 t0.046  [0.964
rearing 1 12.0 5 10.035 8.9 2 [0.012 226.0 551.0 t0.549  [0.583
rearing 2 7.4 5 [0.192 7.1 2 [0.028 P45.0 570.0 t0.114  [0.909
distance 4.8 5 [0.437 1.9 2 0.394 200.0 410.0 +1.142  [0.253
distance 1 11.6 5 10.040 4.1 2 0.130 231.0 441.0 t0.434  [0.664
distance 2 4.7 5 10.452 0.0 2 0.995 170.0 1380.0 F1.827 10.068

Tabelle S2: Zusammenfassung der statistischen Analyse aller Verhaltensdaten liber die gesamte Testdauer
sowie liber das 1. (0-5 Min) und 2. (5-10 Min.) Testintervall. Statistische Ergebnisse der Analyse von Gruppen-
(GXE), Genotyp- (G) und Umwelt (E)-Effekten auf die aufgelisteten, in dem DLB- oder dem OF-Test erhobenen
Verhaltensparameter. Die statistische Analyse wurde entweder mit dem Kruskal-Wallis Test durchgefiihrt, um
einen kombinierten Effekt von genetischer Tph2-Inaktivierung und Maternaler Separation (MS) und einen Tph2
Genotypeffekt zu untersuchen, oder mit dem Mann-Whitney U Test, um den Effekt von MS auf die beobachteten
Verhaltensparameter zu analysieren. df = Freiheitsgrade (degrees of freedom). Rote Felder: p < 0,05
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Abb. S1: Darstellung aller Parameter, die in Hinblick auf Sprungverhalten im OF- und DLB-Test erhoben wurden.
Die meisten Tiere sprangen lediglich wahrend des 2. Intervalls, wie im Graph, der die Latenzzeit bis zum 1. Sprung
darstellt, gezeigt. Auch wenn nicht naher statistisch ausgewertet, fallt eine groBere Anzahl und eine hohere
Frequenz an Spriingen in Tph2-defizienten M&usen, v.a. im Kontext von MS, auf. Der DLB-Test wurde zusatzlich
nach hellem und dunklem Kompartiment unterteilt analysiert. Es wurden “zielgerichtete” und “panikartige”
Spriinge unterschieden, wobei ,zielgerichtete” Spriinge als aus der Rearingposition durchgefiihrte, nach oben
gerichtete Spriinge definiert wurden, wohingegen ,panikartige” Spriinge weniger koordiniert, kraftvoller und
impulsiver wirkten, und vorwiegend gegen die Wand anstatt nach oben gerichtet waren. n = 4-6/Gruppe.
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12.4 MafSe der Gehirnareale

In Tph2 -/- Mausen konnte eine verringerte GroRe verschiedener untersuchter Gehirnregionen (La
und BL, p £ 0,030 Kruskal-Wallis Test und p < 0,035 ANOVA) festgestellt werden, wobei die Flache des
La in Tph2 -/- Tieren kleiner als in Tph2 +/- (p < 0,001 Mann-Whitney U; p = 0,002 t-test; Bonferroni)
sowie Tph2 +/+ Mé&usen (p = 0,003 Mann-Whitney U; p = 0,005 t-test; Bonferroni) war. Ferner konnte
eine verkleinerte Fldche des BL in Tph2 -/- Tieren im Vergleich zu Tph2 +/- Tieren gefunden werden
(p = 0,021 Mann-Whitney U; p = 0,023 t-test Bonferroni). Im zentralen (Ce) Kern der Amygdala, sowie
dem paraventrikularen Kern des Hypothalamus (PVN) konnten hingegen keine GroRenunterschiede
zwischen den Gruppen beobachtet werden. Die Werte stellen die gesamte Flache pro Gehirnregion +
Standardfehler kombiniert aus beiden Kohorten (n=21-32) und aufgetragen nach Gruppen, dar. Das
reduzierte Volumen kann zum Teil durch Verlust von einzelnen Schnitten oder Beschadigung einer
Hemisphare bedingt sein. Deshalb sollten diese Ergebnisse nicht als Hinweis fiir eine Tph2-abhangige
Verringerung der GrolRe einer bestimmten Gehirnregion gewertet werden, da fiir diese Art von

Schlussfolgerung eine griindlichere und detaillierte Differenzierung und Untersuchung erforderlich

ware.
BL La Ce PVN
control Tph2 +/+ 5975634 + 186588 | 1700582 + 64520 | 1234635 + 51429 | 380444 =+ 7775
MS Tph2 +/+ 5764497 + 199502 | 1981797 + 108140 | 1357587 + 68297 | 396559 + 13114
control Tph2 +/- 5935762 + 171647 | 1878449 + 87480 | 1300084 + 52318 | 399326 + 8029
MS Tph2 +/- 6107297 + 184318 | 1808567 + 66604 | 1273798 + 40429 | 373488 + 6923
control Tph2 -/- 5625017 + 190417 | 1485289 + 53741 | 1192625 + 29288 | 391716 =+ 7489
MS Tph2 -/- 5463633 + 147085 | 1642958 + 87464 | 1221283 + 47305 | 377071 + 10296

Tabelle S3: Totale Flichen gemessen fiir den basolateralen (BL), lateralen (La) und zentralen (Ce) Kern der
Amygdala sowie den paraventrikuldren Kern des Hypothalamus (PVN) (Durchschnitt der totalen Fldche,
Summe von rechter und linker Hemisphdre) . In homozygot Tph2-defizienten M&dusen konnte eine verringerte
Flache des La in Tph2 -/- Tieren im Vergleich zu Tph2 +/- (p < 0,001 Mann-Whitney U; p = 0,002 t-test;
Bonferroni) und Tph2 +/+ Mausen (p = 0,003 Mann-Whitney U; p = 0,005 t-test; Bonferroni) festgestellt
werden. Darlber hinaus zeigte sich eine verkleinerte Flache des BLin Tph2 -/- Tieren im Vergleich zu Tph2 +/-
Tieren (p = 0,021 Mann-Whitney U; p = 0,023 t-test Bonferroni).
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