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1 Einleitung

1.1 Das serotonerge System
1.1.1  Vorkommen und Funktion von Serotonin im menschlichen Kérper

Der Grofdteil der Menge des biogenen Amins Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT),
genauer gesagt Uber 90%, wird beim Menschen in den enterochromaffinen Zellen (EC-
Zellen) des Magen-Darm-Trakts synthetisiert und auch ausgeschittet. Die erhebliche
Bedeutung von 5-HT im Darm wird dadurch verdeutlicht, dass 5-HT erstmalig in den
1930er Jahren durch Vittorio Espamer in den glatten Muskelzellen des Darms entdeckt
wurde und die Bezeichnung Enteramin (griechisch enteron = Darm) erhielt (Erspamer
and Vialli, 1937, Mathews et al., 2004). Der Begriff Serotonin wurde erstmals 1948
vergeben, als Rapport et al. einer Substanz, die von Bedeutung bei der Kontraktion von
BlutgefalRen war, diesen Namen gaben (Rapport et al., 1948). Der Begriff Enteramin
wurde so lange verwendet, bis 1952 herausgefunden wurde, dass die entdeckten
Substanzen Enteramin und Serotonin identisch sind (Erspamer and Asero, 1952). Im
Magen-Darm-Trakt hat 5-HT sowohl einen Effekt auf intrinsische Faktoren wie die
Motilitdt, Vasodilatation und Sekretion des Epithels im Zusammenhang mit der
Verdauung, als auch auf extrinsische Reizweiterleitung zum zentralen Nervensystem
(Mawe and Hoffman, 2013). Es besteht aullerdem ein Zusammenhang mit
entzindlichen Darmerkrankungen, wie zum Beispiel der Colitis ulcerosa, wo der Anteil
an 5-HT und den 5-HT-produzierenden EC-Zellen im Vergleich zum gesunden Darm
reduziert ist (Coates et al., 2004). 1953 wurde 5-HT erstmals im Gehirn nachgewiesen
(Twarog and Page, 1953). Im zentralen Nervensystem ist 5-HT ein wichtiger
Neurotransmitter und hat eine Wirkung auf die Stimmung, das Ess- und Sexualverhalten,
das Schmerzempfinden, das Gedachtnis und den Tag-Nacht-Rhythmus (Curzon, 1990,
Dogrul et al., 2009, Hull et al., 2004, Nakamaru-Ogiso et al., 2012). Der iberwiegende
Anteil der 5-HT synthetisierenden Neurone im adulten Gehirn befindet sich in den
Raphekernen des Hirnstamms (Hornung, 2003). Besonders wichtig ist die Bedeutung
von 5-HT fur Angststérungen und Depressionen. Schon lange ist bekannt, dass ein
verandertes Angebot an 5-HT in serotonergen Neuronen bzw. im postsynaptischem
Extrazellularraum oder auch z.B. eine verminderte Funktion von Serotoninrezeptoren
eine entscheidende Rolle im Zusammenhang mit Depressionen, Angststdérungen und

suizidalem Verhalten spielen (Owens and Nemeroff, 1994). AuBerdem kommt 5-HT in



der Granula der Thrombozyten vor und ist ein bedeutender Bestandteil im Ablauf der
Blutgerinnung (Holmsen and Weiss, 1979). Auch wird in diesem Zusammenhang
vermutet, dass 5-HT eine Rolle bei kardiovaskularen Erkrankungen spielen kann (Fraer
and Kilic, 2015). Wie bereits bei der Entdeckung von 5-HT erkannt wurde, hat 5-HT auch
in der Regulation des Gefaldtonus eine Funktion. Es sind sowohl vasodilatatorische als
auch vasokonstriktive Wirkungen nachgewiesen (Ulimer et al., 1995). Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass ein erhdhtes Angebot an 5-HT {ber die
Serotoninrezeptoren zu einem Anstieg des intraokularen Drucks im Auge fihrt (Meyer-
Bothling et al., 1993). Dies stellt eine Erklarung fir ein vermehrtes Auftreten von
beidseitigem Glaukom unter der Therapie mit einem SSRI (englisch Selective serotonin
reuptake inhibitor) dar (Zelefsky et al., 2006).

Des Weiteren hat 5-HT vor der Geburt eines Menschen wahrend der Embryogenese
eine besondere Aufgabe in der Regulation von grundlegenden Entwicklungsprozessen

wie Zellproliferation, -migration und -differenzierung (Buznikov et al., 2001).

1.1.2 Synthese, Speicherung und Freisetzung

Fir die Biosynthese des Monoamins 5-HT ist die essenzielle Aminosaure Tryptophan
der Ausgangspunkt. Diese wird im ersten Reaktionsschritt von der Tryptophan-
Hydroxylase (die in den Raphekernen, Pinealozyten und EC-Zellen vorkommt) am
Indolring zu 5-Hydroxytryptophan (5-HTTP) hydroxyliert. Dieser Schritt st
geschwindigkeitsbestimmend und wird durch das Tryptophanangebot geregelt.
AnschlieRend erfolgt eine Decarboxylierung durch die L-Aminosaure-Decarbocylase zu

5-Hydroxytryptamin (5-HT). Die Summenformel von 5-HT lautet: CqgH12N>O.

Gelangt 5-HT in den synaptischen Spalt, kann es an die in der Pra- und Postsynapse
lokalisierten Serotoninrezeptoren binden. Anschliefiend kann der Neurotransmitter
durch Transportproteine, wie z.B. dem Serotonintransporter, wieder in die Prasynapse
aufgenommen und recycelt oder abgebaut werden (Pape, 2019). Wird das 5-HT recycelt,
so wird es prasynaptisch in Vesikeln gespeichert, um erneut ausgeschuttet werden zu
kénnen. Der Abbau erfolgt durch die mitochondriale Monoaminooxidase-Typ A (MAO-
A). Das Abbauprodukt nach Dehydrierung ist 5-Hydroxyindolacetat, das mit dem Urin
ausgeschieden wird (Loffler/Petrides (2007), Biochemie und Pathobiochemie (9.

Auflage), Springer-Verlag).



1.1.3 Der Serotonintransporter

Der Serotonintransporter (SERT oder 5-HTT) ist ein Neurotransmitter-Natrium-
Symporter (Zhao et al., 2010). Er nimmt das in den synaptischen Spalt ausgeschiittete
5-HT wieder Uber die Plasmamembran in das prasynaptische Neuron auf, wodurch die
Wirkung des Neurotransmitters an den pra- und postsynaptischen 5-HTT terminiert wird

und die 5-HT-Speicher der Prasynapse wieder aufgefillt werden kénnen.

Dadurch ist er Angriffspunkt flir Antidepressiva aber auch flr andere
psychostimulierende Substanzen wie Drogen (3,4-Methylendioxy-N-methylamphetamin
(MDMA/Ecstasy), Kokain). Es ist ein einzelnes Gen, das fir den 5-HTT des Menschen
kodiert. Fir den 5-HTT der menschlichen Thrombozyten und den 5-HTT in Nervenzellen
im menschlichen Gehirn konnte eine identische Struktur nachgewiesen werden, was
annehmen lasst, dass beide Proteine von dem gleichen Single-Copy-Gen ,SLC6A4“
kodiert werden (Lesch et al., 1993). Dieses Gen besteht aus 14 Exons, umfasst ca. 31
kB und befindet sich auf dem Chromosom 17q12. Dabei wird zwischen

Gensequenzvariation und Mutation unterschieden.

Eine Gensequenzvariation wird als Polymorphismus bezeichnet, sobald diese Variation
innerhalb einer Population haufiger als zu einem Prozent vorkommt. Wird diese Grenze
unterschritten, spricht man von einer Mutation. Befinden sich die Genvarianten am
gleichen Genlocus (= Genort), werden diese als Allele bezeichnet. Diese Variationen
kénnen zu unterschiedlichen Genprodukten fihren, aber auch die Starke der Expression
eines Gens beeinflussen. Mitte der 1990er Jahre beschrieben Heils et al. erstmals einen
Polymorphismus in der sogenannten ,Transkriptionalen Kontrollregion“ des humanen 5-
HTT (Heils et al., 1995, Heils et al., 1996). 5-HTT wird durch das SLC6A4-Gen (SLC6A4)
kodiert, in dem ein Langenpolymorphismus (= serotonin transporter-linked polymorphic
region, 5-HTTLPR) zu finden ist. Er befindet sich in der 5'-Promotorregion innerhalb einer
repetitiven Sequenz, der eine Bindungsstelle fur einen Transkriptionsfaktor (AP-2) folgt
(Lesch et al., 1994). Dieser Polymorphismus besteht aus einer langen Variante (L-Allel)
und einer kurzen Variante (S-Allel). Das S-Allel ist assoziiert mit einer geringeren
basalen Aktivitdt des 5-HTT-Gens, verknlpft mit einer geringeren Expression,
resultierend in einer geringeren 5-HT-Wiederaufnahme (5-HT-reuptake) im Vergleich mit

dem L-Allel (Heils et al., 1996). Trager einer Genvariante mit geringerer Expression des



5-HTT-Gens zeigen ein eher schreckhaftes, angstlicheres Verhalten im Vergleich zu
Gentragern mit hdherer Expression (Armbruster et al., 2009), was dann eine Rolle im
Zusammenhang mit der Entwicklung von Depressionen, Angststérungen und
Neurotizismus spielen kann. Man geht aulierdem davon aus, dass die Genvariante einen
Einfluss auf das soziale Verhalten eines Individuums hat (Canli and Lesch, 2007). Es
zeigt sich bei Testpersonen, die eine oder zwei Kopien des S-Allels besitzen, eine
hdhere neuronale Aktivitat in der Amygdala als Antwort auf furchtsame Stimuli (Canli
and Lesch, 2007, Hariri et al., 2002). Caspi et al. zeigten 2003, dass der Einfluss von
Stress bei Menschen mit einer oder zwei Kopien des S-Allels des 5-HTT-Gens anfalliger
fir depressive Symptome waren, im Vergleich zu homozygoten Tragern zweier L-Allele
des 5-HTT-Gens (Caspi et al., 2003). Eine Meta-Analyse von Risch et al. aus dem Jahr
2009 konnte jedoch keinen Zusammenhang des 5-HTTLPR und der Genese von
Depressionen zeigen (Risch et al., 2009). Karg et al. hingegen konnten in ihrer Meta-
Analyse, die es sich zur Aufgabe machte, die zu diesem Thema vorliegenden Studien
noch einmal umfassender zu betrachten, deutliche Hinweise finden, dass das Vorliegen
des S-Allels des 5-HTTLPR mit einem erhdhten Risiko fur die Entwicklung einer

Depression bei erhdhtem Stresserleben einhergeht (Karg et al., 2011).

1.1.4 Bedeutung Serotonins fiir psychische Erkrankungen

Schon vor etwa 50 Jahren wurden Hypothesen aufgestellt, dass ein Ungleichgewicht
von Neurotransmittern bei der Entstehung psychischer Erkrankungen eine Rolle spielt.
1972 wurde von Coppen et al. die ,Monoamin-Defizit-Hypothese” aufgestellt. Coppen et
al. fanden heraus, dass bei manischen und depressiven Patienten 5-Hydroxyindolacetat,
ein Stoffwechselprodukt von 5-HT, im Liquor erniedrigt ist. Es wird also mit der
»,Monoamin-Defizit-Hypothese“ postuliert, dass ein reduziertes Angebot an 5-HT oder
auch eine verminderte Anzahl an 5-HTT, eine Rolle bei der Entwicklung von psychischen
Erkrankungen wie Depressionen und Angststérungen spielen (Coppen et al., 1972).
Jedoch kann ein Ungleichgewicht im serotonergen System eher als Risikofaktor oder
Trigger im Zusammenhang mit der Entstehung von Depressionen und Angststérungen
bezeichnet werden. Die Atiologie dieser Erkrankungen wird darliber hinaus auch durch
andere Faktoren wie z.B. Geschlecht, Lebensereignisse, Stress und Varianten
zahlreicher anderer Gene beeinflusst (Jans et al., 2007). Ein grundsatzlicher Weg in der

aktuellen Therapie von Depressionen und Angststérungen sind die SSRIs (Hirschfeld,



2001), die eben diese verminderte Wirkung durch eine verlangerte Verfligbarkeit des
Neurotransmitters im synaptischen Spalt verstarken sollen. Eine weitere Gruppe der
Antidepressiva sind die 1956 entdeckten tri- und tetrazyklischen Antidepressiva, welche
noch bis zum Anfang des 21. Jahrhunderts Leitsubstanzen (z.B. Imipramin) der
antidepressiven Therapie waren (Bossong, 2008). Tri- und tetrazyklische
Antidepressiva (Trizyklika, Tetrazyklika), deren Name von ihrem chemischen Aufbau
aus drei (tri) oder vier (tetra) Ringen stammt, verbessern das bei einer Depression
gestorte Gleichgewicht zwischen den Botenstoffen Serotonin und Noradrenalin im
Gehirn. (,Pharmakologie und Toxikologie“ Graefe, Karl Heinz; Lutz, Werner; Bonisch,
Heinz: 2011).

1.2 5-HTT-Knockout-Maus: Ein Tiermodell fur Angsterkrankungen

Zur weiteren Untersuchung der Funktion des 5-HTTs wurde 1998 eine 5-HT T-defiziente
Maus generiert (Bengel et al., 1998). Bei der 5-HTT-Knockout-Maus ist das 5-HTT-Gen
komplett ausgeschaltet. Zur 5-HTT-KO-Linie gehéren Mause mit drei verschiedenen
Genotypen: 5-HTT+/+ (homozygot fir den Wildtyp, WT), 5-HTT+/- (heterozygot flir den
Knockout, HET) und 5-HTT-/- (homozygot flir den Knockout, KO) (Schafer, 2007,
Kriegebaum et al., 2010).

5-HTT-KO-Mause zeigen ein normales Geburtsgewicht, keine erhéhte Sterblichkeit und
sind fruchtbar (Bengel et al., 1998). Die Wiederaufnahme von [3H]5-HT mit hoher
Affinitat fehlt komplett im Gehirn der homozygoten Knockout-Mause, was den
physiologischen Effekt des 5-Htt-Gen-Knockouts bestétigt. Die Konzentration von 5-HT
ist bei 5-HTT-KO-Mausen im Gehirngewebe verschiedener Hirnregionen deutlich
reduziert (60-80%). Sie zeigen eine erhdhte extrazellulare 5-HT-Konzentration
gegenuber einer erniedrigten 5-HT-Konzentration im Gewebe (Mathews et al., 2004,
Gobbi et al., 2001, Fabre et al., 2000, Shen et al., 2004). Des Weiteren ist bei ihnen die
Anzahl der serotonergen Neuronen im dorsalen Raphekern um 50% reduziert und deren
neuronale Aktivitat vermindert (Lira et al., 2003). Die neuronale 5-HT-Synthese der 5-
HTT-KO-Mause ist zwar erhéht im Vergleich zu den 5HTT-WT-Mausen, was die
fehlende Wiederaufnahme und dadurch erniedrige 5-HT-Konzentration im Gewebe

jedoch nicht kompensieren kann (Kim et al., 2005). Hinzu kommt eine erniedrigte



Sensitivitat der 5-HT1A- und 5-HT1B-Rezeptoren bei den 5SHTT-KO-Mausen (Holmes et
al., 2002).

Auf Verhaltensebene zeigt sich eine verminderte Aktivitat im offenen Arm des ,Elevated-
Plus-Maze“-Angsttests und im ,Open-Field‘-Test, wo das Erkundungsverhalten der
Tiere getestet wird, sowie ein verzdgerter Beginn der Nahrungsaufnahme im ,Novelty-
Suppressed-Feeding“-Test (Kalueff et al., 2010). 5-HTT-KO-Mause zeigen grundsatzlich
eine geringere Aktivitat in ihrem Kafig, verglichen mit 5-HTT-WT- und 5-HTT-HET-
Mausen (Holmes et al., 2002). Des Weiteren haben Holmes et al. mannliche 5-HTT-KO-
Mause mit mannlichen Kontrollmausen im Resident-Intruder-Test verglichen. 5-HTT-
KO-Mause attackieren den Eindringling langsamer und seltener, als es die
Kontrolimause tun. 5-HTT-HET-Mause attackieren zwar schnell, aber nicht so haufig wie
die Kontrollmause. Wird ein Amphetamin (MDMA) gegeben, das 5-HT Uber einen
Transporter abhangigen Mechanismus freisetzt, fehlt die erwartete Steigerung der
motorischen Aktivitat bei den 5-HTT-KO-Mausen komplett (Bengel et al., 1998).

Da 5-HTT-KO-Mause im Vergleich zu WT- und HET-Mausen in verschiedenen
Verhaltenstests ein verstarkt angstahnliches Verhalten zeigen, weniger lokomotorisch
aktiv und auch weniger aggressiv sind, kann davon ausgegangen werden, dass sie ein
gutes Tiermodell fur die Erforschung eines veranderten serotonergen Systems im

Zusammenhang mit Angsterkrankungen sind.

1.3 Neuronale Plastizitat

Das Wort Plastizitat leitet sich aus dem griechischen Wort ,plastikés* ab, was im
Deutschen fir ,formend” oder ,bildend® steht. Im zentralen Nervensystem gibt es auch
im ausgereiften Zustand stets solche ,formenden® Anpassungsprozesse an die Umwelt
und die neu auftretenden Anspriche an die Leistung des Nervensystems. Das kénnen
neuronale, synaptische oder funktionelle Veranderungen sein. Somit spielt die neuronale
Plastizitat auch eine zentrale Rolle bei Lernprozessen und Gedachtnisleistungen. Der
Begriff ,Plastizitat bezeichnet die Veranderbarkeit sowohl der anatomischen als auch der
funktionellen Organisation des zentralen Nervensystems, die zu einer Anpassung an die
Erfordernisse der aufleren Welt fihrt, beispielsweise nach Lasionen des
Nervensystems® (Karnath Hans-Otto 2006). Davon sind andere Begriffe abzugrenzen

wie die der Adaptation oder der Habituation. Die Adaptation beschreibt eine Anpassung,



die nur kurzfristig besteht, ohne lang andauernden Effekt und begrenzt auf einen
umschriebenen Bereich. Habituation, ein Sonderfall der Adaptation, steht fir eine zeitlich
begrenzte Steigerung der Erregungsschwelle nach wiederholter Reizdarbietung
(Karnath Hans-Otto 2006).

Donald Hebb war einer der ersten, der den Vorgang der neuronalen Anpassung
beschrieb, wobei die synaptische Plastizitat im Fokus stand. 1949 formulierte er folgende

Regel:

-Wenn ein Axon einer Zelle A nah genug ist, um eine Zelle B anzuregen und wiederholt
oder dauerhaft daran teilnimmt sie anzufeuern, dann finden in einer oder in beiden Zellen
Wachstumsprozesse oder Stoffwechselveranderungen statt, so dass A’s Effektivitat, als
eine der Zellen, die B anfeuert, erhoht wird“ (Hebb, D.O. 1949).

Durch wiederholte Stimulation von Synapsen, beispielweise bei Lernvorgdngen, kann
das Aktivitatsniveau der Synapsen gesteigert werden, was im Verlauf sogar zu
morphologischen Veranderungen z.B. Neubildungen von Synapsen oder erhdhter
Rezeptordichte fihren kann. Die Veranderung der Synapsenaktivitat durch wiederholte
Stimulation wird auch als Langzeitpotenzierung bezeichnet (Hacke, 2016). Zu den ersten
Systemen, die in Bezug auf Lernvorgange und Gedachtnis mit Langzeitpotenzierung
analysiert wurden, gehort der Kiemen-Ruckzug-Reflex der Meerschnecke Aplysia durch
Kandel et al. im Jahr 1965 (Kandel and Tauc, 1965). Die Meerschnecke besitzt nur ca.
20.000 Nervenzellen im zentralen Nervensystem, die grof3 genug sind, um mit blofem
Auge erkannt zu werden. Auch wenn der Kiemen-Rickzugreflex ein wenig komplexer
Vorgang ist, bei dem die Kiemen reflexartig kontrahiert werden, kénnen gleich mehrere
einfache Lernformen wie Habituation, Sensibilisierung und klassische Konditionierung
dabei beobachtet werden, die den korrespondierenden Lernformen des Menschen sehr
ahnlich sind (Kandel, 2001). Und weitere Erkenntnisse wurden bei diesem Experiment
gewonnen: Fur das Kurzzeitgedachtnis bedarf es im Gegensatz zum Langzeitgedachtnis
nicht der Synthese neuer Proteine. Die Prozesse des Langzeitgedachtnisses betreffen
jedoch die Transkription im Zellkern und somit die ganze Zelle auch im Inneren und nicht
nur Anpassungen, die spezifisch die Synapsen betreffen. Es konnte bestatigt werden,
dass Lernprozesse grundsatzlich mit Veranderungen der Starke und molekularen
Struktur synaptischer Verbindungen zwischen prazise verschalteten Zellen
zusammenhangen. Eine wichtige Rolle bei dauerhaften Effekten des

Langzeitgedachtnisses spielt die Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB (cAMP



response element-binding protein) an Synapsen des beanspruchten Neurons. Wird
CREB durch auliere Signale der Zelle aktiviert, hat dies einen Einfluss auf die Aktivitat
verschiedener Gene, was wiederum einen Effekt auf das Wachstum von Synapsen
haben kann und fir eine anhaltende Veranderung der synaptischen Wirkung
verantwortlich ist (Kandel, 2001). Der Effekt der synaptischen Plastizitdt und die
Entdeckung der Langzeitpotenzierung wurde flr die Hirnregion des Hippocampus im
Zusammenhang mit Lernprozessen spater durch Bliss et al. unterstitzt. Durch gehaufte
Aktivierung des postsynaptischen N-methyl-D-Aspartat Rezeptorkomplexes wird die
synaptische Aktivitat der Neuronen im Hippocampus dauerhaft verstarkt (Bliss and
Collingridge, 1993). Toni et al. zeigten 1999 die anatomischen Auswirkungen von
Langzeitpotenzierung auf die Umstrukturierung von Synapsen. In der spaten Phase der
Langzeitpotenzierung entstehen vermehrt synaptische Kontakte zu dendritischen Spines

(= Dornfortsatze) Uber neu ausgebildete axonale Endigungen (Toni et al., 1999).

Durch intensives Lernen und Training kdnnen neuronale Strukturen nachhaltig verandert
werden. Hyde et al. zeigten, dass bei Kindern, die tUber 15 Monate Musikunterricht
erhielten, im Vergleich zu Kindern, die dieses Training nicht erfuhren, anatomische
Veranderungen im Motorcortex, Corpus callosum und dem akustischen System
nachzuweisen waren (Hyde et al., 2009). Ein weiteres Beispiel dafir, dass repetitiver
Gebrauch bestimmter Areale des Gehirns langfristige neuronale Veranderungen
hervorrufen kénnen, um die Funktionalitit zu steigern. Zwar nimmt die
Regenerationsfahigkeit des Gehirns mit steigendendem Lebensalter ab, ist jedoch
weiterhin gegeben. Man nimmt beispielsweise an, dass sich nach einem Schlaganfall,
wodurch Hirngewebe nachhaltig zu Schaden kommt, neben BlutgefalRen auch Axone
und sogar neue Nervenzellen ausbilden, um die Aufgaben des geschadigten Gewebes
zu Ubernehmen (Dgbrowski et al., 2019, Yaniv et al., 2012). Dieses Potenzial steht im
Fokus der RehabilitationsmafRnahmen in der Patientenversorgung. Neuronale Plastizitat
bedeutet also funktionale Anpassungsprozesse, die mit der Fahigkeit struktureller
Veranderungen der Anatomie der Neurone einhergehen und sich gegenseitig
beeinflussen. Diese Veranderungen koénnen sich z.B. in Form angepasster
Rezeptoraktivitaten, veranderter Axon- und Dendritenlange, Verzweigungsmuster der
Dendritenbdume, Anzahl von Spines oder auch der Spinedichte und

Neurotransmitterkonzentrationen darstellen.



Stress ist ein besonders relevanter Einflussfaktor, der zu funktionalen wie auch
strukturellen Anpassungen im Rahmen der neuronalen Plastizitat fiihren kann. Die
neuronalen Veranderungen werden zusatzlich durch die Homobostase verschiedener
Neurotransmitter und auch individuelle genetische Dispositionen beeinflusst. Das
Phanomen der neuronalen Plastizitat kann wiederum unterschiedlich in verschiedenen

Hirnregionen ausgepragt sein und betrifft nie die gesamte Struktur des Nervensystems.

1.4 Stress und seine Auswirkungen

Jeder Mensch kennt das Geflihl gestresst zu sein und ist im Alltag unterschiedlichsten
Stressoren ausgesetzt. Als Begriinder der Stressforschung gilt seit den 1930er-Jahren
Hans Selye. Er definierte 1956 Stress als ,unspezifische Reaktion des Koérpers auf
jegliche Anforderung® (Selye 1956). Was als Ausloser fur Stress wahrgenommen wird
und welche Folgen das fir den jeweiligen Menschen hat, ist individuell sehr
unterschiedlich. Stress bezeichnet vielmehr einen Prozess, bei dem ein mdglicher
Stressor wahrgenommen, subjektiv bewertet und verarbeitet wird. Diese Erfahrung kann
dann unterschiedliche Reaktionen ausldosen (Myers, 2014). Fallt die Bewertung positiv
aus, kann das stressende Ereignis motivierend und leistungssteigernd sein. Sobald der
Stressor als Belastung wahrgenommen wird oder einen chronischen Verlauf annimmt,
kann es zu negativen Auswirkungen kommen. Die kdérperliche Reaktion unterliegt u.a.
einem hormonellen Regelkreis, der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-
Achse (HHNA). In Stresssituationen wird das im Hypothalamus gebildete Kortikotropin-
Releasing-Hormon (CRH, englisch Corticotropin-releasing-hormone) vermehrt tber ein
Pfortadersystem an die Hypophyse abgegeben. Dort stimuliert es die Freisetzung des
adrenokortikotropen Hormons (ACTH, englisch Adrenocorticotropic hormone), was in
der Nebennierenrinde unter anderem die Ausschittung von Glukokortikoiden bewirkt
(Rensing, 2013).

Die Glukokortikoide haben zum einen metabolische Effekte, wie die Erhdhung des
Blutzuckers und die Bereitstellung von Aminosauren, um den erhdhten Energiebedarf
zu decken, was langfristig zu einer diabetischen Stoffwechsellage und Ubergewicht
fuhren kann (Ulrike, 2016). AuRerdem kann die Funktion des Immunsystems durch
Stress reduziert werden, was zu einer erhdhten Krankheits- und Infektanfalligkeit fihrt.

Auch das Risiko flr kardiovaskulare Erkrankungen steigt, vor allem bei dauerhafter



Stressexposition (Myers, 2014). Wie die Studie von Slopen et al. aus dem Jahr 2012
zeigt, haben Frauen mit sehr starker beruflicher Belastung ein zu 38% hoheres Risiko
gegenuber ihrer Kontrollgruppe, eine kardiovaskulare Erkrankung zu erleiden (Slopen et
al., 2012). Zum anderen wirken die Hormone der HHNA auch auf das Gehirn und kénnen
das Verhalten, die Stimmung sowie die Entstehung psychischer Erkrankungen
beeinflussen (Ulrike, 2016). Eine erhdhte Aktivitdt der HHNA steht eindeutig im
Zusammenhang mit der Entstehung einer Depression (Stetler and Miller, 2011, Holsboer
et al., 1986). Bei Patienten mit einer Depression kann im Vergleich zu Gesunden eine
deutlich hdéhere Ausschiattung von Cortisol nach Erhéhung der CRH-Sekretion
gemessen werden (Holsboer et al., 1986). Bei der Entstehung psychischer
Erkrankungen sind aulerdem verschiedene Neurotransmittersysteme relevant, die
besonders durch die Einwirkung von chronischem Stress beeinfluss werden kénnen. Zu
den relevanten Neurotransmittersystemen gehoren dabei unter anderem das
serotonerge, das noradrenerge sowie das dopaminerge System (Jans et al., 2007, Lowry
et al., 2005, Goddard et al., 2010, Rasheed et al., 2010, Majcher-Maslanka et al., 2017).
Chronischer Stress fiihrt zu einer dauerhaft erhéhten Ausschuttung von CRH und
Glukokortikoiden, was kurzzeitig zu einer erhdhten Verfigbarkeit von 5-HT im Gehirn
fuhrt. Bei langanhaltendem Stress kommt es im Verlauf dann zu einem 5-HT-Defizit
sowie einer verminderten Empfindlichkeit der 5-HT1A-Rezeptoren. Dadurch kann sich
das Risiko fir die Entstehung einer Depression oder auch von anderen mentalen

Erkrankungen erhdhen (Jans et al., 2007).

Effekte, die der akuten oder auch primaren Stressreaktion folgen, werden als sekundare
Auswirkungen bezeichnet. Dabei sind Wechselwirkungen zwischen dem noradrenergen
System und Glukokortikoiden in der Hirnregionen Amygdala und dem Hippocampus, die
zum limbischen System gehdren, von besonderer Bedeutung. Dort findet die
Entwicklung des Stressgedachtnisses statt, was langfristige Anpassungen an
wiederholten Stress ermdglichen (Rensing, 2013). Diese Anpassung kénnen sowohl auf

funktionaler als auch auf struktureller Ebene im Zuge neuronaler Plastizitat stattfinden.

1.5 Das limbische System — Bedeutung, Funktion, neuronale Plastizitat

Das limbische System beschreibt eine Gruppierung verschiedener Hirnstrukturen, die

miteinander kommunizieren und eine entscheidende Rolle bei Gedachtnisleistungen,
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Lernprozessen, vegetativen Vorgangen und der Steuerung von Emotionen einnehmen.
Vor allem die Strukturen der Amygdala und des Hippocampus sind relevant bei dem
Erleben und der Verarbeitung von Emotionen. Sie nehmen aufgrund ihrer anatomischen
Verbindungen eine Vermittlerfunktion zwischen Grof3hirnrinde und Hirnstamm und somit
zwischen hoéheren kognitiven Funktionen und Emotionen ein (Bogerts aus Mdller et al.
2011). Liegen dort Abweichungen oder Lasionen vor, kann es zu Stérungen eben dieser
Funktionen kommen (Karnath Hans-Otto 2006).

1.5.1 Die Amygdala

Das humane Corpus amygdaloideum (griechisch Amygdala = Mandelkern) ist ein
Kerngebiet, das im medialen Temporallappen rostral des Hippocampus liegt. Die
Amygdala hat Einfluss auf die vegetative Funktion des Hypothalamus, auf emotional
begriindete motorische Verhaltensweisen und ist verantwortlich fiir die Bewertung und
Speicherung implizierter ,emotional betonter Gedachtnisinhalte* (Trepel, 2015) wie
beispielweise das Angst-/Furcht-Gedachtnis (Ehrlich et al., 2009). Sie besteht aus
mehreren Einzelkernen und kann daher als Kernkomplex bezeichnet werden. Die
einzelnen Kerngebiete sind miteinander verschaltet, ihnen kommen zum Tell
unterschiedliche Funktionen zu. Der basale Kern steht beispielsweise in Verbindung mit
dem zentralen Kern sowie dem Striatum (LeDoux, 2007) und spielt eine wichtige Rolle
in der Organisation motorischer Impulse (Trepel, 2015). Die laterale Amygdala (LA) gilt
als Haupteingangskern oder als sogenannter ,Gatekeeper® (Pfortner) des Corpus
amygdaloideum. Sie erreichen Afferenzen von verschiedensten Sinneswahrnehmungen
wie zum Beispiel olfaktorischen, akustischen, visuellen, gustatorischen sowie
somatosensorischen Wahrnehmungen aus dem Cortex und dem Thalamus. Diese
Afferenzen werden innerhalb der Amygdalakerne verschaltet und kénnen das Verhalten
und Gedachtnisinhalte beeinflussen (LeDoux, 2007). Der zentrale Kern der Amygdala
gilt als wichtiger Ausgangskern mit Verknlpfungen u.a. zum Hypothalamus und
Hirnstamm, mit Bedeutung fiir die Modulation emotionaler Verhaltensweisen und
physiologischer Reaktionen. Es gibt einen langsamen und sorgfaltigeren
Verarbeitungsweg von eingehenden Stimuli Gber kortikale Strukturen zur LA, sowie
einen schnelleren Verarbeitungsweg Uber den Thalamus zur LA, welcher den Stimulus
weniger genau reprasentiert. Beide Wege sind nach wiederholter Prasentation eines

Stimulus entscheidend fir Veranderungen im Rahmen der neuronalen Plastizitat dieser
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Hirnregion (Li et al., 1996). Wird ein akustisch konditionierter Stimulus prasentiert,
kommt es in der LA prasynaptisch zu einer Ausschittung von Glutamat und einer
Erhéhung der Kalziumkonzentration der postsynaptischen Zelle Uber verschiedene
Rezeptoren (z.B. AMPAR, NMDAR). Wird derselben Zelle gleichzeitig ein starker
unkonditionierter Stimulus prasentiert, wird die postsynaptische Kalziumkonzentration
verstarkt erhéht (z.B. Uber L-VGCC (englisch L-Typ voltage gated calcium channels).
Diese kombinierten Kalziumsignale resultieren u.a. in der Phosphorylierung der MAP
Kinase (englisch Mitogen-activated protein kinase), wodurch Transkriptionsfaktoren wie
z.B. CREB-1 aktiviert und die RNA- und Proteinsynthese beeinflusst werden, was die
Basis des Effekts der Langzeitpotenzierung und Gedachtnisbildung darstellt (LeDoux,
2007).

Die Amygdala ist entscheidend daran beteiligt, akute oder chronische Angste wie auch
Stresserfahrungen zu verarbeiten und durch Konditionierung Lerneffekte zu erzielen. Die
neuronale Struktur der Amygdala und die Auswirkungen der emotionalen
Stressverarbeitung beeinflussen sich dabei gegenseitig. Die Arbeit von Morey et al.
ergab, dass ein Zusammenhang zwischen einem verminderten Volumen der Amygdala
und dem Auftreten einer posttraumatischen Belastungsstérung besteht. Dieses
Stoérungsbild entsteht als Reaktion auf einmalige oder wiederholte Ereignisse extremer
psychischer Belastung, also aulergewohnlich starkem emotionalem Stress (Morey et
al., 2012). Sublette et al. zeigten in ihrer Studie ebenso Auswirkungen von Stress auf die
Morphologie der Amygdala. In ihrer Studie wiesen Menschen mit starken
Stresserfahrungen in ihrer nahen Vergangenheit eine Verringerung des Volumens der
Amygdala auf (Sublette et al., 2016). Ausgepragter oder wiederholter Stress kann sich
aulRerdem auf die Morphologie der Neurone der Amygdala auswirken, wie zum Beispiel
auf die Komplexitat der Verzweigung der Dendritenbdume oder die Dornfortséatze der
Dendriten. Nietzer et al. fanden beispielsweise Hinweise auf eine Zunahme der Dichte
der Dornfortsatze der Dendriten der lateralen Amygdala durch soziale Stresserfahrung
in Mausegehirnen (Vyas et al., 2006, McLaughlin et al., 2005, Roozendaal et al., 2009,
Nietzer et al., 2011).
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1.5.2 Der Hippocampus

Der Hippocampus hat seinen Namen aufgrund seiner morphologischen Ahnlichkeit zur
Form eines Seepferdchens (griechisch Hippocampus = Seepferdchen). Er tragt nicht nur
entscheidend zur Gedachtnisbildung bei. Es wird angenommen, dass der Hippocampus,
im Zusammenspiel mit der Amygdala, physiologische Reaktionen des Korpers auf
kognitive Stimuli beeinflusst (Lathe, 2001), was auch die Verarbeitung von Emotionen
mit einbezieht (Bertoglio et al., 2006, Pentkowski et al., 2006). Der Hippocampus ist dem
Archicortex zuzuordnen. Der Archicortex ist eine entwicklungsgeschichtlich alte Struktur
des GroBhirns, die im Gegensatz zum sechsschichtigen Isocortex, dreischichtig
aufgebaut ist. Zum Archicortex gehéren Hippocampus, Gyrus cinguli und die Regio
enthorinalis. Der Hauptteil des Hippocampus liegt im Temporallappen. Sein Endsttick,
der Pes hippocampi, bildet beim Menschen eine typische Tatzen-ahnliche Struktur,
weiter erstreckt er sich nach oben und kaudal bis zum kaudalen Teil des Corpus
callosum (Balken) und geht dort tber in die Fasern des Fornix, der schlie3lich in die
Corpora mammillaria mindet. Im Frontalschnitt der Hippocampusregion lassen sich drei
Abschnitte histologisch voneinander abgrenzen, welche die Hippocampus-Formation
bilden: Gyrus dentatus, Cornu ammonis (CA) und Subiculum. Diese Strukturen sind vom
Subiculum ausgehend bis zum Gyrus dentatus eingerollt, wie ein Seepferdchen von Kopf
bis Schwanzende, was den Namen des Hippocampus erklart (Seress, 1980). Das CA
lasst sich in die Regionen CA1-4 unterteilen, wobei die CA4-Region vom Gyrus dentatus

umgeben wird (Trepel, 2015).

Der Hippocampus erhalt Afferenzen aus verschiedenen Hirnregionen: Thalamus, Gyrus
cinguli, Amygdala, Septum, Area entorhinalis des Gyrus parahippocampalis mit
sensorischen Informationen aus Neokortex und dem Rhinencephalon. Die Efferenzen
verlassen den Hippocampus zum Grofteil Uber die Struktur des Fornix. Dieser gibt
Abzweigungen an verschiedene Regionen wie Septum, Amygdala und Hypothalamus
ab und endet in den Corpora mammillaria des Hippocampus. Von dort ausgehend bildet
sich der Papez-Neuronenkreis Uber den anterioren Thalamus, den Gyrus cinguli, die
Area entorhinalis und von dort wieder zum Hippocampus. Diese Verschaltung ist
entscheidend fiir den Ubergang von Informationen ins Langzeitgedachtnis und somit
wesentlicher Bestandteil der Gedachtnisleistung (Trepel, 2015). Eine weitere bekannte
Verbindung innerhalb des Schaltkreises des Hippocampus ist der trisynaptische Weg.

Die erste Synapse besteht zwischen der Area enthorinalis und dem Gyrus dentatus, von
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da ausgehend die zweite Synapse zu den Pyramidenzellen der CA3-Region und Uber
die dritte Synapse, auch ,Schaffer-Kollaterale* genannt, zu den Pyramidenzellen der

CA1-Region des Hippocampus (Andersen Per, 2006).

Funktionell werden dem Hippocampus und seinem komplexen Schaltkreis verschiedene
Aufgaben zugeordnet. Einerseits in der kognitiven Gedachtnisleistung und
Erinnerungsintegritat, u.a. durch das Prinzip der Langzeitpotenzierung, andererseits in
der Emotionsverarbeitung und der Stressregulation. Bei Nagetieren werden dem
ventralen und dem dorsalen Teil des Hippocampus unterschiedliche funktionelle
Schwerpunkte zugeschrieben. Der ventrale Anteil soll starker beteiligt sein an der
Verarbeitung von Emotionen und Stress, wohingegen der dorsale Teil in
Zusammenhang mit kognitiven Leistungen wie der Informationsverarbeitung gebracht

wird (Fanselow and Dong, 2010).

Die erste konkrete Entdeckung bezlglich der Funktion des Hippocampus machten
Scoville und Milner 1957. Sie wollten therapeutische Effekte bei Epilepsiepatienten
erzielen, indem ein Teil des medialen Temporallappens operativ entfernt wurde.
AnschlieBend waren die Intensitdt und Haufigkeit der Anfalle reduziert. Jedoch hatten
die Patienten, denen im Rahmen der Operation grol3e Teile des Hippocampus entfernt
wurden, im Fall des berihmten Patienten H.M. bilateral bis zu zwei Drittel, erhebliche
Defizite der Gedachtnisleistung und zeigten eine anterograde Amnesie (Scoville and
Milner, 1957). Es ist nicht eindeutig geklart, fur welche Formen des Gedachtnisses der
Hippocampus eine Rolle spielt. Jedoch hat er scheinbar eine Funktion beim Ubergang
von Gedachtnisinhalten aus dem Kurzzeit- ins Langzeitgedachtnis und Prozessen des
episodischen bzw. kontextspezifischen Gedachtnisses (Kim and Fanselow, 1992), nicht

jedoch fur das implizite Gedachtnis (Squire, 1992).

Fur das Verstandnis und die Therapie depressiver Erkrankungen wird der Hippocampus
ebenfalls genauer betrachtet. Chronische Einwirkungen von Stress und depressiven
Episoden, welche eng miteinander in Verbindung stehen, kdnnen zur Atrophie des
Hippocampus flhren und die Neubildung von Neuronen im Gehirn von Erwachsenen,
die adulte Neurogenese, in dieser Hirnregion hemmen (Han et al., 2016). In einer Studie,
in der MRT-Aufnahmen von Patienten mit einer unipolaren Depression mit denen
gesunder Patienten verglichen wurden, konnte eine Verminderung des Volumens des
Hippocampus um acht Prozent bei den erkrankten Patienten festgestellt werden. Es wird

vermutet, dass dies nach wiederholten schweren depressiven Episoden auftritt
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(Videbech and Ravnkilde, 2004). Dieser beschriebenen Reduktion an neuronaler
Substanz scheinen Antidepressiva verschiedener Wirkstoffklassen entgegenwirken zu
kénnen und sogar die Neurogenese des Hippocampus anzuregen, was anhand von
bildgebenden Verfahren beim Menschen aber auch mithilfe von Tiermodellen (Mause,
Ratten) bereits nachgewiesen werden konnte (Malberg et al., 2000, Manev et al., 2001,
Warner-Schmidt and Duman, 2006).

Bereits 1990 haben Woolley et al. zeigen kdnnen, dass Ratten unter dauerhaft erhéhter
Stresshormonkonzentration im Blut Atrophien apikaler Dendriten der Pyramidenzellen
der CA3-Region aufweisen (Woolley et al., 1990), was Watanabe et al. 1992 auf
zelluldrer Ebene mit chronisch gestressten Ratten und somit physiologischer
Stressreaktion bestatigten (Watanabe et al., 1992). Magarinos et al. fanden 1996 heraus,
dass wiederholter psychosozialer Stress bei Mausen eine Atrophie der Apikaldendriten
der Pyramidenzellen sowie eine reduzierte Anzahl an Verzweigungen der
Dendritenbaume der CA3-Region des Hippocampus zur Folge haben kann (Magarifios
et al., 1996). Auch in Studien mit Ratten konnten Effekte, wie Dendritenatrophie nach
sozialer Stresserfahrung, in der CA3-Region des Hippocampus gezeigt werden
(McKittrick et al., 2000, Kole et al., 2004).

1.6 Fragestellung

Neben einer genetischen Suszeptibilitat (u.a. durch das S-Allel des 5-HTTLPR) tragen
auch Stresserfahrungen zur Entstehung von psychischen Erkrankungen bei. Stress
aber auch veranderte Neurotransmittersysteme kénnen die Morphologie von Neuronen
beeinflussen. Mause der 5-HTT-KO-Linie sind ein Tiermodell zur Untersuchung von
Angsterkrankungen. Im Rahmen einer Studie, die in Minster durchgefuhrt wurde, sind
Gehirne von Mausen aller drei 5-Hft-Genotypen (WT, HET, und KO) nach einer
dreimaligen Sozialstresserfahrung mit dem Golgi-Cox-Verfahren impragniert worden.

Mause ohne diese Stresserfahrung dienten als Kontrollen.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden in den mit Golgi-Cox gefarbten Gehirnen
pyramidenzellahnliche Zellen der lateralen Amygdala sowie Pyramidenzellen der CA3-
Region des Hippocampus dreidimensional mikroskopisch rekonstruiert. Eine
anschlief3ende statistische Auswertung der erzielten Parameter dieser Neurone sollte

Aufklarung darlber bringen, inwieweit der 5-Htt-Genotyp und/oder die soziale
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Stresserfahrung die Morphologie dieser Neurone moduliert. Diese mdglichen
morphologischen Veranderungen als Ausdruck einer veranderten neuronalen
Plastizitat geben Hinweise auf eine veranderte Funktion dieser Neurone in Mausen mit
unterschiedlichem 5-Htt-Genotyp und/oder Stresserfahrung. Dartber hinaus wurden in
dieser Arbeit die Neurone der Amygdala aller drei 5-Htt-Genotypen mit den bereits
publizierten Daten von Nietzer et al 2011 (mit einem Vergleich von WT mit KO)
verglichen. Die CA3-Pyramidenzellen wurden im Rahmen der Studie von Nietzer et al.

noch nicht untersucht.

2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die morphologische Analyse dieser Arbeit erfolgte mit Golgi-Cox-impragnierten
Gehirnschnitten, welche bereits fir eine morphologische Studie von Sarah Nietzer und
Maria Bonn (Nietzer et al., 2011) hergestellt worden waren. Die dafir erforderlichen
Mause waren erwachsene, mannliche Mause der 5-HTT-Knockout (-/-, KO) - Zuchtlinie.
Die 5-HTT-KO- Mauslinie wurde bereits 1998 von Bengel und Mitarbeitern generiert und
mehrfach auf den C57BL/6J-Stamm zurlickgekreuzt (Bengel et al., 1998). Adulte
mannliche Mause dieser transgenen Linie wurden von Friederike Jansen mehrfach
einem sozialen Stress ausgesetzt (Jansen et al., 2010), ein Experiment, welches im

Folgenden genauer beschrieben wird:

Die in der Abteilung fiir Verhaltensbiologie der Universitat Milnster verpaarten
heterozygoten Mause (5-Htt+/-) resultierten in Nachkommen mit drei unterschiedlichen
12), die

homozygoten Knockout-Mause (-/-, KO, n = 12) und die heterozygoten Knockout-Mause

Genotypen bzgl. des murinen 5-Htts: Die Wildtyp-Mause (+/+, WT, n

(+/-, HET, n = 12). Friederike Jansen hat dann mannliche Nachkommen dieser Zucht im
Alter von 95+/- 14 Tagen dreimal einem sozialen Stress entsprechend einem Social-
Defeat-Paradigma (Soziale-Niederlage-Paradigma) ausgesetzt. Dabei bekamen die
Mause der 5-HTT-KO-Linie die Rolle des Eindringlings zugeschrieben und wurden flr
die Dauer von 10 Minuten in den Ka&fig einer aggressiven, mannlichen NMRI-Maus
(Naval Medical Research Institute-Maus) gesetzt. Die NMRI-M&use zeigten in der Folge
ein aggressives und feindseliges Verhalten gegenuber dem Eindringling. Diese Situation

wurde insgesamt drei Mal an aufeinander folgenden Tagen fur maximal 10 Minuten
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erzeugt und bei Eskalation mit akuter Gefahrdung der angegriffenen Maus vorzeitig
abgebrochen. Eine Maus wurde dann als Verlierer bezeichnet, wenn sie flnf Verlierer-
Verhaltensweisen (vgl. Definition von Jansen et al. (2010)) in drei aufeinander folgenden
Konfrontationen gezeigt hatte. Dies konnten beispielsweise eine defensive
Kdrperhaltung oder Fluchtverhalten sein. Diese Verhaltensweisen mussten zusatzlich
doppelt so haufig vorkommen, wie Gewinner-Verhaltensweisen, die sich unter anderem
in Form von Beil3en, Jagen oder Attackieren zeigen konnten (vgl. Definition von Jansen
et al. (2010)). Die Mause, die der sozialen Stresserfahrung ausgesetzt wurden, gehérten
anschlielend der Verlierergruppe an. Die restlichen Mause der verschiedenen
Genotypen wurden dieser Konfrontationen nicht ausgesetzt und zahlen zur
Kontrollgruppe. Sieben Tage nach der letzten Konfrontation wurden die Mause unter

Anasthesie dekapiert.

Es ergaben sich daraus sechs sich unterscheidende Gruppen der Mause mit jeweils

sechs Vertretern einer Gruppe.

Tabelle 1: Ubersicht der GréBe und Zusammensetzung der experimentellen Gruppen, untergliedert nach
5-Htt-Genotyp und der von den M&usen gemachten Erfahrung (Kontrolle oder Verlierer). WT, Wildtyp;
HET, Heterozygote; KO, Knockout

Genotyp Erfahrung Anzahl der Mause
WT Kontrolle 6
WT Verlierer 6
HET Kontrolle 6
HET Verlierer 6
KO Kontrolle 6
KO Verlierer 6

2.2 Golgi-Cox-Impragnation und Herstellung der Schnittpraparate:

Die praparierten Gehirne wurden von Marion Winnig (Labor der Klinik fir Psychiatrie,
Psychosomatik und Psychotherapie der Universitadt Wirzburg) nach der Golgi-Cox-
Methode impragniert. Im Anschluss wurden 150 um dicke Schnitte hergestellt, welche

auf Glasobjekttragern fixiert wurden (Nietzer et al., 2011).
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2.3 Mikroskopie und Rekonstruktion der Neurone

Die Rekonstruktion der Neurone erfolgte mithilfe des Neurolucidasystems
(Microbrightfield Biosciences, MBF, Williston, VT 05495 USA). Diese beinhaltete das
Olympus BX-51 Mikroskop (Olympus, Hamburg, Germany), den Motortisch
BioPrecision2 mit Joystick-Steuerung (Ludl Electronic, Hawthrone, USA), die CX9000
Kamera (MBF, Williston, VT 05495 USA) sowie die Neurolucida-Software inkl.
Neurolucida-Explorer (11.01.2 32-bit Version, Williston, VT 05495 USA).

2.4 Kriterien zur Auswahl der Neurone und deren Rekonstruktion

Zur Identifizierung der Hirnregionen der LA und CA3-Region (siehe Abb. 1) wurde der
Atlas von Paxinos und Franklin verwendet (Franklin, KBJ; Paxinos, G: The Mouse Brain
in Stereotaxic Coordinates. Academic Press, 1997 (ISBN 0-12-266070-6)). Fir die
Auswahl und maximale VergroRerung zur Rekonstruktion der Neurone wurde das
Olympus BX 51 Mikroskop bei 100-facher Vergréterung mit Immersionsdl verwendet.
Wahrend der genauen computergestitzten Rekonstruktion war ich fiir die verschiedenen
5-Htt-Genotypen und fur die gemachte Erfahrung der Mause (Kontrolle, Verlierer)
verblindet. Mithilfe des Neurolucidasystems konnten die Somata, Dendritenbaume mit
ihren Verzweigungen und Spines der ausgewahlten Neuronen dreidimensional

rekonstruiert werden.
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Abbildung 1: Représentative Abbildung der lateralen Amygdala und des Hippocampus in einem
Schnittprdparat nach Golgi-Cox-Férbung

(a) Reprasentative Aufnahme der lateralen Amygdala (LA) aus Schnittpraparaten in coronarer Ebene
durch das Mikroskop bei vierfacher Vergrofierung mit entsprechender Markierung. Zur besseren
Orientierung wurde zuséatzlich der basolaterale Kern (BL) der Amygdala mit einer unterbrochenen Linie
umrandet. Der Balken in der rechten Ecke des Bildes zeigt den Mal3stab (Balkenlange entspricht 500 um
im Praparat).

(b) Reprasentative Aufnahme der CA3-Region des Hippocampus durch das Mikroskop bei vierfacher
VergréRerung mit entsprechender Markierung. Zur besseren Orientierung wurde zusatzlich der Gyrus
dentatus (DG) mit einer unterbrochenen Linie markiert. Die orangene Linie markiert die Abgrenzung
zwischen DG und CA3-Region. Der Balken in der rechten Ecke des Bildes zeigt den Mal3stab
(Balkenlange entspricht 500 ym im Praparat).

Die Auswahl geeigneter Neurone erfolgte anhand verschiedener Kriterien. In der LA
wurden pyramidenzelldhnliche Neurone rekonstruiert und dann ihre Morphologie
quantitativ analysiert. Wie in Abb. 2 zu erkennen ist, wurden die in der LA lokalisierten
Neurone mit einem fir sie typischen pyramidenzelldhnlichem Erscheinungsbild flur die
Rekonstruktion ausgewahlt: Die Somata erscheinen dabei pyramidenzellahnlich mit ca.
drei bis 7 Dendriten, selten auch mehr. Einer der Dendriten zeigt sich normalerweise
prominenter als die anderen und wird als Apikaldendrit bezeichnet (Sah et al., 2003). Er
tritt eigenstandig in Erscheinung, mit starkem, dickem erstem Ast, baldiger erster
Aufzweigung nach Abgang vom Zellkérper und insgesamt vielfacher Verzweigung.

Zusatzlich wurde die genaue Abgrenzung zu umliegenden Strukturen definiert.
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(a) (b)

Abbildung 2: Représentative Aufnahme eines pyramidenzelldhnlichen Neurons der lateralen Amygdala

(a) Foto einer pyramidenzelldhnlichen Zelle durch das Mikroskop aus der lateralen Amygdala mit
Uberliegender, in der Realitat dreidimensionaler, Rekonstruktion, die mithilfe des Neurolucida-Systems
erstellt wurde. Bedeutung der Farben: Pink = Apikaldendrit. Griin, weil}, blau und orange = die vier einzelnen
Basaldendriten. Rote Striche am Dendritenbaum = Spines. Der Balken in der rechten Ecke des Bildes zeigt
den Maf3stab (Balkenlange entspricht 50 uym im Praparat).

(b) Abbildung der Rekonstruktion der pyramidenzelldhnlichen Zelle ohne Fotoaufnahme im Hintergrund

(vgl. (@)).

Zur CA3-Region wurde der Anteil des Hippocampus gezahlt, der lateral der geraden
Verbindung zwischen den Enden der Schere des Gyrus dentatus beginnt, bis
einschlieBlich der Windung der CA3-Region nach lateral Richtung CA2/CA1-Region.
Aullerdem wurden nur Schnitte gewahlt, die dem ventralen Hippocampus zugehorig
waren. Dazu zahlten die Schnitte, die nach dem ersten Schnitt kamen, der das Corpus
callosum in koronarer Ebene als nicht kontinuierliche Struktur der beiden Hemispharen
des Gehirns zeigte (Karabeg et al., 2013). Diese Auswahl wurde zum einen getroffen,
um die Gruppe der rekonstruierten Neuronen einheitlicher zu gestalten. Zum anderen,
da die Anzahl und Dichte der Golgi Cox-gefarbten Zellen im ventralen Bereich des
Hippocampus niedriger erschien und somit die einzelnen Zellen mit ihren zugehérigen
Auslaufern wesentlich eindeutiger zu identifizieren und von Nachbarzellen abzugrenzen
waren. Die Apikaldendriten der Pyramidenzellen der CA3-Region waren im Gegensatz
zu den Apikaldendriten der LA-Region immer eindeutig identifizierbar (siehe Abb. 3). Der
Apikaldendrit von Pyramidenzellen der CA3-Region ist sehr prominent, stark verzweigt,
langer als die Basaldendriten und deutlich an der gegenliberliegenden Seite der
restlichen, basalen Dendriten des Zellkorpers angesiedelt. Es wurden nur die Zellkérper

und die jeweiligen Apikaldendriten rekonstruiert. Von der zusatzlichen Rekonstruktion
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der Basaldendriten wurde im Vorhinein kein Gewinn an Ergebnissen erwartet, da in
mehreren vorangegangenen Forschungsarbeiten anderer Arbeitsgruppen kein Effekt
von Stress auf die Morphologie der Basaldendriten der Pyramidenzellen der CA3-Region
bei Ratten gezeigt werden konnte, sondern lediglich Veranderungen der Morphologie
der Apikaldendriten detektiert wurden (Watanabe et al., 1992, Woolley et al., 1990,
Pawluski et al., 2012). Die Pyramidenzellen der CA3-Region kénnen in Kurzschaft-
Pyramidenzellen und Langschaft-Pyramidenzellen  unterteilt  werden. Die
Unterscheidung erfolgte orientierend an den Merkmalen beschreiben von Fitch et al.
1989: Kurzschaft-Pyramidenzellen zeigen sich mit kiirzerem Schaft des Apikaldendriten,
einer grolRen Anzahl von Spines und dichter verzweigtem Apikaldendrit. Langschaft-
Pyramidenzellen besitzen im Gegensatz dazu einen langeren Schaft des Apikaldenriten,
weniger Spines und weniger Verzweigungen. Um eine objektive Grenze festzulegen, die
unabhangig von der Person ist, die die Auswahl der Neuronen ftrifft, wurde eine
Obergrenze der Schaftlange des Apikaldendriten von Kurzschaft-Pyramidenzellen von
30 um festgelegt. Das bedeutet, dass der Abstand zwischen Abgang des
Apikaldendriten vom Soma bis zum ersten Verzweigungspunkt 30 um nicht
Uberschreiten dufte (Fitch et al., 1989). Die Auswahl der Pyramidenzellen beschrankt
sich in dieser Arbeit auf die Kurzschaft-Pyramidenzellen, da in bereits publizierten
Studien mit Ratten und Mausen, die Stress ausgesetzt worden waren, nur bei
Kurzschaft-Pyramidenzellen der CA3-Region statistisch signifikante morphologische
Veranderungen gezeigt werden konnten und nicht bei den Langschaft-Pyramidenzellen
(Christian et al., 2011, Lambert et al., 1998). AuRerdem sollten so die Daten einer
maoglichst homogenen Gruppe von rekonstruierten Neuronen fir die abschlieRende

statistische Analyse generiert werden.
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Abbildung 3: Représentative Aufnahme einer Pyramidenzelle der CA3-Region.

(a) Fotoaufnahme einer Pyramidenzelle aus der CA3-Region des Hippocampus mit datberliegender
dreidimensionaler Rekonstruktion des Apikaldendriten, die mithilfe des Neurolucida-Systems erstellt
wurde. Gelb = Apikaldendrit. Rote Striche am Dendritenbaum = Spines (in Abb. nur schwer zu erkennen).
Der Balken in der rechten Ecke des Bildes zeigt den Maf3stab (Balkenldnge entspricht 50 um im Préparat).
(b) Rekonstruktion einer Pyramidenzelle ohne Fotoaufnahme im Hintergrund (vgl. (a)).

Grundsatzliches wurde sowohl bei der Rekonstruktion der Neurone der LA als auch der
CA3-Region eingehalten: Es wurden bei der Rekonstruktion aller Neurone randstandige
Zellen der jeweils fokussierten Hirnregionen vermieden, um die Sicherheit zu erhéhen,
dass das Neuron der ausgewahlten Hirnregion zugehdrig ist. Auflerdem wurde nach
Neuronen gesucht, die mittig im Schnitt liegen damit moglichst wenig Anteile der
Dendriten auferhalb der Schnittebene liegen und somit die Dendriten in vollstandiger
Lange und Ausbreitung rekonstruiert werden konnten. Dies konnte nicht immer
garantiert werden, sollte aber so gering wie mdglich gehalten werden. Neurone wurden
aullerdem ausgeschlossen, wenn sie zu schwach gefarbt waren oder von Prazipitaten
Uberlagert wurden. Darlber hinaus wurde darauf geachtet, dass das ausgewahlte
Neuron sich gar nicht, oder nur wenig mit benachbarten Neuronen Uberschneidet, um
eine gute Ubersicht und klare Zugehdrigkeit von Dendriten, ihren Verzweigungen und
Spines zu gewahrleisten. Schnitte, in denen die fokussierte Hirnregion zerrissen und

dadurch nicht klar zuzuordnen war, wurden nicht verwendet. Ziel war es, jeweils
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mindestens sechs Neurone einer Maus zu rekonstruieren, sodass sich morphologische
Daten von 36 Neuronen je Mausgruppe ergeben. Beispielweise 36 rekonstruierte
Neurone fir die Gruppe der WT-Mause ohne Stresserfahrung und 36 rekonstruierte
Mause fiur die Gruppe der WT-Mause mit Stresserfahrung. Wie in Tabelle 2 gezeigt ist,
konnte aufgrund der angelegten und streng eingehaltenen Kriterien zur Auswahl der

geeigneten Praparate und Neurone nicht in allen Gruppen diese Anzahl erreicht werden.
Tabelle 2: Anzahl rekonstruierter Neurone

Anzahl rekonstruierter Neurone aufgefiihrt fiir jede Md&usegruppe separat fiir die beiden analysierten
Hirnregionen LA und CA3.

Mause-Gruppe LA CA3
WT-Kontrolle 36 24
WT-Verlierer 31 24
HET-Kontrolle 36 22
HET-Verlierer 36 24
KO-Kontrolle 36 35
KO-Verlierer 24 34

Rekonstruiert wurden bei allen Neuronen zunachst der Zellkérper und dann die
Dendriten mit all ihren Verzweigungen. In die Mitte des Zellkérpers wurde der
Referenzpunkt gesetzt. Apikaldendriten wurden speziell als solche gekennzeichnet. Als
Spines wurden alle Dornfortsatze gezahlt, unabhangig von ihrer Spineklasse. Folgende
Spineklassen wurden bei der Rekonstruktion bertcksichtigt: Filopodium (dlnner, relativ
langer Fortsatz), Thin Spine (dunner, relativ kurzer Fortsatz), Mushroom Spine
(pilzférmig) und Stubby Spine (dunner, platter, kurzer Fortsatz). Davon abzugrenzen
sind stellenweise Verdickungen, moglicherweise Varikositaten der Dendritenaste,

welche nicht als Spines gerechnet wurden.
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Abbildung 4: Darstellung der unterschiedlichen Spine-Typen.

Darstellung der unterschiedlichen Spine-Typen, die in dieser Arbeit in der Rekonstruktion der
unterschiedlichen Spine-Typen Neurone berlicksichtig wurden. Orangener Pfeil = Lange, blauer Pfeil:
Durchmesser Hals, griner Pfeil = Durchmesser Kopf. Grafik modifiziert nach
https://www.mbfbioscience.com/help/neurolucida360/Content/3Denvironment/3DDetectSpines.htm
(aufgerufen am 21.03.2022).

2.5 Morphometrie und Datenanalyse

Fur die Zellen der LA wurde neben der Analyse verschiedener, die Gesamtdendriten
betreffenden, morphologischen Parameter der untersuchten Mausegehirne, wie z.B. der
Dendritenlange in  um, Anzahl der Verzweigungspunkte (englisch Nodes),
Verzweigungsdichte (englisch Branch Packing) (Anzahl der Verzweigungen, geteilt
durch die Lange des Dendriten in um x100), Anzahl der Spines, Dichte der Spines
(Anzahl der Spines durch die Lange in uym) auch eine Branch Order-Analyse fir
dieselben Parameter durchgefiihrt (siehe Abb. 5). Die Branch Order-Analyse eignet sich
fur die nicht streng pyramidenzellférmigen Neurone der LA, da deren Dendriten nach
ihrem Abgang vom Soma in verschiedene Richtungen in die Breite auslaufen und sich
im Verlauf dichotom verzweigen. Aste der gleichen Verzweigungsordnung weisen meist
eine ahnliche Dicke und Spinedichte auf (Nietzer et al., 2011). So ist ein Vergleich
einzelner morphologischer Parameter in verschiedenen Verzweigungsordnungen
(englisch Branch Orders) moglich. Die verzweigte Struktur eines Dendriten, der jeweils
seinen Ursprung am Zellkérper hat, wird als ein Baum betrachtet. Einzelne Segmente,
die durch Verzweigungspunkte miteinander verbunden sind oder in einem Endpunkt
miinden, werden als Ast (englisch Branch) bezeichnet. Den Asten werden Nummern

zugewiesen, die die Hierarchie des Verzweigungsgrades beschreiben.
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Fur die Analyse der Morphologie der Zellen der CA3-Region wurde neben der Analyse
der Dendriten im Ganzen (Gesamtdendriten) eine Sholl-Analyse durchgefiihrt (siehe
Abb. 5). Diese Form der Analyse wird nach ihrem Erstanwender und Entdecker, dem
Anatom D.A. Sholl benannt (Sholl, 1953). Die Apikaldendriten der Pyramidenzellen
streben deutlich in eine Richtung. Sie teilen sich so auf, dass sich Aste der gleichen
Verzweigungsordnung sowohl als dickerer, mit weniger Spines besetzter Hauptast in
Ausbreitungsrichtung fortsetzen kénnen oder auch als diinnere Seitenaste darstellen,
die haufig mehr Spines besitzen. Die Branch Order-Analyse ist dabei ungeeignet, da die
Aste der gleichen Verzweigungsordnung groRe Unterschiede aufweisen konnen. Es
hatte sich bereits in der vorangegangenen Arbeit von Nietzer et al. deutlich gezeigt, dass
die Sholl-Analyse fir die morphologische Analyse der Pyramidenzellen des
Hippocampus geeigneter ist (Nietzer et al., 2011). Fur die Sholl-Analyse wurden Schalen
um den Zellkdrper gelegt, die sich vergréRern, je weiter sie vom Zellkérper entfernt sind.
Dies erfolgte durch eine konstante Zunahme des Radius von 30 ym von Schale zu
Schale. In den Ergebnissen enthalten sind, fir die einzelnen Dendriten im Ganzen sowie
fir jede Schale der Sholl-Analyse, die Lange in um, die Anzahl der Spines, die
Spinedichte, die Anzahl der Verzweigungen, die Verzweigungsdichte sowie die Anzahl

der Schnittstellen der Dendriten mit den einzelnen Schalen (englisch Intersections).

(a) (®)

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Branch Order- und der Sholl-Analyse.

(a) zeigt schematisch ein pyramidenzellahnliches Neuron der lateralen Amygdala mit Zellkern und einem
Apikaldendriten. Die Verzweigungen des Apikaldendriten wurden entsprechend ihrer Verzweigungsordnung
nummeriert. Dieses Vorgehen liegt der Branch Order-Analyse zugrunde. (b) zeigt schematisch eine
Pyramidenzelle der CA3-Region mit den im dreidimensionalen angelegten Schalen der Sholl-Analyse.
Ausgehend vom Zentrum des Zellkerns vergrofiert sich der Radius von Schale zu Schale um 30 ym: r = 30
pm, 2r = 60 pm (...) 8r = 240 ym.
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Tabelle 3: Die fiir die Analyse der Gesamtdendriten der Branch Order- und der Sholl-Analyse erhobenen
Parameter.

Analyse: Gesamtdendriten Branch Order-Analyse Sholl-Analyse
Parameter: | - Lange (um) -Lange (um) -Lange (um)
- Spines - Spines - Spines
- Spinedichte (/um) - Spinedichte (/um) - Spinedichte (/um)
-Verzweigungspunkte -Verzweigungspunkte
- Verzweigungsdichte - Verzweigungsdichte
(/Mm x100) (/um x100)

- Schnittstellen

2.6 Statistische Auswertung

Die gewonnenen Daten wurde mithilfe von Excel fir Windows (Excel 2016 - Version
15.11, Microsoft Corporation) aufgearbeitet. Die statistische Analyse erfolgte unter
Verwendung des Programms IBM SPSS Statistics (Version 25, IBM Corporation). Die
grafische Darstellung der Daten erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism (Version
9.1.1, GraphPad Software, Inc.).

Die statistische Auswertung der einzelnen morphologischen Parameter der
Gesamtdendriten sowie der Branch Order-Analyse und der Sholl-Analyse erfolgte,
entsprechend der Empfehlung der statistischen Beratung des Instituts fir Klinische
Epidemiologie und Biometrie der Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg, anhand eines
verallgemeinerten linearen Modells, einer verallgemeinerten Schatzungsgleichung mit
einem Wald-Konfidenzintervall von 95% (vgl. (Weber, 2022). Das bedeutet, dass die
ausgewerteten Parameter des Modells der Schatzungsgleichung zu 95% in diesem
Intervall liegen. Die verallgemeinerte Schatzungsgleichung wurde gewahlt, da von den
einzelnen Tieren eine unterschiedliche Anzahl an ausgewerteten Neuronen in die
Berechnung eingeflossen ist und diese Art der Auswertung diesbezlglich besonders
robust ist und Unterschiede der Gruppenstarken ausgeglichen werden. Sie bietet zudem
den Vorteil, aus einem Datensatz mit bekannten Gemeinsamkeiten (z.B. gleicher
Genotyp, gleiche Stresserfahrung) sowie bekannten Unterschieden (z.B.

unterschiedlicher Genotyp, unterschiedliche Stresserfahrung) statistisch signifikante
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Korrelationen verschiedener Parameter, die von Interesse sind (z.B. Anzahl von Spines,
Verzweigungspunkte...), in denen sich die einzelnen Gruppen signifikant voneinander
unterscheiden, herauszufinden. Fir die Erstellung des Modells der verallgemeinerten
Schatzungsgleichung wird die Gesamtheit der vorliegenden Daten eingeschlossen.
Post-hoc-Testungen in Form von paarweisen Vergleichen der einzelnen Gruppen (z.B.
WT-Kontrolle und KO-Kontrolle) bezogen auf einen Parameter (z.B.
Verzweigungsdichte) erfolgten nur, wenn im Wald-Chi-Quadrat-Test ein p-Wert von <
0,05 erreicht wurde und signifikante Interaktionseffekte zwischen den Gbergeordneten
Gruppen (z.B. Genotyp und Stresserfahrung) anzeigte, was der Nullhypothese
widersprach. Ergab sich lediglich ein Trend im Wald-Chi-Quadrat-Test, folgte keine Post-

hoc-Analyse.

Im Rahmen der multiplen Vergleiche erfolgte eine Korrektur der Signifikanzniveaus der
paarweisen Einzeltests nach Bonferroni, um das festgelegte globale Signifikanzniveau
von 5% einzuhalten. Die Signifikanzniveaus der Einzeltests wurden jeweils adjustiert,
was einer Herabsetzung der Signifikanzniveaus der Einzeltests entspricht. Das gesamte
Signifikanzniveau konnte dadurch mit 0,05, entsprechend 5%, eingehalten werden.
Unterschiede mit einem p <0,1, aber >0,05 werden im Folgenden mit einer Raute (#) als
Trend markiert. Unterschiede mit einem p >0,01, aber <0,05 mit einem Sternchen (*)
markiert, Unterschiede mit einem p <0,01 aber >0,000 mit zwei Sternchen (**), und
Unterschiede mit einem p von 0,000 mit drei Sternchen (***) markiert. Die fir die
grafische Darstellung bendtigte deskriptive Statistik, welche die Mittelwerte und den
Standardfehler des Mittelwerts beinhaltet, wurde ebenfalls mittels SPSS Statistics

ermittelt.

3 Ergebnisse

Zunachst wird der Effekt des 5-Htt-Genotyps (WT/HET/KO) und der sozialen
Stresserfahrung auf das gesamte Dendritenmaterial und in der Branch Order-Analyse
der pyramidenzellahnlichen Neurone der LA dargestellt. Getrennt davon werden die
Ergebnisse der separat durchgeflihrten Analyse des gesamten Dendritenmaterials
sowie der Branch Order-Analyse der pyramidenzellahnlichen Neurone der LA im
Vergleich der Genotypen WT und KO gezeigt, in Gegeniberstellung zu den

Ergebnissen der Arbeit von Nietzer et al. (Nietzer et al., 2011). Im letzten Abschnitt
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werden die Ergebnisse der untersuchten Pyramidenzellen der CA3-Region des
Hippocampus beschrieben: Zunachst das Dendritenmaterial in der Gesamtheit, dann in

der zusatzlich durchgefiihrten Sholl-Analyse.

Die statistische Analyse erfolgte immer anhand einer verallgemeinerten
Schatzungsgleichung. Es wurde zunachst mit dem Wald-Chi-Quadrat-Test geprift, ob
es signifikante Haupteffekte sowie signifikante Interaktionen der Haupteffekte gibt, bevor
paarweise Vergleiche zwischen einzelnen Gruppen vorgenommen wurden. Wenn sich
nur ein Trend als Haupteffekt ergeben hatte, fand keine Post-hoc-Testung statt. Das
Signifikanzniveau wurde bei 5 % nach Bonferroni-Korrektur eingehalten (siehe ,Material
und Methoden — Statistische Auswertung“). Die Ergebnisse wurden einerseits in
Abbildungen (Abb. 6 - 11) dargestellt sowie erganzend in Statistiktabellen

zusammengefasst (S1 - S6).

3.1 Auswirkungen des 5-Htt-Genotyps und sozialer Stresserfahrung auf die
Morphologie der pyramidenzelldhnlichen Neurone der lateralen Amygdala:
Vergleich der in Mausen aller drei Genotypen erhobenen Daten

Es wurden bei der Datengewinnung, also der Auswahl und Rekonstruktion der Neurone,

die gleichen Schnitte verwendet sowie annahernd die gleichen methodischen Kriterien

wie in der vorausgegangenen Arbeit von Nietzer et al. angelegt (siehe ,Material und

Methoden®). In meiner Arbeit habe ich jedoch zuséatzlich zu den WT- und KO-Tieren die

Schnitte der fir den 5-Htt-Genotyp heterozygoten Tiere untersucht. Es wurden also drei

Genotypen der Kontroll- und Verlierergruppe analysiert, woraus sich sechs verschiedene

Gruppen ergaben.

3.1.1  Analyse des Dendritenmaterials in seiner Gesamtheit

Verzweigungspunkte

Fir die Gesamtheit der Dendriten sowie fur Apikal- und Basaldendriten getrennt lasst
sich vermuten, wie in Abbildung 6a-c zu sehen ist, dass die Haufigkeit der
Verzweigungspunkte der Dendritenbdume so verteilt ist, dass die Kontrollgruppe oft
weniger Verzweigungspunkte aufweisen als die Gruppe der Verlierer, die die soziale

Stresserfahrung gemacht haben. Dies gilt am ehesten flr die WT- und HET-Tiere. Bei
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den KOs scheint es eher so, dass KO-Kontrollen etwa gleich viele Verzweigungspunkte
wie KO-Verlierer (KO-Kontrolle

Verzweigungspunkte (KO-Kontrolle > KO-Verlierer) besitzen. Die statistische

R

KO-Verlierer) oder sogar etwas weniger

Auswertung konnte diese Annahmen teilweise bestatigen. So ergab die statistische
Analyse der Anzahl der Verzweigungspunkte des gesamten Dendritenmaterials mithilfe
des Wald-Chi-Quadrat-Tests einen signifikanten Erfahrungseffekt von Verlierern
gegeniber der Kontrollgruppe, unabhangig vom Genotyp (p = 0,030). Eine Interaktion
zwischen Erfahrung und Genotyp lasst sich als Trend erkennen (p = 0,097). In der
Gruppe der Apikaldendriten ergab sich eine signifikante Interaktion der Faktoren
Erfahrung und Genotyp (p = 0,019). Dennoch wies der Post-hoc-Test nicht auf einen
signifikanten Unterschied zwischen einzelnen Gruppen hin. Die Analyse der
Basaldendriten ergab eine signifikante Interaktion von Erfahrung und Genotyp (p =
0,013). Die anschlieBend durchgefiihrte Post-hoc-Analyse ergab signifikant mehr
Verzweigungspunkte der pyramidenzelldhnlichen Neuronen der WT-Verlierer im
Vergleich zu den WT-Kontrollen (p = 0,038).

Dendritenlénge

Wie in Abbildung 6d-f zu sehen ist, scheinen die Verlierergruppen der WT- und der HET-
Mause im Vergleich zu ihren jeweiligen Kontrollgruppen eine hdhere Dendritenlange
aufzuweisen, was sich bei der Auswertung des gesamten Dendritenmaterials sowie bei
den Apikal- und Basaldendriten (Abb. 6e&f) erahnen lasst (WT-Kontrolle < WT-Verlierer,
HET-Kontrolle < HET-Verlierer). Wie auch schon bei den Graphen der durchschnittlichen
Verzweigungspunkte scheinen die KO-Verlierer allerdings gegenuber den KO-Kontrollen
bei Betrachtung aller Dendriten (Abb. 6d), wie auch bei der alleinigen Analyse der
Apikaldendriten (Abb. 6e), eine geringere Lange des Dendritenmaterials (KO-Kontrolle
> KO-Verlierer) aufzuweisen. Die statistische Auswertung konnte diese Annahmen
teilweise bestatigen. So ergab die Post-hoc-Analyse nach einem mithilfe des Wald-Qui-
Quadrat-Tests festgestellten hoch signifikanten Interaktionseffekt zwischen Erfahrung
und Genotyp in der Gruppe der gesamten Dendriten (p = 0,000) einen hochsignifikanten
Gruppenunterscheid zwischen WT-Kontrollen und WT-Verlieren mit einer hoheren
Dendritenlange bei den WT-Verlierern im Vergleich zu den WT-Kontrollen (p = 0,000)
und einen moderat signifikanten Unterschied bei den WT-Kontrollen und den HET-
Kontrollen (p = 0,048). Bei den Apikaldendriten ergab der nach einem signifikanten

Interaktionseffekt zwischen Erfahrung und Genotyp (p = 0,032) durchgefiihrte Post-hoc-
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Test auch eine signifikant héhere durchschnittliche Lange bei den Dendriten der WT-
Verlierer im Vergleich zu den Dendriten der WT-Kontrollen (p = 0,004). Bei der Analyse
der Dendritenlange der Basaldendriten ergab sich nur der Trend einer Interaktion

zwischen Genotyp und Erfahrung (p = 0,067).

Daruber hinaus konnten signifikante 5-Htt-Genotyp-Unterschiede bei der Auswertung
der gesamten Dendriten (p = 0,023) als auch der Basaldendriten (p = 0,001) belegt
werden. Die Post-hoc-Analyse lie3 dabei signifikante Unterschiede, unabhangig von der
Stresserfahrung, zwischen den WT-Mausen und den HET-Mausen (gesamte Dendriten
p = 0,022, Basaldendriten p = 0,007) sowie zwischen den HET-Mausen und den KO-
Mausen (gesamte Dendriten p = 0,019, Basaldendriten p = 0,047) erkennen. Dabei
zeigten die HET-Mause gegenltber den anderen Genotypgruppen eine insgesamt
héhere Dendritenlange. In der Gruppe der Basaldendriten unterschieden sich zusatzlich

die WT-Mause von den KO-Mausen, unabhangig von der Stresserfahrung (p = 0,036).
Verzweigungsdichte

Die Verzweigungsdichte erscheint, wie Abbildung 6g-i zeigt, sowohl bei Betrachtung des
gesamten Dendritenmaterials (Abb. 6g) als auch bei separater Betrachtung der Apikal-
und Basaldendriten (Abb. 6h & 6i) in allen Gruppen ahnlich hoch. Die statistische
Analyse wies lediglich auf den Trend eines Genotypeffekts bei der Auswertung der
Verzweigungsdichte der Basaldendriten, unabhangig von der Stresserfahrung hin (p =
0,064).

Anzahl der Spines

Die durchschnittliche Anzahl der Spines erscheint bei Betrachtung der Graphen 6j bis |
bei den HET-Mausen, unabhangig von der Stresserfahrung, in allen Fallen am hdchsten

zu sein, hoher als bei den WT-Mausen und auch hodher als bei den KO-Mausen.

Jedoch ergab die statistische Auswertung der Anzahl der Spines mithilfe des Wald-Chi-
Quadrat-Tests bei den gesamten Dendriten nur den Trend eines Genotypeffekts,
unabhangig von der Stresserfahrung (p = 0,051). Die statistische Analyse wies aber auf
einen signifikanten Erfahrungseffekt hin (p = 0,041). Bei der Analyse der Basaldendriten
konnte ein signifikanter Genotypeffekt nachgewiesen werden (p = 0,023), wobei der
Post-hoc-Test nur auf den Trend einer héheren Spineanzahl der HET-Gruppe im

Vergleich zur WT-Gruppe zeigte (p = 0,076). Ein Erfahrungseffekt, unabhangig vom
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Genotyp, konnte als Trend unter den Apikal- und den Basaldendriten festgestellt werden
(Apikaldendriten p = 0,051, Basaldendriten p = 0,063). Aullerdem deutete sich auch in
der Gruppe der Apikaldendriten ein Genotypeffekt an (p =0,098).

Spinedichte

Wie in Abbildung 6m-o zu sehen ist, kann man fir die Gesamtheit der Dendriten (Abb.
6m) als auch fiir Apikal- und Basaldendriten getrennt (Abb. 6n&o) vermuten, dass die

HET-Gruppe gegenlber der WT- und der KO-Gruppe eine hdhere Spinedichte besitzt.

Die statistische Analyse der untersuchten Spinedichte des gesamten Dendritenmaterials
und auch der Apikal- und Basaldendriten getrennt voneinander, konnte tatsachlich
signifikante Genotyp-Effekte zeigen, unabhangig von der Erfahrung (gesamte Dendriten
p = 0,001, Apikaldendriten p = 0,015, Basaldendriten p = 0,003). In der Post-hoc-Analyse
ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen HET und WT (gesamte Dendriten p =
0,001, Apikaldendriten p = 0,014, Basaldendriten p = 0,002) und in der Analyse der
Apikal- und Basaldendriten zwischen HET und KO (Apikaldendriten p = 0,027,
Basaldendriten p = 0,025). In allen Fallen prasentierte sich die Gruppe der HET-Mause
mit einer héheren Spinedichte gegenlber den anderen beiden Genotypgruppen. Eine
signifikante Interaktion zwischen Erfahrung und Genotyp zeigte sich bei der Analyse der
Apikal- und Basaldendriten zusammengenommen (gesamte Dendriten p = 0,001). Der
durch diese signifikante Interaktion mdglich gewordene Post-hoc-Test konnte eine
signifikant geringere Spinedichte von WT-Verlierern (p = 0,001) und KO-Verlierern (p =

0,037) im Vergleich zu den HET-Verlierern statistisch nachweisen.
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Abbildung 6: Analyse verschiedener morphologischer Parameter von Dendriten der
pyramidenzelldhnlichen Neurone der lateralen Amygdala im Gehirn von 5-HTT-WT, -HET- und -KO-
Mé&usen mit und ohne Verlierererfahrung

Nach Rekonstruktion der Dendriten von pyradmidenzelldhnlichen Neuronen der lateralen Amygdala
Neurolucida-Systems von MicroBrightField wurden verschiedene Parameter analysiert, anhand einer
verallgemeinerten  Schatzungsgleichung  statistisch  ausgewertet und graphisch  dargestellt:
Verzweigungspunkte (a-c), Lange (d-f), Verzweigungsdichte (g-i), Anzahl der Spines (j-I) und Spinedichte
(m-o0). Es wurden die gesamten Dendriten (Apikal- + Basaldendriten: a,d,g,j,m), Apikaldendriten (b,e,h,k,n)
und Basaldendriten (c,f,il,0) getrennt ausgewertet und dargestellt. Zusatzlich angezeigte Effekte:
Genotypeffekte (WT/HET/KO — unabhangig von Stresserfahrung) und Erfahrungseffekte (K (Kontrolle)/V
(Verlierer) — unabhangig vom Genotyp). Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur p = 0,05. Markierung
signifikanter Unterschiede: # entspricht Trend mit p <0,1, * entspricht Signifikanz mit p <0,05, ** entspricht
Signifikanz mit p 0,01, *** entspricht Signifikanz mit p =0,000. Die erzielten Daten sind als Mittelwerte +
Standardfehler dargestellt.

32



3.1.2 Branch Order-Analyse

Wie die Statistiktabelle 2 belegt, ergab sich bei allen analysierten Dendritengruppen ein
hochsignifikanter Effekt der Verzweigungsordnung (p=0,000). Dies bedeutet, dass bei
der statistischen Analyse innerhalb aller untersuchten Parameter sich signifikant
unterschiedliche Werte von Verzweigungsordnung zu Verzweigungsordnung zeigten.
Aulerdem ergab sich in der Analyse aller Parameter mithilfe des Chi-Quadrat-Tests ein
teilweise hochsignifikanter Genotyp-Effekt mit einem in der Post-hoc-Analyse
detektierten signifikanten Unterschied der HET-Gruppe im Vergleich zu den beiden
anderen Genotypgruppen WT und KO (mit Ausnahme des Parameters ,Lange” bei den
Apikaldendriten).

Lénge

Der Einfluss der Verzweigungsordnung auf die Dendritenlange ist in Abbildung 7a-c gut
zu erkennen. Die Lange des Dendritenmaterials erscheint alle Dendritengruppen
betreffend am hdchsten in der dritten Verzweigungsordnung, gefolgt von der zweiten
und vierten Verzweigungsordnung mit jeweils ahnlicher Lange und der geringsten Lange
in der ersten Verzweigungsordnung (3. Verzweigungsordnung > 2.
Verzweigungsordnung = 4. Verzweigungsordnung > 1. Verzweigungsordnung). Am
deutlichsten sind diese Unterschiede in Abb. 7a, mit den dargestellten Langen des

gesamten Dendritenmaterials zu erkennen.

Wie die Statistiktabelle 2 zusammenfasst, ergab die statistische Analyse der
Dendritenlange der gesamten Dendriten und der Basaldendriten (mit Ausnahme der
Apikaldendriten) im Qui-Quadrat-Test einen signifikanten Effekt des Genotyps (gesamte
Dendriten p = 0,002, Basaldendriten p = 0,001). Die Post-hoc-Analysen ergaben, dass
die HET-Mause insgesamt eine héhere Dendritenlange aufweisen im Vergleich zu den
Gruppen WT (p = 0,002) und KO (p = 0,011), jeweils unabhangig von Stresserfahrung

und Verzweigungsordnung.

Zwischen Erfahrung und Verzweigungsordnung lie® sich eine signifikante Interaktion
unabhangig vom Genotyp erkennen (p = 0,035). Die signifikante Interaktion zwischen
Erfahrung, Genotyp und Verzweigungsordnung (p = 0,011) zeigte in der Post-hoc-
Analyse signifikante Gruppenunterschiede in der ersten Verzweigungsordnung
zwischen HET-Verlierern und KO-Verlierern (p = 0,000) und zwischen WT-Kontrolle und

WT-Verlierern (p = 0,000). In der zweiten Verzweigungsordnung lie3 sich ein
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Unterscheid zwischen WT-Verlierern und HET-Verlierern aufgrund eines Trends bei der

statistischen Analyse vermuten (p = 0,074).

Die statistische Auswertung der gemessenen Langen der Apikaldendriten ergab keine
Hinweise auf den Effekt des Genotyps. Sie resultierte jedoch in dem Trend einer
Interaktion  zwischen  Erfahrung und  Genotyp, unabhangig von der
Verzweigungsordnung (p = 0,069) und einer signifikanten Interaktion zwischen
Erfahrung, Genotyp und Verzweigungsordnung, allerdings ohne signifikante

Gruppenunterschiede im Post-hoc-Test.

In der Gruppe der Basaldendriten war der Haupteffekt des Genotyps statistisch
signifikant (p = 0,001), unabhangig von Erfahrung und Verzweigungsordnung mit
signifikantem Unterschied zwischen HET und WT (p = 0,001) sowie HET und KO (p =
0,014). Die signifikante Interaktion zwischen Erfahrung und Verzweigungsordnung (p =
0,049) lieferte keine signifikanten Ergebnisse im paarweisen Vergleich der Post-hoc-

Analyse.
Anzahl der Spines

Wie in Abbildung 7d-f ersichtlich, lasst sich der statistisch hochsignifikante Effekt der
Verzweigungsordnung (p = 0,000) auch bei Darstellung der absoluten Anzahl an Spines
des Dendritenmaterials je Verzweigungsordnung erkennen. Fir die Gesamtheit aller
Dendriten (Abb. 7d) und die Basaldendriten separat (Abb. 7f) scheint zu gelten: 3.
Verzweigungsordnung > 4. Verzweigungsordnung = 2. Verzweigungsordnung > 1.
Verzweigungsordnung und fur die Apikaldendriten: 3. Verzweigungsordnung = 4.

Verzweigungsordnung > 2. Verzweigungsordnung > 1. Verzweigungsordnung.

Die HET scheinen generell die grélte Anzahl an Spines in allen
Verzweigungsordnungen zu besitzen, was sich in der Gruppe der Apikaldendriten (Abb.
7e) weniger deutlich als in den anderen Dendritengruppen zeigt (Abb. 7d&f). Dabei
konnte bei den WT- und KO-Mausen eine miteinander vergleichbare absolute Anzahl an

Spines in den jeweiligen Verzweigungsordnungen nachgewiesen werden.

Fir das gesamte Dendritenmaterial und fur Apikal- und Basaldendriten separat lieferte
die statistische Auswertung einen Genotypeffekt als Haupteffekt (gesamte Dendriten
und Basaldendriten p = 0,000, Apikaldendriten p = 0,005). Dabei konnten statistisch

signifikante Unterschiede, unabhangig von Erfahrung und Verzweigungsordnung,
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zwischen WT und HET (gesamte Dendriten und Basaldendriten p = 0,000,
Apikaldendriten p = 0,066) und zwischen HET und KO (gesamte Dendriten und
Basaldendriten p = 0,000, Apikaldendriten p = 0,004) gezeigt werden, wobei die HET-
Mause durchweg die hdchste durchschnittliche Anzahl an Spines besitzen. Diese
Ergebnisse sind nicht in den Abbildungen des Ergebnisteils dargestellt, jedoch in der
Statistiktabelle S2 im Anhang zu finden. Die Analyse der gesamten Dendriten und der
Apikaldendriten lieferte eine signifikante Interaktion von Erfahrung und Genotyp
(gesamte Dendriten p = 0,007, Apikaldendriten p = 0,001). Diese Interaktion, unabhangig
von der Verzweigungsordnung, zeigte in den Ergebnissen flir das gesamte
Dendritenmaterial signifikante Unterschiede der WT-Kontrollen gegenliber den HET-
Kontrollen (p = 0,006), der WT-Verlierer gegentiber den HET-Verlierern (p = 0,033) und
der KO-Verlierer gegenuber den HET-Verlierern (p = 0,000). Fir die Apikaldendriten
zeigte sich der Trend eines Unterschieds zwischen WT-Kontrollen und WT-Verlierern (p
= 0,084). Die Interaktion von Genotyp und Verzweigungsordnung stellte sich in allen
Dendritengruppen als signifikant heraus (gesamte Dendriten p = 0,000, Apikaldendriten
p = 0,023, Basaldendriten p = 0,001). In der Gruppe der gesamten Dendriten und der
Basaldendriten stellten sich statistisch relevante Unterschiede zwischen WT und HET
der ersten Verzweigungsordnung (gesamte Dendriten p = 0,025, Basaldendriten p =
0,073), WT und HET der zweiten Verzweigungsordnung (gesamte Dendriten und
Basaldendriten p = 0,000) und HET und KO der zweiten Verzweigungsordnung
(gesamte Dendriten p = 0.007, Basaldendriten p = 0,014) dar. Nur fir die gesamten
Dendriten ergaben sich Unterschiede zwischen HET und KO der dritten und der vierten
Verzweigungsordnung (3. Verzweigungsordnung p = 0,012, 4. Verzweigungsordnung p
= 0,092) und fir die Basaldendriten zwischen WT und HET der vierten
Verzweigungsordnung (p = 0,092). Diese Ergebnisse finden sich in Statistiktabelle S2
und sind nicht in der Abbildung 7 angezeigt.

Auch fur die Interaktion zwischen Erfahrung, Genotyp und Verzweigungsordnung
konnten statistisch relevante Ergebnisse erzielt werden (gesamte Dendriten p = 0,001,
Apikaldendriten p = 0,003, Basaldendriten p = 0,064). Wie in Abbildung 7 dargestellt ist,
ergab die Post-hoc-Analyse signifikante Gruppenunterschiede flr das gesamte
Dendritenmaterial mit dem Trend eines Unterschieds zwischen WT-Verlierern und WT-
Kontrollen der ersten Verzweigungsordnung (p = 0,068), einen hochsignifikanten

Unterschied der HET-Verlierer gegentiber den WT-Verlierern (p = 0,002) und gegeniber
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den KO-Verlierern (p = 0,014) der zweiten Verzweigungsordnung. Tendenziell
unterschieden sich die HET-Verlierer gegenlber den KO-Verlierern auch in der dritten
Verzweigungsordnung (p = 0,065) und signifikant in der vierten Verzweigungsordnung
(p =0,028).

Spinedichte

Auch Abbildung 7g-i gibt Hinweise auf den statistisch hochsignifikanten Effekt der
Verzweigungsordnung (p = 0,000) bei der Darstellung der Spinedichte des

Dendritenmaterials je Verzweigungsordnung.

Wie in Abbildung 7g-i dargestellt, scheint sich die Spinedichte, bezogen auf die
gesamten Dendriten (Abb. 7g) und Apikal- und Basaldendriten (Abb. 7h&i) getrennt, auf
die einzelnen Verzweigungsordnungen so zu verteilen, dass in der dritten und vierten
Verzweigungsordnung die hdchste Spinedichte besteht, gefolgt von der zweiten
Verzweigungsordnung und der ersten Verzweigungsordnung mit der niedrigsten
Spinedichte  (3.Verzweigungsordnung = 4. Verzweigungsordnung > 2.

Verzweigungsordnung > 1. Verzweigungsordnung).

Die statistische Analyse ergab mithilfe des Wald-Chi-Quadrat-Tests flir das gesamte
Dendritenmaterial sowie Apikal- und Basaldendriten getrennt einen Genotypeffekt als
Haupteffekt (gesamte Dendriten p = 0,000, Apikal- und Basaldendriten p = 0,003). In der
Post-hoc-Analyse zeigten sich statistisch relevante Unterschiede zwischen den HET und
WT (gesamte Dendriten p = 0,000 Apikaldendriten p = 0,010, Basaldendriten p = 0,003)
sowie zwischen HET und KO (gesamte Dendriten p = 0,001, Apikaldendriten p = 0,004
Basaldendriten p = 0,066), unabhangig von Erfahrung und Verzweigungsordnung. Dabei
wiesen die HET-Mause durchweg die hochste Spinedichte gegeniber den beiden
anderen Genotypgruppen auf. Einen Erfahrungseffekt als Haupteffekt, unabhangig vom
Genotyp und Verzweigungsordnung, stellte sich nur in der Gruppe der Basaldendriten
heraus (p = 0,019).

Eine signifikante Interaktion zwischen Genotyp und Verzweigungsordnung, unabhangig
von der Stresserfahrung, konnte bei der Analyse des gesamten Dendritenmaterials (p =
0,005) und der Basaldendriten (p = 0,006) festgestellt werden. Die Post-hoc-Analyse
lieferte signifikante Unterschiede zwischen HET wund KO der zweiten
Verzweigungsordnung (gesamte Dendriten p = 0,003, Basaldendriten p = 0,016) und in

der dritten und vierten Verzweigungsordnung nur bei Einbeziehung der gesamten
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Dendriten (3. Verzweigungsordnung p = 0,024, 4. Verzweigungsordnung p = 0,044), wie
der Statistiktabelle S2 zu entnehmen ist. AuRerdem unterschieden sich WT und HET
signifikant in der zweiten Verzweigungsordnung der gesamten Dendriten (p = 0,000) und
der Basaldendriten (p = 0,000) sowie in der dritten Verzweigungsordnung der gesamten
Dendriten (p = 0,013).

Zudem zeigte sich fir die Gesamtheit der Dendriten signifikant (p = 0,015) und fir die
Basaldendriten auf Trendebene (p = 0,065) eine Interaktion zwischen Erfahrung,
Genotyp und Verzweigungsordnung. Die Post-hoc-Testung der gesamten Dendriten
lieferte hochsignifikante Unterschiede der HET-Kontrollen mit héherer Spinedichte
gegenuber den WT-Kontrollen in der zweiten Verzweigungsordnung (p = 0,000). Die
HET-Verlierer und KO-Verlierer unterschieden sich unter Einschluss aller Dendriten

signifikant in der zweiten Verzweigungsordnung (p = 0,015).
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Abbildung 7: Branch Order-Analyse verschiedener morphologischer Parameter von Dendriten der
pyramidenzell&hnlichen Neurone der lateralen Amygdala im Gehirn von 5-HTT-, -HET- und -KO-Mé&usen mit
und ohne Verlierererfahrung

Nach Rekonstruktion der Dendriten von pyradmidenzelldhnlichen Neuronen der lateralen Amygdala mithilfe
des Neurolucida-Systems von MicroBrightField wurden verschiedene Parameter separat fir die
Verzweigungsordungen 1-4 der Branch Order-Analyse analysiert, anhand einer verallgemeinerten
Schatzungsgleichung statistisch ausgewertet und graphisch dargestellt: Lange (a-c), Anzahl der Spines (d-
f) und Spinedichte (g-i). Es wurden die gesamten Dendriten (Apikal- + Basaldendriten: a,d,qg),
Apikaldendriten (b,e,h) und Basaldendriten (c.f,i) getrennt ausgewertet und dargestellt. Zusatzlich
angezeigte Effekte: Genotypeffekte (WT/HET/KO —unabhéngig von Stresserfahrung) und Erfahrungseffekte
(K (Kontrolle)/V (Verlierer) — unabhéangig vom Genotyp). Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur p =
0,05. Markierung signifikanter Unterschiede: # entspricht Trend mit p <0,1, * entspricht Signifikanz mit p
<0,05, ** entspricht Signifikanz mit p <0,01, *** entspricht Signifikanz mit p =0,000. Die erzielten Daten sind
als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt.
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3.2 Auswirkungen des 5-Htt-Genotyps und sozialer Stresserfahrung auf die
Morphologie der pyramidenzellahnlichen Neurone der lateralen Amygdala:
Vergleich der in WT- und KO- Mausen erhobenen Daten

In der bereits im Jahr 2011 publizierten Arbeit von Nietzer und Ko-Autoren (Nietzer et

al., 2011) wurde anhand der identischen Praparate der WT- und KO-Mause ebenfalls

die Morphologie der Neurone der LA durch Maria Bonn analysiert. Dabei wurden die
gleichen morphologischen Parameter erhoben und in dieser Arbeit habe ich mich eng
an den damals eingehaltenen Kriterien der Neuronenrekonstruktion orientiert. Ziel war
es nun, die Ergebnisse von Nietzer et al. (2011) mit den eigenen Ergebnissen besser
vergleichen zu kénnen, als Basis fur das Herausarbeiten und die Diskussion von
moglichen Ubereinstimmungen sowie auch von Unterschieden. Dazu werden die

Ergebnisse der Gruppen WT-Kontrolle, WT-Verlierer, KO-Kontrolle und KO-Verlierer

beschrieben und mit denen der Arbeit von Nietzer et al. verglichen. Es ist anzumerken,

dass in diesem Teil der aktuellen Arbeit eine separate statistische Analyse der vier

Gruppen durchgefihrt wurde, wobei die HET-Gruppen (HET-Kontrolle, HET-Verlierer)

nicht berlcksichtigt wurden. Dadurch sollte eine bessere Vergleichbarkeit der beiden

Arbeiten erzeugt werden. Dies flhrt dazu, dass in den im Folgenden beschriebenen

statistischen Ergebnissen im Vergleich zur Analyse mit den sechs Gruppen (bei dem die

Heterozygoten eingeschlossen sind, siehe ,Auswirkungen des 5-Htt-Genotyps und

sozialer Stresserfahrung auf die Morphologie der pyramidenzellahnlichen Neurone der

lateralen Amygdala: Vergleich der in Mausen aller drei Genotypen erhobenen Daten®)
sich leicht abweichende Ergebnisse zeigen. Die Ergebnisse der statistischen Analysen
dieses Vergleichs der vier Gruppen von WT und KO sind in der Statistiktabelle S3 und

S4 als Ubersicht zusammengestellt.

3.2.1 Analyse des Dendritenmaterials in seiner Gesamtheit

Die Anzahl der Verzweigungspunkte der Dendritenbdume wird als erhobener Parameter
hier nicht eigenstandig aufgefihrt, da dieser in der Arbeit von Nietzer et al. nicht isoliert
untersucht wurde und daher nicht mit in den Vergleich der beiden Arbeiten einbezogen

werden kann.
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Dendritenlénge

Wie in den Abbildungen 8a-c zu sehen ist, I&sst sich bei Betrachtung der gesamten
Dendritenlange in der Gruppe der WT-Verlierer die insgesamt hochste durchschnittliche
Dendritenlange vermuten, gefolgt von KO-Kontrolle, KO-Verlierer und mit der geringsten
Gesamtlange die Gruppe der WT-Kontrolle (WT-Verlierer > KO-Kontrolle > KO-Verlierer
> WT-Kontrolle). Nietzer et al. beschreiben ein ahnliches Verteilungsmuster nach
Analyse der Dendritenlange, wobei jedoch die paarweisen Vergleiche keinen Hinweis
auf signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen offenlegen konnten (Nietzer et al.,
2011, Abb. 5a).

Die mit den in der aktuellen Arbeit erhobenen morphologischen Daten durchgeflihrte
statistische Analyse mithilfe des Wald-Chi-Quadrat-Tests ergab den Trend einer
Interaktion von Erfahrung und Genotyp bei der Analyse der gesamten Dendriten (p =
0,092), einen hochsignifikanten Interaktionseffekt von Genotyp und Erfahrung bei der
alleinigen Analyse der Apikaldendriten (p = 0,007) und Uberhaupt keinen Hinweis auf

Unterschiede bei der Analyse der Lange der Basaldendriten.

Die aufgrund der signifikanten Interaktion erlaubte Post-hoc-Analyse der
Apikaldendritenwerte ergab im Gegensatz zu den Ergebnissen von Nietzer et al. (ohne
Hinweise auf signifikante Unterschiede), einen deutlich signifikanten Langenunterschied
zwischen WT-Verlierern mit hdherer Dendritenlange im Vergleich zu den WT-Kontrollen
(p = 0,000).

Verzweigungsdichte

Die in Abb. 8d und 8f gezeigten Graphen lassen eine leicht hdhere Verzweigungsdichte
bei den WT-Verlierern im Vergleich zu den WT-Kontrollen vermuten. Zwischen den KO-

Verlieren und KO-Kontrollen scheint es hingegen keinen Unterschied zu geben.

Nietzer et al. zeigten tatsachlich einen signifikanten Gruppenunterschied zwischen WT-
Verlierern und WT-Kontrollen in der Analyse der Verzweigungsdichte aller Dendriten,
wobei die Verlierer-Gruppe sich als starker verzweigt darstellte (Nietzer et al., 2011, Abb.
5b).

Die statistische Analyse der aktuellen Arbeit weist in den morphologischen Erhebungen
unter Einbezug aller Apikal- und Basaldendriten lediglich auf den Trend eines

Erfahrungseffekts unabhangig vom Genotyp hin (p = 0,057). Darlber hinaus liel3 sich
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eine signifikante Interaktion zwischen Genotyp und Erfahrung feststellen (p = 0,033).
Jedoch ergab die Post-hoc-Analyse keine signifikanten Unterschiede zwischen zwei

Gruppen.

Die statistische Auswertung der Verzweigungsdichte der einzeln ausgewerteten Apikal-

und Basaldendriten konnte keine signifikanten Unterschiede offenlegen (siehe Abb. 8).
Anzahl der Spines

Fir die Gesamtheit der Dendriten, aber auch fir die Betrachtung der Apikal- und
Basaldendriten getrennt, lasst die graphische Darstellung (Abb. 8g-i) des
morphologischen Parameters ,Anzahl der Spines“ vermuten, dass in der Gruppe der
WT-Verlierer eine hdhere Anzahl an Spines im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe (WT-
Verlierer > WT-Kontrolle) vorliegt. In der Gruppe der KO-Mause erscheint es hingegen
so, dass die Verlierer gegentber ihrer Kontrollgruppe sogar insgesamt weniger Spines
besitzen (KO-Verlierer > KO-Kontrolle). Ein ahnliches Muster zeigt sich auch in der
Publikation von Nietzer und Mitarbeitern (Nietzer et al., 2011, Abb. 4c), wobei sie keine

statistisch signifikanten Unterschiede nachweisen konnten.

In dieser Arbeit hier konnte jedoch mithilfe des Wald-Qui-Quadrat-Tests in der Gruppe
der Apikaldendriten eine hochsignifikante Interaktion von Erfahrung und Genotyp (p =
0,000) und in der Gruppe der Basaldendriten eine signifikante Interaktion (p = 0,041)
zwischen Erfahrung und Genotyp herausgearbeitet werden. Post-hoc-Analysen mit den
Spinezahlen der Basaldendriten ergaben jedoch keine signifikanten paarweisen
Gruppenunterschiede (Abb. 8i). Die Post-hoc-Analyse der Apikaldendritenwerte ergab
den Trend von Unterschieden zwischen WT-Kontrollen und WT-Verlierern (p = 0,086)
sowie zwischen WT-Kontrollen und KO-Kontrollen (p = 0,051). Signifikante Unterschiede
konnten zwischen WT-Verlierern und KO-Verlierern (p = 0,029) und zwischen KO-
Kontrollen und KO-Verlierern (p = 0,014) belegt werden, wobei die KO-Verlierer jeweils
eine geringere Anzahl an Spines im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen (KO-
Kontrollen und WT-Verlierern) zeigten (Abb. 8h).

Spinedichte

Wie in Abbildung 8j-1 zu sehen ist, lassen sich bei der Analyse der Spinedichte des
gesamten dendritischen Materials (Abb. 8j) sowie bei der separaten Analyse von Apikal-

und Basaldendriten (Abb. 8k&l) ein ahnliches Verteilungsmuster in den einzelnen
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Gruppen vermuten (KO-Kontrolle > WT-Verlierer > KO-Verlierer = WT-Kontrolle). Dabei
scheinen die WT-Verlierer eine hdhere Spinedichte zu besitzen als die WT-Kontrollen.
Im Gegensatz dazu scheint bei den Mausen mit einem 5-H{t-KO-Genotyp die Gruppe
der Kontrollen eine hdhere Spinedichte im Vergleich zu den Verlierern zu besitzen. Das
Verteilungsmuster der Spinedichte ahnelt dem Verteilungsmuster der gemessenen

Anzahl an Spines.

Die statistische Analyse von Nietzer et al. ergab eine signifikant geringere Spinedichte
der WT-Kontrollen im Vergleich zu den WT-Verlierern, KO-Kontrollen und KO-Verlierern
(Nietzer et al., 2011, Abb. 4d). Dieser Effekt konnte in der aktuellen Arbeit nicht repliziert

werden.

In dieser Arbeit zeigte die statistische Analyse des gesamten dendritischen Materials
und der Basaldendriten mithilfe des Wald-Chi-Quadrat-Tests eine signifikante Interaktion
zwischen Erfahrung und Genotyp (gesamte Dendriten p = 0,041, Basaldendriten p =
0,034). Die statistische Analyse der Spinedichte von den Apikaldendriten ergab nur den
Trend einer Interaktion (p = 0,067). Durch Post-hoc-Analysen konnten allerdings in

keinem Fall signifikante paarweise Gruppenunterschiede nachgewiesen werden.
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Abbildung 8: Analyse verschiedener morphologischer Parameter von Dendriten der pyramidenzelldhnlichen
Neurone der lateralen Amygdala im Gehirn von 5-HTT-WT und -KO-Mé&usen mit und ohne
Verlierererfahrung

Nach Rekonstruktion der Dendriten von pyradmidenzelldhnlichen Neuronen der lateralen Amygdala mithilfe
des Neurolucida-Systems von MicroBrightField wurden verschiedene Parameter analysiert, anhand einer
verallgemeinerten Schatzungsgleichung statistisch ausgewertet, und graphisch dargestellt: Dendritenlange
(a-c), Verzweigungsdichte (d-f), Anzahl der Spines (g-i), und Spinedichte (j-I). Es wurden die gesamten
Dendriten (Apikal- + Basaldendriten; a,d,g,j)), Apikaldendriten (b,e,h,k) und Basaldendriten (c,f, i, I) getrennt
ausgwertet und dargestellt. Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur p = 0,05. Markierung signifikanter
Unterschiede: # entspricht Trend mit p <0,1, * entspricht Signifikanz mit p <0,05, *** entspricht Signifikanz
mit p =0,000. Die erzielten Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt.
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3.2.2 Branch Order-Analyse

Wie in der Statistiktabelle S4 nachzulesen ist, konnte bei allen analysierten
Dendritengruppen ein hochsignifikanter Effekt der Verzweigungsordnung bewiesen
werden (p = 0,000). Die Werte der Spinedichte unterschieden sich also signifikant in den

einzelnen Gruppen zwischen den verschiedenen Verzweigungsordnungen.

Die morphologische Analyse von Nietzer et al. (2011) lieferte, bis auf den Parameter
~opinedichte®, keine signifikanten Ergebnisse in der Branch Order-Analyse und wurde
nicht weiter in deren Arbeit beschrieben. Daher findet sich im Folgenden nur eine
Gegenuberstellung der aktuellen Ergebnisse mit denen von Nietzer et al. bezlglich des

Parameters ,Spinedichte”.

Bei Betrachtung von Abb. 9a-c mit den Ergebnissen der Branch Order-Analysen des
Parameters ,Spinedichte Iasst sich flr die gesamten Dendriten und flr die separate
Betrachtung der Apikal- und Basaldendriten der folgende Zusammenhang vermuten: 3.
Verzweigungsordnung = 4. Verzweigungsordnung > 2. Verzweigungsordnung > 1.

Verzweigungsordnung.

Vergleichbar zeigt sich auch die Verteilung der Spinedichte zwischen den

Verzweigungsordnungen bei Nietzer et al. (2011).

Neben dem hochsignifikanten Effekt der Verzweigungsordnung ergab die statistische
Analyse der hier vorliegenden Arbeit mithilfe des Wald-Chi-Quadrat-Tests flr das
gesamte Dendritenmaterial eine signifikante Interaktion zwischen Erfahrung, Genotyp
und Verzweigungsordnung (p = 0,023), was aber kein statistisch relevantes Ergebnis in
der Post-hoc-Analyse zur Folge hatte. In der Gruppe der Apikaldendriten ergab sich der
Trend eines Interaktionseffekts von Erfahrung und Genotyp (p = 0,051) und von
Erfahrung, Genotyp und Verzweigungsordnung (p = 0,086). Fir die Basaldendriten
konnte nur der Trend einer Interaktion zwischen Erfahrung, Genotyp und

Verzweigungsordnung (p = 0,056) gezeigt werden.

Im Gegensatz dazu sind in der Arbeit von Nietzer et al. flr alle untersuchten
Dendritenbereiche (gesamtes Dendritenmaterial, Apikaldendriten, Basaldendriten)
zumindest auf Trendebene, aber i.d.R. auf Signifikanzebene, geringere Spinedichten der
WT-Kontrollen im Vergleich zu allen anderen Gruppen (WT-Verlierer, KO-Kontrollen,

und KO-Verlierer) nachgewiesen worden (Nietzer et al., 2011, Abb. 5). Die Ergebnisse
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von Nietzer et al. deuteten somit auf einen durch Stresserfahrung und Genotyp

hervorgerufenen Einfluss auf die Spinedichte hin, der hier nicht repliziert werden konnte.

Gesamte Dendriten Apikaldendriten Basaldendriten
(a) (b) (c)
Eos E s E o4
= = =3
w w w
2™ g £
Ik 843 &
e ~ o 02
% 02 7 g 0.2 + E
2 ' L L T
B o4 T 04 I god o
£ |'7' £ =
o0 ! 8 god mmns i i 200
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

1 WT Kontrolle mm WT Verlierer = KO Kontrolle m® KO Verlierer

Abbildung 9: Branch Order-Analyse des morphologischen Parameters Spinedichte der Dendriten der
pyramidenzelléhnlichen Neurone der lateralen Amygdala im Gehirn von 5-HTT-WT und -KO-Mé&usen mit
und ohne Verlierererfahrung

Nach Rekonstruktion der Dendriten von pyradmidenzellahnlichen Neuronen der lateralen Amygdala mithilfe
des Neurolucida-Systems von MicroBrightField wurde die Spinedichte (a-c) separat fiur die
Verzweigungsordnungen 1-4 der Branch Order-Analyse analysiert, anhand einer verallgemeinerten
Schéatzungsgleichung statistisch ausgewertet, und graphisch dargestellt: Es wurden die gesamten Dendriten
(Apikal- + Basaldendriten) a), Apikaldendriten (b) und Basaldendriten (c) getrennt ausgewertet und
dargestellt. Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur p = 0,05. Die erzielten Daten sind als Mittelwerte +
Standardfehler dargestellt.

3.3 Auswirkung des 5-Htt-Genotyps und sozialer Stresserfahrung auf die
Morphologie der Pyramidenzellen der CA3-Region: Vergleich der in
Mausen aller drei Genotypen erhobenen Daten

Es wurden flir die CA3-Region die Schnittpraparate der Kontroll- und Verlierergruppen

aller drei Genotypen (WT/HET/KO) untersucht, indem die Apikaldendriten der dort

lokalisierten Pyramidenzellen rekonstruiert wurden. Die gewonnenen Daten wurden
dann anhand der verallgemeinerten Schatzungsgleichung statistisch ausgewertet.

Aufgrund der morphologischen Eigenschaften der Pyramidenzellen erfolgte, neben der

Analyse des Dendritenmaterials in seiner Gesamtheit, eine zusatzliche Analyse des

Dendritenmaterials durch eine Sholl-Analyse und nicht durch die Branch Order-Analyse,

wie es bei den pyramidenzellahnlichen Neuronen der LA stattgefunden hat (siehe

.Material und Methoden — Morphometrie und Datenanalyse®).
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3.3.1  Analyse des Dendritenmaterials in seiner Gesamtheit

Verzweigungspunkte

In der Analyse der Verzweigungspunkte lasst sich kein einheitlicher Effekt der
Stresserfahrung oder des Genotyps erkennen. Wie in Abbildung 10a dargestellt, |asst
sich in der Gruppe der WT-Mause vermuten, dass die soziale Stresserfahrung zu einer
geringeren Anzahl an Verzweigungspunkten gegenlber der Kontrollgruppe fuhrt (WT-
Kontrolle > WT-Verlierer), wohingegen das Verhaltnis zwischen Kontrolle und Verlierer
der HET-Mause gerade andersherum erscheint (HET-Kontrolle < HET-Verlierer). In der

KO-Gruppe zeigen sich annahrend gleiche Werte der Verlierer- und Kontrollgruppe.

In der statistischen Auswertung, deren Ergebnisse in der Statistiktabelle S5
zusammengestellt sind, konnte eine signifikante Interaktion zwischen Erfahrung und
Genotyp nachgewiesen werden (p = 0,001). In der Post-hoc-Analyse bestatigte sich ein
signifikanter Gruppenunterschied zwischen WT-Kontrollen und WT-Verlierern (p =
0,024) sowie zwischen WT-Kontrollen und HET-Kontrollen (p = 0,050), wobei die Gruppe
der WT-Kontrollen jeweils die groRere Anzahl an Verzweigungspunkten im Vergleich zu

den beiden anderen Gruppen aufweist.
Lénge

Bei der Analyse des Faktors Lange (Abb. 10b) zeigen sich lediglich zwischen WT-
Kontrollen und WT-Verlierern Unterschiede. Die durchschnittiche Lange der
Apikaldendriten der WT-Verlierer scheint gegenuber den WT-Kontrollen deutlich
niedriger zu sein (WT-Verlierer < WT-Kontrolle). Vergleichbare Unterschiede sind bei
den HET- und KO-M&usen in Abb. 10b nicht erkennbar.

Die statistische Auswertung ergab im Wald-Chi-Quadrat-Test als Haupteffekte einen
signifikanten Erfahrungseffekt unabhangig vom Genotyp (p = 0,002) und eine
signifikante Interaktion von Erfahrung und Genotyp (p = 0,001). Ein Genotypeffekt
unabhangig von der Erfahrung erwies sich als Trend (p = 0,088). Im Post-hoc-Test
unterscheidet sich die Lange der Apikaldendriten der WT-Verlierer mit hoch signifikant
kirzerem Dendritenmaterial im Vergleich zur Lange des Dendritenmaterials von den
WT-Kontrollen (p = 0,000).
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Verzweigungsdichte

Wie Abbildung 10c veranschaulicht, scheint die Verzweigungsdichte in der
Kontrollgruppe der WT- und der HET-Mause gegenuber den jeweiligen Verlierergruppen
leicht niedriger zu sein (WT-Kontrolle < WT-Verlierer, HET-Kontrolle < HET-Verlierer).
Diese angedeuteten Unterschiede zwischen den Tieren der Kontroll- und

Verlierergruppe sind bei den KO-Mausen nicht erkennbar.

Die statistische Analyse ergab mithilfe des Wald-Chi-Quadrat-Test jedoch nur den Trend
eines Erfahrungseffekts (p = 0,085) und den Trend einer Interaktion zwischen Erfahrung
und Genotyp (p = 0,088).

Anzahl der Spines

Bei Betrachtung der mittleren Anzahl an Spines anhand Abbildung 10d lasst sich fiir die
Genotypen WT und HET eine im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen erniedrigte
Anzahl an Spines von den Verlierern vermuten (WT-Verlierer < WT-Kontrolle, HET-
Verlierer < HET-Kontrolle). Diese Unterschiede zwischen Kontrollen und Verlierern sind
bei den KO-Mausen nicht erkennbar. Wenn Uberhaupt, dann scheinen die
Apikaldendriten der CA3-Pyramidenzellen der KO-Verlierer sogar etwas mehr Spines zu

besitzen als die Apikaldendriten der Kontrollen.

Mithilfe der statistischen Analyse konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede

nachgewiesen werden.
Spinedichte

Die Spinedichte (Abb. 10e) der HET-Kontrollen scheint im Vergleich zu den HET-
Verlierern (HET-Verlierer < HET-Kontrolle) deutlich erhéht zu sein, wohingegen bei den
KO-Tieren die Kontrollgruppe eine leicht geringere Spinedichte zu besitzen scheint als
die Verlierergruppe (KO-Verlierer > KO-Kontrolle). Nahezu gleiche Werte lassen sich in

den beiden Gruppen der WT-Tiere ablesen (WT-Kontrolle = WT-Verlierer).

Die statistische Analyse legte einen signifikanten Haupteffekt der Erfahrung (p = 0,015)
und einen hochsignifikanten Haupteffekt des Genotyps (0,000) offen. Die anschlielend
durchgefihrten Post-hoc-Analysen lieferten den Trend eines Spinedichte-Unterschieds
zwischen WT- und HET-Mausen (p = 0,063) und zwischen HET- und KO-Mausen (p =
0,072) unabhangig von der Erfahrung. Die Spinedichte der WT-Mause war im Vergleich
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zu den KO-Mausen hochsignifikant erhéht (p = 0,000). Dariber hinaus zeigte sich im
Wald-Chi-Quadrat-Test eine signifikante Interaktion zwischen Erfahrung und Genotyp (p
= 0,009). In den Post-hoc-Testungen besitzen die HET-Verlierer eine hochsignifikant
héhere Spinedichte als die HET-Kontrollen (p= 0,000) und die Gruppe der KO-Kontrollen
zeichnet sich durch eine signifikant niedrigere Spinedichte im Vergleich zu den HET- (p
= 0,002) sowie den WT-Kontrollgruppen (p = 0,007) aus. Die Spinedichte der WT-
Verlierer ist im Vergleich zur Spinedichte der HET-Verlierer nur geringfligig erhéht.

Statistisch gesehen liegt hier nur der Trend eines Unterschieds vor (p = 0,052).
Enden

Die Betrachtung des dendritischen Materials der WT-Mause lasst eine deutlich héhere
Anzahl an Dendritenenden in der Kontrollgruppe gegeniber den Verlierern vermuten
(WT-Kontrolle > WT-Verlierer). Diese Art der Verteilung deutet sich in der Gruppe der
KO-Mause nur sehr dezent an. In Gegensatz dazu scheint in der Gruppe der HET-Mause
die Anzahl der Dendritenenden in der Gruppe der Kontrollen eher niedriger zu sein als

in der Verlierergruppe (HET-Verlierer > HET-Kontrolle).

Wie in Statistiktabelle S5 dargestellt, ergab die statistische Analyse eine signifikante
Interaktion zwischen Erfahrung und Genotyp (p = 0,002). In der anschliel’end
durchgeflhrten Post-hoc-Analyse konnte ein signifikanter Gruppenunterschied

zwischen WT-Kontrollen und WT-Verlierern (p = 0,028) bestatigt werden.
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Abbildung 10: Analyse verschiedener morphologischer Parameter von Apikaldendriten der
Pyramidenzellen der CA3-Region im Gehirn von 5-HTT-WT, -HET-, und -KO-Mé&usen mit und ohne
Verlierererfahrung

Nach Rekonstruktion der Apikaldendriten von Pyramidenzellen der CA-3-Region mithilfe des Neurolucida-
Systems von MicroBrightField wurden verschiedene Parameter analysiert, anhand einer verallgemeinerten
Schatzungsgleichung statistisch ausgewertet, und graphisch dargestellt: Verzweigungspunkte (a), Léange
(b), Verzweigungsdichte (c), Anzahl der Spines (d) Spinedichte (e) und Enden (f). Zusatzlich angezeigte
Effekte: Genotypeffekte (WT/HET/KO — unabhéngig von Stresserfahrung) und Erfahrungseffekte (K
(Kontrolle)/V (Verlierer) — unabhangig vom Genotyp). Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur p = 0,05.
Markierung signifikanter Unterschiede: # entspricht Trend mit p <0,1, * entspricht Signifikanz mit p <0,05, **
entspricht Signifikanz mit p <0,01, *** entspricht Signifikanz mit p =0,000. Die erzielten Daten sind als
Mittelwerte + Standardfehler dargestellt.
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3.3.2 Sholl-Analyse

Im Rahmen der Sholl-Analyse wurde das Dendritenmaterial der Apikaldendriten der
Pyramidenzellen der CA3-Region innerhalb kugelférmiger Schalen betrachtet. Die erste
Schale wurde mit einem Radius von 30 ym ausgehend vom Mittelpunkt des Somas um
die Zelle gelegt. Jede weitere Schale vergrofRerte ihren Radius dann um jeweils 30 um.
Die kleinste Schale umfasst also Radius 0 bis 30 pym, die gréte untersuchte Schale
umfasst Radius 330 — 360 pm.

Wie die Statistiktabelle 6 belegt, ergab sich bei allen analysierten morphologischen
Parametern ein hochsignifikanter Effekt des Radius (p=0,000). Dies bedeutet, dass bei
der statistischen Analyse innerhalb aller untersuchten Parameter sich signifikant

unterschiedliche Werte von Schale zu Schale zeigten.
Schnittpunkte

Wie Abbildung 11a darstellt, steigt die Anzahl der Schnittpunkte der Dendriten mit den
Schalen der Sholl-Analyse bis zum Radius 150 ym an, um noch weiter distal vom
Zellkorper wieder abzufallen. Fur die WT-Kontrollen lassen sich Uber alle Radien hinweg
mehr Schnittpunkte vermuten gegenuber den WT-Verlierern (WT-Kontrolle > WT-

Verlierer) und auch haufig im Vergleich zu den anderen Gruppen.

Die statistische Auswertung der durch die Sholl-Analyse erhaltenen Werte ergab im
Wald-Chi-Quadrat-Test eine signifikante Interaktion zwischen Erfahrung und Genotyp (p
= 0,019). Die daraufhin durchgefuhrten Post-hoc-Tests ergaben einen signifikanten, die
konzentrischen Schalen Ubergreifenden Unterschied zwischen WT-Kontrollen und WT-
Verlierern, wobei die WT-Kontrollen eine grof3ere Anzahl an Schnittpunkten im Vergleich
zu WT-Verlieren aufwiesen (p = 0,001). Dartber hinaus gibt es signifikante Unterschiede
zwischen Verlieren unterschiedlichen 5-Htt-Genotyps: WT-Verlierer weisen Schalen-
Ubergreifend weniger Schnittpunkte auf als HET- (p = 0,017) und KO-Verlierer (p =
0,002). AulRerdem lieferte die signifikante Interaktion zwischen Erfahrung und Radius (p
= 0,003), unabhangig vom Genotyp, signifikante Gruppenunterschiede in den Post-hoc-
Analysen der Kontrollen gegenuber den Verlierern in Radius 150-180 ym (p= 0,025),
180-210 ym (p= 0,041), 210-240 pm (p = 0,081) und 244-270 ym (p = 0,020). Diese
Ergebnisse sind der Statistiktabelle 6 zu entnehmen und nicht in Abbildung 11

dargestellt.
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Die statistisch signifikante Interaktion zwischen Erfahrung, Genotyp und Radius (p =
0,002) ermoglicht paarweise Post-hoc-Tests. Wie in Abbildung 11a zu erkennen ist,
konnte eine signifikant héhere Anzahl an Schnittpunkten bei den WT-Kontrollen im
Vergleich zu den WT-Verlierern mit der Schale bei Radius 90 um (p = 0,046),120 pm (p
= 0,004),150 ym (p = 0,035),180 um (p = 0,003), 210 ym (0,000), 240 um (0,004) und
270 ym (p = 0,002) nachgewiesen werden.

AulBerdem lieBen sich signifikante Gruppenunterschiede und Unterschiede auf
Trendebene zwischen WT-Verlierer mit weniger Schnittpunkten gegenuber den KO-
Verlierern mit der kugelférmigen Schale in Radius 180 um (p = 0,005) und 210 um (p =
0,007) und in Radius 240 uym (p = 0,059) und 330 ym (p = 0,053) berechnen. WT-
Verlierer wiesen zudem signifikant weniger Schnittpunkte auf als die HET-Verlierer mit
den Schalen in Radius 210 pm (p = 0,029) und 270 ym (p = 0,031) und als Trend in
Radius 180 um (p = 0,067) und 270 um (p = 0,068). Fir die Gruppe der HET-Kontrollen
im Vergleich zu den HET-Verlieren weist die statistische Post-hoc-Analyse auf einen
Trend von weniger Schnittpunkten bei den HET-Kontrollen im Vergleich zu den HET-

Verlierern in zur zwei Schalen mit Radius 30 um (p = 0,088) und 60 um (p = 0,076) hin.
Verzweigungspunkte

Die Anzahl der Verzweigungspunkte der rekonstruierten Apikaldendriten steigt
insgesamt Uber die verschiedenen Schalen an bis Radius 90 ym, um dann wieder mit
weiter zunehmendem Radius der Schalen abzunehmen, wie in Abbildung 11b
dargestellt. Die Anzahl der Verzweigungspunkte scheint in der Gruppe der WT-Kontrolle
gegeniuber den WT-Verlierern etwas héher zu sein (WT-Kontrolle > WT-Verlierer). In der
Gruppe der HET- aber auch der KO-Mause sticht in der grafischen Darstellung der

Ergebnisse keine Gruppe Uber mehrere Schalen hinweg heraus.

Wie in der Statistiktabelle 6 zusammengestellt, zeigte sich im Wald-Chi-Quadrat-Test
die Interaktion von Erfahrung und Genotyp als statistisch signifikant (p = 0,007),
unabhangig vom Radius. In der daraus resultierenden Post-hoc-Analyse unterschieden
sich die WT-Kontrollen mit insgesamt mehr Verzweigungspunkten von den WT-
Verlierern (p = 0,003) und von den HET-Kontrollen (p = 0,014), ohne dass dies innerhalb
einer bestimmten Schale fiir diese Gruppen signifikant wurde. Der statistische Trend

eines Unterschieds konnte allgemein zwischen den weniger verzweigten WT-Verlierern
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und den starker verzweigten KO- (p = 0,065) und HET-Verlierern (p = 0,057) gezeigt

werden.

Auflerdem ergab sich die signifikante Interaktion von Erfahrung und Radius, unabhangig
vom Genotyp (p = 0,046) mit signifikantem Unterschied der Kontrollen und Verlierer in
Radius 241-270 um (p = 0,014) und dem Trend eines Unterschieds zwischen Kontrollen
und Verlierern in Radius 0-30 um (p = 0,072).

Lénge

Die gesamte Lange des dendritischen Materials nimmt bis Radius 150 ym zu und fallt
dann mit zunehmendem Radius der Kugelschalen wieder ab (Abb. 11c). Die WT-
Kontrollen scheinen Uber die meisten Schalen hinweg langere Apikaldendriten zu

besitzen als alle anderen untersuchten Gruppen.

In der statistischen Analyse mithilfe des Wald-Chi-Quadrat-Tests stellte sich eine
signifikante Interaktion von Erfahrung und Genotyp heraus, unabhangig vom Radius (p
=0,042). Die daraus resultierende Post-hoc-Testung legte offen, dass die WT-Kontrollen
Radius unabhangig signifikant mehr Dendritenmaterial als die WT-Verlierer (p = 0,005),
als die HET-Verlierer (p = 0,041), und als die KO-Verlierer (p = 0,014) besitzen.

Die anhand des Wald-Chi-Quadrat-Tests detektierte Interaktion zwischen Erfahrung,
Genotyp und Radius war deutlich signifikant (p = 0,019), was einen paarweisen
Vergleich (von zwei Gruppen) in der Post-hoc-Analyse ermdglichte. Mithilfe dieser Post-
hoc-Analyse konnte gezeigt werden, dass die WT-Kontrollen signifikant langeres
Dendritenmaterial im Vergleich zu den WT-Verlierern in den Radiusbereichen 90-120
um (p = 0,015), 120-150 ym (p = 0,003), 150-180 ym (p = 0,014), 180-210 ym (p =
0,001), 210-240 um (p = 0,000), 240-270 pm (p = 0,005) besitzen. Im Radiusbereich 60-
90 um konnte der Trend eines Unterschieds festgestellt werden (p = 0,076), was in Abb.

11c dargestellt ist.

Die WT-Verlierer unterschieden sich auRerdem von den KO-Verlierern durch eine
signifikant geringere Dendritenlange in den Radiusbereichen 120-150 um (p = 0,045),
180-210 uym (p = 0,017), 210-240 ym (p = 0,033), 240-270 ym (p = 0,031), 300-330 ym
(p = 0,022) und auf Trendebene in Radius 150-180 uym (p = 0,063) und 270-300 um (p
= 0,073). Weniger deutlich und nur als Trend ergaben sich Unterschiede zwischen den
WT-Verlierern und den HET-Verlierern in Radius 120-150 um (p = 0,076), 210-240 ym
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(p = 0,065) und 240-270 um (p = 0,080). KO-Verlierer und KO-Kontrollen liel3en in
Radius 60-90 pym einen Gruppenunterschied vermuten (p = 0,088). HET-Verlierer wiesen
in Radius 30-60 um signifikant langeres Dendritenmaterial als HET-Kontrollen auf (p =
0,025).

Verzweigungsdichte

Wie in Abbildung 11d zu sehen ist, nimmt die Verzweigungsdichte, berechnet durch die
Anzahl der Verzweigungspunkte pro 100 um Dendritenlange, insgesamt betrachtet bis
Radius 60 um leicht zu und danach deutlich ab, mit zunehmender Entfernung der

Schalen vom Zellkdrper.

Die statistische Testung lieferte einen Genotypeffekt als Haupteffekt, unabhangig von
Erfahrung und Radius (p = 0,018), zu sehen in Statistiktabelle 6. In der Post-hoc-Analyse
konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Tieren der Gruppen WT und KO (p =
0,006) und der Trend eines Unterschieds zwischen HET- und KO-Gruppe (p = 0,095)

gezeigt werden. Weitere statistisch relevanten Ergebnisse stellten sich nicht heraus.
Anzahl der Spines

Die Anzahl der Spines steigt von Schale zu Schale bis zu der Schale zwischen Radius
120-150 ym an und sinkt danach wieder ab, je gréRer der Radius der Schalen wird. Wie
in Abbildung 11e veranschaulicht, scheint es so, dass die WT-Kontrollen in den meisten
Schalenbereichen mehr Spines aufweisen als ihre Verlierergruppe (WT-Kontrolle > WT-
Verlierer). Dieses Bild zeigt sich stark abgeschwacht teilweise auch in den Gruppen der
HET-Tiere. Bei den KO-Tieren sind in dem meisten Schalen keine Unterschiede bei der
Anzahl der Spines zwischen Kontrollen und Verlierern erkennbar. Nur in den mehr
proximalen Bereichen des Dendritenbaums bzw. proximalen Schalen deutet sich sogar
ein gegensatzliches Verteilungsmuster mit weniger Spines in den KO-Kontrollen im

Vergleich zu den KO-Verlierern an.

In der statistischen Analyse der Daten zeigte sich nach Durchfihrung des Wald-Chi-
Quadrat-Tests ein Trend fur die Interaktion Erfahrung und Genotyp, unabhangig vom
Radius (p = 0,068) und fiir die Interaktion zwischen Erfahrung, Genotyp und Radius (p

= 0,076). Es erfolgten daher keine paarweisen Vergleiche mithilfe der Post-hoc-Testung.
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Spinedichte

Wie in Abbildung 11f zu sehen ist, scheint die Spinedichte insgesamt in den einzelnen
Schalen bis Radius 120-150 ym anzusteigen und fallt dann ab Schale 180-210 um bis
Radius 270-300 um ab. Es fallt auf, dass die HET-Kontrollen gegenlber den anderen

Gruppen haufig eine deutliche héhere Spinedichte vermuten lassen.

In der statistischen Auswertung, in Statistiktabelle 6 zusammengefasst, stellte sich im
Wald-Chi-Quadrat-Test die Interaktion von Erfahrung und Genotyp, unabhangig vom
Radius, als signifikant heraus (p = 0,033). Die Post-hoc-Analyse ergab signifikante
Unterschiede zwischen HET-Kontrollen und HET-Verlierern (p = 0,016) und zwischen
HET-Kontrollen und KO-Kontrollen (p = 0,005). Als Trend stellte sich die Interaktion von
Genotyp und Radius, unabhangig von der Stresserfahrung, heraus (p = 0,067).
Aulerdem erwies sich im Wald-Chi-Quadrat-Test die Interaktion zwischen Erfahrung,
Genotyp und Radius als signifikant (p = 0,008). Wie in Abbildung 11f dargestellt,
unterschieden sich in der anschlieBenden Post-hoc-Analyse die HET-Kontrollen mit
deutlich héherer Spinedichte von den HET-Verlierern in Radius 30-60 ym (p = 0,042),
60-90 um (p = 0,019), 120-150 uym (p = 0,042), 180-210 ym (p = 0,016), 210-240 uym (p
= 0,037), 240-270 pm (p = 0,003) und auf Trendebene in Radius 90-120 um (p = 0,062)
und 270-300 pym (p = 0,054). Fir die HET-Verlierer ergab sich ein Unterschied als Trend
gegenuber den WT-Verlierern in Radius 30-60 um (p = 0,090), 60-90 um (p = 0,066),
300-330 ym (p = 0,070) und 330-360 um (p = 0,051) an. AuRerdem unterschieden sich
HET-Verlierer und KO-Verlierer in Radius 30-60 uym (p = 0,027) signifikant und WT-
Verlierer und KO-Verlierer auf Trendebene in Radius 330-360 um (p = 0,076).

Enden

Insgesamt steigt die Anzahl der Enden in den Schalen von der ersten Schale zwischen
Mittelpunkt des Somas und Radius 30 um bis zu der Schale zwischen Radius 180-210
pum an und wird dann, je weiter sich die Schalen vom Soma entfernen, nach und nach
niedriger (Abb. 11g). Es fallt auf, dass die WT-Kontrollen in mehreren Schalenbereichen

mehr Endstlicke im Vergleich zu den WT-Verlierern zu haben scheinen.

Die statistische Analyse, in Statistiktabelle 6 zusammengefasst, konnte eine signifikante
Interaktion, unabhangig vom Radius der Schalen, zwischen Genotyp und Erfahrung
offenlegen (p = 0,015). Dabei zeigte sich in der Post-hoc-Analyse, dass WT-Kontrollen
im Vergleich zu WT-Verlierern (p = 0,016) und WT-Kontrollen im Vergleich zu HET-
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Kontrollen (p = 0,000) signifikant mehr Enden zeigen, aber HET-Kontrollen im Vergleich
zu KO-Kontrollen (p = 0,025) signifikant weniger Enden besitzen. Der Unterschied
zwischen HET-Verlierern und HET-Kontrollen, unabhangig vom Radius, ist nur als Trend
zu verzeichnen (p = 0,086). Der signifikante Effekt der Interaktion Erfahrung und Radius
(p = 0,007), unabhangig vom Genotyp, ergab in der Post-hoc-Analyse einen
signifikanten Unterschied zwischen Verlierern und Kontrolle in Radius 30-90 pm (p =
0,003) und 270-300 um (p = 0,021) sowie einen tendenziellen Unterschied in Radius
150-180 pum (p = 0,093).
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Abbildung 11: Sholl-Analyse verschiedener Parameter von Apikaldendriten der Pyramidenzellen der CA3-
Region im Gehirn von 5-HTT-WT, -HET-, und -KO-Mé&usen mit und ohne Verlierererfahrung

Nach Rekonstruktion der Apikaldendriten von Pyramidenzellen der CA3-Region mithilfe des Neurolucida-
Systems von MicroBrightField wurden verschiedene Parameter separat flir die einzelnen Schalen in
Abstianden von 30 um (X-Achse) analysiert, anhand einer verallgemeinerten Schatzungsgleichung
statistisch ausgewertet, und graphisch dargestellt: Schnittpunkte (a), Verzweigungspunkte (b), Lange (c),
Verzweigungsdichte (d), Anzahl der Spines (e), Spinedichte (f) und Enden (g). Signifikanzniveau nach
Bonferroni-Korrektur p = 0,05. Markierung signifikanter Unterschiede: # entspricht Trend mit p <0,1, *
entspricht Signifikanz mit p <0,05, ** entspricht Signifikanz mit p <0,01, *** entspricht Signifikanz mit p
=0,000. Die erzielten Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt.

4 Diskussion

In dieser Arbeit wurden die Apikal- und Basaldendriten von pyramidenzellahnlichen
Neuronen der LA in Golgi-impragnierten Gehirnschnitten von Mausen der 5-HTT-KO-
Line mit und ohne Sozialstresserfahrung rekonstruiert und verschiedene
morphologische Parameter analysiert. Um die hier mit allen drei 5-Htt-Genotypen
erzielten Ergebnisse besser mit den von Sarah Nietzer und Maria Bonn unter
ausschliel3licher Verwendung von 5-HTT-WT- und KO-Mausen bereits publizierten
Ergebnissen vergleichen zu kénnen (Nietzer et al., 2011), wurden die von mir mit
Mausen aller drei 5-Htt-Genotypen erhobenen morphologischen Daten bei der
statistischen Analyse zusatzlich zu einem 3er-Vergleich (5-HTT-WT,-HET, -KO; mit und
ohne Sozialstresserfahrung) auch einem 2er-Vergleich (5-HTT-WT versus -KO; mit und
ohne Sozialstresserfahrung) unterzogen. Es konnte sowohl ein Einfluss des 5-Hit-
Genotyps als auch der sozialen Stresserfahrung auf die Dendriten der
pyramidenzellahnlichen Neurone gezeigt werden. Die soziale Stresserfahrung flihrte

besonders deutlich unter den WT-Tieren zu einer Zunahme der Komplexitat der
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Dendritenbaume durch langere und starker verzweigte Dendriten. Vor allem bei dem
3er-Vergleich weist die statistische Analyse auf einen deutlichen Einfluss des 5-Hit-
Genotyps hin. HET-Mause besitzen langere Dendriten als die WT- sowie eine héhere
Spinedichte als die WT- und KO-Mause. Die Hypothese, die in der vorausgegangenen
Arbeit von Nietzer et al. dargestellt wurde, dass ein 5-HTT-Defizit in den KO-Mausen
grundsatzlich zu einer vermehrten Ausbildung von Spines in Form einer erhdhten
Spinedichte fuhrt, lied sich hier im direkten Vergleich, also im 2er Vergleich, nicht
bestatigen (Nietzer et al., 2011). Fir die Branch Order-Analyse lasst sich grundsatzlich
beschreiben, dass sich die erzielten Werte der einzelnen Parameter deutlich von
Verzweigungsordnung zu Verzweigungsordnung unterscheiden, unabhangig von

Stresserfahrung und 5-Htt-Genotyp.

Zusatzlich wurde in der hier vorliegenden Arbeit die CA3-Region des Hippocampus der
Gehirnschnitte aller drei Genotypen der 5-HTT-KO-Mauslinie (WT/HET/KO) untersucht,
mit dem Ziel, mdgliche Effekte des 5-Htt-Genotyps sowie der sozialen Stresserfahrung
zu Uberprifen. Es wurden die Apikaldendriten der Pyramidenzellen der CA3-Region
rekonstruiert und verschiedene morphologische Parameter analysiert. Sowohl der
Einfluss des 5-Htt-Genotyps als auch des Erlebens von sozialem Stress konnte dabei
belegt werden. Jedoch flhrte bei den Neuronen der CA3-Region die soziale
Stresserfahrung - im Gegensatz zu den Veranderungen in der LA - zu einer Abnahme
der Dendritenlange sowie zu einer geringeren Verzweigung der Dendriten, was sich
auch in einer reduzierten Anzahl von Dendritenenden widerspiegelte. Wie auch bei der
Analyse der LA-Neurone sind diese Unterschiede zwischen den WT-Gruppen am
starksten ausgepragt. Die Analyse der Spinedichte ergab etwas komplexere
Veranderungen, wobei sich andeutet, dass die HET-Tiere die hdchste Spinedichte
besitzen und eine signifikante Reduktion der Spinedichte nur bei den HET-Verlierern im
Vergleich zu den HET-Kontrollen gezeigt werden konnte. In der zusatzlich
durchgeflihrten Sholl-Analyse stellte sich deutlich dar, dass die einzelnen erhobenen,
morphologischen Parameter sich von Schale zu Schale signifikant unterscheiden, auch
unabhangig von Erfahrung und Genotyp. Grundsatzlich konnte haufig nachgewiesen
werden, dass Unterschiede der Sholl-Analyse zwischen Mausen unterschiedlichen
Genotyps und unterschiedlicher sozialer Stresserfahrung dem Verteilungsmuster der

Analyse des gesamten Dendritenmaterials dhneln.
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4.1 Effekt von sozialer Stresserfahrung und 5-Htt-Genotyp auf Neurone der
LA

Der Einfluss von Stresserfahrungen scheint sich vor allem durch eine Verlangerung der
Dendriten und einer starkeren Verzweigung der Dendritenbdume der LA-Neurone
abzuzeichnen. Das gesamte dendritische Material und das der Apikaldendriten der WT
in der LA unterschied sich hoch signifikant bezliglich des Parameters Lange, abhangig
davon, ob die Mause der sozialen Stresserfahrung ausgesetzt wurden oder nicht. Dieses
Ergebnis stellte sich auch heraus in der ersten Verzweigungsordnung der Branch Order-
Analyse der gesamten Dendriten. Es konnte flir die WT statistisch signifikant gezeigt
werden, dass sozialer Stress zu einer Hypertrophie der Dendriten fuhrt. Zumindest in der
deskriptiven Statistik lasst sich dieser Effekt fir die WT und HET vermuten, nicht jedoch
in der Gruppe der KO. Einen Einfluss von Stress auf die Dendritenlange ergab sich auch
in der Studie von Mitra et al., 2008, in der eine signifikante Zunahme der Dendritenlange
der Neurone der basolateralen Amygdala von Ratten nachgewiesen werden konnte, die
eine Gabe von Glukokortikoiden zur Simulation der Glukokortikoid-Ausschittung bei
akutem Stress erhalten hatten (Mitra and Sapolsky, 2008). In einer Studie am
Rattenmodell von Vyas et al. 16ste chronischer Stress durch Immobilisation ebenfalls
einen Anstieg der dendritischen Lange der pyramidenzelldhnlichen Neurone der
basolateralen Amygdala aus und konnte in Zusammenhang mit erhéhtem angstlichem
Verhalten gestellt werden (Vyas et al., 2002). Dieser Effekt stellte sich als nachhaltig
heraus und blieb auch nach einer Erholungsphase von 21 Tagen bestehen (Vyas et al.,
2004).

Die Anzahl der Verzweigungspunkte der Basaldendriten der WT-Verlierer waren
signifikant erhéht gegenuber der WT-Kontrollgruppe, was fur eine starkere Verzweigung
und erhdhte Komplexitat der Dendritenbdume aufgrund der Stresserfahrung spricht.
Diese Feststellung deckt sich mit den Ergebnissen fir die gesamten Dendriten der

basolateralen Amygdala im Rattenmodell von Vyas et al. (Vyas et al., 2002).

Auch zeichnet sich ein Effekt des 5-Htt-Genotyps auf die Dendritenbaume der LA ab.
Anzumerken ist dabei, dass in der hier vorliegenden Arbeit erstmals die HET-Gruppe der
Versuchstiere untersucht wurde und sich wiederholt ein statistisch relevanter Effekt

dieser Gruppe herausstellte.
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Die HET-Mause besalien signifikant langeres Dendritenmaterial als die WT und die KO-
Mause in der Gruppe aller Dendriten sowie in der Gruppe der Basaldendriten separat,
unabhangig von der Stresserfahrung in der Auswertung des gesamten
Dendritenmaterials und in der Branch Order-Analyse. In der Analyse des gesamten
Dendritenmaterials ergab sich zumindest als Trend eine héhere Dendritenlange der
HET-Kontrollen gegentber den WT-Kontrollen. Dieser Effekt wiederholte sich in der
zweiten Ordnung der Branch Order-Analyse unter den Verlierermausen. Diese
Ergebnisse weisen auf einen Effekt des 5-Hft-Genotyps auf die Dendritenlange der
Mause hin, die sozialem Stress ausgesetzt wurden. Die HET weisen im Gegensatz zu
den WT ein relatives Defizit des 5-HTT auf, was potenziell zu langerem
Dendritenmaterial gefuhrt hat. Daraus lasst sich jedoch nicht ableiten, dass ein starkeres
5-HTT-Defizit, wie es bei den KO-Mausen vorlag, ebenfalls zu einer signifikanten
Erhéhung der Dendritenlange gegentuber den WT oder den HET fihrt. In
vorausgegangenen Arbeiten konnte kein Effekt des 5-Htt-Genotyps auf die

Dendritenlange gezeigt werden (Nietzer et al., 2011, Wellman et al., 2007).

Die Parameter Spines und Spinedichte stellten sich in vergangenen Arbeiten zum Teil
als besonders aussagekraftig heraus beziglich des Einflusses von Stress und des 5-Hit-
Genotyps auf die Morphologie der Neurone der Amygdala. In verschiedenen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass ein 5-HTT-Defizit zu einer erhdhten
Spinedichte fuhrt (Nietzer et al., 2011, Wellman et al., 2007). Auflerdem bewirkte
beispielsweise in der Arbeit von Nietzer et al. eine starkere Stresserfahrung bei WT-
Tieren eine erhdhte Spinedichte gegenuber den Kontrollen im Mausmodell der lateralen
Amygdala (Nietzer et al., 2011) oder auch im Rattenmodell der basolateralen Amygdala,
ohne genetische Unterschiede bezlglich des 5-Htt (Mitra et al., 2005, Vyas et al., 2006).
Die Anzahl der Spines und die Spinedichte betreffend konnten solche Ergebnisse in der
hier vorliegenden Arbeit nicht repliziert werden. Es stellte sich ein Einfluss des Genotyps
insofern heraus, als die Gruppe der HET sich von den beiden anderen Genotyp-
Gruppen, unabhangig von der Stresserfahrung, durch eine tendenziell bis
hochsignifikant héhere Spinedichte abhoben, sowohl in der Analyse des
Dendritenmaterials in seiner Gesamtheit als auch in der Branch Order-Analyse. Dieser
Effekt stellte sich ebenso fir den Parameter Spines in der Branch Order-Analyse heraus.
Eine signifikant hdhere Spinedichte sowohl in der Analyse des Dendritenmaterials aller

Dendriten in ihrer Gesamtheit als auch in der dritten Verzweigungsordnungen der Branch
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Order-Analyse der gesamten Dendriten konnte flr die HET-Verlierer gegentiber den
Verlierern der beiden anderen Genotypen gezeigt werden. Der heterozygote 5-Hit-
Genotyp flhrt also vermutlich zu einer Erhéhung der Spines und Spinedichte gegentber
den WT und KO. Die HET-Gruppe weist gegeniber den WT ein Defizit an 5-HTT auf
und es kann eine héhere Anfalligkeit flr negatives Stresserleben vermutet werden, was
eine Erhéhung der Spinedichte erklaren kann. Es lasst sich jedoch nicht schlussfolgern,

dass ein absolutes 5-HTT-Defizit der KO zu nochmals héherer Spinedichte flihrt.

Ziel dieser Arbeit war es zu analysieren, inwieweit sich die HET-Tiere von den beiden
anderen Genotypen unterscheiden. Von Interesse ist die Betrachtung der HET-Tiere
auch deshalb, da die HET-Tiere beziglich des Vorkommens des 5-HTT vergleichbar
sind mit menschlichen Tragern des 5-HTT-Langenpolymorphismus (Murphy et al.,
2008). In der vorausgegangenen Arbeit von Nietzer et al. wurden nur die Schnitte der
WT- und KO-Mause der LA untersucht (Nietzer et al., 2011). Es wurde bisher in einigen
Studien angenommen, dass sich die starksten Effekte beziglich des 5-Htt-Genotyps in
der Knockout-Mauslinie zwischen den WT- und KO-Tieren zeigt. Es konnte auch
wiederholt beschrieben werden, dass sich die HET-Tiere im Vergleich aller drei
Genotypen in der Mitte der Auspragung von Unterschieden zwischen den drei
Genotypen befanden, z.B. bezogen auf angstliche Verhaltensweisen (Jansen et al.,
2010).

Eine Hypothese ist jedoch, dass die HET-Tiere Uber Kompensations-Mechanismen
verfigen, einen relativen Mangel an 5-HTT auszugleichen und sich dies in
morphologischen Anpassungen abbildet. Eben diese Fahigkeit wird den KO-Mausen in

diesem Ausmal nicht zugeschrieben.

Verhaltensexperimente in vergangenen Studien haben beispielsweise gezeigt, dass
HET-Tiere, die nur ein wildtypisches Allel fir den 5-HTT besitzen, erst unter besonders
herausfordernden Testbedingungen weniger aggressives Verhalten zeigen gegeniber
den WT-Tieren (Holmes et al., 2002) und auch bezuglich ihres Furchtverhaltens sich
ahnlich verhalten kénnen wie die WT-Tiere der Kontrollgruppe, wohingegen die KO-
Mause jeweils das im Versuch erwartete abweichende Verhalten zeigten (Holmes et al.,
2003).

Waider et al. haben in ihrer Studie gezeigt, dass Mause, die heterozygot flir einen

Tryptophan-Hydroxylase-2-Knockout sind und somit ein relatives Serotonindefizit
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aufweisen, sich gegenlber ihrer WT- und KO-Vergleichsgruppe mit deutlichen
Anpassungsprozessen auf neurobiologischer Ebene von beiden Gruppen absetzen.
Waider et al. stellten die Annahme auf, dass sich durch eine gesteigerte 5-HT1A-
Rezeptoraktivitdt das GABAerge Netzwerk des Gehirns der fir die Tryptohpan-
Hydroxylase-2 heterozygoten Versuchstiere im Prafrontalkortex und in der Amygdala
messbar an den Serotoninmangel anpasste. Im Prafrontalkortex kam es zu einer
signifikant niedrigeren und in der Amygdala zu einer signifikant hoheren GABA-
Konzentration. Funktionell betrachtet wies dies auf eine verminderte hemmende
Wirkung des Prafrontalkortex der fir die Tryptophan-Hydroxylase-2 heterozygoten Tiere
und auf eine Verstarkung der hemmenden Wirkung in der Amygdala hin. Diese
vermutete Fahigkeit des Anpassungsprozesses der Heterozygoten wurde fur die
Knockout-Tiere, ohne neuronale Serotoninproduktion, nicht beobachtet (Waider et al.,
2013).

Montanez et al. konnten im 5-HTT-Knockout-Mausmodell bei Untersuchungen der CA3-
Region des Hippocampus zeigen, dass die Verabreichung eines SSRIs (Fluvoxamin) die
Clearence (= Entfernung/Beseitigung) von 5-HT aus dem extrazellularen Raum von
HET-Mausen deutlich verlangert gegenlber den beiden anderen Genotypen (WT/KO).
Ohne Einfluss des SSRIs zeigten sich keine Unterschiede zwischen WT- und HET-
Gruppe. Es wird auch hier vermutet, dass das Ergebnis fiir Kompensations-
Mechanismen der HET-Gruppe spricht, die bisher nicht vollstandig erklart werden

kénnen (Montanez et al., 2003).

4.2 Gegenuberstellung der Daten des Zweier-Vergleichs (WT- & KO-Gruppe)
mit den Ergebnissen der Arbeit von Nietzer et al. (Nietzer et al., 2011)

Ziel dieser Arbeit war, zusatzlich zu den bereits vorliegenden Ergebnissen der Arbeit von
Nietzer et al. aus dem Jahr 2011, die Gruppe der HET, neben den Gruppen der WT- und
KO-Tiere, zu analysieren und dies nicht nur fir die Hirnregion der LA, sondern auch flr
die CA3-Region des Hippocampus. Voraussetzung war, dass die Daten je Arbeit von
derselben Untersucherin generiert werden. Nur so konnte ein mdglicher Einfluss durch
die jeweilige Untersucherin je Arbeit als Storfaktor ausgeschlossen werden und die

Vergleichbarkeit der drei Genotypgruppen untereinander erméglichen. Es liegen also fir
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die Genotypgruppen WT und KO sowohl Auswertungen der Arbeit von Nietzer et al. vor

als auch der aktuellen Arbeit.

An dieser Stelle ist darauf hinzuweisen, dass die Daten in den hier verglichenen Arbeiten
auf unterschiedliche Weise statistisch ausgewertet wurden. Nietzer et al. verwendeten
einen nicht-parametrischen Test (Kruskal-Wallis-Test) und verglichen die Gruppen
paarweise anhand von Mittelwerten der Daten der einzelnen Mause. Es galt in der Arbeit
von Nietzer et al. auch lediglich zwei Genotypgruppen zu vergleichen. In der aktuellen
Arbeit wurden anhand einer verallgemeinerten Schatzungsgleichung alle Einzelwerte in
die Erstellung linearer Modelle einbezogen und die verschiedenen Gruppen auf
signifikante Unterschiede hin tberprift. Um spezifischere Vergleiche anzustellen ware
fur zukunftige Untersuchungen denkbar, wenn bereits im Vorhinein ein bestimmter
Zusammenhang bzw. Effekt erwartet wird, die Fragestellung zu konkretisieren.
Beispielsweise koénnte es in der Form erfolgen, dass ein bestimmter Unterschied eines
morphologischen  Parameters zwischen zwei bestimmten Genotyp- oder
Stresserfahrungs-Gruppen untersucht wird. Diese koénnten auf Grundlage der bereits

erarbeiteten Ergebnisse erfolgen.

Es ist bei der statistischen Auswertung der hier vorliegenden Arbeit zu berucksichtigen,
dass bei dem Modell der verallgemeinerten Schatzungsgleichung, mit der die
statistische Auswertung durchgefuhrt wurde, alle verfugbaren Daten in die Erstellung
des Modells einbezogen werden. Wenn beispielsweise getestet wird, ob sich zwei
Genotypen signifikant voneinander unterscheiden, beeinflusst hier der dritte Genotyp
das Modell, das der Schatzung zu Grunde liegt. Fir die bessere Vergleichbarkeit der
Daten mit der Arbeit von Nietzer et al. aus dem Jahr 2011, wurde daher eine zusatzliche
Auswertung durchgeflihrt, in die ausschlieBlich die Daten der Genotypen WT und KO
einbezogen wurden, sodass die erhobenen Daten flir die HET, die in der Arbeit von
Nietzer et al. nicht erhoben wurden, keinen Einfluss auf die Ergebnisse haben. Dieses
Vorgehen erklart mogliche Abweichungen der Ergebnisse der statistischen Analyse
bezlglich der Gruppen WT und KO abhangig davon, ob die erhobenen Daten fir die
HET in das zugrundeliegende Modell der Berechnungen einbezogen wurden oder nicht.

Dies kann dem Ergebnisteil enthommen werden.

In der Arbeit von Nietzer et al. und meiner Arbeit wurden die identischen Praparate der
Mausegehirne verwendet. Zur Rekonstruktion der Neurone wurde das gleiche

Neurolucida-System benutzt. Die angelegten Kriterien zur Auswahl der Neurone und
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deren Rekonstruktion wurde eng angelegt an die, die von Nietzer et al. vorgegeben
wurden. Allerdings ist nicht nachvollziehbar, welche Neurone exakt in den einzelnen
Praparaten zur Rekonstruktion ausgewahlt wurden. Es ist also wahrscheinlich, dass fir
die jeweiligen Mausegruppen in meiner Arbeit im Vergleich zur Arbeit von Nietzer et al.
unterschiedliche Neurone durch die Untersucherinnen ausgewahlt wurden. Nietzer et al.
wahlten mindestens vier Neurone pro Maus aus, wahrend in meiner Arbeit das Ziel
angestrebt wurde, mindestens sechs Neurone je Maus zu rekonstruieren, was aufgrund
der strengen Gutekriterien nicht fur jede Maus erreicht werden konnte. Es ware ggf.
sinnvoll, eine noch gréRere Anzahl an Neuronen zu rekonstruieren und in die
Auswertung einzubeziehen, um die Vergleichbarkeit und die Aussagekraft der
Ergebnisse zu erhdhen. Limitierend ist dabei jedoch, dass es bei einigen Praparaten
bereits schwierig oder sogar unmoglich war, die angestrebte Anzahl von sechs
Neuronen zu erreichen, wenn die Auswahlkriterien konsequent eingehalten werden

sollten.

Abweichend zu der Arbeit von Nietzer et al., in der ausschliel3lich Mushroom-Spines,
gezahlt wurden, wurden hier in der aktuellen Arbeit alle Spinearten gezahlt, wie im
Methodenteil erlautert. Trotzdem lasst sich in den Diagrammen ablesen, dass die
absolute Anzahl der Spines bei Nietzer et al. héher ist als in meiner Arbeit. Das Gegenteil
ware zu erwarten gewesen. Fur zukinftige Untersuchungen scheint es relevant zu sein,
die Auswahlkriterien fur die Zahlung der Spines zu Uberdenken und noch genauer zu
spezifizieren. Geeignet daflir ware Bildmaterial, das wahrend der Rekonstruktion
gewonnen wird, um die Beschreibung, welche Spines als solche gezahlt werden, zu

prazisieren.

Auch wenn die deskriptive Statistik auf Grundlage der Diagramme der einzelnen
Parameter von Nietzer et al. deutliche Gemeinsamkeiten mit denen der hier vorliegenden
Arbeit vermuten lassen und dies firr eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse der beiden
Arbeiten spricht, resultierte die statistische Analyse nicht in {bereinstimmenden
signifikanten Unterschieden. Es wurden vergleichbare Werte bezliglich des gesamten
Dendritenmaterials und auch fir Apikal- und Basaldendriten getrennt erhoben mit
scheinbar ahnlicher Verteilung auf die vier untersuchten Gruppen. Wie bereits
beschrieben, weicht die absolute Anzahl der erhobenen Spines zwischen den beiden
Arbeiten ab, indem bei Nietzer et al. tendenziell etwas mehr Spines gezahlt wurden,

allerdings kann anhand der Diagramme ein vergleichbares Verteilungsmuster zwischen
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Apikal- und Basaldendriten wie auch zwischen den vier Genotyp-/Erfahrungsgruppen
angenommen werden. Wie sich daraus ableiten Iasst, ist die Spinedichte in der hier
vorliegenden Arbeit im Vergleich etwas niedriger. Beziglich des Parameters
Verzweigungsdichte lasst sich in den Diagrammen von Nietzer et al. eine zehnfach
héhere Verzweigungsdichte ablesen, ohne dass die Verzweigungspunkte als getrennter
Parameter aufgefiihrt sind. Es kann vermutet werden, dass in der Arbeit von Nietzer et

al. ein Berechnungsfehler um den Faktor zehn vorliegt.

Dass die Erfahrung von sozialem Stress aber auch der 5-Htt-Genotyp in der Gruppe der
Apikaldendriten der pyramidenzellahnlichen Neurone der LA einen Einfluss auf die
Ausbildung von Spines haben kann, konnte in beiden Arbeiten beobachtet werden. In
der hier vorliegenden Arbeit ergaben sich in der Auswertung der Apikaldendriten
statistisch zumindest auf Trendebene niedrigere Werte des Parameters Spines in der
Gruppe der WT-Verlierer sowie der KO-Kontrollen gegentiber den WT-Kontrollen.
Dieses Muster der Ergebnisse stellte sich signifikant ebenfalls in der Arbeit von Nietzer
et al. heraus, allerdings nur bezlglich des Parameters Spinedichte, also der Anzahl der
Spines in Bezug zur Lange des Dendritenmaterials. Es kann diesbeziglich abgeleitet
werden, dass die sozialen Stresserfahrungen sowie ein Defizit des 5-HTT zu einer

héheren Spinezahl bzw. Spinedichte flhrt.

Da die Rekonstruktion der Neurone in den beiden Arbeiten von unterschiedlichen
Personen durchgefuhrt wurde, ist der individuelle Einfluss und die Bewertung des
Untersuchenden von Relevanz. Gegebenenfalls sind eine erneute Untersuchung und
Erhebung der Daten durch eine dritte Person dahingehend gewinnbringend, dass bereits

dargestellte Ergebnisse bestatigt werden oder besser eingeordnet werden kénnen.

4.3 Effekt von sozialer Stresserfahrung und 5-Htt-Genotyp auf Neurone der
CA3-Region des Hippocampus

Auch in der CA3-Region des Hippocampus konnte gezeigt werden, dass die soziale

Stresserfahrung als auch der 5-Hft-Genotyp sich auf die Morphologie der Neurone

auswirken. Als ein deutliches Ergebnis der Analyse der CA3-Region lasst sich

feststellen, dass der Einfluss der sozialen Stresserfahrung in der Gruppe der WT-Mause

eine signifikante Reduktion der absoluten Anzahl der Verzweigungspunkte der

Apikaldendriten zur Folge hat, die Komplexitat der Dendritenbdume also durch Stress
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abnimmt. In der Auswertung der Sholl-Analyse wird dieser Effekt, unabhangig von
bestimmten Radien, bestétigt. Innerhalb der HET-Mause und KO-Mause zeigt sich
dieser Erfahrungseffekt nicht. Das Ergebnis der Sholl-Analyse der WT-Mause fiir den
Parameter Schnittpunkte unterstreicht, dass die Komplexitat der Dendritenbaume mit
insgesamt mehr Dendritenmaterial und mehr Verzweigungspunkten durch die Erfahrung
von sozialem Stress abnimmt: In der WT-Verlierergruppe ergeben sich signifikant
weniger Schnittpunkte der Dendritenbdume mit einigen Schalen der Sholl-Analyse
gegenuber der WT-Kontrollgruppe, was flir eine Atrophie und Reduktion der Komplexitat

der Apikaldendriten durch die Stresserfahrung in der Gruppe der WT-Mause spricht.

Vergleichbare Ergebnisse des Einflusses von Stresserfahrung auf die Komplexitat der
Pyramidenzellen der CA3-Region lieferte die Arbeit von Vyas et al. Dabei wurden Ratten
chronischem Immobilisationsstress ausgesetzt und eine signifikante Reduktion der
Verzweigungspunkte der Pyramidenzellen der CA3-Region durch die Stresserfahrung
nachgewiesen (Vyas et al., 2002). Ahnliches konnte bereits durch physischen Stress,
ausgeldst durch Bewegungseinschrankung (McLaughlin et al., 2007, Watanabe et al.,
1992) sowie chronischen psychosozialen Stress (McKittrick et al., 2000), vor allem in der

Gruppe der Apikaldendriten der CA3-Region von Ratten, gezeigt werden.

In der hier vorliegenden Arbeit zeigt sich auch die absolute Anzahl der Enden von
Zweigen der Apikaldendriten in der Gruppe der WT-Verlierer reduziert gegentber der
WT-Kontrollgruppe. In der Sholl-Analyse ergibt sich auch fur die WT-Verlierer eine
geringere Anzahl an Schnittpunkten der Dendritenbaume mit den Schalen im Vergleich
mit den WT-Kontrollen. Diese Ergebnisse lassen sich von den verminderten
Verzweigungen und insgesamt reduzierten Asten der WT-Verlierer ableiten und lassen
keine zusatzlichen Schlisse zu. Stresserfahrung fihrt also in der WT-Gruppe zu einer

reduzierten Komplexitat der Apikaldendriten der Pyramidenzellen der CA3-Region.

Der Effekt der Stresserfahrung auf die Komplexitdt und Lange der Dendritenbdume
zeigte sich nur innerhalb der WT-Mause, nicht in der Gruppe der HET- oder KO-Mause.
Weitere Auswirkungen des 5-Htt-Genotyps auf die Verzweigungspunkte lassen sich
ebenfalls feststellen: Die Kontrollgruppe der HET weist signifikant weniger
Verzweigungspunkte der Apikaldendriten auf als die Kontrollgruppe der WT. Ein 5-HTT-
Defizit, wie es die HET gegeniber den WT ausweisen, flhrt also zu einer verminderten
Anzahl an Verzweigungen der Dendritenbaume. Dieses Ergebnis lasst sich in

Zusammenhang bringen mit den Erkenntnissen von Watanabe et al. (1992). Sie konnten
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nachweisen, dass eine verstarkte Wiederaufnahme von 5-HT durch den
prasynaptischen 5-HTT, morphologische Umstrukturierungen in Form einer
verminderten Anzahl an Verzweigungspunkten, die durch Stress ausgeldst wurde, in der
CA3-Region des Hippocampus verhindert werden kann. Dazu wurde Ratten das
Antidepressivum Tianeptin verabreicht, was einem Serotonin-Wiederaufnahme-
Verstarker entspricht (Watanabe et al., 1992). Eine durch dieses Antidepressivum im
adulten Tier ausgeléste erhdhte Effektivitat des 5-HTT bewirkt demnach eine
verminderte Auswirkung von Stress, in Form von geringerer Komplexitat, auf die Struktur
des Hippocampus, was dem gegenteiligen Effekt des 5-HTT Defizits in der aktuellen
Arbeit gegenubersteht. Allerdings lasst sich der Effekt fur die Gruppe der KO-Méause
nicht darstellen, die ein noch héheres Defizit an 5-HTT aufweisen. Hier kdnnen erneut
die mdglichen Anpassungsfahigkeiten der HET-Tiere diskutiert werden (siehe
,Diskussion - Effekt von sozialer Stresserfahrung und 5-Htt-Genotyp auf Neurone der
LA®).

Die Kontrollen der WT wiesen hochsignifikant langere Apikaldendriten auf als die WT-
Verlierer. Das Gleiche zeigte sich in der Sholl-Analyse flir den Parameter Lange mit dem
Fokus auf die Radien 90-270 uym. Es kann also angenommen werden, dass die
Auswirkungen des sozialen Stresses zu einer reduzierten Lange der Apikaldendriten der
WT fihren. Diese stressinduzierte Dendritenatrophie der Pyramidenzellen der CA3-
Region des Hippocampus konnte in vorangegangenen Studien anhand von
Rattenmodellen ebenfalls nachgewiesen werden. Dabei handelte es sich um
verschiedene Stressarten wie chronischer Immobilisationsstress (Vyas et al., 2002, Vyas
et al., 2004, Watanabe et al., 1992), chronischer nicht vorhersehbarer Stress, induzierter
Stress durch Verabreichung von Corticosteron (Sousa et al., 2000) und chronischer
sozialer Stress, bei Magarinos et al. am Modell der Spitzhérnchen (McKittrick et al.,
2000, Magarifos et al., 1996). Die Verlierer der WT wiesen auferdem signifikant
kirzeres Dendritenmaterial auf, gegeniber den Verlierern der KO in den Schalen mit
Radius 150-330 pm und, wenn auch nur angedeutet, gegentber den Verlierern der HET
in Radius 150-270 um der Sholl-Analyse. Diese Beobachtung lasst sich moglicherweise
dadurch erklaren, dass der Effekt der sozialen Stresserfahrung auf die Verlierer der WT
so stark ist, dass die daraus resultierende Atrophie der Apikaldendriten nicht nur zu

signifikanten Unterschieden zu den WT-Kontrollen, sondern auch als Nebeneffekt zu
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den HET- und KO-Verlierern fiihrt, was sich bei Betrachtung der Grafik des gesamten

Dendritenmaterials flr den Parameter Lange vermuten lasst.

Die Verlierererfahrung durch sozialen Stress fiihrt in der Gruppe der HET-Mause zu
einer signifikant erniedrigten Spinedichte der Apikaldendriten gegenlber der
Kontrollgruppe. Das zeigt sich sowohl in der Auswertung des gesamten dendritischen
Materials als auch in der Sholl-Analyse in den Schalen mit den Radien 30-300 um sowie
als allgemeiner Erfahrungseffekt. Auch Chen et al. haben bereits die Erkenntnis
gewonnen, dass gemischter physischer sowie psychischer Stress zu einer reduzierten
Spinedichte bei Mausen in der CA3-Region des Hippocampus fihrt (Chen et al., 2008,
Chen et al., 2010). Dieser Effekt konnte jedoch nicht in der Gruppe der WT- oder KO-

Tiere festgestellt werden.

Unter den Kontrollgruppen zeigten die KO-Mause eine signifikant niedrigere Spinedichte
des gesamten Dendritenmaterials gegentber den Kontrollen der HET und WT. In der
Branch Order-Analyse bestatigte sich der Effekt, dass die Kontrollgruppe der HET eine
signifikant hohere Spinedichte als die Kontrollgruppe der KO-Mause hat. Auferdem
kann bei der Analyse des gesamten Dendritenmaterials eine tendenziell niedrigere
Spinedichte der HET-Verlierer gegenliber den WT-Verlierern beschrieben werden. Es
lasst sich daher vermuten, dass ein 5-HTT-Defizit, unabhangig von der
Stresserfahrungen, zu einer Verminderung der Spinedichte in der CA3-Region des

Hippocampus beitragt.

4.4 Methodische Uberlegungen

In vorausgegangenen vergleichbaren Studien, in denen der Einfluss von Stress auf die
Morphologie der Amygdala untersucht wurden, wurde zumeist die basolaterale
Amygdala untersucht. Teilweise mit unklarer Definition, ob der basolaterale und der
laterale Kern einbezogen wurden (Mitra and Sapolsky, 2008, Vyas et al., 2002, Wellman
et al., 2007). In der aktuellen Arbeit wurde der laterale Kern der Amygdala separat und
klar von anderen Strukturen abgegrenzt betrachtet, was die Vergleichbarkeit mit
bestimmten vorausgegangenen Arbeiten reduziert. Allerdings ist eine getrennte
Untersuchung der einzelnen Kerngebiete der Amygdala sinnvoll, da bekannt ist, dass
den verschiedenen Kernen verschiedene Afferenzen und Verschaltungen zuzuordnen

sind und sie sich somit in ihrer Funktion voneinander unterscheiden. So erhalt die
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laterale Amygdala vor allem sensorische Afferenzen des Cortex und Thalamus, der
basale Kern der Amygdala vom Hippocampus und prafrontalen Cortex. In der Arbeit von
Nietzer et al. konnte bereits gezeigt werden, dass die morphologischen Veranderungen
im Rahmen der neuronalen Plastizitdt abhangig von Stresserleben und 5-Htt-Genotyp
jeweils unterschiedliche Effekte in den Regionen des lateralen und basalen Kerns im
Mausmodell erzeugen kdnnen, mit den starksten Effekten im lateralen Kern (Nietzer et
al., 2011).

Es ist bekannt, dass der Hippocampus fir die Gedachtnisbildung und Verarbeitung von
Sinneseindricken eine wichtige Rolle spielt. Der Einfluss von Stress auf die Morphologie
des Cornu ammonis des Hippocampus wurde in vorausgegangenen Studien bereits
untersucht, wobei vor allem die CA1- und CA3-Region untersucht wurden. In der hier
vorliegenden Arbeit wurde die Morphologie der Apikaldendriten der CAS3-
Pyramidenzellen des Hippocampus analysiert. Besonders relevant fir diese
Entscheidung waren die Ergebnisse der Arbeit von Nietzer et al.,, wo sich fir die
Mausepraparate der hier vorliegenden Arbeit keine signifikanten Auswirkungen des
sozialen Stresses oder des 5-Hft-Genotyps auf die Morphologie der Pyramidenzellen der
CA1-Region ergaben. In anderen Arbeiten stellte sich bereits heraus, dass die CA3-
Region des Hippocampus deutlicher als die CA1-Region auf verschiedene Stressoren
durch morphologische Veranderungen der Dendritenbdume der Pyramidenzellen
reagierte (Magarifios and McEwen, 1995, Magarifios et al., 1996, McLaughlin et al.,
2005).

Die zusatzliche Analyse nach Verzweigungsordung im Rahmen der Branch Order-
Analyse der Neurone der LA sowie die Sholl-Analyse in verschiedenen Schalen, bildet
verschiedene morphologische Informationen von Abschnitten des Dendritenmaterials
ab, abhangig vom Abstand zum Soma der Neurone. Ein weiterer Aspekt ist jedoch zu
bertcksichtigen: Die Rekonstruktion der oft weit verzweigten Dendritenbdume zeigte
sich haufig in den am weitesten distalen Abschnitten der Dendriten als erschwert. Die
Dendritenbaume kreuzten in den distalen Abschnitten haufiger andere Dendritenbaume.
Auch konnte nicht fir jedes Ende eines Dendritenasts mit absoluter Sicherheit bestimmt
werden, ob es sich um ein natirliches Ende dieses Dendriten handelt oder um einen
LAbbruch®, da die Schnittoberflache erreicht wurde. Diese Phanomene konnten durch
die Begrenzung der Branch Order-Analyse bis Verzweigungsordung 4 und die der Sholl-

Analyse bis Radius 360 um reduziert werden.
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Es kann fir zukilnftige Untersuchungen uUberlegt werden, ob moglicherweise eine
verlangerte Stressexposition, im Fall der vorliegenden Arbeit das soziale Stresserleben
der Mause, an mehr als nur drei aufeinander folgenden Tagen, deutlichere
morphologische Veranderungen im Sinne der neuronalen Plastizitat hervorrufen kénnte.
Hinweise auf starkere Effekte durch langere Stressexposition berichteten Vyas et al.
2006 in ihrer Arbeit. Die Ausdehnung einer Stresserfahrung in Form von
Immobilisationsstress im Rattenmodell von zehn Tagen auf 21 Tage in Folge flihrte zu
einer erhohten Dendritenlange, Spinedichte und mehr Verzweigungspunkten der
Neurone der basolateralen Amygdala (Vyas et al., 2006). In einer methodisch zu der hier
vorliegenden Arbeit vergleichbaren Arbeit (Weber, 2022) wurden ebenso Mause aller
drei Genotypen der 5-HTT-Knockout-Linie der CA3-Region des Hippocampus
untersucht, die unterschiedliche Lebensgeschichten (,Life History“) bzgl. Stress-/Angst-
besetzter Erfahrungen durchgemacht hatten. Dabei wurden insgesamt Uber alle
Genotypen hinweg langere Apikaldendriten, mehr Verzweigungspunkte und mehr Enden
der Dendritenbdaume festgestellt. Ein Teil der Mause erlebte entweder schon pranatal
und in der Adoleszenz aber auch im Erwachsenenalter sozialen Stress. Die
Stresserfahrung im Erwachsenenalter fand auferdem zwei Wochen friher statt als in
der hier vorliegenden Arbeit. Dies kénnte bedeuten, dass Stress tatsachlich Gber einen
deutlich langeren Zeitraum doch zu komplexeren Dendritenbdumen in der CA3-Region
im Mausmodell fihren kénnte, wie es in der ,Life History“-Studie beschrieben wurde.
Aulerdem konnte der Zeitpunkt der Stresserfahrung in der Lebensgeschichte relevant

sein, abhangig vom Alter und Entwicklungsstand der Mause.

4.5 Klinischer Bezug

Erkenntnisse Uber die Morphologie und neuronale Plastizitat einzelner Hirnregionen sind
im klinischen Alltag von groRer Bedeutung. Es ist einerseits ein wichtiger Bestandteil des
Verstandnisses der Entstehung psychischer Erkrankungen und auch relevant fiir deren
Behandlung. Wenn man die Hypothese aufstellt, dass beim Menschen vergleichbare
Prozesse bezuglich der neuronalen Plastizitat anzunehmen sind, wie sie in dieser Arbeit

gezeigt werden konnten, kénnte dies von Bedeutung fiir den klinischen Alltag sein.

Beispielsweise wird zunehmend die Behandlungsmethode der tiefen Hirnstimulation

eingesetzt. Diese Methode ist vor allem bekannt als eine Behandlungsoption von
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gestérten Bewegungsablaufen hirnorganischer Genese, besonders im Rahmen der
Parkinsontherapie. Die tiefe Hirnstimulation wird auch zur Behandlung psychischer
Erkrankungen eingesetzt, aktuell jedoch noch selten und gilt beispielweise bei der
Behandlung einer Depression als alternative Option bei sonst therapieresistenten
Verlaufsformen, wenn sich psychotherapeutische und medikamentdése Ansatze als
unzureichend wirksam zeigen. Vor allem inhibierende, aber auch stimulierende Effekte
der tiefen Hirnstimulation werden diskutiert. Der genaue Mechanismus ist noch nicht
abschlieend erforscht. Die Auswahl von Hirnregionen fur die Behandlung psychischer
Erkrankungen mit der tiefen Hirnstimulation erfolgt bisher auf Grundlage von
bildgebenden Studien, Erkenntnissen durch Verletzungen von Hirnstrukturen und
bisherigem Verstandnis der neurophysiologischen Genese. Generell gibt es bisher nur
Studien mit geringen Fallzahlen. Bisher wurde beispielsweise der Nucleus accumbens,
Teil der Basalganglien, als Teil des Belohnungszentrums bei depressiven Erkrankungen
wirksam stimuliert (Schlapfer and Bewernick, 2009). Grundlegende Ergebnisse zur
Morphologie und neuronalen Plastizitat einzelner Hirnregionen kdnnen wegweisend sein
bei zukunftiger Auswahl der stimulierten Hirnregionen im Rahmen der Behandlung

psychischer Erkrankungen.

Die Kenntnisse (ber die neuronale Plastizitdit der untersuchten Hirnregionen
unterstreicht auferdem die Hypothese des multifaktoriellen Erklarungsmodells fiir die
Entstehung von Angststérungen und Depressionen. Gerade auch fur die Behandlung
dieser Stoérungsbilder ist die Reduktion des negativen Stresses ein erheblicher
Bestandteil. Dies ist beim Menschen bereits seit Langem auf empirischer Ebene als
wesentliche Strategie zur Reduktion und Pravention einer depressiven und angstlichen
Symptomatik bekannt und in der Form des Vulnerabilitdts-Stress-Modells beschrieben:
Abhangig von der Anfalligkeit bzw. Verletzlichkeit ( = Vulnerabilitat) eines Menschen,
genetische Faktoren mit eingeschlossen, kann negativer Stress zu einer psychischen
Belastung im Sinne einer klinisch relevanten Symptomatik fuhren (Toélle and
Windgassen, 2014).

4.6 Schlussfolgerung und Ausblick

Sowohl die LA als auch die CA3-Region des Hippocampus spielen eine entscheidende

Rolle in der Verarbeitung von Stress und Emotionen und stehen in Verbindung mit der

72



Entstehung psychischer Erkrankungen wie Angststérungen und Depressionen. Es
konnte anhand eines Mausmodells gezeigt werden, dass die soziale Stresserfahrung
wie auch der 5-Htt-Genotyp Auswirkungen auf die Morphologie der Neurone der LA und
der CA3-Region haben. Dies lasst auf einen Einfluss von Stress sowie genetischer
Suszeptibilitat (beispielsweise der 5-HTT-Langenpolymorphismus) auf morphologische
Anpassungsprozesse im Sinne der neuronalen Plastizitat der untersuchten Hirnregionen

schliefRen.

Fir zuklnftige Arbeiten mit vergleichbaren Methoden erscheint es relevant zu sein, bei
der Erhebung morphologischer Parameter enge Kriterien anzulegen und diese exakt zu
beschreiben. Nur so kann die Aussagekraft der gewonnenen Daten hochgehalten und
auch eine Vergleichbarkeit von ahnlichen Arbeiten ermdéglicht werden. Es kdnnten dabei
entsprechendes Bildmaterial der Mikroskopie oder schematische Darstellungen
beispielsweise fir den Parameter Spines (siehe ,Material und Methoden - Kriterien zur
Auswahl der Neurone und deren Rekonstruktion®) dienlich sein. Mit Blick auf
vorausgegangene Arbeiten kann der Ansatz weiterverfolgt werden, den Effekt der
Stresserfahrung durch langere und haufigere Stressexposition zu verstarken, allerdings
unter Abwagung ethischer Aspekte des Tierwohls. Es hat sich auch herausgestellt, dass
die Vergleichbarkeit der Ergebnisse von morphologischen Untersuchungen, wie sie hier
stattgefunden haben, limitiert ist. Dabei sind neben grundsatzlichen methodischen
Aspekten auch individuelle Einflisse und Bewertungen der Untersuchenden bereits bei
der Auswahl der Neurone aber auch der Rekonstruktion des Dendritenmaterials zu
bertcksichtigen. Die Auswertung derselben Praparate durch mehrere Untersuchende,
mit im Vorfeld vereinbarten identischen Rekonstruktionskriterien konnte interessant sein,

um die Methoden im Anschluss gemeinsam zu diskutieren.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde der Einfluss sozialer Stresserfahrung sowie des 5-Htt-Genotyps
auf die neuronale Morphologie bestimmter Hirnregionen anhand eines Mausmodells
untersucht. Es wurde in mit Golgi-Cox gefarbten Gehirnen der 5-HTT-KO-Linie in der
lateralen Amygdala (LA) die Apikal- und Basaldendriten pyramidenzellahnlicher Neurone
und die Apikaldendriten der Pyramidenzellen der Cornu ammonis (CA)3-Region des
Hippocampus mithilfe des Neurolucidasystems rekonstruiert und die so gewonnenen
Daten anschlieRend statistisch ausgewertet.

Die erzielten Ergebnisse belegen, dass vor allem die Erfahrung von sozialem
Verteidigungsstress aber auch der 5-Hft-Genotyp (WT, HET, KO) im Mausmodell
signifikanten Einfluss auf die Morphologie der Neurone der LA und der CA3-Region
besitzen. Um die in dieser Arbeit mit allen drei 5-Htt-Genotypen erzielten Ergebnisse der
LA-Neurone besser mit den Ergebnissen von Nietzer und Bonn (nur WT, KO)
vergleichen zu kénnen (Nietzer et al., 2011), wurden die von mir erhobenen Daten nicht
nur in einem 3er-Vergleich, sondern auch einem 2er-Vergleich (WT vs. KO) statistisch
analysiert. Untersuchungen der LA-Neurone aller drei 5-Hft-Genotypen zeigen, dass
sozialer Stress zu einer Zunahme der Komplexitat der Dendritenbaume durch langere
und auch starker verzweigte Dendriten vor allem in der Gruppe der WT-Mause fiihrt.
HET- und KO-Mause zeigten keinen entsprechenden Stress-Effekt. Darlber hinaus
zeigten sich deutliche Genotypeffekte. Unabhangig vom Stresserleben besitzen HET-
Mause langere Dendriten als WT-Mause sowie eine hdhere Spinedichte als WT- und
KO-Mause. Die Hypothese, die in der Arbeit von Nietzer et al. aufgestellt wurde, dass
eine vollstandige 5-HTT-Defizienz zu mehr Spines flihrt, liel3 sich hier weder durch den
3er- noch durch den 2er-Vergleich replizieren. Die Pyramidenzellen der CA3-Region, die
in dieser Studie zum ersten Mal analysiert wurden, zeigen in Bezug auf die durch den
Stress ausgelésten Veranderungen ein im Vergleich zu den LA-Neuronen
entgegengesetzten Effekt. Der soziale Stress fuhrt hier zu einer Dendritenatrophie in der
WT-Gruppe mit kirzeren und weniger komplexen Dendriten. AuRerdem flihrte er zu
einer geringeren Spinedichte bei den HET-Mausen. Es zeigten sich klare
Genotypeffekte, unabhangig von der Stresserfahrung, mit einer reduzierten Spinedichte
der KO-Mause gegeniber den WT-Mausen und einer nur in den Kontrollen detektierten,
reduzierten Spinedichte der KO-Mause im Vergleich zu den WT- und HET-Mausen.
Sowohl in der LA als auch in der CA3-Region lassen sich Kompensationsmechanismen
des 5-HTT-Defizits der HET-Tiere vermuten, Uber die die KO-Tiere nicht verfligen.

Die in LA und CA3 gezeigten gegensatzlichen Auswirkungen des sozialen Stresses
weisen auf die unterschiedlichen Funktionen dieser beiden Regionen im Furchtkreislauf
und/oder bei der Verarbeitung von Stress hin. Darliber hinaus deutet diese Arbeit darauf
hin, dass Arbeiten mit &ahnlichen Untersuchungsmethoden und sogar gleichem
Untersuchungsmaterial unterschiedliche Ergebnisse liefern kénnen.
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Appendix

| AbklUrzungsverzeichnis

B H T 5-Hydroxytrymtapin, Serotonin
Lo I I O TSP P PP UTRPPPPPPRP 5-Hydroxytryptophan
L o 1 I P PRSP UPPP PR Serotonintransporter(-protein)
BHE-GEN .. Murines Serotonintransporter-Gen
BHT TGN ..t Humanes Serotonintransporter-Gen
S5-HTTLPR ..., Serotonin transporter-linked polymorphic region
ACTH .o Adrenocorticotroic hormone (Adrenokortikotropes Hormon)
B L s Basolaterale Amygdala
A e ettt e ettt e e e oo teeeeeeee e e e aheeeeeeeeeaatanteeeaaeeaaanraeeeaaeeaaannnaaeeas Cornu ammonis
CREB ... ..t a e cAMP response element binding protein
CRH e Corticotropin-releasing-hormone (Kortikotropin-Releasing-Hormon)
EC-ZEIIBN ... e e e Enterochromaffine Zellen
o | = RSSO SPPRRN Heterozygot
HHNA s Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse
S PRSP Knockout
A e nnan s nn s st s st nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn Laterale Amygdala
DM A et e e e e e e e e e e e nnnes 3,4-Methylendioxy-N-methylamphetamin
NIMIRL et e et e e e Naval Medical Research Institute
SSRI oo Selective serotonin reuptake inhibitor (selektiver Serotonin-Wiederaufnahmehemmer)

VT et e e e e et e et e e ee e eee e Wildtyp



Il Statistiktabellen

Statistiktabelle 1: Ergebnisse der statistischen Analyse des gesamten Dendritenmaterials aller Dendriten (S1a), der Apikaldendriten (S1b) und der Basaldendriten (S1c)
der Genotypen WT, HET und KO der LA fiir die Parameter: Verzweigungspunkte, Lénge, Verzweigungsdichte, Spines, Spinedichte. Ergebnisse des Wald-Chi-Quadrat-
Tests und Post-hoc-Analysen der Gruppenvergleiche und paarweisen Vergleiche. Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur p = 0,05. Effektstérke: # entspricht Trend
mit p <0,1, * entspricht Signifikanz mit p 0,05, ** entspricht Signifikanz mit p <0,01, *** entspricht Signifikanz mit p =0,000.

Sla) Laterale Amygdala WT/HET/KO
Dendritenmaterial Gesamtheit - gesamte Dendriten
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Verzweigungspunkte Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
BUNESP Erfahrung 0,030(* Verlierer vs. Kontrolle 0,030(*
Erfahrung*Genotyp 0,097 |#
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Linge Genotyp 0,023(* WT vs. HET 0,022(*
um rfahrung*Genotype , Vs. A
(um) Erfah *G 0,000[*** KO HET 0,019|*
Verlierer*WT vs. Kontrolle*WT 0,000(***
Kontrolle*HET vs. Kontrolle*WT 0,098 |#
Verzweigungsdichte Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
(/ui\*f(m) Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Spines Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
2 Genotyp 0,051[# g g »
Erfahrung 0,041|* Verlierer vs. Kontrolle 0,041|*
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Spinedichte Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
(sp ines/um) Genotyp 0,001 |** WT vs. HET 0,001 [**
2 x Erfahrung*Genotyp 0,001[** Verlierer*KO vs. Verlierer*HET 0,037|*
Verlierer*HET vs. Verlierer*WT 0,001 [**




Sib)

Laterale Amygdala WT/HET/KO

Dendritenmaterial Gesamtheit

- Apikaldendriten

Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Verzweigungspunkte Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Erfahrung*Genotyp 0,019(* - - -
Linge Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
(um) Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Erfahrung*Genotyp 0,032* Kontrolle*WT vs. Verlierer*WT 0,004 [**
e —— WaId-Chl-thl:vd;ratt-Test e Gruppenvergleiche und paarweise Verglelglj\il — -
(/um*100)
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Spines Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Genotyp 0,098 |# - - -
Erfahrung 0,051|#
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Spinedichte Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
(Spines/um) Genotyp 0,015[* KO vs. HET 0,027|*
WT vs. HET 0,014|*
Sic) Laterale Amygdala WT/HET/KO
Dendritenmaterial Gesamtheit - Basaldendriten
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Verzweigungspunkte Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich |p—Wert Effektstarke
Erfahrung*Genotyp 0,013(* Kontrolle*WT gg. Verlierer*WT 0,038(*
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
i Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
(um) Genotyp 0,001 ** WT vs. HET 0,007**
Erfahrung*Genotyp 0,067 |# WT vs. KO 0,036(*
HET vs. KO 0,047(*
e e Wald-Chi-Quadrat-Test _ : Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche _
(/um*100) Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich |p—Wert Effektstarke
Genotyp 0,064 |#
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Spines Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Genotyp 0,023|* WT vs. HET 0,076|#
Erfahrung 0,063 |#
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Spinedichte Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
(Spines/um) Genotyp 0,003 [** WT vs. HET 0,002 **
HET vs. KO 0,025|*




Statistiktabelle 2: Ergebnisse der Branch Order-Analyse aller Dendriten (S2a), der Apikaldendriten (S2b) und der Basaldendriten (S2c) der Genotypen WT, HET und KO
der LA fiir die Parameter: Ldnge, Spines, Spinedichte. Ergebnisse des Wald-Chi-Quadrat-Tests und Post-hoc-Analysen der Gruppenvergleiche und paarweisen
Vergleiche. Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur p = 0,05. Effektstéarke: # entspricht Trend mit p <0,1, * entspricht Signifikanz mit p 0,05, ** entspricht
Signifikanz mit p <0,01, *** entspricht Signifikanz mit p =0,000.

S2a) Laterale Amygdala WT/HET/KO Branch-Order-Analyse
Branch-Order-Analyse - Gesamte Dendriten
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
" BranchOrder 0,000 *** HET vs. KO 0,011|*
Lange P *k
o Genotyp 0,002 HET'vs. WT : 0,002
Erfahrung*BranchOrder 0,035(* Verlierer*HET*BranchOrder2 vs. Verlierer*WT*BranchOrder2 0,074|#
Erfahrung*Genotyp*BranchOrder 0,011|* Verlierer*HET*BranchOrder1 vs. Verlierer*KO*BranchOrder1 0,000 ***
Verlierer*WT*BranchOrderl vs. Kontrolle*WT*BranchOrderl 0,000|***
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
BranchOrder 0,000 *** HET vs. WT 0,000 ***
Genotyp 0,000 *** HET vs. KO 0,000 ***
Genotype*BranchOrder 0,000 *** Kontrolle*WT vs. Kontrolle*HET 0,006(**
Erfahrung*Genotype 0,007* Verlierer*WT vs. Verlierer*HET 0,033(*
Erfahrung*Genotype*BranchOrder, 0,001|** Verlierer*KO vs. Verlierer*HET 0,000(***
WT*BranchOrderl vs. HET*BranchOrder1 0,025|*
Spines WT*BranchOrder2 vs. HET*BranchOrder2 0,000|***
HET*BranchOrder2 vs. KO*BranchOrder2 0,007|**
HET*BranchOrder3 vs. KO*BranchOrder3 0,012|*
HET*BranchOrder4 vs. KO*BranchOrder4 0,092|#
Verlierer*KO*BranchOrder4 vs. Verlierer*HET*BranchOrder4 0,028|*
Verlierer*HET*BranchOrder3 vs. Verlierer*KO*BranchOrder3 0,065|#
Verlierer*KO*BranchOrder2 vs. Verlierer*HET*BranchOrder2 0,014|*
Verlierer*HET*BranchOrder2 vs. Verlierer*WT*BranchOrder2 0,002|**
Verlierer*WT*BranchOrderl vs. Kontrolle*WT*BranchOrderl 0,068|#
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
BranchOrder 0,000 *** HET vs. WT 0,000 ***
Genotyp 0,000 *** HET vs. KO 0,001 **
spinedichte Genotyp*BranchOrder 0,005(** KO*BranchOrder4 vs. HET*BranchOrder4 0,044*
. Erfahrung*Genotyp*BranchOrder 0,015(* KO*BranchOrder3 vs. HET*BranchOrder3 0,024*
(Spines/um)
KO*BranchOrder2 vs. HET*BranchOrder2 0,003|**
WT*BranchOrder3 vs. HET*BranchOrder3 0,013|*
WT*BranchOrder2 vs. HET*BranchOrder2 0,000 ***
Verlierer*KO*BranchOrder3 vs. Verlierer*HET*BranchOrder3 0,015|*
Kontrolle*HET*BranchOrder2 vs. Kontrolle*WT*BranchOrder2 0,000|***




s2b)

Laterale Amygdala WT/HET/KO Branch-Order-Analyse

Branch-Order-Analyse - Apikaldendriten

Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
s Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
(um) BranchOrder 0,000]*** - - -
Erfahrung*Genotyp 0,069 (#
Erfahrung*Genotyp*BranchOrder 0,011(*
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
BranchOrder 0,000(*** WT vs. HET 0,066|#
Spines Genotyp 0,005[** KO vs. HET 0,004 **
Erfahrung*Genotyp 0,001[** WT*Kontrolle vs. WT*Verlierer 0,084 |#
Genotyp*BranchOrder 0,023(*
Erfahrung*Genotyp*BranchOrder 0,003 [**
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Spinedichte Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
(Spines/um) BranchOrder 0,000[*** WT vs. HET 0,010[**
Genotyp 0,003(** KO vs. HET 0,004 **
S2¢) Laterale Amygdala WT/HET/KO Branch-Order-Analyse
Branch-Order-Analyse - Basaldendriten
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
" Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Linge * %k **
(um) BranchOrder 0,000 WT vs. HET 0,001
Genotyp 0,001 ** KO vs. HET 0,014(*
Erfahrung*BranchOrder 0,049|#
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
BranchOrder 0,000(*** WT vs. HET 0,000 ***
. Genotyp 0,000(*** KO vs. HET 0,000 ***
Spines
Genotyp*BranchOrder 0,001 ** WT*BranchOrderl vs. HET*BranchOrder1l 0,073|#
Erfahrung*Genotyp*BranchOrder 0,064 (# WT*BranchOrder2 vs. HET*BranchOrder2 0,000 ***
WT*BranchOrder4 vs. HET*BranchOrder4 0,092|#
HET*BranchOrder2 vs. KO*BranchOrder2 0,014|*
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
. . BranchOrder 0,000]*** WT vs. HET 0,003|**

Spinedichte *%

(Spines/um) Genotyp 0,003 KO \{s. HET 0,066 |#
Erfahrung 0,019|* Verlierer vs. Kontrolle 0,019|*
Genotype*BranchOrder 0,006** WT*BranchOrder2 vs. HET*BranchOrder2 0,000 ***
Erfahrung*Genotype*BranchOrder 0,065(# KO*BranchOrder2 vs. HET*BranchOrder2 0,016(*




Statistiktabelle 3: Ergebnisse der statistischen Analyse des gesamten Dendritenmaterials aller Dendriten (S3a), der Apikaldendriten (S3b) und der Basaldendriten (S3c)
der Genotypen WT und KO der LA fiir die Parameter: Lénge, Verzweigungsdichte, Spines, Spinedichte. Ergebnisse des Wald-Chi-Quadrat-Tests und Post-hoc-
Analysen der Gruppenvergleiche und paarweisen Vergleiche. Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur p = 0,05. Effektstérke: # entspricht Trend mit p <0,1, *
entspricht Signifikanz mit p <0,05, ** entspricht Signifikanz mit p <0,01, *** entspricht Signifikanz mit p =0,000.

S3a) Laterale Amygdala WT/KO
Dendritenmaterial Gesamtheit - gesamte Dendriten
Liinge Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
(um) Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Erfahrung*Genotyp 0,092(# - - -
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
. 5 Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Verzweigungsdichte (/pm*100) Erfahrung 0,057|# - - -
Erfahrung*Genotyp 0,033(*
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Spines Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Spinedichte (Spines/um) Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Erfahrung*Genotyp 0,041(* - - -




S3b) Laterale Amygdala WT/KO
Dendritenmaterial Gesamtheit - Apikaldendriten
Liinge Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
(um) Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Erfahrung*Genotyp 0,007|** Verlierer*WT vs.. Kontrolle*WT 0,000]***
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Verzweigungsdichte (/um*100) |Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
spines Erfahrung*Genotyp 0,000]*** Verlierer*WT vs. Verlierer*KO 0,029|*
Verlierer*KO vs. Kontrolle*KO 0,014(*
Verlierer*WT vs. Kontrolle*WT 0,086|#
Kontrolle*WT vs. Kontrolle*KO 0,051(#
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Spinedichte (Spines/um) Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Erfahrung*Genotyp 0,067|# - - -
S3c) Laterale Amygdala WT/KO
Dendritenmaterial Gesamtheit - Basaldendriten
Linge Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
(um) Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Verzweigungsdichte (/um*100) |Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Spines Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Erfahrung*Genotyp 0,041|*
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Spinedichte (Spines/um) Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Erfahrung*Genotype 0,034|* - - -




Statistiktabelle 4: Ergebnisse der Branch Order-Analyse aller Dendriten (S4a), der Apikaldendriten (S4b) und der Basaldendriten (S4c) der Genotypen WT und KO der
LA fiir den Parameter Spinedichte. Ergebnisse des Wald-Chi-Quadrat-Tests und Post-hoc-Analysen der Gruppenvergleiche und paarweisen Vergleiche.
Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur p = 0,05. Effektstérke: # entspricht Trend mit p 0,1, * entspricht Signifikanz mit p 0,05, *** entspricht Signifikanz mit p

=0,000.

Effekt Effektstarke [Vergleich Effektstarke
BranchOrder 0,000 *** - - -
Erfahrung*Genotype*BranchOrder| *

Effekt Effektstarke |Vergleich Effektstarke

BranchOrder 0,000 *** - - -
Erfahrung*Genotype 0,051 (#
Erfahrung*Genotype*BranchOrder| #

Effekt Effektstarke [Vergleich Effektstarke

BranchOrder 0,000[*** - - -
Erfahrung*Genotype*BranchOrder| 0,056 |#




Statistiktabelle 5: Ergebnisse der statistischen Analyse des gesamten Dendritenmaterials der Apikaldendriten der Genotypen WT, HET und KO der CA3-Region fiir die
Parameter: Verzweigungspunkte, Ldnge, Verzweigungsdichte, Spines, Spinedichte, Enden. Ergebnisse des Wald-Chi-Quadrat-Tests und Post-hoc-Analysen der
Gruppenvergleiche und paarweisen Vergleiche. Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur p = 0,05. Effektstdrke: # entspricht Trend mit p <0,1, * entspricht Signifikanz
mit p <0,05, ** entspricht Signifikanz mit p <0,01, *** entspricht Signifikanz mit p =0,000.

S5) CA3 Dendritenmaterial Gesamtheit
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
. Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Verzweigungspunkte >
Erfahrung * Genotyp 0,001[** Verlierer*WT vs. Kontrolle*WT 0,024(*
Kontrolle*HET vs. Kontrolle*WT 0,050|*
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Vi Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
(um) Erfahrung 0,002 ** Verlierer vs. Kontrolle 0,002|**
Genotyp 0,088 |# Verlierer*WT vs. Kontrolle*WT 0,000|***
Erfahrung * Genotyp 0,001|**
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Verzweigungsdichte Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
(/um*100) Erfahrung 0,085|# - - -
Erfahrung * Genotyp 0,088 |#
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Spines Effekt p-Wert Effektstarke [Vergleich p-Wert Effektstarke
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Erfahrung 0,015(* Verlierer vs. Kontrolle 0,015|*
Genotyp 0,000 *** KO vs. HET 0,072|#
Spinedichte Erfahrung * Genotyp 0,009]** KO vs. WT 0,000[***
(Spines/um) HET vs. WT 0,063|#
Verlierer*HET vs. Verlierer*WT 0,052|#
Verlierer*HET vs. Kontrolle*HET 0,000|***
Kontrolle*KO vs. Kontrolle*HET 0,002|**
Kontrolle*KO vs. Kontrolle*WT 0,007|**
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Enden Effekt p-Wert Effektstarke [Vergleich p-Wert Effektstarke
Erfahrung * Genotyp 0,002|** Verlierer*WT vs. Kontrolle*WT 0,028(*




Statistiktabelle 6: Ergebnisse der Sholl-Analyse der Apikaldendriten der Genotypen WT, HET und KO der CA3-Region fiir die Parameter: Schnittpunkte,
Verzweigungspunkte (S6a), Ldnge, Verzweigungsdichte, Spines (S6b), Spinedichte, Enden (S6c) Ergebnisse des Wald-Chi-Quadrat-Tests und Post-hoc-Analysen der
Gruppenvergleiche und paarweisen Vergleiche. Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur p = 0,05. Effektstdrke: # entspricht Trend mit p <0,1, * entspricht Signifikanz
mit p <0,05, ** entspricht Signifikanz mit p <0,01, *** entspricht Signifikanz mit p =0,000.

S6a) CA3 Sholl-Analyse
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche

Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke

Radius 0,000 *** Verlierer*180 vs. Kontrolle*180 0,025|*

Erfahrung*Radius 0,003 |** Verlierer*210 vs. Kontrolle*210 0,041|*

Erfahrung*Genotyp 0,019|* Verlierer*240 vs. Kontrolle*240 0,081|#

Erfahrung*Genotyp*Radius 0,002|** Verlierer*270 vs. Kontrolle*270 0,020|*
Verlierer*WT vs. Verlierer*KO 0,002|**
Verlierer*WT vs. Verlierer*HET 0,017|*
Verlierer*WT vs. Kontrolle*WT 0,001|**
Verlierer*KO*330 vs. Verlierer*WT*330 0,053|#
Verlierer*KO*240 vs. Verlierer*WT*240 0,059|#
Verlierer*KO*210 vs. Verlierer*WT*210 0,007|**

5 Verlierer*KO*180 vs. Verlierer*WT*180 0,005|**
Schnittpunkte - -
Verlierer*HET*270 vs. Verlierer*WT*270 0,031|*
Verlierer*HET*240 vs. Verlierer*WT*240 0,068|#
Verlierer*HET*210 vs. Verlierer*WT*210 0,029|*
Verlierer*HET*180 vs. Verlierer*WT*180 0,067|#
Verlierer*HET*60 vs. Kontrolle*HET*60 0,076|#
Verlierer*HET*30 vs. Kontrolle*HET*30 0,088|#
Verlierer*WT*270 vs. Kontrolle*WT*270 0,002|**
Verlierer*WT*240 vs. Kontrolle*WT*240 0,004|**
Verlierer*WT*210 vs. Kontrolle*WT*210 0,000|***
Verlierer*WT*180 vs. Kontrolle*WT*180 0,003|**
Verlierer*WT*150 vs. Kontrolle*WT*150 0,035|*
Verlierer*WT*120 vs. Kontrolle*WT*120 0,004|**
Verlierer*WT*90 vs. Kontrolle*WT*90 0,046|*
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Radius 0,000 *** Verlierer*30 vs. Kontrolle*30 0,072|#
. Erfahrung*Radius 0,046|* Verlierer*270 vs. Kontrolle*270 0,014|*
Verzweigungspunkte - -

Erfahrung*Genotyp 0,007|** Verlierer*WT vs. Verlierer*KO 0,065|#
Verlierer*WT vs. Verlierer*HET 0,057|#
Verlierer*WT vs. Kontrolle*WT 0,003|**
Kontrolle*WT vs. Kontrolle*HET 0,014(*




S6b) CA3 Sholl-Analyse
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Radius 0,000 *** Verlierer*WT vs. Verlierer*KO 0,014|*
Erfahrung*Genotyp 0,042|* Verlierer*WT vs. Verlierer*HET 0,041|*
Erfahrung*Genotyp*Radius 0,019|* Verlierer*WT vs. Kontrolle*WT 0,005|**
Verlierer*KO*330 vs. Verlierer*WT*330 0,022|*
Verlierer*KO*300 vs. Verlierer*WT*300 0,073|#
Verlierer*KO*270 vs. Verlierer*WT*270 0,031|*
Verlierer*KO*240 vs. Verlierer*WT*240 0,033|*
Verlierer*KO*210 vs. Verlierer*WT*210 0,017|*
Verlierer*KO*180 vs. Verlierer*WT*180 0,063|#
Liange Verlierer*KO*150 vs. Verlierer*WT*150 0,045|*
(um) Verlierer*KO*90 vs. Kontrolle¥*KO*90 0,088|#
Verlierer*HET*270 vs. Verlierer*WT*270 0,080|#
Verlierer*HET*240 vs. Verlierer*WT*240 0,065|#
Verlierer*HET*150 vs. Verlierer*WT*150 0,076|#
Verlierer*HET*60 vs. Kontrolle*HET*60 0,025|*
Verlierer*WT*270 vs. Kontrolle*WT*270 0,005|**
Verlierer*WT*240 vs. Kontrolle*WT*240 0,000|***
Verlierer*WT*210 vs. Kontrolle*WT*210 0,001|**
Verlierer*WT*180 vs. Kontrolle*WT*180 0,014|*
Verlierer*WT*150 vs. Kontrolle*WT*150 0,003|**
Verlierer*WT*120 vs. Kontrolle*WT*120 0,015|*
Verlierer*WT*90 vs. Kontrolle*WT*90 0,076|#
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Verzweigungsdichte Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
(/um*100) Radius 0,000[*** KO vs. WT 0,006|**
Genotyp 0,018|* KO vs. HET 0,095(#
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Spines Radius 0,000/ *** - - -
Erfahrung*Genotyp 0,068|#
Erfahrung*Genotyp*Radius 0,076|#




S6¢) CA3 Sholl-Analyse
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Radius 0,000 *** Kontrolle*HET vs. Verlierer*HET 0,016|*
Genotyp*Radius 0,067|#
Erfahrung*Genotyp 0,033|* Kontrolle*KO vs. Kontrolle*HET 0,005|**
Erfahrung*Genotyp*Radius 0,008 * KO*Verlierer*360 vs. WT*Verlierer*360 0,076|#
KO*Verlierer*60 vs. HET*Verlierer*60 0,027|**
HET*Verlierer300 vs. HET*Kontrolle*300 0,005|**
. . HET*Verlierer270 vs. HET*Kontrolle*270 0,003|**
Spinedichte P * * *
(Spines/um) HET VerI!erer240 vs. HET*Kontrolle*240 0,037
HET*Verlierer210 vs. HET*Kontrolle*210 0,016|*
HET*Verlierer150 vs. HET*Kontrolle*150 0,042|*
HET*Verlierer120 vs. HET*Kontrolle*120 0,062|#
HET*Verlierer*90 vs. HET*Kontrolle*90 0,019|*
HET*Verlierer*60 vs. HET*Kontrolle*60 0,042|*
HET*Verlierer*360 vs. WT*Verlierer*360 0,051|#
HET*Verlierer*330 vs. WT*Verlierer*330 0,070|#
HET*Verlierer*90 vs. WT*Verlierer*90 0,066|#
HET*Verlierer*60 vs. WT*Verlierer*60 0,090|#
Wald-Chi-Quadrat-Test Gruppenvergleiche und paarweise Vergleiche
Effekt p-Wert Effektstarke |Vergleich p-Wert Effektstarke
Radius 0,000 *** Verlierer*90 vs. Kontrolle*90 0,003|**
Erfahrung*Radius 0,007|** Verlierer*180 vs. Kontrolle*180 0,093|#
Enden Erfahrung*Genotyp 0,015|* Verlierer*300 vs. Kontrolle*300 0,021|*
Verlierer*HET vs. Kontrolle*HET 0,086|#
Verlierer*WT vs. Kontrolle*WT 0,016|*
Kontrolle*HET vs. Kontrolle*KO 0,025|*
Kontrolle*WT vs. Kontrolle*HET 0,000|***
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