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Kurzbeschrelbung

Das Neuropeptid Vasopressin (AVP) ist zentral an der Ausprégung von Emotionalitét,
Kognition und der HPA-AchsenAktivitét im Kontinuum von physiologischer Funktion bis
hin zu pathophysiologischer Dysfunktion beteiligt. Vorliegende Studien untersuchen die
Rolle des vasopressinergen Systems in der Vulnerabilitdt fir und in der Genese von
Psychopathologien an einem etablierten Rattenmodell fir Angsterkrankungen sowie
komorbid depressionsbezogene und dysfunktional e neuroendokrine Parameter.

Die verhatensbiologische Charakterisierung zeigte dabel weitere Facetten des
Tiermodells in der Reflexion von psychopathologischen Erscheinungsbildern wie Anhedonie
sowie erhdhte Stressvulnerabilitdt und fehlregulierte Kognition im sozialen Kontext. Neben
der Etablierung eines neuartigen Phédnomens der HPA-AchsenRegulierung im
Zusammenhang mit der Bewdtigung von sozialem Stress konnte die pathologisch
Uberdurchschnittliche soziale Kognitiondeistung grundlegend auf das septale AVP-System
zuriickgefuhrt werden. Die Untersuchungen zur Auspragung des im Rattenmodell
vorliegenden psychopathologischen angst- und depressionsbezogenen Verhaltens bestétigten
die zentrale Rolle anxiogenen AVPs. Wahrend neuropeptiderge Kandidaten fir die
extrazellulére Regulation des hypothalamischen AV P-Systems identifiziert werden konnten,
war kein quantitativer Einfluss eines mutierten AVP-Gens per se in transgen geziichteten

Tieren wie auch in einer frel segregierenden F2-Generation nachzuwei sen.
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Einleitung

|. Einleitung

Die Psychopathologie von Stress. Angststorungen und affektive
Erkrankungen

Die Homdostase der physiologischen Prozesse seines Korpers ist die Uberlebensgrundlage
jedes Lebewesens. Ihre Aufrechterhaltung bzw. deren Wiedererlangen ist von so zentraler Bedeutung,
dass die Evolution Organismen dafir mit einer grof3en Vielfalt an Systemen ausgestattet hat. Diese
erlauben den Individuen, die Balance aler korpereigenen Prozesse in einem Rahmen zu hdten, in
dem Leben mdglich ist. Die physiologische und/oder psychologische Reaktion des Korpers auf innere
oder &ulere Einflisse, die die HomGostase bedrohen oder g6ren, wird als Stress bezeichnet. Die
Stressreaktion erlaubt zumeist eine Beibehaltung oder Wiederherstellung der Homéostase und
bewahrt den Koérper vor Schaden (Tsigos und Chrousos, 2002). Der Begriff ,, Stress* (engl.: Druck,
Anspannung), entlehnt aus der Werkstoffkunde, wurde von Selye 1936 umschrieben, um in der
Psychologie eine ,unspezifische Reaktion des Korpers auf jegliche Anforderung® zu benennen
(Neylan, 1998). Nach Chrousos (1998) kénnen Stressoren in drei Klassen eingeteilt werden: rein
physiologische, physiologische mit psychologischer Komponente und psychologische Stressoren.
Wahrend erstere die physische Beeintréchtigung des Korpers bezeichnen, sind die beiden letzteren
durch eine psychologische, zentranervise Bewertung eines korperbeeintréachtigenden bzw. den
Korper nicht direkt tangierenden Stressors gekennzeichnet (Tsigos und Chrousos, 2002). Diesem
anthropozentrischen Ansatz wurde eine alternative Klassifikation von Stressoren gegeniibergestellt.
So bezeichnen real threats (,rede Gefdhrdungen®, d.h. systemische Stressoren wie Schmerz,
Entzindungen oder Blutdruckveranderungen) Stressoren, die die Homoéostase de facto
beeintréchtigen. Im Gegensatz dazu rufen predicted threats (,erwartete Gefahrdungen®, d.h.
neurogene Stressoren wie die Antizipation oder Rezeption von Gefahr) eine Aktivierung des
Stresssystems ohne direkte physiol ogische Beeintrachtigung hervor (Details dazu in Engelmann et al.
(2004)).

Zu den wichtigsten ,, Stresskontrollsystemen® des Koérpers gehort neben dem Sympathikus-
Nebennierenmark-System, mit Adrenain as Effektor, die Hypothalamus-Hypophysen
NebennierenrindentAchse ypothalamus-pituitary-adrenocortical-axis, HPA-Achse), mit Cortisol
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asEndglied (Abb. 1; Herman et a., 1996; Klinke und Silbernagel, 2000; Tsigos und Chrousos, 2002;
deKloet et d., 2005).
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Abhildung 1. Schematischer Uberblick Ober Lage und Funktion der Hypothalamus-
Hypophysen-Mehennierenrinden-Achse.

ACTH Adrenocorticotroping AP Arginin-Vasopressin, CRH Coricofropin releasing
Harmaon; PYMN paraventricularer Mucleus des Hypothalamus.

Als Integrationsort der zentranervisen Verarbeitung von Stress und as zentrales
Steuerelement der HPA-Achse fungiert der Nucleus paraventricularis (PVN) im Hypothalamus
(Herman et al., 2002). Das an den 3.Ventrikel angrenzende, paarig angel egte Kerngebiet vermittelt im
Rahmen der neuroendokrinen Stressantwort die Verbindung zu den peripheren Organen
(Nebennieren, Herz-Kreidaufsystem etc.). Der PVN wird auf Grund der Grof3e seiner Zellen in
mehrere Subregionen untertellt (Kiss e a., 1991). Insbesondere die parvozdluldre und
magnozelluldre Region wird cytoarchitektonisch und funktionell unterschieden (Herman et a., 2002).
Die unmittelbare Aktivierung der HPA-Achse erfolgt vorwiegend durch die parvozellularen
Neuronen, die dabei jedoch mit alen anderen Bereichen des PVN interagieren (Charmandari et al.,
2005). In deren Somata werden u.a. die beiden Peptide Corticotropin releasing-Hormon (CRH) und
Arginin-Vasopressin (AVP) exprimiert. In Veskeln zu den Axonterminaen in der Eminentia
mediana der Hypophyse transportiert, werden die releasing-Hormone dort in das hypophysdre
Pfortadersystem sezerniert. Durch die Stimulation von corticotropen Zellen in der Adenohypophyse
fuhrt die CRH/AVP-Ausschittung zur Sekretion des priméaren peripheren Stresshormons, dem
adrenocorticotropen Hormon (ACTH), in den Blutkreidauf (Herman et a., 1996; Klinke und
Silbernagel, 2000; Tsigos und Chrousos, 2002; de Kloet et a., 2005). Wahrend CRH sowohl fur die
basale as auch fur die stress-induzierte ACTH-Sekretion grundlegend ist, hat AVP alleine nur geringe
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sekretorische Kapazitét, vielmehr wirkt es vorwiegend synergistisch zum CRH (Whitnall, 1993; Keck
et a., 2005a). Die CRH/AVP-Ausschittung erfolgt in einem stressorabhéngigen Verhdltnis. So wird
AVP vor alem be chronischem Stress vermehrt koexprimiert und kosezerniert, was u.a. eine hohe
Plastizitét der physiologischen Stressreaktion erlaubt (Herman et al., 2002).

Die magnozelluléren Neuronen des PVN dienen vorwiegend der Steuerung des
Hypotha amus-Neurohypophysen-Systems. Durch die Freisetzung von AVP und Oxytocin tber die
Neurohypophyse in den Blutkreidauf werden Blutosmolalitdt und Blutdruck durch ersteres sowie
Geburtswehen und Laktation durch letzteres reguliert. Auflerdem wurde gezeigt, dass sie die
Sekretion von ACTH durch parakrine en passant-Effekte in der Eminentia mediana modulieren
konnen (Engelmann et a., 2004; de Kloet et d., 2005).

Ein erhohter Gehat von ACTH im Blut wiederum fuhrt letztendlich zu einer vermehrten
Freisetzung des Effektors der HPA -Achse, dem Nebennierenrindenhormon Corticosteron (CORT, bei
der Ratte vorwiegend) bzw. Cortisol (beim Menschen vorwiegend). Das Steroidhormon erlaubt eine
rasche Adaptation an die Stresssituation Uber diabetogene, katabole und lipolytische sowie
immunsuppressive Mechanismen (Klinke und Silbernagel, 2000; de Kloet et d., 2005). Eine aul3erst
wichtige Funktion kommt CORT auch as Mediator der negativen Rickkopplung auf die HPA-Achse
zu. Seine lipophilen Eigenschaften ermoglichen eine ungehinderte Passage der Blut-Hirn-Schranke
und der Zellmembranen (Klinke und Silbernagel, 2000). Durch Bindung an zytoplasmatische
Mineralo- und Glucocorticoidrezeptoren kann CORT, nach Trandokation in den Zellkern, auf die
Transkription der DNA in zentranervosen Strukturen Einfluss nehmen. Durch die unterschiedliche
Sengsitivitét der Rezeptoren fir CORT und eine entsprechende zentralnervose Verteilung wird eine
plastische Reaktion auf unterschiedliche Stressoren garantiert (Tsigos und Chrousos, 2002). Die
negative Rickkopplung von CORT wirkt auf ale Ebenen der HPA-Achse, insbesondere auf die
inhibitorischen Strukturen des limbischen Systems, und fuhrt zu einer raschen Terminierung der
Stressantwort (Kovacs et a., 2000; Korte, 2001). Folglich ermdglicht die HPA-Achse dem
Organismus, in der komplexen Verschatung von zentraler Verarbeitung und peripherer
neuroendokriner Aktivierung, einen Stressor zu verarbeiten, ihn zu bewdtigen oder an ihn zu
adaptieren. Schliefdich kann sich das Individuum durch diese komplexe Regulation vom Stress
erholen und Homoostase wiederhergestellt werden (Keck et al., 2005a).

Ebenso wichtig wie die physiologische Reaktion der Korperfunktionen ist die
Verhatensreaktion des Individuums. In Resktion auf Stressstuationen im Rahmen von
Nahrungssuche, Prédation, Territoriaverhalten, Partnerwahl, Hierarchie-Etablierung etc. wird das
Verhdten von Wirbeltieren weltgehend von zwei widerstreitenden Emotionen bestimmt:
Mut/Neugierde und Angst/Vermeidung. Beide haben sich im Laufe der Evolution as
Uberlebenswichtige, grundlegende Emotionen herausgebildet. So wéren Tiere ohne Neugierde nicht in
der Lage, neue, Uberlebensvorteile bietende Areale zu erforschen, wie Tiere ohne Angst zur leichten
Beute wirden. In der Phylogenese der Sduger — und damit auch des Menschen — hat sich insbesondere
angstliches Verhaten sehr differenziert entwickelt und genetisch fixiert, so dass jedem Individuum
ein gewisser Verhatensspielraum im Rahmen der genetischen Pradisposition zu eigen ist (Fuchs und
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Gould, 2000). Diese individudle Veranlagung zu mehr oder weniger angstlichem Verhalten wird im
Laufe der Ontogenese situationsabhéngig epigenetisch von Umweltfaktoren beeinflusst und gepréagt.
Somit ist der Organismus, basierend auf einer filigranen Interaktion von Genen und Umwelt, an die
Bewdltigung von Stresssituationen hervorragend angepasst und kann im Zusammenspie von
Physiologie und Verhaten die innere Homoostase aufrechterhalten und das Uberleben sichern
(Charmandari et d., 2005).

Neben der Steuerung der HPA-Achse agiert der PVN zentralnervos Uber parakrine, autokrine
und/oder juxtakrine Effekte innerhalb des Hypothalamus auch als Modulator des zur Stressreaktion
gehtrenden Verhdtens (Engelmann et a., 2004; Landgraf, 2006). Paralel zur Ausschittung in der
Hypophyse wird AVP im Bereich des PVN freigesetzt. Durch Diffusion Uber mehr oder minder lange
Strecken werden Neuronen in umgebenden Gehirnstrukturen in ihrer Aktivitét moduliert. Diese
parakrinen Effekte beeinflussen somit indirekt Verhaltensparameter, welche sowohl in Einklang als
auch unabhéngig von der peripheren Wirkung von AVP sein kénnen (Watts, 1996; Ludwig und
Pittman, 2003; Landgraf und Neumann, 2004; Keck et a., 20054). Ebenso sind autokrine Effekte im
PVN selbst wirksam (Engelmann et al., 2004; Landgraf, 2006). So zeigten Wotjak et al. (1996), dass
im PVN freigesetztes AV P eine autoinhibitorische Wirkung auf den PVN und damit die HPA-Achse
sowie das Verhalten ausiibt. Diese konnte u.a. auf dendritischer Freisetzung von AVP innerhalb des
PVN beruhen (Ludwig et al., 2002; Ludwig und Pittman, 2003; de Kloet et ., 2005; Landgraf, 2006).

Trotz fein abgestimmter Stresshewadltigungsmechanismen und -strategien kann es durch
Umwelteinfllisse oder genetische Faktoren bzw. durch deren Interaktion zu Fehlregulierungen der
Homdostase-Systeme und zu pathol ogischen Verénderungen des Verhdtens kommen (Ursin und OIff,
1993; Koolhaas et a., 1999). Wahrend viele Umweltfaktoren identifiziert sind, die zu Gberméldigem
und fr das Individuum nicht mehr kompensierbarem Stress fiihren, sind die Interaktionen von Genen
und Stress bei der Genese von Psychopathol ogien nach wie vor weitgehend unklar (Ursin und OIff,
1993; Botstein und Risch, 2003).

Eine solche pathophysiologische Dysfunktion der HPA-Achse wurde ua bel
Angststorungen (generalisierte Angststorung, Panikstorung, Posttraumatische Belastungsstorung,
Phobien) und affektiven Erkrankungen (Depression, Manie) gezeigt (Aldenhoff, 1997; Holsboer,
2000; de Kloet et d., 2005). Als ein sehr sensitiver Test zur Untersuchung der HPA-Achsen
Reaktivitét hat sich der kombinierte Dexamethason (DEX)/CRH-Test erwiesen (Heuser et al., 1994).
In gesunden Probanden ist dabei die HPA-AchsenAktivitdt nach der Gabe des
Glucocorticoidrezeptor-Agonisten DEX supprimiert und kann durch die periphere Verabreichung von
CRH nicht stimuliert werden. Bel Depressions- und auch Angstpatienten wurde jedoch auf Grund der
CRH-Stimulation — trotz normaler basaler HPA-Achsen-Aktivitdt — ein pathologischer Anstieg des
ACTH- und CORT-Gehalts nach vorangegangener DEX-Suppression gemessen (Heuser et a., 1994;
Isng e da., 2005). Insbesondere auf diesen Erkenntnissen beruht die Annahme, dass die
zentralnervosen Strukturen, die die HPA-AchsentAktivitét steuern (unter ihnen das CRH- und AVP-
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System des PVN) in die Atiologie und Symptomatologie von Angsterkrankungen und Depression
involviert sind (Scott und Dinan, 1998; Hokfelt et a., 2000; Keck et al., 2005a).

Angsterkrankungen und Depression haben eminent destruktive Auswirkungen sowohl auf
personliche als auch soziale Belange und Lebenssituationen. Nicht nur mindern diese Erkrankungen
Produktivitét und Lebensqualitét, sie erhbhen auch die Mortalitét u.a. durch eine erhohte Suizidrate
(Ustun et d., 2004). Bis zu 15% der Weltbevdlkerung erkrankt im Laufe des Lebens mindestens
einmal an Depression (Doris et al., 1999; Pickar und Rubinow, 2001). In einer global burden of
disease-Studie der WHO liegt die unipolare Depression im Jahr 2000 weltweit, mit Ausnahme von
Afrika, auf Platz 1 bis 5 in der Liste der durch Krankhet beeintréchtigten oder verlorenen
L ebengahre (disability-adjusted life years) (Ustun et ., 2004).

Die ersten erfolgreichen Psychopharmaka gegen Angsterkrankungen erschienen Anfang der
50er Jahre auf dem Arzneimittelmarkt. Dass bereits 1951 in der amerikanischen Tagespresse vor den
Gefahren und den starken Nebenwirkungen der Barbiturate gewarnt wurde, tat der Euphorie Uber die
»Heilung durch Psychopharmaka® keinen Abbruch. So verkaufte aleine Hoffmann-La Roche 1978
vom Benzodiazepin-Agonisten Diazepam unter dem Handelsnamen ,Vaium® anndhernd 2,3
Milliarden Tabletten; genug fur die medikamenttse Versorgung der halben Weltbevolkerung (Tone,
2005). Noch heute erfolgen bis zu 30-50% der Verordnungen von Psychopharmaka ohne
psychiatrische, sondern alleine auf Grund somatischer Diagnosen (Laux et al., 2000). Innerhalb
weniger Jahre wurden diverse Transmittersysteme zur psychopharmakologischen Intervention
identifiziert, darunter die monoaminergen Neurotransmittersysteme von Serotonin, Noradrenalin und
Dopamin sowie die Aminosauresysteme von g-ammino-Buttersaure (GABA) und Glutamat (Laux et
a., 2000; Fordl et a., 2006).

Insbesondere der Einsatz von Antidepressiva, die auf die monoaminerge Transmission
wirken, alen voran selektive Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer, zeigte und zeigt deutliche
klinische Erfolge (Vaswani et ., 2003). Dennoch steht aul3er Frage, dass, auch wenn der Begriff des
klinischen "non-responder”-Patienten nicht genau umrissen ist, 10-30 % aller Depressions-Patienten
nicht oder nur ungentigend auf die momentan verfigbaren Medikationsmoglichkeiten ansprechen.
Zusétzlich entwickeln 10-15 % eine Chronifizierung der Erkrankung (Pickar und Rubinow, 2001;
Moller, 2004; Levinson, 2005q). Eine adaquate Medikation wird zusétzlich durch das gleichzeitige
Auftreten mehrerer Symptomatiken bzw. Krankheiten erschwert (Pollack, 2005). So weisen mehr als
zwei Drittel aller angsterkrankten Patienten eine oder mehrere weitere Stérungen aus dem
Formenkreis der Angsterkrankungen auf (Lieb, 2005). Auch haben Angstpatienten ein funffach
erhohtes Risiko fir die Ausbildung komorbider affektiver Erkrankungen (Kessler et a., 2001), waobei
Depression fast ausschliefdich sekundédr zu einer Angsterkrankung auftritt (Regier et al., 1998; Lieb,
2005).

Bis heute fehlen zuverlassige Indikatoren fir die Diagnostik insbesondere komorbider
Krankheitsbilder und die Prognostik effektiver Therapieansdize. Neben der Betrachtung der
personlichen Krankengeschichte sowie des Umfelds des Patienten wurden viele biologische Marker,
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wie Transmittermetaboliten, Transmitterstoffwechselenzyme, neurcendokrine Parameter und
neurophysiologische Parameter vorgeschlagen (Maller, 2004). Mit dem Fortschritt in der genetischen
Methodik riickte die Pharmakogenetik mit dem Ziel einer exakteren Diagnostik und individuell besser
angepasster Therapieansdtze in den Mittelpunkt vieler Forschungsansdtze (Pickar und Rubinow,
2001).

Dass Angststérungen und Depression eine genetische Grundlage haben, wurde bereits frih
vor alem durch Zwillingsstudien erkannt (Smoller und Finn, 2003). Das drei- bis funffach erhdhte
Risko fur Familienangehdrige eines Patienten wurde fir eine Vielzahl psychopathologischer
Erkrankungen gezeigt (Levinson, 2005a; Merikangas und Low, 2005). Dies gilt auch fir das Risiko
zur komorbiden Erkrankung an Angststorungen und Depression (Lieb et ., 2002).

In der letzten Dekade wurden bedeutende Fortschritte in der Erforschung insbesondere der
genetischen Grundlagen von Angststorungen und Depression gemacht, die zu zielgerichteten
Entwicklungen neuer pharmakologischer Behandlungsansdtize fihrten. Trotz dieser grof3eren
Mannigfatigkeit von Medikamenten basieren die Wirkmechanismen der momentan auf dem Markt
befindlichen Psychopharmaka nach wie vor weitgehend auf der oben beschriebenen relativ kleinen
Auswahl an Neurotransmittersystemen. Dies mag ein Grund sein, warum neue Psychopharmaka
zumeist zwar besser vertréglich, aber nicht unbedingt wirksamer als ihre Vorgénger sind (Nash und
Nuitt, 2005).

Fur viele vererbbare Krankheiten wurden Proteine und deren Verdnderungen identifiziert, die
fur die Verursachung des jeweiligen Krankheitsbildes verantwortlich sind. Aus deren Erforschung
stammt fast das gesamte Wissen Uber die diesen Erkrankungen zugrunde liegenden biologischen
Mechanismen und deren genetische Grundlagen (Merikangas et a., 2002). Jedoch ist selbst die
klinische Variabilitdt von monogenetisch determinierten Krankheiten nur teilweise durch
mutationsbedingte genotypische Heterogenitét zu erklaren. So beruht die Ausprégung des gesamten
Erscheinungshildes einer Stérung zusétzlich auf modifizierenden Genen und Umweltfaktoren. Auch
epigenetische Einflusse, wie DNA-Methylierung durch z.B. parentales imprinting, werden vermehrt
als entscheidende protektive oder pathogene Modifikatoren in der Vererbung von mentalen
Erkrankungen diskutiert (Sadock und Sadock, 2005). Ebenso wurde kirzlich von Paramutation bel
Mausen berichtet, der phanotypischen Ausprégung eines paramutierbaren Allels, basierend auf der
zygotischen Weitergabe von parentalen RNA -Molekiilen (Rassoulzadegan et al., 2006).

Die Identifizierung der grundiegenden Gene, der Modulatoren sowie deren Interaktionen
untereinander und mit Umwdtenflissen ist die zukinftige Herausforderung fur die
pharmakogenetische Forschung. Bisher wurden dazu vor alem sequenzbasierte Ansétze angewandt,
bei denen kodierende Gen- und/oder Promotorregionen auf Grund einer Peptidsequenzverdnderung
oder anderer Hinweise zur ndheren Untersuchung ausgewdahlt wurden. Seit kurzem konnen und
werden verstarkt genombasierte Untersuchungen durchgefiihrt, die die Identifizierung von Allelen
auch auRerhalb von kodierenden Regionen erlauben, die bei ersterem Vorgehen zwangdaufig
Ubersehen werden (Botstein und Risch, 2003). Mit diesem neueren und weniger hypothesengel eiteten
Ansatz werden chromosomale Regionen identifiziert, die in statistisch signifikantem Zusammenhang
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mit einer bestimmten klinischen Manifestation stehen. Dies wird z. B. Uber «inkage Analyse», einer
Assoziationsstudie von Phanotyp und Genotyp per Mikrosateliten-Markierung Uber das ganze
Genom hinweg, redlisiert. Derartige Methoden setzen keine Kenntnisse der Funktion der Gene voraus.
Dieser Hypothese folgend sollten so zunéchst vor alem die seltenen Mutationen, die zu einem hohen
Erkrankungsrisko fihren, identifiziert werden konnen. Anschliel}end sollten die zahlreicheren
genetischen Veranderungen zu finden sein, die nur geringe Auswirkungen auf das klinische
Erscheinungshild haben (Botstein und Risch, 2003).

Erschwert wird diese Art der genetischen Analyse von Krankheitshildern jedoch durch die
Heterogenitdt der Individuen, komplexe nicht-mendelsche Vererbung, Fehldiagnosen oder
phanotypische Uberschneidungen, die zu einem Einschluss gesunder oder anderweitig erkrankter
Personen in die Patientengruppe fuhren. Auch bei zu grofen Gruppengrél3en kann diese Methode in
Humanstudien versagen (Merikangas et a., 2002).

So haben z. B. bisherige Studien fir psychiatrische Erkrankungen nicht wie erhofft einige
wenige Kandidatengene zum Vorschein gebracht, sondern vielmehr eine grof3e Anzahl aus einem
weiten Spektrum von biologischen Wirkmechanismen und Stoffwechselkreidaufen. Ein Grund mag
insbesondere fir Psychopathologien in deren weltweit hoher Préavalenz und gleichzeitiger
Mannigfaltigkeit liegen. So it es kaum verwunderlich, dass nicht einige wenige Gene in
Zusammenhang mit psychiatrischen Storungen identifiziert werden konnten, sondern es sich um
komplexe genetische Erkrankungen mit komplexen Krankheitshildern handelt (Pickar und Rubinow,
2001). Dennoch bieten genomweite Assoziationsstudien Hoffnung fir die Erforschung von komplex-
genetischen Krankheiten. Allerdings werden fir das humane Genom zwischen 1,4 und 15 Millionen
Einzelbasenpaar-Variationen (single nucleotide-Polymorphismen, SNP) berichtet bzw. angenommen,
so dass die Wahrscheinlichkeit von erfolgreicher Genotyp-Phanotyp-Zuordnung selbst bei grofitem
Mitteleinsatz und Beschrénkung auf eine ethnische Gruppe verschwindend gering sein dirfte
(Botstein und Risch, 2003).

Ein Kompromiss zwischen umfassender Identifizierung von beteiligten Genen und dem dazu
noétigen Mitteleinsatz ist daher die hypothesenfrele, genomweite Untersuchung von hoch-selektierten
Individuen, die einen klar abgrenzbaren Phanotyp aufweisen. Dort gefundene Zusammenhange
zwischen Phanotyp und Genotyp kdnnen dann hypothesengeleitet in gent bzw. sequenzbasierten
Studien an weniger selektierten oder frei segregierenden Populationen weiter betrachtet werden.

Dennoch sind grundliegende Verhatensreaktionen sowie neurochemische und molekular-
genetische Parameter beim Menschen nach wie vor schwer zugdnglich und nur in geringem, ethisch
vertretbarem Mal3e kontrollierbar und manipulierbar. So ist die Forschung an Tiermodellen zur
Simulation von Vorgéngen im menschlichen Organismus unverzichtbar. Voraussetzung dafir ist die
Annahme, dass die psychologischen wie physiologischen Parameter der Tiere — insbesondere der
nicht- primaten Saugetiere — denen des Menschen vergleichbar sind. Auch wenn es nicht zweifelsfrei
gezeigt werden kann, dass Tiere z.B. dasselbe Angstempfinden wie Menschen aufweisen, so sind
doch in geeigneten Tiergruppen viele hoch konservierte physiologische und Verhatensparameter mit
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denen des Menschen zumindest analog (Ohl, 2005). Als besonders geeignete V ersuchstiere haben sich
innerhalb der Saugetiere die Nager herausgestellt. Sie weisen nicht nur eine hohe Vergleichbarkeit
durch ihre phylogenetische Nahe zum menschlichen Organismus auf, sondern bieten auch auf Grund
ihrer Grélze und kurzen Generationsdauer grof3e Vorteile in Haltung und Zucht (Sprott und Ramirez,
1997). Insbesondere die Kontrolle der Umwelteinflisse ist bei der Untersuchung von Genotyp-
Phanotyp-Korrelationen unabdingbar und am Tiermodell Nager mdglich. Um die molekular-
genetischen Gundlagen von Angst, Depression sowie der HPA-Achse zu studieren, gibt es zwel

grundlegende Forschungsmodelle: (1) basierend auf einem bekannten Genotyp werden die
Auswirkungen auf den Phanotyp untersucht (functional genomics) oder (2) ein extremer Phanotyp
wird auf die zugrunde liegende Genetik hinterfragt (behavioral genomics, Plomin und Crabbe, 2000).

Die klassische Strategie fur ersteres ist die Erzeugung eines knockout-Tieres. Durch das
gezielte Ausschalten eines Gens und damit des daraus resultierenden Genprodukts sind vor alem am
Tiermodell Maus bisher grof3e Fortschritte erzielt worden. Insbesondere die Entwicklung von
konditionalen  knockout-Tieren, die entweder rdumlich oder  zeitlich  begrenzte
Genexpressionsveranderungen zur Folge haben, hat dazu beigetragen, die gangigen Probleme im
klassischen knockout-Modell (Kompensation der Gen-Deletion u.d.) zu umgehen (Gerlai, 1996). Als
weitere Moglichkeit der Gen-Manipulation bieten sich die Unterdriickung der Genexpression mit
antisense-Technik (Plomin und Crabbe, 2000) oder die Uberexpression eines Genprodukts durch die
Anwendung adeno-assoziierter Viren als ‘ Genféhren' an (Lightman et al., 2002).

Fur den zweiten Forschungsansatz, das Studium eines auffalligen Phanotyps, erfolgt die
Untersuchung an Tieren, die entweder bestehenden Zuchten entnommen werden oder as
Nachkommen mit unspezifischen Genmutationen erzeugt wurden oder aber gezielt auf Extreme in
ihrem Verhalten gezichtet wurden (Ramos und Mormede, 1998). Insbesondere durch letztere
Methode werden vide Nachtelle der  knockout-Strategie  umgangen, wie  z.B.
Kompensationsmechanismen oder letde Mutationen, die zu Trugschliissen beziiglich der
Geneigenschaften  fihren konnen (Gerlai, 1996). Auf der zelluldren Ebene konnen dann
hypothesengeleitete in situ-Hybridisierungen oder hypothesenfreie microarray-Anaysen zur
Bestimmung der Genaktivitét durchgefuhrt werden (Lightman et a., 2002). Die Assoziation von
Genen bzw. DNA-Sequenzen und Phanotypen kann Uber hypothesengeleitete Marker-Studien
erfolgen und zur Auffindung von Genloci bzw. Polymorphismen (Quantitative trait loci, QTL)
fdhren, die zur Variabilitét eines quantitativ erfassbaren, komplexen Verhatens beitragen (Turri et a.,
1999; Landgraf und Wigger, 2003). Eine weitere Mdglichkeit, den dem Phéanotyp zugrunde liegenden
Genotyp zu untersuchen, ist das Studium von kreuzgepaarten F2-Generationen in ener
Korrelationsanayse von genetischen Markern und dem gezeigten Verhalten dieser Tiere (LOD score-
Analyse; Greenberg et d., 1998).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war das Studium der verhaltensbiologischen,
neuroendokrinen  sowie molekular-genetischen  Grundlagen  von  Stress, angst- und
depressionsbezogenem Verhalten sowie Kognition als auch deren Interaktionen. Der Fokus lag dabei
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auf dem zentralen neuronalen Steuerelement der HPA-Achse — dem PVN — und einem seiner
Haupteffektorpeptide — dem AVP. Unter  Anwendung von  verhaltensbiologischen,
pharmakologischen, molekularen sowie genetischen Methoden erfolgten alle Untersuchungen an
einem gut etablierten und validierten Tiermodell fir Angsterkrankungen und komorbide Depression —
den HAB/LAB-Ratten.

Die HAB/LAB-Zucht

Grundsétzlich stellen Tiermodelle experimentelle Paradigmen dar, die es erlauben, in einer
Spezies spezifische Phanomene zu untersuchen, die auch in einer anderen Spezies auftreten. Flr deren
Entwicklung und Evauierung wurden verschiedene Richtlinien vorgeschlagen. Fir die adéquate
Abbildung humaner Erkrankungen in einem Tiermodell werden heute insbesondere drei Kriterien
gefordert (McKinney, 2001) :
(1) Die Resktionen oder Symptome sollten zwischen Patienten und den Individuen des Tiermodells
vergleichbar sein (face validity),
(2) unter pharmakologischer Behandlung sollten sich im Tiermodell gleiche Effekte wie in der
Behandlung von Patienten zeigen (predictive validity) und
(3) das zugrunde liegende Prinzip sollte im Tiermodell dasselbe wie in Patienten sein
(construct/etiological validity).
Hinzu kommt nach Hitzemann (2000) bei der Modellierung vererbbarer Krankheiten das
Kriterium, dass (4) das Erkrankungsrisko im Tiermodell einen dem Menschen vergleichbaren
genetischen Anteil haben sollte (genetic validity).

Zur Untersuchung von angst- und depressionsbezogenen Psychopathologien wurde in den
letzten Jahren am Max-Planck-Ingtitut (MPI) fr Psychiatrie in Minchen ein Rattenmodell etabliert,
das auf der bidirektionalen Selektion von Tieren mit extrem ausgepragtem bzw. wenig ausgepragtem
Angstverhalten beruht (Liebsch et al., 1998b; Landgraf und Wigger, 2002; 2003). Bestimmt wird das
Zuchtkriterium in einem der am besten etablierten, nicht-konditionierten Angsttests, dem elevated
plusmaze-Test (Abb. 2; Pellow et d., 1985; Carobrez und Bertoglio, 2005). Indem dieser Test fur die
Ratte auf dem Konflikt zwischen angeborener Angst vor aversiven, unbekannten Arealen und der
Neugierde/dem Mut zu deren Erkundung beruht, dient die Aufenthaltsdauer in der aversiven
Umgebung as indirektes MalR fir dngstliches Verhalten. Angstliche Tiere (high anxiety-related
behavior, HAB) verbringen dort durchschnittlich weniger als 5 % der Versuchsdauer, wenig
angstliche Tiere (low anxiety-related behavior, LAB) mehr als 50 %. Kommerziell erwerbbare
Wistar-Auszuchtratten (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) weisen im Verhdltnis dazu in diesem
Test ein intermedidres, annéhernd normalverteiltes Angstverhalten (normal anxiety-related behavior,
NAB) mit durchschnittlich 30 % Verweildauer in der aversiven Umgebung auf (Wigger et d., 2004).

In den letzten Jahren wurden die HAB-Tiere nach den oben genannten Kriterien sowohl
pharmakologisch (Liebsch et a., 1998a; Keck et a., 2003; Welt et a., 2006), verhatenshiologisch
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(Liebsch et al., 1998a; 1998b; Henniger et al., 2000; Ohl et al., 2001; Salome et a., 2002; Frank et a.,
2006) a s auch physiologisch (Liebsch et al., 1998a; Salome et al., 2004; Wigger et al., 2004; Keck et
a., 2005b) als ein adaquates Tiermodell fir Angsterkrankungen und komorbide Depression etabliert
(Landgraf und Wigger, 2002; 2003).

Abbildung 2. Elevated piusmaze-Test.

Schematische Darstellung der Testvorrichtung. Die kreuzfdrmige Apparatur
bestand aus zwei geschlossenen Armen mit Seitenwéanden und zwei offenen
Armen ohne Wande, die durch eine zentrale Plattform  miteinander
verbunden waren.

HAB- und LAB-Ratten reprasentieren  die dem  Selektionskriterium
entsprechende charakteristische Aufenthaltswahrscheinlichkeit der beiden
Linien des Tiermodells auf der Testvorrichtung.

So zeigten Liebsch et a. (1998d), dass HAB-Tiere auf Grund der Gabe des bel Angst-
Patienten anxiolytisch wirkenden Tranquilizers Diazepam eine 20-fach erhthte Exploration des
offenen Arms aufwiesen, wohingegen LAB-Tiere eine nur schwache Verhaltensveranderung zeigten.
Die chronische Behandlung mit dem Kklinisch etablierten Antidepressvum Paroxetin Uber das
Trinkwasser der Tiere bewirkte eine aktivere Stressbewdtigung bel HAB-Tieren, hatte jedoch keinen
Effekt bei LAB-Tieren (Keck et a., 2003). Wahrend lokomotorische und basale physiologische
Parameter der HAB-Tiere keine Unterschiede zu LAB-Tieren aufwiesen (Liebsch et a., 1998a; Ohl et
a., 2001), zeigten erstere eine gréfdere Vulnerabilitét und Stressreaktion auf sowohl milde, starke,
nicht-soziale wie auch soziae Stressoren. So erwiesen sich HAB-Tiere in einer Rethe von Angsttests
(neben EPM, open field-, open arm:, modified holeboard- und dark light box-Test) as auch im
Verhaten im Heimk&fig meist sehr viel angstlicher as LAB-Tiere (Henniger et al., 2000; Ohl et d.,
2001; Salome et a., 2002; Salome et d., 2004). Die forcierte Niederlage im Kampf gegen einen
dominanten Artgenossen (social defeat), fuhrte bei HAB-Tieren zu Immobilitdt und passiver
Stresshewdltigung im Gegensatz zu eher aggressiven, aktiven LAB-Tieren (Frank et a., 2006).
Unterschiede zwischen den beiden Linien in neuroendokrinen Parametern in Reaktion auf milde

Stressoren wurden mehrfach gezeigt (Liebsch et al., 1998a; Landgraf et al., 1999; Salome et al., 2004,
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Neumann et a., 2005a; Sdome et d., 2006). Dass be HAB-Tieren ene pathologische
neuroendokrine Fehlregulierung vorliegt, wie sie von Depressions-Patienten beschrieben ist (Holsboer
1999), konnten Keck et a. (2002) in Anwendung des DEX/CRH-Tests zeigen. Die Nicht-Suppression
der HPA-Achse durch DEX-Vorbehandlung in HABs wurde dabei durch chronische Gabe von
Paroxetin normalisiert. Neben der Validierung des Tiermodells konnte gezeigt werden, dass es sich
beim Angstverhaten der HAB-Tiere um ein lebensalterunabhéngiges Phdnomen handelt (Wigger et
a., 2001). Das extreme Verhalten beider Linien wurde auch durch chronisch milden und sozialen
Stress im Adultater nicht veréndert (Neumann et a., 2005b; Zhukov et a., unveréffentlicht).

Dass die Pradisposition zu extremer (Nicht-)Angstlichkeit genetisch determiniert und
unabhangig von postnatalen maternalen Einflissen ist, konnte durch eine cross fostering-Studie
gezeigt werden. Auch zeigten sich in kreuzgezichteten F1-Tieren intermedidre Phéanotypen
unabhangig von maternaden oder paternalen Einfliissen (Wigger et al., 2001). Dennoch weisen beide
Linien eine Pladtizitdt der genetischen Pradisposition auf, so dass pra- oder postnataler Stress zu
intermedidren, den NAB-Ratten vergleichbaren Phanotypen fihrte (Neumann et a., 2005b; Bosch et
a., 2006).

In der Untersuchung der regulierenden Faktoren der HPA-Achse— CRH und AVP im PVN —
zeigte sich eine erhohte Aktivitdt des AVP-Systems in Zusammenhang mit der Prédisposition zu
erhohter Angstlichkeit der HAB-Tiere. Wahrend die basale Bindungskapazitdt des AVP Via-
Rezeptors zwischen den Linien nicht unterschiedlich war, wurde insbesondere bereits basal sowohl
eine erhdhte Expression von AVP-mRNA as auch eine erhéhte Freisetzung von AVP im PVN von
HAB-Ratten gezeigt (Keck et a., 2002; Wigger et al., 2004). Diese konnte durch chronische
Paroxetin-Behandlung auf ein Normalniveau reduziert werden (Keck et al., 2003). Ferner fuhrte die
Applikation eines AVP Vla-Rezeptor-Antagonisten nicht nur zu ener aktiveren
Stressbewdltigungsstrategie und weniger depressivem Verhalten bei HAB-Tieren, sie normalisierte
auch deren vorher pathologische Reaktion im DEX/CRH-Test (Keck et a., 2002; Wigger et d.,
2004). In der Untersuchung des CRH-Systems zeigten Wigger et a. (2004) unter basalen
Bedingungen eine erhdhte CRH-Expression im bed nucleus der dria terminalis (BNST) sowie des
CRH2-Rezeptors im PVN und ventromedialen Hypothalamus. Die Applikation des hochaffinen,
nicht-peptidergen CRH1-Rezeptor-Antagonisten R121919 reduzierte die CORT-Sekretion beider
Linien, aber das Angstverhaten nur in HABs (Keck et a., 2001). Auf Grund der Wirksamkeit von
selektiven Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmern im klinischen Einsatiz und der antidepressiven
Wirkung von Paroxetin auf HAB-Tiere studierten Keck et a. (2005b) die hippocampale
Serotoninausschiittung und Rezeptorexpression. Wahrend unbehandelte HABs bel Stress eine erhthte
Serotonin-Ausschittung im dorsalen Hippocampus zeigten, wurde diese bei LABs und Paroxetin-
behandelten Tieren beider Linien kaum verandert. Basal zeigten sich keine Unterschiede. Auch erwies
sich die Serotoninrezeptor-Expression in der CAl-Region des Hippocampus in Vehikel oder
Paroxetin-behandelten HABs niedriger ads in den jewelligen LAB-Ratten. Eine derart erniedrigte
Rezeptordichte wurde auch in post mortem-Studien von Depression-Patienten gezeigt (Lopez-
Figueroaet d., 2004).

11
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In diesem Zusammenhang sei erwédhnt, dass die anxiolytische bzw. antidepressive
Behandlung der Tiere nur Effekte auf das Verhaten und die Physiologie von HAB-Ratten hatte, nicht
jedoch oder nur in geringem Mal3e auf LAB-Ratten. So ist zu vermuten, dass diese anxiolytischen und
antidepressiven Behandlungen nur in pathologisch veranderten Systemen (HAB) einen Effekt haben,
nicht aber in intakten Systemen, wie auch in klinischen Studien beobachtet wurde (Keck et al.,
2005h).

In Sequenzierungsstudien der aus vorangegangenen Untersuchungen in Zusammenhang mit
Angst und Depression hervorgegangenen Hauptkandidatengene CRH, AV P, Oxytocin und des AVP
V la-Rezeptors konnten Murgatroyd et al. (2004) SNPs lediglich in der Sequenz des AVP-Gens bzw.
seiner Promotorregion identifizieren. In weiteren Untersuchungen erwies sich der SNP A(-1276)G in
der Promotorregion des AVP-Gens mit Bindungskapazitét fir den CBF-A-Repressor as moglicher
verantwortlicher intrazellulérer Faktor der Expressionsunterschiede von AVP im PVN zwischen
HABs und LABs. So zeigten Murgatroyd et al (2004) durch in vitro-Experimente, dass CBF-A zu
einem Transkriptionsarrest der AVP mRNA in LAB-, nicht aber HAB-Tieren fihrte. Weiter hat sich
herausgestellt, dass ale untersuchten HAB-Tiere fir das mutierte sowie ale LAB-Tiere fir das
Wildtyp-AV P-Allel homozygot sind. In einer normalen Wistar-Rattenpopulation lag esin 3 aus 100
Tieren heterozygot vor, trat dso mit einer Haufigkeit von 1,5 % auf. Diese Tiere zeigten auch
vermehrt éngstliches Verhalten auf der elevated plusmaze (EPM) (Murgatroyd et d., 2004).

Das Nonapeptid Vasopressin (AVP)

AVP wird durch posttrandationale Modifikationen aus einem Vorlauferprotein, das
aulerdem Neurophysin |1 und ein Glycoprotein enthélt, gebildet. Die Erstbeschreibung erfolgte durch
Du Vigneaud et al. (1953). Wie bereits einleitend dargelegt, erfolgt die Synthese von AVP im
Hypothalamus in den parvozellularen Neuronen des PVN vorwiegend zur Aktivierung der HPA -
Achse, in den magnozelluldren Neuronen des PVYN und des Nucleus supraopticus (SON) hingegen
vor allem zur Steuerung der Osmoregulation. Aul3erdem projizieren parvozellulére, vasopressinerge
Neuronen in den Hirnstamm und das Ruckenmark (de Wied et d., 1993). Auch im Nucleus
suprachiasmaticus finden sich AVP-Neuronen, die zur circadianen Rhythmik beitragen
(Reghunandanan und Reghunandanan, 2006). AulRerhalb des Hypothalamus wurden vasopressinerge
Z€len in der medialen Amygdala und im BNST gefunden. Diese innervieren hauptsachlich limbische
Strukturen, so das laterale Septum, die laterale Habenula, die mediale Amygdaa und den ventralen
Hippocampus (Griebel und Gal, 2005). Oftmals koexprimieren vasopressinerge Neuronen weitere
Neurotransmitter (Hokfelt et a., 2000). Gebunden wird AV P an die Rezeptorsubtypen (R) V1a, V1b
und V2. Wéhrend der V1bR peripher vorwiegend der Stimulation der Sekretion von ACTH in der
Adenohypophyse dient, vermittelt der V2R, an der Niere lokalisiert, vorwiegend den antidiuretischen
Effekt von AVP und der V1aR, an Blutgefal3en und Leber gelegen, dessen vasokonstriktorischen
Effekt. Zentranervos weit verbreitet findet sich vor alem der V1aR sowie V1bR (Tribollet et al.,
1988; Ostrowski et a., 1992; Griebel und Gal, 2005). Beginnend mit dem Jahr 1965 wurde die Rolle
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von AVPin Lermn und Gedachtnisprozessen fiir viele Bereiche gezeigt, inshesondere durch Studien an
den AV P-defizitéren Brattleboro-Ratten (de Wied et a., 1993; Engelmann et a., 1996). Eine weitere
sehr wichtige Rolle kommt AVP im Sozialverhalten zu. Dies wurde sowohl im Zusammenhang mit
Lern- und Gedéchtnisprozessen, dem Sexuaverhalten wie auch mit aggressiven Interaktionen
berichtet (Landgraf et a., 1995; Ferguson et a., 2002; Bielsky et al., 2004; Lim und Y oung, 2004,
Wersinger et d., 2004; Bielsky et al., 2005; Ferris et d., 2006). Der Einfluss von AVP auf die
Stressreaktion, auf Angststdrungen und Depression wurde in den letzten Dekaden sowohl in Human
as auch Tierstudien gezeigt (Gold et a., 1978; Raskind et a., 1978; Landgraf, 2006). In depressiven
Patienten wurden neben einer Erhéhung der Zellzahl von CRH-exprimierenden Zellen im PVN auch
vermehrt AVP-(ko)exprimierende Zellen gefunden (Raadsheer et d., 1994; Purba et a., 1996).
Gesunde Probanden haben erhthte AVP-Plasmakonzentration nach Behandlung mit anxiogenem
Cholezystokinin (Abelson 2001). In Tierexperimenten wurde einerseits eine erhdhte AV P-Expression
im PVN vor alem nach chronischem und/oder sozialem Stress gezeigt (De Goeij et a., 1992; Wotjak
et a., 1996; Albeck et a., 1997, Nakase et a., 1998) und andererseits, dass ein erhdhtes
Angstverhalten sowie eine verstarkte HPA-AchsenAktivitdt mit dem AVP-Gehat im PVN
zusammenhangen (Appenrodt et al., 1998; Bhattacharya et al., 1998; Landgraf et al., 1998; Wigger et
a., 2004). Auchim Septum hat sich AVP in verschiedenen Studien als anxiogen erwiesen (Landgraf
et a., 1995; Engelmann et al., 1996; Liebsch et a., 1996). Des Weiteren wurde die anxiolytische wie
antidepressive Wirkung von V 1aR- und V 1bR-Antagoni sten sowie eine veranderte Emotionalitét und
HPA-AchsentAktivitéat in AVP Rezeptor-knockout-Tieren berichtet (Griebel et a., 2002; Guillon et
a., 2004; Tanoue et a., 2004; Wersinger et a., 2004).

Basierend auf den molekularbiologischen und genetischen Unterschieden des AVP-Systems
im HAB/LAB-Rattenmodell war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, durch gezielte Manipulationen
dieses Systems deren Auswirkungen sowohl auf das Verhaten, die HPA-Achse, die Kognition as
auch auf das Expressionsmuster von AV P selbst zu studieren.

Folgende Fragestellungen sollten dabei bearbeitet werden:

(1) Zeigen Tiere mit genetischer Préadisposition zu hyperéngstlichem Verhaten und einer damit
einhergehenden Verdnderung im AV P-System neben komorbid depressionsahnlichem Verhalten
auch andere pathol ogische Phénotypen, die Psychopathol ogien widerspiegeln?

(2) Kann das angst- und depressionsbezogene Verhalten sowie die Kognition von HAB-, LAB- und
NAB-Ratten durch Manipulation des AVP-Sysems im PVN und Septum auf
molekulargenetischer Ebene beeinflusst werden?

(3) FErklart die Mutation im AVP-Gen von HAB-Ratten in transgenen Tieren bzw. einer frei
segregierenden  F2-Generation hinreichend das hyperdngstliche als auch das komorbid
depressionsdhnliche Verhalten der Tiere?

13
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[l. Material und Methoden

Versuchstiere und Haltung

Alle in vorliegender Arbeit verwendeten HAB- und LAB-Ratten wurden am Max-Planck-
Ingtitut fr Psychiatrie gezlichtet. Kommerziell erwerbbare Wistar-Auszuchtratten (normal anxiety-
related behavior, NAB) stammten von Charles River (Sulzfeld, Deutschland) und wurden mehr as 2
Wochen vor Beginn des Experiments angeliefert. Alle Tiere wurden bis zu den Experimenten in den
Tierhatungsréumen des Max-Planck-Instituts fir Psychiatrie unter Standardbedingungen gehalten (12
h-Hell/DunkelRhythmus, Licht-An um 6:00 Uhr, 21 + 2 °C Raumtemperatur, ca 55 %
Luftfeuchtigkeit, freier Zugang zu Wasser und Standard-Zuchtfutter). Tiere, die im Verlauf der Arbeit
as HAB oder LAB bezeichnet werden, haben in der Standard-elevated plusmaze-Testung, im Alter
von zehn Wochen, die erforderlichen Kriterien erfillt, wobei HAB-Ratten weniger as 10% der
Versuchszeit und LAB-Ratten mehr als 40% der Versuchszeit auf den offenen Armen der elevated
plusmaze verbracht haben (Liebsch et a., 1998b). Soweit nicht anders angegeben, wurden die
Versuchstiere am Tag 21-24 nach ihrer Geburt von der Mutter getrennt, in Gruppen von 25 Tieren
gehalten und wiesen ein Adultgewicht von 340 + 15 g auf, das zwischen den verglichenen Gruppen
nicht unterschiedlich war.

In alen Experimenten wurden die Versuchstiere unterschiedicher Linien oder
Behandlungsgruppen in gemischter Reihenfolge und verblindet unter Verwendung einer Kodierung
getestet. Die Versuche fanden, wenn nicht anders angegeben, zwischen 9 und 13 Uhr statt.
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Verhaltenstests

Elevated plusmaze-Test (EPM)

Der elevated plusmaze (EPM)-Test basiert auf der unkonditionierten Verhaltensreaktion des
Tieres in einer Konfliktsituation zwischen angeborener Neugierde zur Exploration neuer Areale und
der ebenso angeborenen Angst vor erleuchteten und erhdhten Flachen (Pellow et al., 1985; Liebsch et
al., 1998b). Die EPM bestand aus vier kreuzférmig angeordneten Plattformen (50 x 10 cm), die 73 cm
Uber dem Boden angebracht waren (Abb. 2). Zwei gegentberliegende Arme dieses Kreuzes hatten an
den Seiten jewells 38 cm hohe graue Wande (geschlossene Arme), wohingegen die Kreuzungszone
(10 x 10 cm; Plattform) und die beiden weiteren Arme keinerlel seitliche Begrenzung hatten (offene
Arme, OA) (Abb. 1). Des Weiteren wurden die geschlossenen Arme mit Rotlicht (durchschnittlich 30
Ix), die OA zur Verstarkung des Aversivitéis-Unterschieds (Pereira et al., 2005) mit Weildlicht
(durchschnittlich 150 Ix) beleuchtet. Die gesamte Konstruktion wurde von einem graurbraunen
Vorhang umgeben und vor jeder Testung sorgféaltig mit detergenthaltigem Wasser gesdubert. Das
Versuchstier wurde bei Testbeginn auf die zentrae Plattform mit Blickrichtung in einen
geschlossenen Arm auf die EPM gesetzt und das Verhaten fur 5 min unter Zuhilfenahme einer
Kameravorrichtung, die Uber der EPM angebracht war, aufgezeichnet. Die Auswertung erfolgte
zeitgleich mit oder nach der Testung mittels Videoanalyse durch einen gelibten Beobachter und ein
Computerprogramm (PLUSMAZE, Scheidemann, Deutschland). Dabei wurden folgende Parameter
erhoben bzw. automatisch errechnet:

- Vewelldauer in den jewells offenen bzw. geschlossenen Armen (beide Vorderpfoten und
Schultergirtel in einem der offenen bzw. geschlossenen Arme),

- prozentual in den OA verbrachte Zeit (relativ zur in alen Armen verbrachten Zeit),

- Anzahl der Eintritte in die offenen bzw. geschlossenen Arme (beide Vorderpfoten und
Schultergirtel in einem offenen bzw. geschlossenen Arm),

- prozentuale Anzahl der Eintritte in die OA (relativ zu den Eintritten in ale Arme),

- Anzahl der vollen Eintritte in die OA (ganzer Korper (bis Schwanzwurzel) in einem OA).

Der inverse Hauptparameter zur quantitativen Erfassung des Angstverhaltens ist die
prozentua in den OA verbrachte Zeit (%0Zeit auf den OA). Als Mal’ fir Lokomotion wurde auf der
EPM aul3erdem die Anzahl der Eintritte in die geschlossenen Arme vaidiert (Pellow et a., 1985;
Hogg, 1996; Liebsch et ., 1998b).

Forced swim-Test (FS)

Der forced swimTest (FS) ist fur die Ratte ein sowohl stark physischer wie auch psychischer
Stressor, in dem eine eher aktive oder passive Stressbewdtigungsstrategie as Indikator for
depressionsdhnliches Verhaten gilt (Porsolt et a., 1979; Liebsch et a., 1998Db). Die Testungen fanden
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in einem zylindrischen Plexiglastank (50 cm hoch, 30 cm Durchmesser) statt, der mit Wasser (22 °C)
bis auf etwa 35 cm gefillt war (Abb. 3). Das Versuchstier wurde fir 10 min ins Wasser gegeben und
das Verhalten mit einer Videokamera aufgezeichnet. Nach der Testung wurde das Tier mit einem

Handtuch getrocknet.
Folgende Parameter wurden mit dem Computerprogramm EVENTLOG (Event recorder
V1.0, R. Henderson, Deutschland, 1986) von einem gelibten Beobachter erhoben:
- struggling-Dauer (starkes Bewegen der vier Extremitéten; Kletterbewegung),
- swimming-Dauer (ruhiges Schwimmen und Tauchen),
- floating-Dauer (immobiles,, Sich-treiben-lassen”; leichte Steuerbewegungen unberiick-sichtigt),
- Latenz bis zum ersten floating.

Abhildung 3.

Forced swir-Test.
YVersuchsdurchfihrung  des
Tests in einem zylindrischen
Flexiglastank, der it
Wasser (22 °C) geflllt war.
Feprasentative  Abbildung
der (&) aktiven (sfrugging)
und (B) passiven (fioating)
Stresshewaltigungsstrategie
der Hatten.

Die struggling-Dauer wurde as Mal3 fur aktives Fluchtverhaten, die floating-Dauer as
passiver, depressionsahnlicher Verhaltensparameter (behavioral despair) betrachtet. Die Latenz zum
ersten floating war Indikator des Einsetzens einer passiven Stressbewdltigungsstrategie (Porsolt et al.,
1979; Liebsch et d., 1998b).

Ultraschallvokalisations-Test (USV)

Um Angstparameter in Jungtieren zu messen, wurden Vokaisations-Laute von 11 Tage aten
Ratten im Ultraschallbereich (40 kHz) wahrend einer S5mindtigen Einzelseparation von der Mutter
untersucht. Lokomotionsunabhangig weisen angstlichere Jungtiere eine hohere Ruffrequenz auf (Fish
et d., 2004; Brundli, 2005). Mit Hilfe eines Richtmikrofons (Mini-3 Bat-Detector, Ultrasound
Advice, Grofdritannien), das sich ca. 15 cm Uber einer Glaspetrischale (Abb. 4; Durchmesser 15 cm,
durch ein Wasserbad auf konstant 19 °C gekihlt; Shair et a., 2003)) befand, wurden die
Ultraschallvokalisations-Laute in das humane Horspektrum projiziert, mit einem Recorder (Sony
WM-DC, Japan) aufgezeichnet und spéter von einem gelibten Experimentator als Rufe pro 5
mindtiger Testdauer mit EVENTLOG ausgewertet.
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Als Mal} fur die Lokomotion des Versuchstiers wurden dessen Linienibertritte innerhalb
eines auf der Schalenunterseite aufgezeichneten Rasters (Quadrate zu 4x4 cm) wahrend der ersten 4
Testminuten erhoben. Nach der Testung wurde das Jungtier markiert und zur Mutter zurlickgesetzt.

Fichtmikrophon

; ' | %
= e -""!_-:-..H

1,"“2.

Abhildung 4.

Ultraschallvokalisations-Test.
Wersuchsdurchfihrung mit einem 11 Tage
alten Jungtier in einer Glas-Fetrischale, die
durch ein ‘“asserbad auf 18 °C temperiert
wurde. Die Vokalisationslaute wurden per
Richtmikrophon detektiert. Die Lokomaotion 4
widrde als LinienGbertritte innerhalb des an Fetrischale mit
der Eodenunterseite aufgezeichneten Racter

Fasters guantifiziert. i

Elevated platform-Exposition (EPF)

.

Die elevated platform (EPF)-Exposition stellt einen milden Stressor dar und ist mit der open
armExposition (auf ausschlieldich einen OA der EPM beschrankte Exposition) vergleichbar
(Neumann et a., 2000). Die Plattform hat einen Durchmesser von 15 cm und befindet sich in einer
Hohe von 35 cm (Abb. 5). Unabhéngig von einer zurtickzulegenden Wegstrecke wird somit das
Explorations- bzw. Angstverhalten der Tiere erfasst. Nach der sorgféltigen Sduberung mit
detergenthaltigem Wasser wird das Versuchstier fir 10 min auf die Plattform gesetzt. Als inverser
Verhatensparameter im Formenkreis Angst wurde die Anzahl der headdips (Absenken des Kopfes
unter die Plattformoberflache) von einem gelibten Beobachter zeitgleich oder mittels einer
Videoaufzeichnung post hoc mit EVENTLOG analysiert.

Ahbildung 2.

Flevated platfiorm-Test.
Wersuchsaufbau der Plattform
und reprasentative Abbildung
eines  headdios  (Absenken

des  Kopfes unter die
Flattfformaoberflache).
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Social Discrimination-Test (SDis)

Der social discrimination (SDis)-Test wurde 1995 von Engelmann et a. (1995) in unserem
Labor etabliert, um die Lern- und Gedéchtnisfahigkeiten von adulten Mannchen im sozialen Kontext
studieren zu konnen. Dazu wurde in den Heimkéfig eines einzeln gehaltenen adulten Versuchstiers
ein unbekanntes Jungtier 1 (21-30 Tage dt) gegeben, das fir 4 min durch das Adulttier exploriert
werden konnte (Abb. 6). Nach einem vorgegebenen Interexpositionsintervall (1EI) wurde erneut das
bekannte Jungtier 1 zusammen mit einem noch unbekannten Jungtier 2, das im gleichen Alter war,
aber aus einem anderen Wurf as Jungtier 1 ssammte, fir 4 min zur Exploration durch das adulte
Versuchstier in den K&fig gegeben. Die Dauer des explorativen Verhatens (direktes Beschnuppern)
der Versuchsratte gegentiber dem jewelligen Jungtier wurde in beiden Expositionen von einem
gelibten Beobachter mit Hilfe von EVENTLOG bestimmt. Alle Versuche wurden zu Beginn der
taglichen Dunkelphase, ca. 1 h nach Licht-Aus, im Dammerlicht durchgefiihrt.

Abhildung &.
Social discrminafion-Test.

Feprasentative Abhildung der Exploration
eines 21-30 Tage alten Jungtiers durch die
adulte Yersuchsratte mittels anogenitalen

Wy "" Beschnupperns.

Die Zeit der Erstexposition wurde gemessen, um unspezifische Effekte, die das investigative
Verhalten der Tiere supprimieren kénnten, auszuschlief3en. Explorierte das adulte Tier in der zweiten
Exploration das neue Jungtier 2 langer als das bekannte Jungtier 1, wurde dies als Parameter fir die
soziale Gedéchtniskapazitét des Versuchstiers zum Wiedererkennen und Unterscheiden der Jungtiere
angenommen (Engelmann et a., 1995).

Social defeat-Exposition (SD)

Die social defeat-Exposition (SD) sellt einen starken emotionalen Stressor fur das
Versuchgtier dar, das as Eindringling (intruder) in fremdes Territorium den Angriffen und der
erzwungenen Unterwerfung durch eine dort heimische, dominante Ratte (resident), ausgesetzt wird
(Miczek, 1979; Heinrichs et d., 1992).

Die forcierte Niederlage des intruder wurde herbeigefiihrt, indem das Versuchstier in den
Heimké&fig des resident gesetzt wurde (Abb. 7; Plexiglas, 35 cm x 37 cm, 22 cm foch). Um das
Aggressionsverhalten gegentiber dem intruder zu verstérken, wurden die in diesem Experiment
verwendeten residents (n = 8) regelmaldig in ihrem Heimk&fig mit jingeren, unterwirfigen Ménnchen
konfrontiert und zusammen mit einem Weibchen gehdten (Flannelly und Lore, 1977; Albert et a.,
1992). War eine Attacke erfolgt oder zeigte der intruder unterwirfiges Verhdten (Grant und
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Mackintosh, 1963), wurde die Interaktion unterbrochen, indem ein Maschendrahtgitter zwischen
intruder und resident eingesetzt wurde. Nach 1 min wurde die Abtrennung nochmals entfernt und eine
zweite Attacke bzw. Unterlegenheitshaltung abgewartet, woraufhin die beiden Opponenten wieder
durch das Gitter getrennt wurden. Der intruder war dem resident somit fir weitere physische
Attacken entzogen, es bestand jedoch visueller, olfaktorischer und auditiver Kontakt. Der intruder
verblieb nun fur weitere 30 min im Ké&fig des resident. Wahrend der Exposition wurde im
Minutenabstand das Vorkommen von Ultraschallvokalisation (USV) im Bereich von 20-30 kHz (mit
Mini-3 Bat-Detector, Ultra Sound Advice, Grof3britannien) gemessen (van der Podl und Miczek,
1991). Ebenso wurde das Verhdten des intruder (freezing (Immobilitét)) und rearing
(Mannchenposition mit vom Boden abgehobenen Vorderpfoten)) und des resident (Drohen in
Richtung intruder) einmal pro Minute von einem gelibten Beobachter analysiert. Anschlief3end wurde
der intruder dem K&fig des resident entnommen und in seinen Heimka&fig zurlickgesetzt.

Trenngitter

A)

Resident "

Resident

Abhildung 7. Socia! defeat-Exposition.

A) Heprasentative Abbildung der untersiirfigen Haltung des Eindringlings {infruder)
nach der Unterswerfung durch den residert.

B) Darstellung der Yersuchstiere nach Trennung durch ein Maschendrahtgitter mit
freezing-YVerhalten des infrudger sowie Drohgebarde des resident.

Dark-light box-Test (DaLi)

Ahnlich dem EPM-Test basiet die Dark-light box (Dali)-Exposition auf dem
unkonditionierten Konflikt zwischen dem Trieb zu Exploration einer neuen Umgebung und der
Vermeidung von offenen, hell erleuchteten Arealen (Hascoet et al., 2001). Dementsprechend war die
Testapparatur in ein dunkles und eine helles Areal unterteilt (Crawley und Goodwin, 1980). Die
beiden Bereiche waren durch eine kleine, an Boden befindliche mittige Offnung (7,5 x 7,5 cm)
verbunden (Abb. 8). Boden (27 x 36 cm) und Wande (27 cm hoch) des dunklen Bereichs waren
schwarz und mit Rotlicht (70 Ix) beleuchtet, wahrend Boden (54 x 36 cm) und Wande (27 cm hoch)
des hellen Areals weil3 waren und mit Weilllicht hell beleuchtet (350 Ix) wurden. Die gesamte
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Bodenflache war durch 0,5 mm starke Vertiefungen in Quadrate (9 x 9 cm) untertellt.
Definitionsgemal? umfasste die innere Zone des weil3en Aredls dle Quadrate, die nicht wandstandig
waren. Zu Beginn der 5minitigen Testung wurde das Versuchgtier in den schwarzen Bereich der
gereinigten Apparatur mit Gesicht zur Wand gesetzt (Henniger et a., 2000). Das Verhalten der Ratte
wurde per Kamera aufgezeichnet und anschlief3end wurden folgende Parameter von einem gelibten
Beobachter erhoben:

- Verwelldauer im hellen Area (beide Vorderpfoten und Schultergiirtel im hellen Bereich),

- Verwelldauer in der inneren Zone des hellen Areals (beide Vorderpfoten und Schultergirtel im

jewelligen Bereich),
- Anzahl der rearings im dunklen Areal pro dort verbrachter Minute,
- Anzahl der LinienUbertritte im dunklen Areal pro dort verbrachter Minute.

Abhildung 8. Dark-fight box-Test.
Durchtrittséffnung Die Testapparatur hestand aus eine
dunklen und hellen Areal, die Ober eine
Durchtrittsaffnung werbunden waren und
it EiNEM Bodenraster zur
Lakomationserfassung versehen waren.

dunkles Areal helles Areal

Alsinverser quantitativer Hauptparameter fir Angst wurde die Verweildauer im hellen Areal
evaluiert. Die Lokomotion wurde durch die prozentuale Anzahl der Linientbertritte im dunklen
Bereich erhoben.

Verhalten im Heimkéfig

Das Verhalten der Ratten in ihren Heimké&figen wurde eine Stunde vor und eine nach Licht-
Aus beobachtet. In der Dunkelphase wurde der Raum durch Rotlicht beleuchtet. Die Tiere wurden
jeweils zweima wahrend der ersten und zweiten Observations-Phase mit einem Intervall von 20 min
beobachtet (Henniger et a., 2000). Zu jedem Zeitpunkt wurden folgende Parameter direkt
verzeichnet: kdmpfen, defensives Verhaten, drohen, soziales Putzen, rearing, schniffeln, graben,
selbstputzen, schlafen/ruhen, fressen/saufen. Da die Tiere in Gruppen (2 bis 4 Tiere pro K&fig)
gesessen hatten und damit keine individuelle Erkennung moglich war, wurde pro Zeitpunkt das
prozentuake Verhalten zu allen beobachteten Verhalten pro Kafig ermittelt. Aus diesen wurde Uber die
vier Beobachtungszeitpunkte das Verhalten im Mittel der jeweiligen Gruppe errechnet (K&fig hierbei
n=1).
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Trinkverhalten
Die Flussigkeitsaufnahme eines Versuchstiers wurde bestimmt, indem die Gewichtsdifferenz
einer Standard-Trinkflasche (300 ml), die anfangs mit 290 + 10 ml FlUssigkeit gefillt war, Uber ein
bestimmtes Zeitintervall ermittelt wurde. Ein Gramm Gewichtsabnahme wurde dabei als 1 ml
Flussigkeitsaufnahme angenommen. Beim Einlegen und Herausnehmen der Flaschen wurde auf
moglichst geringen Flussigkeitsverlust geachtet. Bei Gruppenhatung (Projekt 2 D) wurde die
Trinkmenge zur Gruppengrofie relativ gesetzt (K&fig hierbei n = 1).

I nvasive M ethoden

Blutgewinnung durch mehrfache Blutentnahme per Jugularvenenkatheter

Um den Verlauf des Stresshormongehalts tber die Zeit erfassen zu konnen — ohne zu starke
Beeinflussung des Versuchstiers —, wurden Ratten vier Tage vor dem Experiment mit einem
Jugularvenenkatheter versehen (Remie et al., 1990). Unter laufender Hal othannarkose (Halothan BP,
Willy Risch Hospital Vertriebhs GmbH, Boblingen, Deutschland) wurde die Vena jugularis im rechten
Brustbereich freigelegt und minimal angeschnitten. Das Silikon-Stlick eines zweigliedrigen Katheters
(Silikonschlauch (4,5 cm): Innendurchmesse: 0,025 inch, Aufendurchmesser: 0,047 inch, Dow
Corning, USA; Polyethylenschlauch (PE, 13 cm) 50, SIMS Portex Ltd., U.K; verbunden mit Hilfe
von Rotihistol (Carl Roth GmbH& Co, Karlsruhe, Deutschland)) wurde nun rostral in das rechte
Atrum eingeschoben und mit sterilem Faden (SUPRAMID, Hauptner, Solingen, Deutschland)
befestigt. Vor der Implantation wurde der Katheter Gber Nacht in 70%igen Alkohol gelegt, dann mit
steriler NaCl-L 6sung (0,9%, Baxter Deutschland GmbH, Unterschlei3heim, Deutschland) gesplilt und
mit heparinisierter NaCl-Ldsung (0,6 Vol% Heparin-Natrium, ratiopharm, Ulm, Deutschland) gefillt.
Mit Hilfe eines Subcutanstechers wurde das PE-Ende des Katheters nach dorsal in den Nackenbereich
des Tiers freigelegt und nach Injektion von 0,3 ml Gentamycin-Losung (1,8 Vol% Gentacur,
Centravet, Bad Bentheim, Deutschland) verschlossen.

Zuletzt wurde die ventrale Wunde mit sterilen Wundklammern verschlossen, mit Jod
desinfiziert und das Tier einzeln in einen Experimental kéfig aus Plexiglas (Hohe 35 cm, Breite 37 cm,
Tiefe 22 cm) gesetzt.

Eineinhalb Stunden vor Versuchsbeginn wurde der nackenstandige Katheter Uber einen PE
50-Schlauch mit einer 1 mi-Spritze (Omnifix-F, B. Braun, Melsungen AG, Mesungen, Deutschland,
gefullt mit heparinisierter NaCl-Ldsung) verbunden und gesptilt. Enthommene Blutproben wurden in
1,5 ml Probenréhrchen gegeben, die mit Ethylendiamintetraessigsaure-Beschichtung versehen (EDTA
1000 A PP; Kabe Labortechnik GmbH, Niumbrecht-Eisenroth, Deutschland) und vorab mit 10 pl
Trasylol (Bayer Vital, Leverkusen, Deutschland) prépariert waren. Diese wurden wéahrend des
Versuchs auf Eis gelagert und anschliefiend 5 min mit 4000 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Das
entnommene Blutvolumen beruhte auf der bendtigten Plasmamenge fur die zu bestimmenden

21



Manipulation des AVP-Systems in HAB-, LAB- und NAB-Ratten

Substanzen und wurde mit steriler NaCl-L 6sung substituiert. Plasma-Aliquote wurden fir die Analyse
von ACTH (50 pl) und CORT (10 pl in 1,4 ml 1 M PBYS) bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C
aufbewahrt.

Blutgewinnung aus Dekapitationsblut

Zur einmaligen finalen Untersuchung stressbezogener HPA-Achsen-Aktivitdt wurde das
Versuchstier direkt im Anschluss an die Stressor-Exposition nach Inhalation einer letalen Uberdosis
Halothan dekapitiert und Dekapitationsblut in 1,5 ml Probenréhrchen aufgefangen. Die mit
Ethylendiamintetraessigsdure-Beschichtung versehenen und vorab mit 10 pl Trasylol préparierten
Réhrchen wurden auf Eis gelagert und anschlief?end 5 min mit 4000 rpm bei 4 °C zentrifugiert.
Plasma-Aliquote wurden fur die Analyse von ACTH (50 pl) und CORT (10 pl in 14 ml 1 M
Phosphatpufferldsung) bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.

Akute Substanzapplikation per Glasfaserkanule

Eine einmalige, punktgenaue intrazerebrale Applikation von Substanzlosung erfolgte per
Glasfaserkaniile unter laufender Halothannarkose. Nach punktueller Offnung des Schadels wurde eine
Glasfaserkaniule mittels eines stereotaktischen Apparats (Typ 51600, TSE GmbH, Bad Homburg,
Deutschland) auf vorher ermittelte Koordinaten ins Gehirnparenchym eingefihrt. Dies erfolgte unter
einem vorher festgesetzten Winkel, um eine Verletzung
des Snus sagittalis zu vermeiden. Die Glasfaserkaniile

Polyethylen- L E |

(Abb. 9) war, eingeklebt in eine Injektionskanile (25 G, < chlanch 4
B. Braun Mesungen AG, Melsungen, Deutschland), Uber

einen Polyethylenschlauch (Innendurchmesser: 0,40 mm,

Aulendurchmesser: 0,80 mm, SIMS Portex Ltd., U.K.) an CGlasfaser

eine 5 pl-Glasspritze (Hamilton, Bonaduz AG, Bonaduz,

Schweiz) angeschlossen, die 0,1 pl-genaue Injektionen 25 G Kaniile

erlaubte. Die intraparenchymale Substanzapplikation von Kleber-

1 l erfolgte iiber einen Zeitraum von ca. 3 min. Die  versiegelung 49
Kanile verblieb fir weitere 30-60 sec am Applikationsort,
um enen Uberdruckbedingten Substanzriickfluss durch |
den I njektionskanal zu minimieren. Nach |
Substanzapplikation wurde die Hautwunde verndht, mit Abhildung 9. ’
Jod desinfiziert, Depot-Antibiotikum (0,03 ml Schematische Darstellung des
Tardomyocel, Bayer AG, Deutschland) sub cutan &'Sﬁﬁaﬁiﬂ?ﬁﬁﬁ”fggﬁﬁf_m
appliziert und das Tier in enen Experimentalk&fig einzeln

gesetzt.
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Basierend auf einem stereotaktischen Hirnatlas (Paxinos & Watson, 1986) wurden
aufgefiihrte Koordinaten und Winkel verwendet. Das Bregma galt as Bezugspunkt in der anterior-
posterioren sowie medio-lateralen Achse. Die Schéadel oberfléche diente als dorso-ventrale Referenz.

Projekt B 1.2: laterales Septum bilateral: 0,2 mm anterior, £2,0 mm lateral, 6,5 mm ventral; 20°
vertikal;
Projekt B 2.3: PVN bilatera: 1,4 mm posterior, £1,7 mm lateral, 8,5 mm ventral; 10° vertikal

Implantation einer Flhrungskanule

FUr eine repetitive, punktgenaue intrazerebrale Applikation von Substanzlsungen wurde das
Versuchstier mit einer Flihrungskantile versehen, die eine exakte Injektionsokalisation ermoglichte.
Vier Tage vor Durchfiihrung des jeweiligen Experiments erfolgte die Implantation unter laufender
Halothannarkose. Nach punktueller Offnung des Schadels wurde eine Fiihrungskaniile (21 G, Lange
12 mm) mittels eines sereotaktischen Apparats (Typ 51600, TSE GmbH, Bad Homburg,
Deutschland) auf vorher ermittelte Koordinaten ins Gehirn eingefihrt. Zur Stabilisierung wurde die
Fuhrungskanile mit zwei Stitzschrauben, die in die Schédeldecke eingedreht waren, durch
Zahnzement (Kallocryl CP-GM rot, Katpolymerisat; SPEKO — Dr. Speier GmbH, Minger,
Deutschland) verbunden und mit einem Stylet
(angepasste 21 GKanile) versehen, um einem
gerinnungsbedingten Verschluss vorzubeugen.

Eiih Zahn- Die Hautwunde wurde mit Jod desinfiziert,
thrungs-

- zement Depot-Antibiotikum (0,03 ml Tardomyoce!) sub
Schadeal: cutan appliziet und das Tier in einen

oberflache = Experimentalk&fig einzeln gesetzt.

Basierend auf einem stereotaktischen
Injiziertes Hirnatlas (Paxinos & Watson, 1986) wurden
Hirnparenchym aufgefihrte  Koordinaten  und ~ Winkel
verwendet. Das Bregma galt als Bezugspunkt in
Abbildung 10. _ . der anterior-posterioren sowie medio-lateralen
oot T B o ST, Achse.Die Sceckloberlche iete s dors>

applikation  per  Glasfaserinjektionssystem ventrale Referenz.
(nach Meurnann, 2000).

Projekt B 1.1: BNST bilaterd: 0,4 mm posterior, +2,6 mm laterd, 4,1 mm ventral (+3 mm
Fuhrungskanile); 10° vertikal.

Projekt B 2.1: PVN bilateral: 1,3 mm posterior, +1,7 mm latera, 59 mm ventral (+3 mm
Fuhrungskanile); 10° vertikal.

Projekt B 3.1: Ventrikel unilateral: 0,6 mm anterior, 1,6 mm lateral, 1,8 mm ventral (+3 mm
Fihrungskantile); 0° vertikal.
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Die repetitive, intraparenchymale Silikon-
Applikation per Glasfaserkanile erfolgte schlauch
entsprechend dem Protokoll der akuten

Applikation unter Narkose. Hierzu wurde das Flhrungs-
kaniile

Versuchstier aus dem Ké&fig genommen, mit
Hilfe eines Handtuchs moglichst stressfrei  Schédel-
immobilisiert, die Glasfaserkaniile eingefiuhrt Oberflache
und das Medium injiziert (Abb. 10).

Die intracerebroventriculare (icv) 25 G Kaniile
Applikation erfolgte per Infusionskanile

(Abb. 11; 25 G), die Uber enen ; ;
. . Abhildung 11, Schematische Darstellung
Polyethylenschlauch an eine 5 pl-Glasspritze der implantierten  Fohrungskanole  zur

angeschlossen war. mehrfachen Substanzapplikation per 25 G
K.andle (nach Meumann, 2000).

Mikrodialyse des PVN

Zum durchgehenden intrazerebralen Verfolgen von akut freigesetzten Neurotransmittern
bzw. -modulatoren am wachen und frel beweglichen Tier wurde die Probennahme per Mikrodialyse
als Methode der Wahl etabliert (Parsons und Justice, 1994). Zwei Tage vor Durchfihrung der
Mikrodialyse erfolgte die Implantation unter laufender Halothannarkose. Nach punktueller Offnung
des Schadels wurde eine Uformige Sonde (Abb. 12; Didysemembran: Hemophan GFS Plus 16,
Gambro Diaysatoren GmbH & Co., Hechingen, Deutschland, Durchmesser < 18 kDa; Durchlassrate
2 % in vitro, nach Ludwig und Landgraf (1992)) mittels eines stereotaktischen Apparats (Typ 51600,
TSE GmbH, Bad Homburg, Deutschland) auf vorher ermittelte Koordinaten in das Gehirn eingeftihrt.
Zuvor war die Mikrodidysesonde mit Ringers Losung (B. Braun Mesungen AG, Mesungen
Deutschland) gespult worden und wurde nun mit zwei Schlauchen (PE 20; Karmann & Drall,
Munchen, Deutschland, 6 und 8 cm) versehen. Zur Stabilisierung wurde die Sonde mit zwei
Stitzschrauben, die in die Schédeldecke eingedreht waren, durch Zahnzement verbunden. Die
Hautwunde wurde mit Jod desinfiziert, Depot-Antibiotikum (0,03 ml Tardomyocel) sub cutan
appliziert und das Tier in einem Experimenta kéfig aus Plexiglas (Hohe 35 cm, Breite 37 cm, Tiefe 22
cm) einzeln gehalten.

Basierend auf einem stereotaktischen Hirnatlas (Paxinos & Watson, 1986) wurden
aufgefiihrte Koordinaten und Winkel verwendet. Das Bregma galt as Bezugspunkt in der anterior-
posterioren sowie in der medio-lateralen Achse. Die Schédeloberflache diente als dorso-ventrale
Referenz.

Projekt A 6.  PVN unilateral: 1,3 mm posterior, 1,7 mm lateral, 8,5 mm ventral; 10° vertika
Projekt B 1.2: laterdes Septum unilateral: 0,2 mm anterior, £2,0 mm lateral, 6,5 mm ventra; 20°
vertikal.
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vy Dialyseflissigkeit

Fahnzement
Dialysat .
Stitzschraube
Schadeloberflache ——<S i .
T 25 G Kanile
; Dialysiertes
Dialysemembran \\@ Hirnparenchym

Ahhildung 12, Schematische Darstellung eines Mikrodialyse-Systems (nach A Wigger).

Die Probennahme bzw. Substanzapplikation erfolgte mittels einer Mikroinfusionspumpe (E
540220, TSE GmbH, Bad Homburg, Deutschland) mit 2,5 ml Spritzen (Hamilton, Bonaduz AG,
Bonaduz, Schweiz), welche mit Ringers Lésung gefiillt waren. Uber einen PE 20-Schlauch wurden
die Spritzen mit der Mikrodiaysesonde des Tieres verbunden. Die Pumpe hatte eine Durchflussrate
von 3,3 pl / min, was zu einem Probenvolumen von 100 pl / 30 min fahrte.

Vor jedem Experiment war die Sonde fir eine Stunde pré&-perfundiert worden. Anschlief3end
wurden entsprechend dem Versuchsplan jeweils in 30 min-Intervallen Proben fir die Bestimmung
von Neurotransmittern bzw. -modulatoren in einem Tube (Safe-Lock 1,5 ml, Eppendorf-Netheler-
Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland), versehen mit 10 ul 0,1 N HCI-L 6sung, aufgefangen und sofort
auf Trockeneis eingefroren. Nach zwei basalen Abnahmen wurde das Tier dem jeweiligen Stressor
exponiert und die dritte Probe gesammelt. Danach wurden zwei weitere post-Stress-Proben
abgenommen.

Nach dem Versuch wurde das Tier unter Halothannarkose get6tet, dekapitiert und das Gehirn
entnommen, um durch histologische Préparation die Lokalisation der Sonde zu verifizieren.

Analytik und Histologie

Histologische L okalisationskontrolle
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Zur histologischen Verifikation der korrekten Lokalisation der Fihrungskantle bzw.
Mikrodialysesonde wurden die Tiere nach Beendigung der entsprechenden Versuche mit einer
Uberdosis Halothan getétet, dekapitiert und die Gehirne entnommen. Von den unmittelbar nach der
Entnahme in 2Methylbutan (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) tiefgefrorenen Gehirnen
wurden mittels eines Kryostat (HM 500 O; Microm, Walldorf, Deutschland) 25 pm dicke
Koronalschnitte der betreffenden Hirnregion angefertigt. Diese wurden auf Objekttréger
aufgenommen und mit 0,5 % Kresylviolett (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
gefarbt (Abb. 13). Die korrekte Lage der Kanlle wurde unter dem Binokular von einem gelibten
Experimentator verifiziert.

L " s

Abhildung 13, Eeprasentative Abhildung eines koronalen Hirnschnitts von 25 um
Dicke, gefarbt mit Kresylviolett.

Die korrekte Lokalisation von Kandle bzw. Mikrodialysesonde war an der durch die
Injektion hervorgerufene Lasion erkenntlich. 3% 3. Ventrikel, optM optischer MNery

In situ-Hybridisierung (1SH)

Diein stu-Hybridisierung (ISH) einer bestimmten mRNA mit einer fir sie hochspezifischen,
radioaktiv markierten Sonde diente der quantitativen Erfassung der momentanen Expression dieser
MRNA innerhalb eines definierten Gebiets eines Gehirnschnitts. Dazu wurden die zu untersuchenden
Tiere mit einer Uberdosis Halothan getotet, dekapitiert und die Gehirne entnommen. Von den
unmittelbar nach der Entnahme in 2-Methylbutan (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
tiefgefrorenen Gehirnen wurden mittels eines Kryostat (HM 500 O; Microm, Walldorf, Deutschland)
unter Gefrierbedingungen (-20 °C) 14 um dicke Koronalschnitte der betreffenden Hirnregion
angefertigt, auf Objekttrager aufgenommen und bis zur weiteren Bearbeitung bei -20 °C aufbewahrt.

Vor der Hybridisierung der AVP mRNA wurden die Schnitte aufgetaut, luftgetrocknet und
durch Waschen in einer Alkoholreihe mit einem Chloroform-Zwischenschritt entfettet und dehydriert
(2 min 70 % Ethanol, 1 min 80 % Ethanol, 2 min 95 % Ethanol, 1 min 100 % Ethanol, 4 min
Chloroform, 1 min 100 % Ethanol, 1 min 95 % Ethanol). Zur Markierung von AVP mRNA wurde
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eine hochspezifische, 48 Basen lange Oligodeoxynukleotid-Sequenz (ODN) verwendet, die den
letzten 16 Aminosduren des Glykoproteins komplementér ist (5' ggg ctt ggc aga atc cac gga ctc ttg tgt
ccc age cag ctg tac cag; (Ivell und Richter, 1984; Wigger et a., 2004). Die ODNs wurden unter
Verwendung einer terminaen Transferase (Bohringer, Deutschland) mit [35S]-ATP (NEN DuPont,
Deutschland) markiert und durch tRNA-Prézipitation (Sigma, Deutschland) gereinigt. Die in einer
Hybridisierungs-Flissigkeit (fir 200 ml: 100 ml deionisiertes Formamid, 40 ml 20 x Standard saline
citrate (SSC; 175,32 g NaCl und 88,23 g tri-Natriumcitrat Dihydrat in 1 | H,0O), 2 ml Dehnhards
Lésung (Sigma, Deutschland), 10 ml 20 % Sarcosyl, 20 ml 0,2 M Natriumphosphat-Puffer, 20 g
Dextransulfat (Sigma, Deutschland), 40 pl/ml Dithiothreitol, 50 pl/ml Lachssperma-DNA) geldsten,
markierten ODN wurden auf die Schnitte aufgebracht (10° cpm/100pl/Objekttréger) und in einer
feuchten Kammer fir 20 h bel 45 °C inkubiert. Anschlief3end wurden die Schnitte in einer 1 x SSC-
Reihe (4 x 15 min bei 55 °C, 30 min von 55 °C auf RT, 10 sec destilliertes H,O) gewaschen, durch
Alkohole (1 min 65 % Ethanol, 1 min 95 % Ethanol) dehydriert und luftgetrocknet. Die
Signaldetektion erfolgte durch 1 ¥2 h Exposition eines Films (Kodak Biomax MR, Deutschland).

Vor der Hybridiserung der CBF-A mRNA wurden die Schnitte aufgetaut, luftgetrocknet,
anschlieffend in 4 % Paraformaldehyd in PBS fixiert und 3 x 5 min in PBS gewaschen. Anschlief3end
wurden die Schnitte in 0,1 M triehtanolamine Salzséurelésung gegeben, der tropfenweise 1,89 ml
saures Anhydrid (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) zugegeben wurde, und 10 min darin inkubiert.
Nach zweifacher Waschung fir 5 min in 2 x SSC wurden die Schnitte in einer Alkohol-Reihe
dehydriert (1 min 60 % Ethanol, 1 min 75 % Ethanol, 1 min 95 % Ethanol, 1 min 100 % Ethanol, 4
min Chloroform, 1 min 100 % Ethanol, 1 min 95 % Ethanal).

Die ODN zur Markierung der CBF-A mRNA wurde aus einer hochspezifischen cDNA -
Sonde hergestellt. Diese stammt aus dem die 326 Basenpaare N-terminale Sequenz enthaltenden
Plasmid pBSK-N-CBF-A, das mit EcCoRV und Xbal zur RNA -Synthese linearisiert wurde.

Die ODNs wurden unter Verwendung einer T7 RNA Polymerase (Roche, Mannheim,
Deutschland) mit [355]-rUTP (NEN DuPont, Deutschland) markiert und aufgereinigt. Die in einer
Hybridiserungs-Fussigkeit (50 % deionisiertes Formamid, 20 mM Tris-HCI, 0,3 M NaCl, 5 mM
EDTA, 10 % Dextran Sulphat, 0,02 % Ficoll, 0,02 % Polyvinylpyrrolidon, 0,2 % BSA, 0,5 mg/ml
tRNA, 0,2 mg/ml Lachssperma DNA, 200 mM Dithiothreitol) geldsten markierten ODN wurden auf
die Schnitte aufgebracht (10° cprm/100pl/Objekttréger) und in einer feuchten Kammer fir 20 h bei 54
°C inkubiert. AnschliefRend wurden die Schnitte in 4 x SSC voneinander gelést und in einer 4 x SSC-
Reihe 4 x 5 min gewaschen. Dann wurden sie in Puffer (0,5 M NaCl, 10 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA)
mit 20 pg/ml RNaseA fir 30 min bei 37 °C inkubiert, zweimal in 2 x SSC mit 1 mM Dithiothreitol
fur 5 min, enmal in 1 x SSC mit 1 mM Dithiothreitol fir 10 min und enmal in 0,5 x SSC mit 1 mM
Dithiothreitol fir 10 min gewaschen. Nach zweimaliger 30-minitiger Inkubation in 0,1 x SSC mit 1
mM Dithiothreitol bei 54 °C wurden die Schnitte noch zweimal in 0,1 x SSC mit 1 mM Dithiothreitol
far 10 min bei Raumtemperatur gewaschen. Anschlief3end wurden sie durch Alkohole (1 min 30 %
Ethanol mit 300 MM NH,OAc, 1 min 50 % Ethanol mit 300 mM NH,Oac, 1 min 70 % Ethanol mit
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300 mM NH,Oac, 1 min 95 % Ethanol, 1 min 100 % Ethanol, 1 min 100 % Ethanol) dehydriert und
luftgetrocknet. Die Signaldetektion erfolgte durch 72 h Exposition eines Films (Kodak Biomax MR,
Deutschland).

Das jeweilige Negativ wurde mit ca 200-facher VergroRerung gescannt. Mit einem
Bildanalyseprogramm (Optimas, Deutschland) wurde die relative Schwéarzung (Schwérzung innerhalb
des durch eine Signa/Rauschen-Schwelle definierten Gebiets pro dessen Flache) unter Subtraktion
der Schwérzung im als Hintergrund definierten Gebiet sowie die Gebietsflache anaysiert.

Perfusion

Zur immunhistochemischen, quantitativen Erfassung des momentanen Gehats eines
bestimmten Neuropeptids innerhalb eines definierten Gehirngebiets ist die in situ-Fixierung des
Gehirns durch das Auswaschen alen Blutes und die Perfusion mit Paraformaldehyd notwendig. Die
Tiere wurden hierfiir zunéchst mit einer Uberdosis Natrium-Pentobarbital per Bauchraumapplikation
(200 mg/kg intraperitoned, ip) andsthesiert. Bel tiefer Narkose wurden Bauchraum und Thorax
gedffnet und das Herz freigelegt. Mit einer 21 g Kanlle, die an einem PE-Schlauch befestigt war,
wurde in den linken Ventrikel eingestochen. Uber den Schlauch wurde das Tier zunéchst mit 200 ml
0,9 % NaCl-L6sung und anschlief3end mit 100 ml einer 4 % Paraformaldehyd 0,1 M PBS perfundiert.
Das rechte Atrium war vorher gedffnet worden, um einen Flissigkeitsaustritt zu gewahrleisten. Nun
wurde das Gehirn entnommen und Uber Nacht in eine 4 % Paraformaldehyd 0,1 M PBS bel 4 °C
eingebracht. Die Gehirne wurden bis zur Weiterverarbeitung in 0,2 M PBS aufbewahrt.

Fos-Expression

Zur Quantifizierung der Fos-Expression in verschiedenen Gehirnregionen wurden zunéchst
100 pm dicke Koronalschnitte der perfundierten Gehirne mittels eines Vibratoms (Vibratome, St.
Louis, USA) angefertigt und in einem Immunopuffer (0,1 M NaCl, 5 mM KCl, 8 mM NaHPO,, 15
mM NaH,PO,, 10 mM Tris-HCI, 0,3 % Triton X-100, and 0,04 % Thimerosal) aufgefangen. Nach
einer Prainkubation von 30 min in 1 % H,O, wurden die Schnitte zweima in Immunopuffer
gewaschen, bevor sie zunéchst in 2 % Ziegenserum enthaltendem Immunopuffer und anschlief3end fur
72 hin 5 % Ziegenserum enthaltendem Immunopuffer mit polyklonaen c-Fos-Antikérpern (SC-52;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA; Verdinnung 1:20000) inkubiert wurden. Der ¢Fos-
Antikorper war in Kaninchen gegen den N-Terminus des humanen c-Fos geziichtet worden. Nach der
Inkubation wurden die dreima fur 10 min in Immunopuffer gewaschenen Schnitte fir 24 hin 0,5 %
Ziegenserum enthatendem Immunopuffer mit einem Biotin-gebundenen Ziegen-Anti-Kaninchen
1gG-Antikorper (Vector Laboratories, Burlingame, USA; Verdiinnung 1:200) inkubiert. Die Schnitte
wurden dann dreima mit Immunopuffer gesplilt, in eine Avidin-Biotin-Lésung fur 2 h inkubiert
(Vectastain ABC Kit; Vector Laboratories, Burlingame, USA), erneut dreimal in 50 mM Tris
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gewaschen und schliedich in 0,05 % DAB/O,1 M Phosphatpuffer fir 10 min inkubiert. Die
Farbereaktion wurde durch den Zusatz von 0,004 % HO, initiiert. Bel Eintreten des Farbwechsels
wurden die Schnitte dreima in 50 mM Tris-Puffer zur Beendigung der Reaktion gewaschen, auf
Objekttragern aufgenommen und Uber Nacht luftgetrocknet. Dann wurden die Schnitte in 100 %
Ethanol fir 10 min dehydriert, mit Histoclear (10 min; National Diagnostics, Atlanta, USA) gesaubert
und mit Eukitt (Kindler, Freiburg, Deutschland) und Deckpléttchen bedeckt. Zellen, die eine braun-
schwarze Kernférbung aufwiesen, wurden as positiv fir die Fos-Immunoreaktion angenommen und
werden als Fos-positiv bezeichnet. Die Quantifizierung der Zellen erfolgte unter dem Mikroskop unter
100-facher VergroRerung. 0,01, 0,02 oder 0,04 mn’ groRe Flachen wurden abhéngig vom
Gehirngebiet bilateral in den jeweils anatomisch zugeordneten Schnitten (Paxinos und C., 1986)
ausgezahlt und als Fos-positive Zellen pro 0,01 mm* aufgefiihrt. 29 Gehirnstrukturen wurden in
folgenden rostro-caudelen Ebenen untersucht: Bregma 2,70: cinguldrer, praimbischer,
infralimbischer, piriformer, primérer und sekundérer motorischer Cortex; Bregma 2,20: Nucleus
accumbens; Bregma 0,20: intermedidrer und ventro-lateraler septaler Nucleus, Bregma —0,26: bed
nucleus der dria terminalis, mediales préoptisches Areal; Bregma —1,80: parvo- und magnozellulére
Regionen des PVN, anteriores, laterales und periventriculdres hypothalamisches Ared,
paraventricularer thalamischer Nucleus, Bregma —2,80: CA3-Region des Hippocampus, Gyrus
dentatus, zentrae, laterde, basolaterale und medide Amygdala, dorsomediales und posteriores
hypothalamisches Ared; Bregma -3,30: laterale Habenula;, Bregma —6,30: dorsomediales,
dorsolaterales, laterales und ventrolateral es periaquaductales Grau (PAG).

ACTH- und CORT-Bestimmung Uber Radio-Immuno-Assays

Zur Bestimmung der Plasma-ACTH- und Plasma-CORT-Konzentration wurden kéauflich
erwerbbare Radio-lmmuno-Assay-Sets (ICN Pharmaceuticals Inc., Costa Mesa, USA) verwendet.

Zur ACTH-Bestimmung wurden 50 pl Blut-Plasma mit ACTH-Antikorper und Tracer
(lod"**-markiertes ACTH) ersetzt. Nach einer Inkubation (16h bel 4°C) wurde zur Ausfdlung ein
zweiter Antikorper gegen den ACTH-Antikorper-Komplex zugegeben und die Lésung zentrifugiert
(15min, 4000rpm, 4°C).

Die gewonnenen Pellets wurden jewells fir 4 min im ?-Counter gemessen.

Die Bestimmung von CORT efolgte aus 10ul Blut-Plasma, die in 1,4 ml 1 M
Phosphatpufferlésung gelést waren. Nach Zugabe von Steroid-Deluens, Tracer (lod™®-markiertes
CORT) und CORT-Antikorper und einer Inkubation von 2 h wurde Prézipitatldsung zugegeben und
die Losung zentrifugiert (15 min, 3000 rpm, 4°C).

Die gewonnenen Pellets wurden jewells fir 4 min im ?-Counter gemessen.

Anhand der Standardeichkurve wurde der inverse Hormongehalt der Probe bestimmt.
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AVP- und Oxytocin-Bestimmung

Zur Bestimmung des AVP- und Oxytocin-Gehats in Mikrodialyseproben wurden diese
zunéchst for 3 h in der Vakuumzentrifuge lyophilisiert und das Lyophilisat mit PBS/BSA -Puffer
rekonstituiert. Anschlief3end wurden die Mikrodiayseproben geteilt, um sowohl OXT as auch AVP
im selben Diaysat bestimmen zu kdnnen.

Nachfolgend wurden AVP- bzw. Oxytocin-Antikorper zugegeben, 30-60 min prainkubiert,
anschlieRend Tracer (lod®-markiertes AVP bzw. OXT) zugegeben und weitere 3 Tage bei 4°C
inkubiert. Die Suspension wurde nun charcoaliert und abzentrifugiert (15 min, 4900 rpm, 4°C). Das
entstandene Pellet wurde fur 4 min im ?-Counter gemessen.

Genotypisierung
Um den Genotyp der Versuchstiere zu bestimmen, wurde aus ca 0,5 cm langen
Schwanzstiicken, die gewohnlich post mortem oder vor dem 21. postnatalen Tag gewonnen wurden,
DNA isoliert und auf das Vorhandensein des entsprechenden SNPs untersucht.
Die Isolierung der DNA wurde entweder entsprechend des Protokolls nach Murgatroyd et al.
(2004) oder mit einem k&uflich erwerbbaren Extraktions-Set (NucleoSpin Tissue, MN GmbH &
CoKG, Diiren) durchgefihrt.

Nach Murgatroyd et a. (2004) erfolgte der Aufschluss des zerkleinerten Gewebes (ca. 0,5-1
cm Schwanzgewebe) mittels eines Puffers (700 ul; 5 % Tris-HCl ph 8,0, 20 %5 M EDTA,2% 7 M
NaCl, 5 % 20 % sodiumdodecyl sulfate, 68 % H20), dem 40 ul Proteinase K (10 mg/ml) zum Abbau
von Proteinen, insbesondere DNAsen sowie RNAsen, zugegeben wurde (12-16 h bei 56 °C). Nach
der Zéllyse durch Zugabe von 300 pl saturierter 7M NaCl-Lésung wurde die DNA aus dem
Uberstand mit 500 pl 1sopropanol geféllt und anschlieRend mit 500 pl 70 % Ethanol gewaschen. Das
getrocknete Pellet wurde in 200 ul Puffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA) gd6<t.

Die Extraktion mit dem Extraktions-Set erfolgte entsprechend der Anleitung zur Extraktion
von DNA aus tierischem Schwanzgewebe. Dazu wurden zunéchst ca. 0,51 cm zerkleinertes
Schwanzgewebe mit Proteinase K fir 12-16h bei 56°C inkubiert. Nach Zentrifugation wurde der
Uberstand in eine Extraktionssiule ibertragen. Nach mehreren Waschschritten wurde die DNA mit
100ul vorgewdrmtem TE-Puffer aus der Saule gel 6st.

Die DNA-Qualitdt wurde as Verhdtnis der optischen Dichte einer 5 % DNA-LGsung bel

260 nm und 280 nm photometrisch ermittelt. Werte zwischen 1,5 und 2,0 wurden zur weiteren
Bearbeitung akzeptiert.
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Die AVP-Promotorregion (327 Basenpaare, bp) wurde durch eine Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) in 35 Zyklen amplifiziert und die korrekte Amplifikation per Ge-
Elektrophorese (1 % Agarose-Gel, ethidiumbromid-haltige, 60 V, 60 min, Proben mit Auftragpuffer
versehen) verifiziert. Als Kontrollen dienten eine 1 kbp DNA-Leiter as Laufstandard sowie eine leere
bzw. eine Standard-HAB- und -LAB-DNA-LAsung. (PCR-Ansatz: 1 pl DNA-Losung, 2,5 pl PCR
Puffer (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland), 3,0 ul MgCl2, 1,5 pl dNTPs (10 mM; Fermentas, St.
Leon-Rot, Deutschland), 1,5 pl Primersequenz AVP Ksp Forward (2 pmol/ul; gcatgt gtc aca act gtc
ctt t), 1,5 yl Primersequenz AVP Ksp Reverse (2 pmol/ul; tga gea ttt cag cag ctc tc; Fermentas, St.
Leon-Rot, Deutschland), 1,0 pl Tag DNA Polymerase (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland), 13 pl
H,0O; Zyklen: 2 min 94 °C, 35 x [1 min 95 °C, 1 min 58 °C, 1 min 72 °C], 10 min 72 °C)

AVP-Promotor Gel-Elektrophorese:
Prirger F Poly morphismus homozyg ot heterozygot
LAB HAB  LAB/HAB
- F'rlrggrR éﬂ h. [ 1 [ 1 DE
32Thp p 5
Restriktionsenzym schneidet :: 203+124 hp =
i i e | |
mutiertes Allel in HAB RattenH > =
124hp 203hp

Abhildung 14, Schematische Darstellung der Genotypisierung von HAB- und LAE-
Fatten durch ldentifizierung des Wildtyp- bzw. mutierten Allels anhand des A/G-
single nucleotige-Palymaorphismus im Promator des AVP-Gens (Abb. 37).

Mach der Amplifikation von 327 Basenpaaren (bp) der Promotorseguenz wird diese
mit einem selektiven Restriktionsenzym inkubiert. Bei Vorliegen des mutierten HAB-
Allels wird das Amplifikat in Zwei Fragmente von 124 bp sowie 203 bp geteilt. Die
Auftrennung und Visualisierung erfolgte mittels Gelelektrophorese. Anhand der
Bandenverteilung konnte der jeweilige Genotyp beziglich des AVP-Allels bestimmt

werden.

Das Rediriktionsenzym Eam11041 (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) erkennt die
Basensequenz ,,CTCTTC" und schneidet damit auf Grund des SNPs ausschliefdich die mutierten
HAB-Allel-Sequenzen innerhalb der amplifizierten AVP-Promotor-Region. Dies erlaubt die
Differenzierung der beiden Linien. PCR-Produkt (5 pl) und Restriktionsenzym Eam11041 (0,5 pl in 1
pl Enzympuffer und 4 pl H,O) wurden ca. 12 h bel 37 °C inkubiert und auf ein 2 % Agarose-Gel
(versetzt mit 2 pl Ethidiumbromid) aufgebracht (Proben mit Auftragpuffer versehen). Zeigte sich
unter UV-Licht nach 2 h Elektrophorese bel 65 V eine Bande mit 327 bp, so lag eine ungeschnittene
amplifizierte AVP-Promotor-Region des LAB-Allels vor, Banden bel 203 Basenpaaren und 124
Basenpaaren resultierten aus der enzymatisch gespatenen amplifizierten AV P-Promotor-Region des
HAB-Allels. Daraus ergab sich der Genotyp des Versuchstiers (Abb. 14). Auch hier dienten eine 1
kbp DNA-Leiter als Laufstandard sowie eine leere bzw. eine verdaute StandardHAB- und -LAB-
DNA-L6sung as Kontrollen.
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Statistik

Alle vorliegenden Daten sind ds Mittelwert + Standardfehler des Mittedlwerts (SEM)
dargestellt. Die dtatistische Analyse wurde mittels eines Computerprogramms (SPSS fur Windows
120, SPSS Inc., Chicago, USA) durchgefihrt. Unterschiede wurden bel ener
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 as signifikant angesehen. Das Signifikanzniveau wurde bei
multiplem Testen nach der Bonferroni-Methode korrigiert.

Der Vergleich zweier unabhéngiger Gruppen wurde mittels des Mann-Whitney-U-Tests
durchgefthrt. Zwel abhéngige Gruppen wurden mit dem Wilcoxon-Rangsummentest verglichen.
Wurden mehrere unabhéngige Gruppen untersucht, so erfolgte dies zunéchst mit einem Kruskal-
Walis-Test, gefolgt von Mann-Whitney-U-Tests fir die einzelnen Gruppen unter Bonferroni-
Korrektur. Die Untersuchung wiederholt getesteter Gruppen wurde mittels des Friedman-Tests
durchgefihrt, gefolgt von Wilcoxon-Tests fir den Vergleich zweier wiederholter Testungen innerhalb
der Gruppe und dem Mann-Whitney-U-Test fUr den Vergleich zweier unabhéngig voneinander
wiederholt getesteter Gruppen, stets unter Bonferroni-Korrektur. Die Prifung auf Normalverteilung
der Daten erfolgte mittels des Kolmogorov-Smirnov-Tests und der Signifikanzkorrektur nach
Lilliefors. Korrelationsanalysen wurden mittels der nicht-parametrischen Rangkorrelation nach
Spearman durchgeftihrt und um multiples Testen korrigiert.
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[I1. Projekte

A. Charakteriserung der HAB/L AB-Zucht

1. Das soziale Gedachtnis von HAB- und LAB-Ratten: eine social
discrimination-Studie

Dass eine veranderte Kognition und Angstverhalten in einer engen Beziehung stehen, wurde
in den letzten Jahren mehrfach gezeigt (Ohl, 2005). So kdnnte die Ausprdgung einer unangemessenen
emotionalen Reaktion — wie pathologische Angst — darauf beruhen, dass eine dysregulierte
Gedichtnisleistung  eine  pathogene  Nicht-Ubereinstimmung  zwischen momentan  rezipierter
Information und gespeicherter Information zur Folge hat. In diesem Zusammenhang war es von
Interesse, das Gedéachtnis von HAB- und LAB-Tieren zu untersuchen.

Bekannte Individuen wieder zu erkennen ist die Grundlage fir die Ausbildung soziaer
Bindungen in alen Tierarten, vor allem in sozial strukturierten Spezies (Ferguson et a., 2002; Bielsky
und Young, 2004). Basierend auf der natirlichen Tendenz von Ratten und Mausen, unbekannte
Individuen beim Erstkontakt intensiv zu erkunden, haben Thor und Holloway (1982) einen einfachen
experimentellen Versuchsaufbau zur Untersuchung des Kurzzeitgedéchtnisses im sozialen Kontext
entwickelt. Das Originalkonzept des social recognition-Tests, das aus der einmaligen Reexposition
eines dem Versuchstier bereits zur Erkundung exponierten Jungtiers unter Beobachtung des
investigativen  Verhaltens  besteht, wurde mehrfach modifiziert. So  wurde die
Wiederexpositionshaufigkeit erhéht, um eine Gedachtniskurve erstellen zu kénnen, auf3erdem wurde
die Versuchsanordnung durch die finae Exposition eines unbekannten Jungtiers erganzt, um ein
Defizit an investigativem Interesse ausschlief3en zu konnen (Ferguson et al., 2002). Als alternative
Verfeinerung des social recognition-Tests wurde der social discrimination (SDis)-Test von
Engelmann et a. (1995) in unserem Labor etabliert. In diesem erfolgt die Reexposition des bekannten
Jungtiers einmalig zusammen mit einem unbekannten Jungtier. Dadurch kdnnen — ohne vielfach
wiederholte Jungtierexpositionen — unspezifische Nebeneffekte, wie die Ermidung der explorativen
Neugierde, gleichzettig miterfasst und von der eigentlichen Gedéchtniseistung klar differenziert
werden.
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In Anbetracht der unterschiedlichen Regulation des AVP-Systems von HAB/LAB-Ratten
und unter Beriicksichtigung der Unterschiede in der Angstlichkeit der beiden Linien wurde der SDis-
Test zur addquaten Untersuchung der Gedéchtnideistung im nicht-aversiven, sozialen Kontext
gewdahlt. Dazu sollte versucht werden, fir beide Linien unter Anwendung verschiedener
Interexpositionsintervalle (1EI) jene Zeitintervalle zu eruieren, bei denen entweder beide Tiergruppen
die kognitive Kapazitét zur Wiedererkennung des Jungtiers aufwiesen oder zu denen nur eine der
beiden Linien zur Unterscheidung im Gegensatz zur anderen in der Lage war.

Basierend auf den Ergebnissen an normalen Wistar-Ratten wurden 1Els von 15 min, 30 min
und 120 min gewahlt (Engelmann et ., 1995).

Versuchsplan

Die IEls von 30 min und 120 min wurden an aufeinander folgenden Tagen an denselben
HAB/LAB-Tieren (jewells n = 10) mit jewells neuen Jungtieren pro Experimentaltag und
Versuchstier untersucht. In einer weiteren Versuchsreihe wurden HAB/LAB-Ratten (jewells n = 8)
erganzend mit einem IEI von 15 min studiert.

Ergebnisse

Keine Unterschiede wurden in der Erstexplorationsdauer, weder bei 15 min, 30 min noch
120 min IEl, zwischen HAB- und LAB-Ratten gefunden (Abb. 15). Auch unterschieden sich HABs
und LABs jeweils nicht in der Latenz zum ersten Beschniiffeln der Jungtiere (IEI 15 min HAB: 1,98 +
0,34 sec, LAB: 2,01 + 0,37 sec; IEI 30 min HAB: 7,90 £ 2,18 sec, LAB: 5,50 + 0,85 sec; 1EI 120 min
HAB: 11,9 + 3,22 sec, LAB: 6,12 + 1,07 sec).

Bei der Reexposition der Tiere nach 15 min explorierten sowohl HAB- as auch LAB-Tiere
das unbekannte Jungtier signifikant mehr as das bekannte Tier. Auch bei einem IEI von 30 min
zeigten HAB-Ratten mehr Interesse an dem neuen Jungtier als an dem Jungtier der Erstexploration,
wohingegen LAB-Ratten nur tendenziell mehr Zeit dem neuen as dem bekannten widmeten. Ebenso
explorierten HAB-Ratten nach 120 min |EI-Dauer das bereits bekannte Jungtier weniger ds das
unbekannte, wahrend LAB-Ratten nach 120 min IEl-Dauer keinerlel Unterschied zwischen den
beiden Jungtieren machten (Abb. 15).

Diskussion

Die vorliegende Studie bestétigt, dass erhohte Angstlichkeit mit einer veranderten Rezeption
und Gedéachtnislestung im sozialen Kontext einhergeht. Wie fir Wistar-Ratten gezeigt (Engelmann et
a., 1995), waren HAB- und LAB-Ratten in der Lage, ein bekanntes Jungtier kurzzeitig von einem
unbekannten zu unterscheiden (Abb. 15). Dass das verbesserte Gedéchtnis nicht einer intensiveren
Exploration des Jungtiers zuzuschreiben ist, macht die vergleichbare Erstexplorationszeit beider
Linien deutlich.
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Ahbildung 152, Soclal aiscrimination-Test an HAE- und LAEB-Ratten.

Kognitive Fahigkeit adulter HABs und LABs, ein bereits fir 4 min exploriertes
Jungtier 1 won einem unbekannten Jungter 2 in der Aweitexposition nach
Interexpositionsintervallen (IEN) won 15 min, 30 min und 120 min zu
unterscheiden. Die Wiedererkennung wird in einer kilrzeren Exploration des
hekannten Jungtiers gegendber dem unbekannten in der Zweitexposition
sichtbar (Mittelwerte £+ SEM, ™ p <001, *p<0058 Tp=01).
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Ein intaktes soziales Gedéchtnis ist grundlegend fir die soziae Interaktion bel Sdugetieren
(Bidsky und Y oung, 2004). Dieses beruht, im Gegensatz zu z.B. kontextuellem Lernen, hauptsachlich
auf dem AV P- und Oxytocin-System (Ferguson et a., 2002).

Die zentrde Stellung des septalen AVP-Systems in sozialen Verhatensweisen und
insbesondere im soziden Gedédchtnis von Nagetieren wurde bereits einleitend beschrieben
(Engelmann et a., 1996; Tanaka et a., 2003). Exprimiert im BNST und freigesetzt im lateralen
Septum bindet AVP dort an V1aR und auch V1bR und ist von grundlegender Bedeutung fir die
adaguate kognitive Funktion im sozialen Kontext.

Dieser enge Zusammenhang der sozialen Gedéachtnideistung mit dem AVP-System und die
Uberexpression von AVP, nicht aber Oxytocin, in HAB-Ratten (Wigger et a., 2004) deutet auf einen
Zusammenhang von verbesserter Gedachtnideistung im sozialen Kontext und der Ausprégung von
erhohter Angstlichkeit in HABs hin. Dieser Zusammenhang von Kognition und Emotionalitét wurde
auch fur die AVP-defizitdren Brattleboro-Ratten beschrieben. Diese zeigen weniger angstliches
Verhatenim open field, aber eine Fehlregulierung des sozialen Gedachtnisses, das durch Applikation
von synthetischem AVP ins Septum wiederhergestellt werden konnte (Herman et a., 1986;
Engelmann und Landgraf, 1994). Auch verminderte die Injektion von V1R antisense ODN-
Sequenzen durch die Reduzierung der V 1R-Dichte im Septum sowohl die soziale Gedéachtnideistung
als auch das Angstverhadten so behandelter Tiere (Landgraf et al., 1995). Dass die AVP-
Rezeptordichte auch in den vorliegenden Experimenten eine Rolle spielen konnte, ist nicht
auszuschlief3en, da die Bindung eines selektiven V1aR-Liganden in HABs gegenuber LABs im
lateralen Septum erhoht war (Keck et d., 2003).

Dennoch ist die Frage von Ursache und Wirkung und welche Rolle die AV P-Uberexpression
im PVN darin einnimmt, nach wie vor ungeklért. So konnte einerseits die Pradisposition bzw. die
Ausprégung von depressiven Symptomen in HABs zur Uberméldigen Rezeption und Verarbeitung von
soziden Stimuli fuhren. Dies wird fir Depressionspatienten berichtet, die ihr Augenmerk auf sozide
Probleme fokussieren und mehr Aufmerksamkeit und Verarbeitungsleistung sozialen Informationen,
insbesondere vergleichenden, widmen (Watson und Andrews, 2002). Andererseits ware auch eine
verdnderte Rezeption bzw. Kognition im sozialen Kontext ein Ansatzpunkt fir die Ausprégung von
Psychopathologien. Eine derartige kognitive Fehlregulierung wurde als auf einer Uberaktivitdt des
septo-hippokampalen Systems beruhend postuliert (McNaughton, 1997). So beschreiben Grady und
Keightley (2002) in einem Uberblick mogliche Strukturen, die einer Negativierung des sozialen
Umfelds zugrunde liegen konnten. Psychopathol ogien werden wie die Kognition im sozialen Kontext
in Zusammenhang mit der erhéhten bzw. verminderten Aktivitdt in Strukturen wie Amygdala und
préfrontalem Cortex beschrieben.

Auch in Tierexperimenten wurde neben dem lateralen Septum die Beteiligung von medialer
Amygdaa, Hippocampus und Hypothalamus sowie dem BNST und dem mediaen préoptischen Areal
an der Auspragung von sozialen Verhaltensweisen und Gedéachtnideistungen beschrieben (Bielsky
und Y oung, 2004). Dies wurde u.a. durch L&sionen des Hippocampus von Ratten und Méausen gezeigt
(Maaswinkel et a., 1997, Kogan et a., 2000). Dieser vermittelt vor alem nicht-soziale
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Gedachtnisformen und ist zentra im kontextuellen Lernen (Silva et a., 1998). Dass de sozide
Wiedererkennung weder vom Kontext abhangig ist noch von der Interaktion mit den Jungtieren,
sondern auf den olfaktorischen Charakteristika des Stimulus beruht, belegen Studien von Burman und
Mendl (2002) sowie van den Bos et a. (2002). Zu zeigen bleibt daher in weiteren Studien, ob es sich
bei HAB-Ratten um eine generell verbesserte Gedachtnideistung handelt oder ob diese auf das sozide
Gedéchtnis beschrankt ist. Fir Depressionspatienten wird in diesem Zusammenhang berichtet, dass
sie, im Gegensatz zum soziden Gedéchtnis, eine verschlechterte Leistung in kognitiv fordernden,
nicht-sozialen und abstrakten Aufgaben aufweisen (Watson und Andrews, 2002).

In vorliegender Untersuchung wurde gezeigt, dass HABs ggeniiber LABs eine deutlich
verbesserte kognitive Kapazitét im sozidlen Kontext aufweisen. Dieser Unterschied ist
Ausgangspunkt fur weitere Studien (Projekte B 1.1 und 1.2) des Zusammenhangs von Angst,
Depression und Kognition und der Rolle des AVP-Systems in diesem Kontext.

2. Neuroendokrine und neuronale Aktivitat in HAB/LAB-Tieren in
Reaktion auf social defeat

In einer sozidlen Spezies dient der innerartliche Konflikt zur Etablierung von Hierarchien
und damit der Aufrechterhaltung stabiler sozialer Gruppen. Ist ein derartiger Konflikt in der
subjektiven Rezeption eines Individuum unkontrollierbar oder herrscht soziale Instabilitdt, so kann
dies, vor dlem be unterlegenen Gruppenmitgliedern, zu stressbedingten, pathologisch
depressionsahnlichen Veranderungen fihren (Koolhaas et d., 1999; Anisman und Matheson, 2005).
Parallelen zwischen sozia gestressten Tieren und depressiven Patienten, die schicksal hafte Erlebnisse
hatten, wurden mehrfach gezogen (Price et al., 1994; Gilbert und Allan, 1998).

Zur Untersuchung sozialer Interaktionen wurden verschiedene Stressmodelle vorgeschlagen,
die auf der physischen und psychischen Bedrohung durch einen dominanten Artgenossen und der
damit verbundenen sozialen Unterlegenheit basieren (Martinez et al. 19984a). Zur Herbeifiihrung einer
unkonditionierten Stresssituation im soziden Kontext etablierten Miczek (1979) und Heinrichs
(1992) den sogenannten social defeat (SD)-Test. In diesem Verhatenstest wird ein schwéacherer
Eindringling (intruder) in das Heimterritorium eines dominanten Tieres (resident) gesetzt, was zum
sofortigen Angriff und der Unterwerfung des intruder fihrt. Indem die beiden Kontrahenten nach der
Unterwerfung des intruder durch ein Gitter getrennt werden, wird dieser weiteren unerwiinschten
physischen Attacken entzogen, nicht aber der psychischen Bedrohung durch den resident

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass SD ein natlrlicher und starker Stressor ist mit
teilweise  erheblichen  verhaltensbiologischen, neuroendokrinen, immunologischen  sowie
morphologischen Auswirkungen, die sowohl akut als auch chronisch messbar sind (Miczek et a.,
1990; Koolhaas et a., 1997a; 1997b; Martinez et al., 1998a; Meerlo et al., 1999). Neben aktiven und
passiven Bewdtigungsstrategien im SD-Test (Grant und Mackintosh, 1963; Buwalda et al., 1999;
Koolhaas et d., 1999) wurde berichtet, dass Ratten 22 kHz USV sowohl in Antizipation, wéhrend der

37



Manipulation des AVP-Systems in HAB-, LAB- und NAB-Ratten

Attacken des resident wie auch danach zeigen (Thomas et a., 1983; van der Poel und Miczek, 1991;
Tornatzky und Miczek, 1994).

In unterworfenen intruder fand sich aul3erdem eine erhohte HPA-Achsen-Aktivitét, die bis
zu 4 h anhaten konnte (Heinrichs et al. 1992, Pich et al. 1993, Skutella et al. 1994). Wie beréitsin
meiner Diplomarbeit beschrieben, zeigen HAB- und LAB-Ratten stark unterschiedliche
Stresshewadltigungsstrategien nach sozialer Unterwerfung und wéahrend der 30-minitigen resident-
Exposition. Wéhrend HAB-Tiere passv reagieren und vermehrt Immobilitdt und USV zeigen,
verhalten sich LABs &tiver und aggressiver (Frank et a., 2006). Auch wurden entgegen anderer
Studien (Bohus et al., 1987; Koolhaas et a., 1999; Bandler et a., 2000) Hinweise auf eine erhdhte
HPA-Achsen-Aktivitdt in LABs gegenuber HABs gefunden. Auf Grund der Ergebnisse meiner
Diplomarbeit sollte die HPA-Achse daher in Verbindung mit SD detaillierter untersucht werden.

In Fos-Studien erwiesen sich viele Gehirnregionen der zentralnervisen Stressverarbeitung,
vor alem viele limbische Gehirnregionen — zu denen u.a. der PVN gehort —, nach SD verstérkt aktiv
(Martinez et d., 2002). Daher sollten auf’erdem die neuronden Korrelate sowohl von
Stressbewadltigungsstrategien a's auch beziglich der HPA -Achsen-Aktivitét in HABs und LABsdurch
eine Fos-Studie charakterisiert werden.

Als Kontrollen zur resident-Exposition wurden Tiere beider Linien nach gleichem
Versuchsschema in einen frischen K&fig ohne resident gesetzt.

Versuchsplan

Um Ruckschlisse von den neuroendokrinen und neuronalen Parametern auf das zuvor
beobachtete Verhdten ziehen zu konnen, wurde dieses bei dlen Tieren wéahrend der
Stressorexposition minttlich analysiert.

Das Studium der Verdnderungen der ACTH- und CORT-Konzentrationen im Blut erfolgte
Uber eine mehrmalige Blutnahme per Jugularvenenkatheter (4 Tage vor Versuchsbeginn implantiert).
30 min (b1) bzw. direkt vor (b2) der resident-Exposition wurden den HAB- und LAB-Ratten (jeweils
n =7) die ersten beiden Blutproben abgenommen. Wahrend der Attacken wurde der Katheter von der
Spritze abgesteckt, so dass die Tiere in der Interaktion nicht behindert waren. Direkt nach der
Trennung der Tiere durch das Metallgitter wurde der Katheter wieder befestigt und sofort (TO) sowie
nach 5 min (T5), 10 min (T10), 15 min (T15), 20 min (T20) und 30 min (T30) Blut genommen. Dann
wurde das Versuchstier in den Heimké&fig zurlickgesetzt. Dort wurden zwel weitere Proben 60 min
(T60) bzw. 90 min (T90) nach den Attacken entnommen. Als Kontrolle wurden HABs (n = 8) und
LABs (n = 6), mit Ausnahme der Attacken, exakt der SD-Prozedur entsprechend, in einen leeren,
frisch gereinigten resident-K&fig gesetzt.

Zum Studium der neuronalen Aktivitét auf Grund von SD wurden einerseits unterworfene
und dem resident 30 min exponierte HABs (n = 8) und LABs (n = 7) bzw. dem frischen Ké&fig fur 30
min ausgesetzte HABs (n = 8) und LABs (n = 6) 2 h nach Stressorexposition perfundiert, um die Fos-
Expression in ausgewahlten Gehirnregionen zu quantifizieren.
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Ergebnisse

Dem frischen Ké&fig exponiert zeigten HABs und LABs wenig passives Verhalten und
unterschieden sich weder darin noch im Explorationsverhalten (Tabelle 1). Den Attacken und der
Bedrohung durch den resident ausgesetzt, waren HABs vermehrt immobil und vokaisierten vermehrt,
wahrend LABs mehr aktive Stresshewdtigung mit vermehrten rearings und wenig USV zeigten. Kein
Unterschied war im Drohverhalten der residents gegentiber den beiden Linien festzustellen.

Tabele 1. Yerhalten von HAB- und LAB-infruder bzw. des resident im sockal defest-Test,
Die “ersuchstiere wurden fiir 30 min entweder einem leeren resident-kafig oder den Aftacken und
der anschlielflenden Bedrohung durch einen resident ausgesetzt Das Verhalten wurde einmal pro
Minute evaluiert (# p <005, 3 p <001 vs leerer Kafig, *p <005, ™ p <001 vs. LAR).

leerar restdent kafig Social defeat

HAE (n =8) LAB (n =B) HAB (n=13) LAB (n=19)
Intruder
freezing (n) 250 £0 65 150 £0,72 10,8+049 7 3504109 °
LIS () Qoo +0,00 1,17 £0.75 813+157 7~ s44+163"
rearing (n) 163 +£1,12 233+0592 013+£013™ 300+104
Resident
Orahen [n) - - BE3+0/3 H2+0/78

Das Einsetzten der beiden Linien in den leeren resident-K&fig fuhrte zu einer Erhéhung der
Plasma-Stresshormone (Friedman-Test: HAB p < 0,01, LAB p < 0,05), die aber nicht unterschiedlich
war zwischen HABs und LABs (Abb. 16 A und C). Auch die SD-Exposition erhthte die ACTH- und
CORT-Konzentration im Blutplasma in beiden Linien (Friedman-Test: HAB, LAB p< 0,01), jedoch
signifikant stérker in LABs dsin HABs (Abb. 16 B und D). So zeigte sich im zeitlichen Verlauf der
Hormonsekretion in HABs kein Unterschied zwischen den Stressoren, wahrend SD bel LABs eine
hohere ACTH- und CORT-Sekretion zur Folge hatte a's die K&fig-Exposition.

Die Fos-Expressions-Studie ergab Unterschiede zwischen den dem frischen Ké&fig
ausgesetzten HAB- und LAB-Ratten in 7 Gehirnregionen (Tabelle 2). Wahrend der parvozelluldre
Bereich des PVYN in HABs mehr Fos aufwies as in LABs, zeigten letztere mehr Expression im
infralimbischen Cortex, Nucleus accumbens, paraventriculéren thalamischen Nucleus, in der lateraen
Amygdaa, der lateralen Habenula sowie dem dorsomedialen PAG. SD-ausgesetzte L ABs hatten mehr
Fos-exprimierende Zellen im cinguldren Cortex, priméaren und sekundéren motorischen Cortex,
paraventriculéren thalamischen Nucleus, intermedidren Septum und im dorsomedalen PAG,
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wohingegen HABs mehr Fos-Expresson im medialen préoptischen Areal, periventriculéren
Hypothalamus, in der zertralen sowie der medialen Amygdala aufwiesen. Der Vergleich der
Expositionseffekte auf HABs zeigte eine Aktivitdtserhohung auf Grund der SD-Expostion im
infralimbischen  Cortex, ventrolateralen Septum, Nucleus accumbens, periventriculdren
Hypothalamus, in der lateralen und medialen Amygdala sowie im dorsomedialen und ventrolateralen
PAG. In LABs waren der piriforme Cortex, der sekundére motorische Cortex, der paraventriculéare
thalamische Nucleus, das laterale und posteriore hypothalamische Areal sowie das dorsomediére und
dorsolaterale PAG nach SD vermehrt aktiv.

A) B)

Pl poirl - o
B00 - GO0
~HABn-8 N N [ HARn-7
a00 - = | ABn=§ 500 = AR =7
#
E 400- E 400 *
& ]
= 300 =1 300
200- %M w04 lﬂ
100- . i“‘: 100 4 .
leerer resident-Kafig Social defeat
0 0
b1 b2 TO T3 TI10 T15 T20 T30 T&O TS0 b1 k2 TO T3 T10 T13 T20 T30 TEO Ta0

C) D)

B ngdml gaog . haml
500 | —~-HABn=8 = zHLf:g"':?
= | AR R=F n=7
b ano . il *_'j' #”
o
) 300 8 300 1

200 M 200 //I—’"’L N\\‘
100 4 t% 100 -
g"fy leerer resident-Kafig .i%_/— Social defeat

b1 b2 TO T3 TI10 T15 T20 T30 T&O TS0

b1 b2 TO T3 TI0 T15 T20 T30 TEO T90

Abbildung  16. Plasmakonzentrationen won  Adrenocorticotropin (ACTH)  und
Carticosteran (CORT]) in HABs und LABs, die fir 30 min einem leeren resident-Kafig
(&, C) oder der sozialen Unterwerfung durch einen resident (social gefeal, B, D)
ausgesetztwaren (Beginn der Stressorexposition TO).

Proben wurden per Jugularvenenkatheter vor (b1, b2) wahrend {TO-T.30) und nach
(TBO, 790} der Exposition enthommen (Mittehwerte + SEM: 2 p< 0,05, 3 p < 0,01 vs.
leerer Residentkafio, ** p = 0,01, * p< 0,058 vs HAE)
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Tabelle 2. Fos-Expressionvon HAB und LAB-Ratten im social defeat-Test,

Die “ersuchstiere waren fir 30 min entweder einem leeren resident Kafip oder den

Attacken und der anschlielfenden Bedrohung durch einen resident ausgesetzt worden
(angegeben sind Mitelwert £ SEM der Fos-positven Zellen/d 01 mm-; # p«<005## p<
001 vs. leerern Kafig; *p <005, p <=0,01 vs LAB).

Areal

41

leerer reaident Kafig Social defeat
Gehirnregion HAE (h=7) LAB(n=g) HAE (n=8) LAB(h=8)
WVorderhirn
cingularer Cortex 29402 48+0p8 31+£073™ 54+£07
pralimbischer Cortex 43402 57105 45103 Sb+05
infralimbischer Cortex 39+03* B4A+07 5,?":|:IZI5E Ed4+07
piriformer Cortex gp 05 92+£10 M07+£0F 12,5112#
primarer motarischer Caortex 05401 oa+02 o7+071"* 1303
sekundarer motorischer Cortex 2104 22103 2003 ™ 33+03 F
intermediolateraler septaler 11:08 13£03 124027 24404
Mucleus
v entrolateraler septaler Mucleus 27203 36107 d,B:tEI,?# a0+07
bed nucleus der Siria terrminalis 16 +1,1 30+11 15+03 J4+1pB
Mucleus accumbens 11£04* 28907 261027 3104
Thalamus
paraventricularer thalamischer i
40047 BOX07 465+£03™ a0+0p8
Mucleus
lateraler habenuldrer Mucleus 11£03*%  28+0F 21+£0FR 2704
Hypothalamus
Fh
parvozelluldre Region ME£17* 559+£108 14817 Mo+£149
magnozellulire Region Fa3+30 F5+10 45+£05 48+£078
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Diskussion

Die Daten der vorliegenden Studie zeigen, dass die Selektion der Tiere beziglich ihres
Angstverhaltens auf der EPM auch die Stressvulnerabilitét und Stressbewdtigungsstrategie im
sozialen anxiogenen Kontext bestimmt. Wie bereits in meiner Diplomarbeit gezeigt, waren HABs in
Reaktion auf die soziale Unterwerfung passiv und zeigten vermehrt USV gegentiber LABs (Tabelle
1). Die weniger stressvolle K&fig-Exposition fihrte zu einer geringen Aktivierung der HPA-Achse,
die zwischen den beiden Linien nicht differierte. Bei der resident-Exposition hingegen zeigten LABS,
nicht aber HABs eine starke Aktivierung der HPA-Achse (Abb. 16). Die Untersuchung der
neuronalen Aktivitét per Fos-Quantifizierung ergab, dass die soziale Unterwerfung in HABs vor alem
amygdalare und hypothalamische Arede stimulierte, wohingegen in LABs préfrontae und
Hirnstammareale vermehrt aktiv waren (Tabelle 2).

Dass HABs gegeniiber LABSs in stressvollen Situationen — unabhéngig von deren Qualitat —
eher passiv in ihrem Verhaten sind, wurde bereits mehrfach gezeigt, so im FS-Test und im
Heimk&figverhalten (Liebsch et a., 1998a; 1998b; Henniger et a., 2000; Keck et a., 2003). Im
Vergleich mit der Fuchtresktion wurde angenommen, dass freezing ein hoheres Niveau
antizipierender Angst verlangt (Mongeau et al., 2003). Diese Voraussetzung kénnte durch die
genetische Prédispostion in HABs eflllt sein. Auch wurden Unterwrfigkeit, Kontrollverlust und
eine derartige Passivitét im sozialen Kontext als kausal fir bzw. einhergehend mit Psychopathologien,
insbesondere Depression diskutiert (Koolhaas et a., 1995; Allan und Gilbert, 1997; Gilbert und Allan,
1998; van Kampen et a., 2002). Dies ist der Ausgangspunkt fur weitere neuroendokrine und
neuronale Untersuchungen von Mechanismen, die dieser Vulnerabilitét und der Pathogenese von

42



Manipulation des AVP-Systems in HAB-, LAB- und NAB-Ratten

Fehlanpassungen in sozialen Interaktionen zu Grunde liegen konnten (Hawker und Boulton, 2000;
Bjorkgvigt, 2001).

Wurden die Ratten einem leeren resident-K&fig ausgesetzt, fand sich ein geringfligiger
Anstieg der HPA-Achse, der nicht unterschiedlich zwischen den Linien war. Die sozide
Unterwerfung hatte jedoch einen starken Anstieg von sowohl ACTH als auch CORT in LABs, nicht
aber in HABs zur Folge (Abb. 16). Dieses Ergebnis steht friheren Untersuchungen gegeniiber, die
zeigten, dass Stressexposition in HABs zu einem Anstieg der Stresshormone gegentiber LABs fuhrte
(Landgraf et a., 1999; Salome et a., 2004). Anzunehmen wére, dass es sich in diesen Studien im
Vergleich zu SD um mildere Stressoren — den OA der EPM und das open field — handelte. Jedoch
wurde auch fir SD bisher berichtet, dass passive Stressbewdltigung, geringe Aggression und
Unterwerfung mit einer erhdhten HPA-A chsen-Aktivitét einhergehen (Schuurman, 1980; Bohus et al.,
1987; Miczek et a., 1990; Koolhaas et al., 1999; Bandler et al., 2000). Somit stehen die vorliegenden
Ergebnisse im Widerspruch zu friheren Studien.

Stressbewdltigungsstrategien dienen dazu, sich Bedrohungen zu entziehen bzw. sie zu
minimieren und die subjektive Kontrolle Uber eine Situation zu erlangen (Koolhaas und Bohus, 1989).
Daher konnte die geringe Hormon-Sekretion in HABs entweder eine vollkommen inadéguate
Reaktion auf diesen starken sozialen Stressor darstellen oder aber eine hervorragende Anpassung, die
durch Passivitét und freezing eine Dampfung der HPA-Achse hervorruft. In LABs hingegen konnte
das aktive Ank&mpfen gegen die Unterwerfung die Stressreaktion verstérken. Dies weist darauf hin,
dass das Zusammenspiel von Verhaten und HPA-Achse in HABs und LABs auf moglicherweise
unterschiedlichen Regulationsmechanismen beruht bzw. im Zusammenhang mit SD ganzlich
dissoziiert ist.

Die Vdidité der invers erwarteten Ergebnisse vorliegender Untersuchung unterstreichen
alerdings einige Humanstudien. So ergab die Untersuchung der Stresshormone in zweijahrigen
Kindern an den ersten Kindergartentagen, dass impulsivere und mehr extrovertierte Kinder in einer
neuen sozialen Situation eine erhdhte CORT-Sekretion aufwiesen als scheue und angstlichere Kinder
(de Haan et a., 1998). Auch in einer Studie, die interessanterweise nur Individuen mit extremen
(Nicht-)Angstwerten umfasste und solche mit mittleren ausschloss, hatten Teilnehmer mit erhohter
Angstlichkeit unter psychosozialem Stress eine geringere ACTH- und CORT-Ausschiittung als jene
mit geringer Angstlichkeit (Jezova et al., 2004).

Da unterschiedliche Stressoren bei HABs und LABs in einer anders gearteten HPA -Achsen+
Aktivitédt resultierten (Landgraf et al., 1999; Salome et al., 2004 und vorliegende Ergebnisse), ist
anzunehmen, dass eine Aktivierung des PVN und damit die Ausschittung von AVP und/oder CRH
stressor- und linienabhéangig variieren. So wurde berichtet, dass SD vermehrt der HPA-Achsen
Aktivierung durch CRH unterliege (Pich et a., 1993; Skutella et a., 1994), die durch eine AVP-
basierte Autosuppression innerhalb des PVN feinreguliert werden konnte (Wotjak et a., 1998). Der
Einfluss der AVP-Uberexpression im PVN von HABs (Wigger et d., 2004) auf die HPA-Achsen
Aktivitét in SD bleibt zu zeigen.
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Abhildung 17. Feprasentative Abbildungen der Fos-Expression in der Amygdala —
inshesondere der medialen Amygdala — dem bed nuclieus der stria ferminalls und
des medialen praoptischen Areals in HABs und LAEs, die fir 30 min einem leeren
resigent-Fafig oder der sozialen Unterwerfung durch einen resident (social defeaf)
ausgesetztwaren.

Die Quantifizierung erfolgte innerhalh der in den schematischen Zeichnungen
gekennzeichneten Areale (nach Faxinos und ‘Watson, 19868). 3% 3. Ventrikel, ac
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Die Aktivierung einer Vielzahl von Gehirnregionen durch SD wurde in Wistar-Ratten von
Martinez et al. (1998b) dargelegt. Wahrend der leere resident-K&fig keine unterschiedliche neuronae
Aktivitét zwischen den Linien hervorrief, fihrte SD zu Divergenzen der Fos-Expression in 12 Aredlen
(Tabdle 2). Zur Differenzierung neuronaler Regionen, die in die zuvor beschriebenen Verhatens- und
neuroendokrinen Phanomene involviert sein konnten, waren jedoch nur Areale interessant, die nach
SD stérker aktiviert waren als nach reiner K&fig-Exposition und zusétzlich zwischen HABs und LABs
differierten. Diese Kriterien erflllten der sekundére motorische Cortex, der paraventrikuldre
thalamisch und periventriculdre Nucleus, das mediae praoptische Areal sowie die zentrale und
mediale Amygdaa (Darstellung représentativer Regionen in Abb. 17).

Insbesondere die medidle Amygdala und der periventriculére Nucleus waren nach SD-
Exposition in HABs stark Uberaktiviert. Dass die Aktivitdt der medialen Amygdala, wie sie auch in
Wistar-Ratten und Hamstern gezeigt wurde (Kollack-Walker et a., 1997; Martinez et a., 1998a),
nicht rein der Verarbeitung von chemosensorischen Stimuli zuzuschreiben ist (Coolen und Wood,
1998), wird durch den Unterschied zwischen den Linien trotz derselben olfaktorischen Stimulation
deutlich. Viedmehr ist jenes Aread vermutlich in die Verarbeitung von sozialen Interaktionen
involviert, die eine emotionale Erregung und die Verarbeitung sozialer Informationen bedingen
(Kollack-Walker et a., 1997; Martinez et al., 1998a; Young, 2002). Ebenso wurde die mediae
Amygdaa as Mediator fur das freezing-Verhalten (Luiten et al., 1985; Li et a., 2004; Blanchard et
a., 2005) und auch as beteiligt an der Auspragung von Angstverhalten beschrieben (Ebner et al.,
2004). Des Weiteren finden sich Hinweise auf deren Kontrollmechanismus fir Aggressivitdt und die
damit verbundenen Gedéchtnisinhalte (Halasz et al., 2002). Damit kdnnte die mediale Amygdala eine
zentrale Rolle in der passiven, angstlichen und wenig aggressiven Verhaltensreaktion von HABs im
SD spielen. Auch fir den periventriculéren Nucleus wurde ein Zusammenhang mit freezing-Verhalten
berichtet (Mongeau et d., 2003).

Ebenso waren die zentrale Amygdaa und das mediale préoptische Areal Uberaktiviert in
HABs. Diese beiden Kerngebiete sind in die neuronale Kontrolle von somatischen, autonomen und
endokrinen Furchtreaktionen involviert, was fur verschiedene, zumeist nicht-soziadle Stressoren
gezeigt wurde (Davis und Whaen, 2001). Auch wurde diskutiert, dass unkontrollierbarer Stress zur
Aktivierung des medialen préfrontalen Cortex, des PVN und der zentralen Amygdala fuhrte (Anisman
und Matheson, 2005). Insbesondere die Rolle der zentralen Amygdala wird momentan jedoch
kontrovers diskutiert. So wurde sie as grundlegend fir die Angstreaktion von Rhesusaffen und deren
HPA-AchsentAktivitéat beschrieben (Kadin et a., 2004), aber auch as nicht involviert in die
unkonditionierte und konditionierte Furchtreaktion (Koo et d., 2004, Li et d., 2004). Daher bleibt die
Rolle der zentralen Amygdalain vorliegender Studie ungeklért.

Die beschriebene Aktivitét des paraventriculéren thalamischen Nucleus, des cinguldren
Cortex und der zentralen Amygdala stehen vermutlich in Zusammenhang, da insbesondere erstere als
interaktiv (Bubser und Deutch, 1998) und reprimierend auf letztere (Spencer et al., 2004) beschrieben
wurden. Die beobachtete geringere Aktivitét des préfrontalen Cortex in HABs bestétigt frihere
Untersuchungen (Kalisch et al., 2004; Salome et al., 2004). Neuere Studien weisen auf die zentrale
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Rolle dieser Gehirnregion bzw. deren Subregionen in der kognitiven Flexibilitdt und der damit
einhergehenden Fahigkeit zur Strategieverdnderung in Anpassung an eine neue Situation hin (Cabrera
et d., 2006). Die Konsequenzen der unterschiedlichen Aktivitét des préfrontalen Cortex in HAB- und
LAB-Ratten in Zusammenhang mit deren Unterschieden in Kognition (Projekt A 1) und
Stresshewadltigung (vorliegende Daten) bleiben zu zeigen.

Interessanterweise war die parvozelluldre Region des PVN in HABs bel der K&ig-
Exposition verstérkt aktiviert. Dies wurde bereits fir die wenig stressvolle OA der EPM- bzw. open
field-Exposition berichtet (Salome et al., 2004). Es fanden sich jedoch keine Unterschiede in der
Aktivierung der Subregionen des PVN zwischen HABs und LABs auf Grund von SD. Da der PVN
sowohl beim Angstverhaten als auch beziglich der HPA-Achsen-Aktivitét eine zentrale Stellung
einnimmt (Herman und Cullinan, 1997; Engelmann et a., 2004; Landgraf und Holsboer, 2005),
insbesondere in HAB- und LAB-Ratten (Keck et al., 2002; Wigger et al., 2004), ist dieser Befund mit
vorliegenden Daten nicht zu deuten.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studien bestétigen die passive bzw. aktive
Stressbewaltigungsstrategie von HABs bzw. LABSs nach sozider Unterwerfung. Als zentral beteiligte
Strukturen an verhaltensbiologischen und neuroendokrinen Phéanomenen konnten préfrontale,
hypothalamische und Hirnstammareale identifiziert werden — alen voran die mediale Amygdala.

Die zunéchst paradox anmutenden Ergebnisse der supprimierten HPA-Achsen-Aktivitét in
HABs und der erhthten Stresshormon-Sekretion in LABs bel SD fanden zusétzlich Bestétigung in
einer aktuellen Studie an deutschen und amerikanischen Studenten (Wirth et a., 2005). Die
untersuchten Manner mit stérkerem Streben nach Dominanz zeigten erhéhte CORT-Werte nach einer
soziadlen Niederlage as mehr subdominante Studenten. Somit stellt die ,inverse® HPA-Achsen
Aktivierung en neu beschriebenes Phéanomen in der sozialen Interaktion dar, dem insbesondere in
HABs und LABs weiter Aufmerksamkeit gewidmet werden sollte.

3. Trinkverhalten von HAB-/LAB-Ratten und Anhedonie im
Zuckerkonsumtest

Der Verlust von Lebensfreude — Anhedonie — ist neben depressiver Verstimmung eines der
zwel Hauptsymptome depressiver Erkrankungen (Anisman und Matheson, 2005). Fur Tiermodelle
wird berichtet, dass chronischer Stress zu Symptomen von Anhedonie fihren kann, verbunden mit
vermehrtem floating im FS-Test (Strekalova et a., 2004; Sergeyev et al., 2005). AulRerdem wurde
gezeigt, dass Méause, die anfdliger fir die Auspragung von anhedonischen Merkmaen nach
chronischem Stress waren, auch zu unterwirfigem Verhaten in der soziaen Interaktion neigten
(Strekaova et a., 2004).

HAB-Tiere weisen genetisch veranlagt sowohl depressionsdhnliches Verhalten als auch
starke Unterwtirfigkeit in der soziden Interaktion auf (Henniger et al., 2000; Landgraf und Wigger,
2003). Um das Vorhandensein von Anhedonie in den beiden Zuchtlinien zu untersuchen, sollten diese
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einem Test auf den Konsum einer Zuckerlésung unterzogen werden. Da bel dem oft verwendeten
Paradigma der Konsummessung unter deprivierten Bedingungen (vorab Entzug von Futter und/oder
Wasser) Interferenzen von metabolischen Parametern nicht auszuschlieRen sind, sollte das
Trinkverhaten der Tiere Uber mehrere Tage im , freien Wahlverfahren“ (Strekalova et a., 2004)
untersucht werden.

AVP spidlt, sezerniert aus der Neurohypophyse in den Blutkreidlauf, eine wichtige Rolle in
der Osmoregulation. Es beeinflusst die Menge des aus dem Primérharn riickresorbierten Wassers
durch den Einbau von Aquaporinen in das Sammelrohr der Niere (Klinke und Silbernagel, 2000). Bei
Diabetes ing pidus-Patienten kann diese AV P-Funktion zentral und/oder peripher gestort sein, was zu
Ubermaliger Urinausscheidung und verstérktem Durstgefuhl (Polydipsie) fuhrt (Ghirardello et a.,
2005). Insbesondere der zentrale Diabetes insipidus wurde auf eine Fehlfunktion des AVP-Gens
zuruckgefuhrt, was u.a. bei AV P-defizitéren Brattleboro-Ratten beobachtet wurde (Jirikowski et a.,
1992). Liebsch et a. (1998a) zeigten, dass kein Unterschied im Trinkverhalten von ausgeziichteten
HAB- und LAB-Ratten bestand. Auf Grund der inzwischen bekannten Unterschiede in der Expression
von AVP in den ingeziichteten HAB/LAB-Ratten (Murgatroyd et al., 2004; Wigger et a., 2004) sollte
dieses Ergebnis vorab als Basis fir den auf dem Trinkverhalten basierenden Anhedonie-Test bestétigt
werden.

Versuchsplan

Zunéchst wurde durch die Messung des Trinkflaschengewichts das normale Trinkverhalten
einzeln gehdtener HABs (n = 6) und LABs (n = 6) Uber 72 h bestimmt. Jedes Tier hatte dazu, in
Vorbereitung auf den Anhedonie-Test, zwei mit Wasser gefillte Standard-Trinkflaschen zur Auswahl.
Die Trinkmenge wurde als Summe der Gewichtsreduzierung beider Flaschen ermittelt. Um Positions-
und Flascheneffekte aufzudecken, wurden die Positionen der Flaschen jedes K&figs bei jeder Wagung
getauscht. Nach der dritten Wagung wurde eine der beiden Flaschen mit 1 % Sucroselsung (Roche,
Mannheim, Deutschland) gefillt. Beide Flaschen wurden nun nach obigem Schema vier weitere Mae
gewogen (inklusive Flaschenaustausch).

Ergebnisse

Das Trinkverhalten von HABs und LABSs zeigte keine Veranderung Uber die Zeit hinweg,
weder bei reiner Wasser- noch bel Wasser- oder Sucrose-Befullung der Flaschen (Friedman-Test).
Der basale Wasserkonsum war nicht unterschiedlich zwischen den beiden Zuchtlinien. Durch das
Austauschen der Flaschen traten keine Flaschent oder Positionseffekte auf (Wilcoxon: Parameter
Flasche rechts, Flasche links pro K&fig pro Linie bzw. Parameter Flasche 1, Flasche 2 pro K&fig pro
Linie). Bei freiler Wahlmoglichkeit zwischen Wasser und 1 % Sucroselosung zeigte sich kein
Unterschied im Wasserkonsum. Allerdings tranken LAB-Ratten in allen Messintervallen signifikant
bzw. tendenziell mehr Zuckerlésung als HAB-Ratten (Abb. 18).
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Abhildung 18, Trinkverhalten won ungestressten, einzeln gehaltenen HAB-
und LAE-Ratten, gemessenen in jeweils dreitagigen Intervallen, unter basalen
Bedingungen und im Zuckerkonsumtest fir Anhedonie (Mittehwerte £ SEM,
o001, *p=005Tp<01wvs HAB).

Al Wasseraufnahme von HAE- und LAB-Ratten.

Bl Flissigkeitsaufnahme von HAB- und LAB-Ratten hei freier Wahlmdglichkeit
mwischenWasser und 1 % Sucroseldsung.

Diskussion
Die Ergebnisse dieses Versuchs bestétigen, dass HAB/LAB-Ratten ein vergleichbares, nicht
aber Uberméldiges Trinkverhalten und damit keine Anzeichen eines Diabetes insipidus aufweisen. Bei

freier Wahl zwischen Wasser und sucrosehaltiger Lésung tranken LAB-Ratten bis zu einem Drittel
mehr Zuckerwasser als HAB-Ratten (Abb. 18).
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Bereits Liebsch d a. (1998a) zeigten, dass ausgeziichtete HABs und LABs nicht in ihrer
Trinkmenge differierten. Bei Erzeugung einer Inzuchtlinie kénnen sich durch Selektion und damit
einhergehender genetischer Drift Gene anreichern, die bel heterozygotem Auftreten bel
ausgezichteten Tieren keine Auswirkung auf physiologische Prozesse haben, wohl aber bel
homozygoter Présenz, wie es fur ingeziichtete Tiere nach mehreren Generationen postuliert wird
(Mormede et al., 2002). Das AVP-System im PVN — in HAB/LAB-Ratten unterschiedlich reguliert
durch das homozygote Vorhandensein der Wildtyp- bzw. mutierten Allele (Murgatroyd et al., 2004,
Wigger et a., 2004) — tragt einen wichtigen Teil zur Steuerung der Osmoregulation und damit zum
Trinkverhaten bei. Auch wird von Patienten mit Schizophrenie oder chronischen Psychopathologien
berichtet, dass sie Zeichen von Polydipsie in Zusammenhang mit einer in diesem Fall gesteigerten
AVP-Sekretion aufweisen. Die Ursachen fir beides sind jedoch noch ungeklart (McKinley et al.,
2004).

Die stressinduzierte AV P-Sekretion innerhalb des PVN und peripher in das Blutplasma
wurden as voneinander unabhangig erwiesen (Wotjak et d., 1996). Dennoch war nicht
auszuschlief¥en, dass die im sowohl parvo- as auch magnozelluléren Teil des PVN gefundene AVP-
Uberexpression in HAB-Ratten (Wigger et al., 2004) (ber das Hypothalamus-Neurohypophysen
System einen Einfluss auf die Osmoregulation der Tiere haben koénnte. Dass sich unter basalen
Bedingungen keine Unterschiede im Wasserhaushalt beider Linien zeigten, unterstiitzt die Hypothese
der Unabhéngigkeit von zentraler — in HABs basal erhohter (Wigger et a., 2004) — und peripherer
AVP-Sekretion ebenso wie die These, dass nicht aleine die mutierten Formen der Polymorphismen
im AVP-Gen von HABs, sondern vielmehr auch intra- und extrazellulére Faktoren fur die zentral
erhdhte AVP-Sekretion und den darauf resultierenden Unterschied in der HPA-Achsen-Aktivitét und
auch das Angstverhalten verantwortlich sind. Dabel konnten die SNPsim AVP-Gen a's Angriffspunkt
fur modulierende Faktoren kausal an der Auspragung letzterer beteiligt sein.

Dass auch in HAB/LAB-Inzuchtratten keine Unterschiede im Wasserkonsum zu finden
waren, war jedoch eine geeignete Voraussetzung fur die Durchfiihrung eines nicht modifizierten
Sucrosekonsumtests im freien Wahlverfahren. HAB-Tiere erwiesen sich in diesem Test als
anhedonisch gegentiber LAB-Tieren. In Anbetracht dessen, dass Anhedonie as zentrales Symptom
und diagnostischer Marker fr Depression angesehen wird (Keedwell et d., 2005), unterstreicht dies
die Vvdiditdt der HAB/LAB-Ratten as Modell fiur Depresson und die zugrunde liegenden
neurobiol ogischen Phdnomene.

Dennoch ist der Sucrosekonsumtest als Marker fir depressive Symptome nicht unumstritten.
Problematisch haben sich dabel vor allem die verwendeten Tiermodelle erwiesen (Brenes Saenz et dl.,
2006). Das generell verfolgte Schema zur Herbeifiihrung depressionsahnlicher Verhaltensweisen als
Ausgangspunkt fir den Anhedonietest berunt zumeist darauf, die Versuchtiere mehrere Wochen,
unberechenbarem, chronischem, aber mildem Stress zu unterziehen. Dieses Prozedere variiert jedoch
oftmals in Durchfihrung, angewandten Stressoren und Dauer (Griffiths et d., 1992; Willner, 1997).
Auch zeigte sch eine Abhéngigkeit vom verwendeten Ratten bzw. Mausstamm beziiglich der
Ausprégung von Anhedonie nach Stress (Pothion et d., 2004; Brenes Saenz et a., 2006). Zwar wurde
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mehrfach belegt, dass die nach chronisch mildem Stress verminderte Trinkmenge von Zuckerldsung
durch die Gabe von Antidepressiva wieder erhoht werden kann (Willner et al., 1992; Willner, 1997),
was aber nicht immer reproduziert werden konnte (Cryan und Mombereau, 2004). Axiolytika und
Neuroleptika erwiesen sich als weitgehend ineffektiv (Willner, 1997). Auch zeigten Tiere nach
Behandlung mit chronisch mildem Stress nur teilweise jene Symptome, die bei Depressionspatienten
zu beobachten sind. So ergab die Prozedur leichte Veranderungen des Schlafverhaltens, des
circadianen Rhythmus und einer erhthten CORT-Sekretion, hatte aber keinen Einfluss auf das FS-
Verhaten und die explorative Aktivitédt (Strekalova et a., 2004). Somit konnten weitere
Untersuchungen von HAB/LAB-Ratten mit ihrer  genetischen  Pré&disposition  zu
depressionshezogenem Verhaten einerseits unter pharmakologischer Behandlung ein Modell zum
eingehenderen Studium des Sucrosekonsumtests als validen Depressionsmarker darstellen. Zum
anderen wére die Analyse der (gemeinsamen) neurobiologischen Grundlagen von Depression und
Anhedonie moglich.

Da Anhedonie auch a's vermindertes Verlangen nach belohnenden Stimuli betrachtet werden
kann, wurden die neuronale Verarbeitung von Anhedonie im Zusammenhang mit dem
Belohnungssystem untersucht (Anisman und Matheson, 2005). Dabei wurde gezeigt, dass
insbesondere die dopaminergen Systeme im medialen préfrontalen Cortex und im Nucleus accumbens
sowie das ventrale Tegmentum an anhedonischen und auch depressiven Verhatensweisen beteiligt
sind. Diese Strukturen wurden durch fMRI-Studien an Depressionspatienten bestétigt. Insbesondere
der ventromediale prafrontale Cortex und dtriatale Strukturen korrelierten in ihrer Aktivitat mit
positiven bzw. negativen Stimuli (Keedwell et al., 2005).

In den letzten Jahren wurde die Hypothese, dass Anhedonie mit einer Storung des
dopaminergen Systems, insbesondere des Striatums/Nucleus accumbens, zusammenhangt, in Frage
gestellt. Das Abnehmen des Konsums hedonischer Stimuli wurde vielmehr einer auf der Dysfunktion
der dopaminergen Projektionen beruhenden verminderten Motivation und nicht der verminderten
Konsumlust zugeschrieben (Heinz, 1999). So wurde vermutet, dass das Belohnungssystem drei
Komponenten umfasst: hedonische Aktivierung, assoziatives Lernen zwischen Stimuli und deren
hedonischen Konsequenzen sowie der daraus folgende motivierende Anreiz dieser Stimuli (Berridge
und Robinson, 1998). Die Autoren stellen dar, dass das dopaminerge System weniger in ersten beiden
Komponenten, sondern vor allem im Antrieb zum Erhalt der Belohnung greift (,,Dopamine-depleted
ratsstill ‘like' rewards, and still know the rewardsthey ‘like’. They simply fail to ‘want’ rewards they
‘like’*, Berridge und Robinson, 1998).

Auch bei den Ergebnissen vorliegender Studie ist zu beachten, dass HAB-Ratten zwar
weniger Sucroselosung konsumierten as LAB-Ratten, aber insgesamt doch der vorher gemessenen
konsumierten Wassermenge entsprechend. Dies deutet darauf hin, dass LAB-Ratten zugunsten des
hedonischen Stimulus ihre Flissigkeitsaufnahme steigerten. Auch das Absinken der konsumierten
Sucroseldsung im letzten Messintervall in LABs unterstreicht diese Annahme als Anzeichen einer
Demotivation auf Grund einer kaorischen und osmotischen Séttigung. Somit wére in folgenden
Versuchen, be Wiederverfugbarkeit von HAB/LAB-Ratten, eine Differenzierung von
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Hedonie/Anhedonie und Konsummotivation nach Berridge und Robinson (1998) zu untersuchen.
Aulkerdem bestiinde die Moglichkeit, durch Mikrodialyse bzw. Manipulation des vom ventralen
tegmentalen Areal ausgehenden dopaminergen Systems von HAB/LAB-Ratten die Interaktionen von
Anhedonie, Motivation und depressionsbezogenem Verhalten eingehender zu studieren.

4. In dtu-Hybridiserung und Immunohistochemie von AVP in HAB-,
LAB-, F1- und NAB-Ratten

Um die Veranderung des AVP-Systems der Zuchtlinien ndher zu charakterisieren, sollte
neben dem Gehalt von AVP mRNA bzw. AVP im PVN von HAB/LAB-Ratten deren VVorkommen in
F1- und NAB-Tieren quantifiziert werden. AulRerdem sollte dies fur die parvo- und magnozellulére
Region des PVN differenziert geschehen. Um die Ergebnisse mit Verhatensparametern und Genetik
der HAB/LAB-Tiere in Verbindung setzen zu konnen, sollten ale Tiere phéno- und genotypisiert
werden.

Versuchsplan

Nach der Standard-Testung auf der EPM in der 7. Woche, wurden die Tiere (HAB n = 10,
LAB n =10, F1 n =10, NAB n = 9) 2 h spéter dem FS-Test, nach einer Woche der DaL i-Testung und
eine Woche darauf dem EPF~Test unterzogen. Unmittelbar nach der EPFExposition wurden die Tiere
letal narkotisiert, Dekapitationsblut zur stressbezogenen HPA-Achsen-Aktivitét gewonnen und das
Gehirn entnommen, um die nach 10 min EPF noch basalen Expressionsmuster studieren zu kénnen.
Das Blutplasma wurde auf ACTH- und CORT-Gehalt untersucht und der AVP mRNA-Gehdt im
PVN mittels ISH bestimmt. Die Genotypisierung erfolgte via SNP-Analyse des AVP-Gens in DNA
aus Schwanzspitzengewebe (Abb. 14; technische Durchfiihrung der Genotypisierung dieses Projekts
durch C. Murgatroyd, MPI Minchen).

Von einer weiteren Zusammenstellung von HAB- (n = 6), LAB- (n = 5) und NAB-Ratten (n
= 6) wurden die Gehirne nach dem Durchlaufen der EPM-Testung perfundiert und der AV P-Gehalt
im PVN per IHC bestimmt (technische Durchfihrung der IHC durch M. Bunck, MPI Minchen, und
N. Singewald, Universitét Innsbruck).

Ergebnisse

Der Vergleich von HAB-, LAB- und F1-Ratten zeigte im Kruskal-Wallis-Test signifikante
Unterschiede im AVP mRNA-Gehadt sowie in alen angstbezogenen Parametern und in der
struggling-Dauer im FS-Test (Abb. 19). Auch war die Lokomotion teilweise unterschiedlich (Abb 19,
Tabelle 3; p < 0,01: %Zeit auf den OA, headdips, Zeit im Hellen der DaLi, USV, struggling; p < 0,05:
DalLi-rearings, AVP mRNA, Lokomation DalLi und EPM). Kein oder nur ein tendenzieller Einfluss
der Linienzugehdrigkeit zeigte sich bei den neuroendokrinen sowie den Gewichtsparametern.
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HABs, LABs und NABs erwiesen sich im Kruska-Wallis-Test in alen Parametern mit
Ausnahme von Gewicht und Lokomotion beim USV-Test signifikant unterschiedlich (Abb 19;
Tabelle 3; p < 0,01: %Zeit auf den OA, headdips, Zeit im Hellen der DalLi, USV, struggling; floating-
Latenz, ACTH, AVP mRNA, Lokomotion DalLi und EPM, Gewicht; p < 0,05: DalLi-rearing,
floating, CORT).

Die Untersuchung des AVP mRNA-Gehdts im PVN resultierte in einer deutlich erhShten
MRNA-Expression in HABs gegeniber alen anderen Linien, die sich nicht in ihrem Gehalt
unterschieden. Dies beruhte auf einem erhthten AV P-Gehalt pro Zelle, da sich die Linien nicht in der
Grofe des PVN unterschieden (rel. GréRe: HAB: 1,55 + 0,09, LAB: 1,31 + 0,09; F1: 1,64 + 0,06;
NAB: 1,60 + 0,07).

Wéhrend HABs und LABs auf der EPM das die Linien auszeichnende extreme
Angstverhalten zeigten, erwiesen sich sowohl NABs as auch F1-Tiere darin intermediér. Diese
Abstufung zeigte sich auch auf der EPF, auf der HABs kaum bzw. LABs viele headdips zeigten,
wahrend NABs und F1-Ratten zwischen den beiden Linien lagen. Auch im DaLi-Test unterschieden
sich HAB- und LAB-Ratten extrem, indem erstere keinen Eintritt in das helle Areal aufwiesen und
damit auch signifikant weniger Zeit im Hellen waren as F1-Tiere und NABs. LABs, F1- und NAB-
Tiere waren nicht unterschiedlich in ihrem Angstverhalten in der DalLi. Wahrend HABs und LABsim
FS-Test deutlich in der mit struggling verbrachten Zeit differierten, war der Unterschied im Parameter
floating nach Bonferroni-Korrektur nicht mehr signifikant.

Gleiches gat im Vergleich von HAB- und Fl-Tieren, die ein intermedidres struggling-
Verhaten zeigten. Umgekehrt waren zwischen HABs und NABs keine Unterschiede in der
struggling-Dauer, aber sowohl in der floating-Dauer als auch -Latenz zu messen, die bei NABs am
geringsten bzw. am hdchsten von alen Gruppen war. Im Gegensatz dazu zeigten LABs die im
Vergleich zu alen Gruppen langste struggling-Dauer.

Tabelle 3. Exploratives Yerhalten in der Dali und Lokomaotion im US4 Test sowie Gewicht
beim US%W-Test im Alter von 11 Tagen und von adulten HAE-, F1-, NAB- und LAB-R atten
(Mittelwert £ SEM, “** p <005 vs. LAB, " p <005 vs. NAB, ™' p <005 v F1).

HAB F1 MNAB LAB
Dali (rearingsimin i Dunklen) 296042 ©° "™ 4012041 £30+0F4 453031
Linieniibertritte irm USY.Test (n) 282+ 4 56 300+439 I/ILERE 227 +409
Gewicht im USy: Test (g) 1932092 " 1602052 "% 192+0855 1642175

Fi H&B HAE

Adultgewicht (g 307 +5 52 336 +6,53 396 +8,31 342648
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In Reaktion auf die Separation vom Multtertier zeigten 11 Tage ate HABs vermehrt USV
gegenuiber NABs und LABS, die deutlich weniger vokalisierten als ale anderen Gruppen. Wéahrend
sich HAB- und F1-Tiere nicht unterschieden, wiesen NABs weniger Rufe as letztere auf. Im USV -
Test fanden sich keinerlei Lokomotionsunterschiede, jedoch erwiesen sich F1-Jungtiere leichter ds
HABs und NABs.

Die Untersuchung der neuroendokrinen Blutparameter ergab vor einer Bonferroni-K orrektur
fur ACTH einen erhohten Gehalt in HABs gegeniiber alen anderen Linien, der nach Bereinigung der
Signifikanzniveaus nur noch fir NABs und LABSs tendenziell annehmbar blieb. F1- und LAB-Tiere
zeigten keinen Unterschied, wohingegen NABs einen stark erniedrigten ACTH-Gehalt gegentiber
alen Linien aufwiesen. Dies spiegdlte sich auch im CORT-Gehalt wider, der in NABs geringer war
asin alen anderen Gruppen, die sich darin nicht unterschieden.

Waéhrend sich keine Lokomotionsunterschiede auf der EPM zwischen HAB- und LAB-
sowie HAB- und F1-Ratten zeigten, waren NABs gegentiber allen anderen Gruppen auf der EPM
vermehrt lokomotorisch aktiv. Aul¥erdem differierten LAB- und Fl-Tiere in diesem Parameter.
Ahnliches zeigte sich in der DaLi-Lokomotion. Hier waren HABs weniger mobil als ale Gruppen,
wohingegen NABs am stérksten lokomotorisch aktiv waren.

Im Gewicht unterschieden sich HABs und LABs nicht, jedoch HAB- und F1-Tiere. NABs
wiesen ein hoheres Gewicht a's alle anderen Gruppen auf (Tabelle 3).

Die Genotypisierung bestétigte den homozygoten Genotyp der HAB- bzw. LAB-Tiere
beziiglich der jeweiligen AVP-Allde. F1-Ratten waren durchgehend heterozygot sowie ale NAB-
Tiere homozygot fur das LAB-Wiltyp-Allel (Murgatroyd, unverdffentlicht).
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Abhildung 20, Charakterisierung von HAE-, MNAE- und LAE-Fatten.
AVP-Gehalt im PYMN won HAB-, MAB- und LAB-Fatten anhand won
immunhistochemischen Untersuchung des PYM und seiner Subregionen
guantifiziert (Mittehwerte + SEM; ** p < 0,01, % p < 0,03).



Manipulation des AVP-Systems in HAB-, LAB- und NAB-Ratten

Die Korrelation der untersuchten Parameter von HAB-, F1- und LAB-Ratten zeigte, dass alle
Angstparameter (headdips, R = 0,78; DaLi-Zeit im Hellen, R = 0,60; USV, R = -0,63) stark
miteinander korrelierten. Auch war ein Zusammenhang von struggling mit der %Zeit auf den OA (R
= 0,80) und den headdips (R = 0,74) zu erkennen. Der AVP mRNA-Gehat im PVN hingegen
korrelierte ausschliefdich mit der %Zeit auf den OA (R = 0,63). Eine Korrelation innerhalb der 10
Tiere der jeweiligen Subpopulation zeigte keinerlei signifikanten Zusammenhang.

Die IHC bestétigte die Ergebnisse der ISH, indem HABs einen erhthten AVP-Gehdt im
PVN gegentiber NABs und LABs aufwiesen, die sich nicht unterschieden. Dies traf auch fir eine
Anayse des PVN, unterteilt in dessen magno- und parvocel lulére Subregionen, zu (Abb. 20).

Ein individueller Vergleich des AVP-Gehdts im PVN mit dem Angstverhaten der
jeweiligen Ratten auf der EPM ergab eine Korrelation der Parameter fir das gesamte Kerngebiet as
auch fir die beiden Subregionen, wobel Tiere mit mehr AVP im PVN erhéhte Angstlichkeit auf der
EPM zeigten (Abb. 21).

Diskussion

In der eingehenden Anayse des Verhatens und der neuroendokrinen Parameter in
Zusammenhang mit AVP im PVN bestétigten sich einerseits die Unterschiede zwischen HAB- und
LAB-Ratten und andererseits der weitgehend intermediére Phanotyp von kreuzgeziichteten F1-Tieren.
Die Ergebnisse zeigen auerdem, dass HABs eine pathologische Uberexpression von AVP nicht nur
gegeniber LAB- und F1-Ratten (Wigger et a., 2004), sondern auch gegenilber normalen Wistar-
Ratten aufweisen (Abb. 19). Dass keine Unterschiede in der Grof3e des PVN zwischen den
Tiergruppen gefunden wurden, zeigt, dass HABs mehr AVP mRNA pro Zelle exprimieren as LABS,
NABs und F1-Ratten. Dies wurde auf zellulérer Ebene auch von Murgatroyd et a. (2004) mittels
alelischer Transkription gezeigt. In neutralem Hintergrund einer F1-Zelle wurde das HAB-AVP-Alld
weniger stark transkribiert als das LAB-AVP-Allel. Da es sich bel letzterem um die genetische
Sequenz des Wildtyps handelt, unterstiitzt dies das Ergebnis der nicht unterschiedlichen Expression
von AVP in LABs und NABs. Sowohl der AVP mRNA-Gehalt as auch die gemessene Menge des
Proteins selbst korrelierten mit dem Angstverhalten auf der EPM, indem angstlichere Tiere mehr AVP
MRNA aufwiesen. Das Verhaten auf der EPM korrelierte sowohl mit juvenilem Angstverhalten als
auch mit der Angstauspragung auf der EPF. Letztere standen aber in keinem Zusammenhang mit dem
AVP mRNA-Gehdt. Es ist zu vermuten, dass es sich in den erhobenen Parametern um
unterschiedliche Ausprégungen von angeborener Angst handelt, die nur tellweise auf einer
Uberwiegend AV P-basierten Regulation beruhen. So kénnten zur Auspragung des Angstverhaltensin
Jungtieren und auf der EPF Uberwiegend die CRH-Systeme in der zentralen Amygdala und im BNST
beitragen, da auch diese zwischen HABs und LABs unterschiedlich reguliert sind (Wigger et a.,
2004). Wie an Mausgungtieren im USV-Test gezeigt, sind diese insbesondere unter stressvollen
Testbedingungen durch die Gabe von CRH in ihrer Vokalisation beeinflussbar (Dirks et a., 2002). In
die zentrale Amygdala appliziert, verstarkte CRH die Exploration unter Stress (Wiersma et d., 1995).

55



Manipulation des AVP-Systems in HAB-, LAB- und NAB-Ratten

Dies konnte das EPFVerhaten in LABs widerspiegeln. Das Ausbleiben der erwarteten Korrelation
von AVP und den Stresshormonen ist vermutlich insbesondere dem anndhernd gleichen ACTH- und
CORT-Gehdt in LABs und F1-Tieren geschuldet. Dies reflektiert aber dennoch den AVP mRNA -
Gehalt d's Ubermdldig in HABs und vergleichbar in alen anderen Tiergruppen.
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Abbildung 21, Charakterisierung von HAB-, NAB- und LAB-Ratten.
Karrelationsanalyse des in der immunhistochemischen Untersuchung des PYMN und
seiner Subregionen und bereits in Abb. 20 aufgefihrten AVP-Gehalts in HAE-, NAE-
und LAB-Ratten mit deren Angstverhalten auf der elevated plusmaze (EFPM).

F Korrelationskoeffizient.

NABs waren im Gegensatiz zu HAB-, LAB- und Fl-Tieren in einigen Parametern
uneinheitlich. Zeigten sie ein weitgehend zwischen HABs und LABSs liegendes Angstverhalten, so
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waren sieim FS-Test dhnlich bzw. sogar vermehrt passiv in ihrem Verhalten im Vergleich zu HABs.
Demgegeniiber sezernierten sie weit weniger Stresshormone as ale anderen Gruppen und waren
stdrker motorisch aktiv. Auch das weit hdhere Gewicht unterstreicht, dass NAB-Tiere durch ihren
Auszucht-Status nur bedingt geeignete Kontrollen zur HAB/LAB-Inzucht bilden (Tabelle 3). Dies
konnte auch einen Einfluss auf das Schwimmverhalten der Tiere gehabt haben, was die
Vergleichbarkeit der Parameter mit HABs und LABs in Frage stellt. Vielmehr bieten F1-Tiere mit
intermedi&rem und somit nicht-pathogenem Verhaten eine geeignete Relation zu den Zuchtlinien.
Daher wurden NABs in die Korrélationsanalyse der erhobenen Parameter nicht mit einbezogen.

Der wenig ausgeprégte Unterschied im passven Verhdten der Ratten im FS-Test
unterstreicht die Notwendigkeit der gleichzeitigen Erfassung des aktiven Parameters struggling. Dass
floating und struggling zwei Entitéten in der Untersuchung von depressionsbezogenem Verhalten von
Nagern darstellen, wurde sowohl durch Faktoranalyse (Brenes Saenz et d., 2006) a's auch in Studien
unter Verwendung von verschiedenen Antidepressiva gezeigt (Page et al., 1999).

Wahrend durch die Selektion auf extreme Angstlichkeit die Angstparameter zwischen HAB-,
F1- und LAB-Ratten untereinander sowie komorbid mit den depressionsbezogenen Parametern
korrdierten (Abb. 19 und 21), fanden sich innerhalb der Subpopulationen keine Zusammenhange.
Dies mag einerseits an der relativ geringen Tierzahl liegen, andererseits spricht es aber dafir, dass die
inztichtige Selektion auf einen bestimmten Phanotyp eine in sich homogene Tiergruppe erzeugt hat.
Diese edffnet die Moglichkeit, Untersuchungen an einzelnen Individuen vorzunehmen, die
stellvertretend fur die Gesamtpopulation sind — unabhangig von genetischen und epigenetischen
Faktoren. Vielmehr kénnen ebendiese dadurch aufgedeckt werden.

Die Grundlagen der Komorbiditét von Angst und Depression sind nach wie vor weitgehend
unklar (Pollack, 2005). Um sich der Fragestellung zu néhern, ob gemeinsame neuronale Bahnen oder
Angsterkrankungen per se die Pathogenese einer damit in Zusammenhang stehenden oder davon
unabhangigen Depression beglinstigen, ware es von Interesse, HAB-Ratten zu identifizieren und zu
untersuchen, die keine Komorbiditét aufweisen bzw. HAB-Ratten durch pré& und postnatale Einfllisse
so zu manipulieren, dass eine Komorbiditét nicht eintritt.

Die Ergebnisse dieser Studie unterstreichen, dass HABs und LABs die beiden
Verhaltensextreme in angstbezogenem Verhaten darstellen und komorbid depressionsbezogenes
Verhalten aufweisen. Dies war bei NABs nicht der Fall. Wahrend LABs und NABs ein dhnliches
Niveau der AVP-Expression aufwiesen, wurde auch gezeigt, dass diese in HABs pathologisch
Uberaktiv igt.

5. Intrazellulare Einflisse auf die AVP-Expression: CBF-A in Situ-
Hybridiserung im PVN von HAB- und LAB-Ratten

Die Expresson enes Gens unterliegt einer Vielzahl von intrazelluldren wie auch
extrazelluléren regulatorischen und modulatorischen Faktoren. Diese beeinflussen die Transkription,
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die RNA-Modifikation, den RNA-Abbau, die Trandation sowie die Proteinmodifikation und
Sortierung (Sadock und Sadock, 2005). Insbesondere fir die intrazelluldre Regulation der
Transkription werden u.a. cis- und trans-Mechanismen beschrieben (Lee et d., 2006). Als trans-
regulatorische Elemente wurden u.a. Protein-DNA- sowie Protein-Protein-Wechselwirkungen — auch
solche, die nicht in der unmittelbaren Umgebung des Gens selbst lokalisiert sind — beschrieben.
Diesen wird der Uberwiegende Einfluss auf die Gentranskription zugeschrieben. Dahingegen sind cis-
wirkende Regulatoren auf demselben Chromosom wie das Gen selbst zu finden. Diese werden fir 30
% der differentiellen Gen-Expression zwischen Individuen verantwortlich geschétzt. Um cis
Mechanismen detektieren zu kdnnen, kann die allelspezifische Transkriptionsrate in heterozygoten
Tieren untersucht werden, sofern sich Marker-SNPs in unmittelbarer Umgebung bzw. innerhalb des
Kandidatengens befinden. Weicht die Transkription der jeweiligen Allele — zu identifizieren durch die
SNPs— von der erwarteten 1:1-Rate im identischen zelluldren Hintergrund von heterozygoten Tieren
ab, so kann dieses dlelische Ungleichgewicht enen cis-wirkenden Regulationsmechanismus
indizieren (Leeet al., 2006).

Wie von Murgatroyd et a. (2004) dargelegt, konnten in der Promotorregion des AV P-Gens
10 zwischen HABs und LABs differierende SNPs identifiziert werden. Die Isolation von mRNA aus
dem Gehirngewebe von heterozygoten F1-Ratten erlaubte mittels eines Reporter-SNPs auf dem
jeweiligen Alld die Quantifizierung der AVP mRNA -Expressionsrate von HAB- bzw. LAB-Allelen
im identischen zellul&ren Milieu. Dabel wurde im PVN fur die Expresson der AVP mRNA ein
alelisches Ungleichgewicht festgestellt, da die HAB-AVP mRNA stérker transkribiert wurde as die
LAB-AVP mRNA. Keine Unterschiede fanden sich in der Transkriptionsrate der Oxytocin mRNA.
Dies lief3 das Vorhandensein eines divergenten cis-regulatorischen Elements fur AVP in HABs und
LABs vermuten. In der Untersuchung des HAB-AVP-Allels konnte der SNP A(-1276)G ds
moglicher Kandidat fir die cis-Regulation der AVP-Expression idertifiziert werden. Dieser befindet
sich innerhalb der CArG-box, einer DNA-Bindungsregion fur den repressiven Transkriptionsfaktor
CBF-A. Durch verschiedene in vitro-Studien konnten Murgatroyd et al. (2004) zeigen, dass die
Affinitdt bzw. Bindungskapazitét dieses Repressors fur die CArG-box in LAB-Ratten niedriger war
asin HAB-Ratten.

Um die spezifische Relevanz des SNP A(-1276)G zu prufen, wurde en minimaes
Promotorkonstrukt erzeugt, das nur die jeweilige CArG-box einer oder beider Linien repetitiv enthielt.
Waéhrend die ein- bis dreifache HAB-CArG-box zu starker Aktivierung des nachgeschateten TATA -
Elements fihrte, wurde diese durch den Einbau von einer bis dreier LAB-CArG-boxen effektiv
unterdriickt. Auch wurde das reine LAB-Promotorkonstrukt in seiner Aktivitét durch Zugabe von
CBF-A stéarker reprimiert als das reine HAB-Promotorkonstrukt.

Wahrend die beschriebene AV P-Uberexpression in HABs im PVN gefunden wurde, wies der
ebenso stark AV P-exprimierende SON keine Unterschiede im AVP mRNA-Gehalt auf (Wigger et al.,
2004). Dass die Expression von AVP in diesem Kerngebiet nicht verandert war, bestétigte eine
vergleichbare Trankskriptionsrate des HAB- bzw- LAB-AVP-Allds in heterozygoten Tieren
(Murgatroyd et a., 2004). Das Vorhandensein der genetischen Mutationen von AVP in dlen
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Gehirnregionen vorausgesetzt, wére zu erwarten, dass ale zentralnervisen vasopressinergen
Regionen einen vermehrten AVP-Gehalt in HABs gegeniiber LABs aufwiesen. Da der SON diese
nicht zeigt, ist anzunehmen, dass intra- und/oder extrazelluldre EinflUsse auf den PVN — unabhangig
von oder ansetzend an der vorhandenen Mutation im AV P-Gen in HAB-Ratten — dessen AV P-Gehalt

erhdhen. Um dies zu untersuchen, sollten sowohl intrazellulare als auch extrazelluldre Kandidaten in
Betracht gezogen werden.

A) HAB LAB
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Abbildung 22, Vergleich des CBF-A mRENA- bzw. CEF-A-Gehalts im PVYM von HAB-
und LAB-Ratten.

&) Feprasentative Megativfarbung nach CEF-A mBEMNA 7 siw-Hybridisierung auf
Ebene des PVIN mit vergraf ertermn Ausschnitt des Kerngehiets.

B) CEF-A mEMNA- sowie CBEF-A-Gehalt wvon HABs und LABs auf Ebene des PWH
mittels in sifw-Hybridisierung bzw. immunhistochemischen Untersuchungen ermittelt
und dargestellt als Intensitat der jeweiligen relativen Grauwerte [(Mittelwerte £ SEM).
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Zur Untersuchung eines moglichen intrazelluléren Einflusses von CBF-A in vivo sollte im
PVN von HABs und LABs der basale Gehadt von CBF-A mittels ISH bzw. IHC ermittelt werden.
Durch Doppemarkierung von CBF-A und AVP per IHC sollte auRerdem die Kolokalisation der
beiden Proteine in denselben Zellen nachgewiesen werden.

Versuchsplan

Mittels ISH wurde der basale CBF-A mRNA-Gehdt in ungestressten HAB- (n = 8) und
LAB-Ratten (n = 10) quantifiziert. Per Fluoreszenz-Doppelmarkierung von basal perfundierten HABS
(n=5) und LABs (n = 5) wurde via IHC der Proteingehalt von CBF-A quantifiziert und die zelluldre
Kolokadisation mit AVP in denselben Schnitten geprift (technische Durchfiihrung der
Doppelmarkierung durch M. Bunck, MPI Minchen, und N. Singewald, Universitét Innsbruck).

Ergebnisse

HAB- und LAB-Ratten wiesen keinen Unterschied im basalen CBF-A mRNA-Gehalt des
PVN (Abb. 22) wie auch des SON (relative Intensitét: HAB basd 75,8 £ 4,14; LAB basd 709 +
3,28) auf. Diese Ergebnisse wurden durch IHC bestétigt (Abb. 22). Gezeigt wurde aul3erdem, dass
CBF-A und AVP in denselben Zellen koexprimiert werden (Abb. 23; gemeinsam mit C. Murgatroyd
erarbeitet).

Auch deutet die starke Schwérzung des Films Uber den gesamten Schnitt hinweg auf eine
ubiquitére Expression des Transkriptionsfaktors hin (nicht-quantifizierte Beobachtung).

Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass CBF-A als moglicher Regulator der differentiellen
AVP-Expression von HABs und LABsim PVN nicht unterschiedlich vorhanden war (Abb. 22). Auch
fanden sich keine Unterschiede des CBF-A-Gehalts im SON. Aus der IHC-Doppe markierung von
AVP und CBF-A im PVN wurde ersichtlich, dass CBF-A ein mdglicher Repressor des AVP-Gens
ist, da beide Proteine in denselben Zellen koexprimiert werden (Abb. 23).

Die ubiquitére Expresson von CBF-A wurde vormas beschricben und dort in
Zusammenhang mit der Beteiligung an der Regulation von serum response elements diskutiert
(Rushlow et al., 1999). Vermehrt wurde es neben zentralnervosen Strukturen wie Hippocampus und
Cerebellum auch peripher in Milz, Lunge und Thymus gefunden. Die deutliche Expression von CBF-
A und zelluldre Kolokalisation mit AVP im PVN zeigte dessen mdgliche Aktivitdt als Repressor in
vivo. Dass keine Unterschiede im CBF-A-Gehdt, aber in der AVP-Expression gefunden wurden,
unterstreicht die mangelhafte Suppression des HAB-AVP-Allels durch den Repressor. Allerdings
wurden auch im SON keine Unterschiede im CBF-A-Gehalt gefunden, hier einhergehend mit nicht
differenter AVP-Expression zwischen den Linien. Da die AVP-Mutation der HABs auch dort in
Interaktion mit CBF-A zu einer erniedrigten Expressionssuppression fuhren sollte, ist somit fraglich,
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zu welchem Anteill CBF-A fir die sowohl basal als auch bei Stress unterschiedliche Expression von
AVP im PVN verantwortlich ist. Einen Hinwels dazu konnte eine differierende CBF-A-Aktivitat
durch die Existenz mehrerer Isoformen von CBF-A geben. Diese wurden as mit verschieden
gearteten Phosphorylierungen oder Glycosilierungen versehen berichtet, die auf Grund spezifischer
zellulérer Stimuli hervorgerufen werden (Murgatroyd et a., 2004).

CBF-A + AVP

200 pm

CBF-A + AVP

25 pm

Abbildung 23

Feprasentative Abbildung der zellularen Kolokalisation won CEF-A und AYF im PYMin
der floureszenzmikroskopizchen Untersuchung im selben Schnitt,

A, D) CBF-Aim gesamten PYN bzw. auf zelluldrer Ebene [grin)

B, E) AVF im gesamten PV bzw. auf zelluldrer Ebene (rot-arange)

C, F) Die Yerschmelzung der Einzelbelichtungen resultierte in intensiver Gelbfarbung
bei Kolokalisation wvon CBF-A und AVE im gesamten PN bzw. auf zellularer Ebene.
(Ahbb. gemeinsam mit C. Murgatroyd erarbeitet)

61



Manipulation des AVP-Systems in HAB-, LAB- und NAB-Ratten

Dennoch deuten die Ergebnisse der ISH und IHC viemehr auf den Einfluss weiterer
Faktoren hin, die die Aktivitdt von CBF-A regulieren, die Transkription direkt an den AVP-SNPs
angreifend modulieren oder vollkommen unabhéngig von beiden agieren.

Insgesamt ist somit gezeigt, dass der CarG-box SNP in HAB/LAB-Ratten —wiein in vitro-
Exprimente eindeutig erwiesen (Murgatroyd et al., 2004) — zur Uberexpression von AVP im
Zusammenspiel mit dem Repressor CBF-A beitragen kann, dass aber in vivo nicht-lineare, komplexe
Faktoren mitberticksichtigt werden missen.

6. Extrazelulére Einflisse auf die AVP-Expression: Mikrodialyse von
Neurotransmittern im PVN von HAB- und LAB-Ratten

Die Kontrolle des PVN und damit der HPA-Achse obliegt vielen Gehirnregionen — alen
voran Amygdala, BNST, Septum, Hippocampus und prafronaer Cortex -, die an der Interpretation
und Integration der Stressantwort beteiligt sind (Herman und Cullinan, 1997). Diese ermdglichen
durch Exzitation und Inhibition des PVN eine fein abgestufte Reaktion auf externe und interne
Stimuli. Zusétzlich wird die Plagtizitét durch lokale Regelkreise innerhab bzw. in unmittelbarer
Umgebung des Kerngebiets erhoht.

Der PVN wird in seiner Aktivitét von Monoaminen, Aminoséuren und Neuropeptiden in
Funktion als Neurotransmitter bzw. -modulatoren reguliert (Hokfelt et a., 2000). Wie bereits von
Umriuhkin et al. (2002) gezeigt, unterscheiden sich HABs und LABs in ihrer Serotonin-Ausschiittung
im PVN weder basal noch in Reaktion auf den milden Stress einer EP~Exposition. Wurden die
Ratten jedoch dem emotional und physisch beanspruchenden FS-Test ausgesetzt, reagierten HABS
mit vermehrter Serotonin-Ausschittung gegentiber LABS.

Innervationen von pontinen und medulldren katecholaminergen Arealen — unter ihnen der
Locus coeruleus und der |aterale tegmentale noradrenerge Nucleus — sind hauptverantwortlich fir die
noradrenerge Steuerung des PVN (Pacak, 2000). Die Neuronen des Locus coeruleus reagieren dabel
in ihrer Aktivitdt auf Stressoren und feuern vor alem bel Stimuli, die das momentane Verhalten
unterbrechen und eine Neuorientierung der Aufmerksamkeit verlangen (Sadock und Sadock, 2005).

Die dopaminergen Neuronen sind in drei Projektionssysteme unterteilt. Das tubero-
hypophysdre System, dessen Neuronen im Nucleus arcuatus und im periventriculéren Nucleus
gelegen sind, projiziert dabel in die Adenophypophyse und beeinflusst dort inhibitorisch die
Freisestzung von Prolaktin (Sadock und Sadock, 2005). In komplexer Interaktion stehen die
Aminosauren Glutamat und GABA in der Regulation des PVN. Glutamat fungiert als wichtigster
ubiquitérer exzitatorischer Neurotransmitter im Saugerhirn. Bis zu 80 % der zentralnervdsen
Synapsen werden as glutamaterg angenommen und die zugehdrigen Neuronen zumeist als
Projektionsneuronen beschrieben (Sadock und Sadock, 2005). Fur den PVN wurde allerdings
berichtet, dass bis zu 40 % der glutamatergen Synapsen aus dem Kerngebiet selbst entspringen (Csaki
et a., 2000). GABAerge Neuronen sind zentralnervos a's vorwiegend kleine Interneuronen mit kurzen
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Axonen beschrieben, die Projektionen aus anderen Gebieten per inhibitorischer Verschaltung
fokussieren und integrieren. Dies gilt auch fur den PVN (Sadock und Sadock, 2005). Die
glutamaterge bzw. GABAerge Innervation des PVN erfolgt einerseits direkt vor alem durch den
BNST, das mediale préoptische Areal und den dorsomedialen Nucleus andererseits indirekt tUber den
peri-PVN, der vorwiegend vom Hippocampus, ventralen Subiculum lateralen Septum, der mediaen
Amygdala und dem préfronalen Cortex glutamaterg innerviert wird (Csaki et a., 2000; Herman et al.,
2003). Die Umgebungsstruktur des PVN ist wiederum GABAerg mit dem PVN verschaltet, so dass es
zu einer indirekten Inhibition kommt (Herman et al., 2002; 2005).

Dass auch Taurin und Aspartat eine Rolle in der Regulation des PVN spielen, zeigten
Mikrodialyseexperimente, die im PVN, nicht aber im SON eine vermehrte Sekretion der beiden
Neurotransmitter auf Grund von hyperosmotischer Stimulation zur Folge hatten (Horn et a., 1995).
Der vermutlich modulatorische Einfluss von Taurin und Aspartat auf die Exzitabilitét der Neuronen
und deren Rezeptoren sind jedoch noch nicht naher beschrieben (Sadock und Sadock, 2005).

Zum Studium maoglicher extrazelluléarer Einflisse auf den PVN sollten daher die
inhibitorischen sowie exzitatorischen Neurotransmitter Noradrenain, Dopamin, GABA, Glutamat,
Taurin und Aspertat per Mikrodialyse des Kerngebiets gemessen werden.

Versuchsplan

Zur Untersuchung moglicher extrazelluldrer Einflisse wurde in den PVN von HAB- und
LAB-Ratten 4 Tage vor Versuchsbeginn unilateral eine Mikrodialyse-Sonde implantiert. In
Anlehnung an Umriuhkin et a. (2002) wurden pro Versuchstag zwei basale Proben, eine wahrend und
zwei nach Stressorexposition gesammelt. An Versuchstag 1 wurde as Stressor die EPFExposition
gewdhlt. Am darauffolgenden Tag wurden die Tiere nach demselben Zeitschema dem FS-Test

Yersuchstag 1 Elevated platform
60 min 0 min 30 min B0 min 80 min 120 min 150 min
| Fraperfusion F |
chne Probennahme b1 b2 postd post2
10 min
Exposition
Versuchstag 2 Forced swimming
B0 min 0 min 30 min BO min 80 min 120 min 180 min
| Fraperfusion | | F | | |
ohne Probennahrme b1 b2 postl post2
10 min
Exposition

Ahbildung 24 Zeitplan der Probennahme bei Mikrodialyse des PWHN.

An beiden Yersuchstagen wurden nach einstindiger Praperfusion Dialysate Ober
jeweils 30 min himeweg gesammelt. Vor der Stressorexposition wurden jeweils zwel
hazale Proben abgenommen (b1, b2). Die Stressorexposition erfolgte jeweils zu
Beginn des 3. Perfusionsinteryalls. Daran anschliefend wurden zwei weitere
Prokben nach Stress gewonnen (postl, post?).

63



Manipulation des AVP-Systems in HAB-, LAB- und NAB-Ratten

unterzogen (Abb. 24). In jedem Diaysat wurde bei ausreichender Probenmenge Noradrenalin (HAB n
=8, LAB n = 8), Dopamin (HAB n =8, LAB n = 8), Taurin (HAB n =8, LAB n = §, Glutamat
(HABn=8,LAB n=7), GABA (HAB n= 8, LAB n = 6) sowie Aspertat (HABn=8,LABn=7)
bestimmt (technische Durchfiihrung der Transmitterbestimmung durch S. Sartori und N. Singewald,
Universitdt Innsbruck, wie beschrieben in Singewad et a., (1995; 1999)). Die histologische
Verifizierung der Sondenlokalisation wurde post mortemper Kresylviolettfarbung durchgefihrt.

Ergebnisse

Der Gehalt der untersuchten Neurotransmitter in den basalen Mikrodiayse-Proben zeigte
zwischen der HAB- und LAB-Linie keine Unterschiede (Mittelwert der jeweils basalen Proben).
Daher wurden ale weiteren Werte zur besseren Vergleichbarkeit zum Mittelwert der Basalproben in
Relation gesetzt (Abb. 25). In der Untersuchung der Verédnderung des Dialysatgehalts Uber die Zeit
wurde ersichtlich, dass auf Grund der EP~Exposition nur Noradrenalin (p < 0,05) und Dopamin
(HAB p<0,01; LAB p < 0,05) in beiden Linien und Taurin (p < 0,05) in der LAB-Linie beeinflusst
wurden. Hingegen hatte die FS-Exposition Auswirkungen auf den Probengehalt von Dopamin (p <
0,01), Glutamat (p < 0,05), Aspertat (p < 0,05) und Taurin (p < 0,01) in beiden Linien sowie
Noradrenalin (p < 0,05) in LABs und GABA (p < 0,01) in HABs. Die EP~Exposition hatte unter
Betrachtung der einzelnen Messpunkte keinen unterschiedlichen Einfluss auf die Ausschiittung eines
Neurotransmitters zwischen beiden Linien.

160 Moradrenalin
L 140 4
L]
T T
2 120
N
100 A
50
b1 b2  EPF postl post? bl B2 FS postl post?
“ersuchstag 1 Wersuchstag 2
160 Dopamin —+-HaB
150 LB
= 140 *
B 130
Tl_j 120 #
110
100
90
bt b2  EPF postl post2 b1 b2  FS postl post2
“ersuchstag 4 Wersuchstay 2

Abhildung 28, Zeitlicher Verlauf der MNeurotransmitterausschittung im PVN won HABs
und LABs vaor, wahrend und nach Stressorexposition (entsprechend Zeitplan Abb. 24).
Alle Werte wurden relatiy zum Mittel der jeweiligen Basalproben angegeben
(Mitteheerte £ SEM, *p = 0,05 v, LAE, # p <005 Tp <= 0,1 vs hasales Mittel).
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Abbildung 25 Fortsetzung.

Auch bel der FS-Exposition fanden sich keine Unterschiede zwischen HABs und LABs in
der Noradrendlin-, Dopamin- und Taurin-Ausschittung. Letztere sezernierten jedoch mehr Glutatmat,
GABA und Aspartat a's HABs. Wahrend die tendenzielle Erhéhung der Neurotransmitter relativ zum
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Mittel der Basaproben in Reaktion auf den EPFTest in jenem Didysat zu finden war, das
unmittelbar nach der Exposition entnommen worden war, fihrte FS in HAB-Tieren zu eéinem akuten
Anstieg der Neurotransmitter und bel LAB-Tieren zu einem Trend erhdhter Ausschiittung — &hnlich
der EPF~Exposition — in den Proben unmittelbar nach der Stressorexposition.

Diskussion

In vorliegender Studie zeigten sich zwischen HAB- und LAB-Ratten in den untersuchten
inhibitorischen sowie exzitatorischen Neurotransmittern basal keine Unterschiede (Abb. 25). Auch
gab es keine Linienunterschiede auf Grund der mild stressvollen EPFExposition, die per se keinen
signifikanten Anstieg der gemessenen Transmitter nach sich zog. In Reaktion auf den physisch wie
psychisch stark fordernden FS- Stress war jedoch eine zumindest tendenziell vermehrte Ausschittung
der Transmitter, mit Ausnahme von Noradrendin, in HAB-Ratten zu messen. In LABs war lediglich
der Dopamin-Anstieg signifikant. Der unterschiedliche Gehalt von Glutamat, GABA, Aspartat und
Taurin im Stressdialysat zwischen HABs und LABs wurde dabei vor alem durch einen schnelleren
Angtieg der Freisetzung in HAB- ds in LAB-Tieren hervorgerufen, da die maximae
Neurotransmitterausschittung, mit Ausnahme von Taurin, annghernd vergleichbar war.

Wie schon fur Serotonin berichtet (Umriukhin et al., 2002), unterschieden sich die Linien
nicht im basalen Neurotransmittergehalt der Dialysate. Somit ist zu vermuten, dass die sezernierte
Menge der beschriebenen Neurotransmitter basal keinen divergenten Einfluss auf die Regulation der
AVP-Uberexpression bzw. die bereits basal erhohte AVP-Ausschiittung in HABs hatte. Dennoch
konnten diese Transmitter durch eine zwischen den Linien unterschiedliche Rezeptordichte oder
second messenger-Kaskade indirekt auf die Regulation von AVP im PVN enwirken. Ein
vergleichbarer Transmittergehalt der basalen Dialysate war an Versuchstag 1 wie 2 zu messen, so dass
die EP~Exposition keine liniendivergente Veranderung der Transmitterausschiittung hervorgerufen
hatte.

Studien von Itoi et a. (1999) haben gezeigt, dass die Applikation von Noradrenalin in den
PVN ene ausgeprégte Aktivierung der HPA-Achse zur Folge hatte. Aullerdem fanden die Autoren,
dass eine derartige Behandlung eine differenzierte Aktivierung des CRH- und AV P-Systems nach
sich zog. So wurde der Gehalt an CRH hnRNA in kurzer Zeit stark erhoht, wahrend lediglich ein
Trend zu vermehrter AVP hnRNA nach 120 min festzustellen war. In Erweiterung dieser
Experimente wurde gezeigt, dass die AVP-Expression auf Grund noradrenerger Einflisse stark
CORT-abhangig ist. Jene ist in adrenalektomierten Tieren, nicht aber in scheinoperierten Ratten, stark
erhoht. Dies deutete auf einen gegenregulierenden Mechanismus durch CORT hin, der die
noradrenalinbasierte AV P-Expression unterdriickte (Helmreich et a., 2001). In HAB- wie auch LAB-
Ratten fand sich ein Trend zu erhthter noradrenerger Aktivitdt im PVN auf Grund beider Stressoren,
die aber zwischen den Linien nicht unterschiedlich war. Dies steht in folgerichtigem Zusammenhang
mit einer erhdhten HPA-Achsen-Aktivitét in beiden Linien bei EPF~ bzw. FS-Exposition, erklart aber
nicht die zwischen den Linien gefundene unterschiedliche Sekretion von CORT und ACTH (Landgraf
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et d., 1999). Der Zusammenhang von Noradrenalin im PVN und dessen Einfluss auf die HPA-Achse
in den Zuchtlinien sowie die noradrenalinbasierte AV P-Expression wére in weiteren Untersuchungen
zu studieren.

Die Untersuchungen zur dopaminergen Aktivitét im PVN haben sich bisher vor alem auf
dessen Einfluss auf das Sexuaverhalten konzentriert (Bitner et d., 2006). Die in dieser Studie
erhobenen Daten weisen auf einen deutlichen Zusammenhang zwischen sowohl mildem as auch
physischem Stress und der dopaminergen Neurotransmission im PVN hin. Somit verdient auch das
dopaminerge System weitere Beachtung in der Stressforschung. Dessen Interaktionen mit AVP und
CRH sowie die Einflisse von Dopamin innerhalb des PVN auf die HPA-Achsen-Aktivitét bleiben zu
zeigen.

Injiziert in den PVN wurde fur den Glutamat- wie auch fir den Aspartat-Rezeptoragonist N-
methyl-D-aspartat (NMDA) gezeigt, dass er stark exzitatorische Wirkung auf die HPA-Achse hat
(Zelena et d., 2005). Dieser Effekt wurde dabei mehr dem CRH- as dem vasopressinergen System
zugeschrieben, da sich dies auch in AVP-defizitéren Brattleboro-Ratten hervorrufen liefd. Dass der
NMDA-Rezeptor bei chronischem Stress reduziert exprimiert wird, wurde as unterstiitzend fur die
Hypothese diskutiert, dass Glutamat einen starken Einfluss auf den PVN sowohl bei akutem als auch
bei chronischem Stress hat (Ziegler et d., 2005). Auch zeigten diese Studien, dass das glutamaterge
System zur Stressadaptation beitrégt, bei Fehlregulation aber zu einer pathologischen HPA-Achsen
Aktivitét. Eine derartige Dysregulation konnte durch die stérkere und sehr rasche Aktivierung des
glutamatergen Systems in HABs gegeniiber LABSs reflektiert werden und wére somit ein weiteres
Indiz fur die erhdhte Vulnerabilitét der HAB-Tiere.

Die GABAergen Interneuronen vermitteln die indirekte Innervation des PVN durch
funktionell Ubergeordnete Gehirngebiete wie Hippocampus, Septum, Amygdala und préfrontaler
Cortex (Bali und Kovacs, 2003). Durch Studien mit dem GABA-Rezeptor-Agonisten Muscimol
wurde die inhibitorische Funktion von GABA auf die HPA-AchsentAktivitét gezeigt (Herman et al.,
2005). Auch wurde Uber deren Funktion in der Kontrolle pulsatiler Hormonsekretion, in der
Anpassungen der Stressreaktion an physiologische Gegebenheiten sowie in der negativen
Ruckkopplung durch CORT spekuliert (Bai und Kovacs, 2003). Abgekoppelt von limbischen
Innervationen konnte gezeigt werden, dass die GABAergen Interneuronen einen tonisch inhibierenden
Einfluss vor allem auf die CRH- und AV P-Expression in parvozelluldren Zellen haben. In vivo wurde
eine GABA-bas erte Inhibition vor alem in den Strukturen des peri-PVN gefunden, die wiederum die
parvozelluldre AVP-Expression im PVN, weniger die CRH-Expression, reguliert (Bali und Kovacs,
2003). Neuere Untersuchungen sehen insbesondere im GABA A-Rezeptorsubtyp einen Ansatzpunkt
fur die néchste Generation von Psychopharmaka fir Angst und Depression. Der molekulare
Mechanismus und dessen Wirkungsweise sind jedoch noch weitgehend ungeklé&t (Cryan und
Kaupmann, 2005). Die verstarkte, im PVN inhibitorisch wirkende GABA-Sekretion auf Grund von
FS konnte die exzitatorische Glutamatprasenz ausgleichen. Da die Mikrodialysesonde jedoch auf
Grund ihrer Gréle auch peri-PVN-Bereiche erfasste, kdnnte der gemessene GABA-Gehalt auch
indirekt exzitatorische Aktivitét reflektieren. So wére eine regional stérker differenzierte Betrachtung
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der GABA-AKktivitéat im PVN notwendig, um exakte Rickschllisse auf die AV P-Expression bzw. das
Verhaten und die HPA-Achsen-Aktivitét von HAB- und LAB-Ratten zu erlauben. Dass sowohl

exzitatorische als auch inhibitorische Transmitter in HAB-Ratten verstarkt sezerniert wurden, konnte
auch auf eine Dysregulierung Ubergeordneter, stressverarbeitender Gehirnareale — wie der Amygdala,
des Hippocampus, des Septums —, die zum PV N projizieren, hinweisen.

Taurin ist eine der haufigsten Aminosduren im Gehirn. Ein modulatorischer Effekt von
Taurin wurde u.a. fir den Metabolismus von GABA und Serotonin gezeigt (Kong et a., 2006). In
Verhaltensstudien erwies sich die akute und chronische orale Applikation von Taurin auf der EPM
anxiolytisch, nicht aber sedativ (Chen et a., 2004; Kong et a., 2006). Weitere Studien zum Effekt
von Taurin auf die HPA-Achsen-Aktivitét liegen bisher nicht vor. In Untersuchungen am SON
konnten Engelmann und Ludwig (2004) zeigen, dass Taurin bel FS-Stress eine supprimierende
Wirkung auf die AV P-Ausschiittung aufweist. Die vermehrte Taurin-Sekretion im PVN von HABs
bei FS konnte die AVP-Ausschiittung im PVN reduzieren und damit den von Wotjak et al. (1996)
postulierten inhibitorischen Tonus von AVP innerhab des PVN auf die HPA -Achsereduzieren.

Die Untersuchung der klassischen Neurotransmitter im PVN zeigte, dass Noradrendlin,
Dopamin und Serotonin keinen direkten Einfluss auf die unterschiedliche Verhatens- sowie HPA -
Achsen-Reaktivitdt von HABs und LABs hatten, weder basal noch bei Stress. Vielmehr erscheinen
Glutamat, GABA, Aspartat und insbesondere Taurin als Modulatoren der unterschiedlichen
Stressresktivitét der beiden Linien ausschlaggebend. Der Zusammenhang von extrinsischen Faktoren
— wie Neurotransmitter und -modulatoren — und intrinsischen Faktoren — wie CBF-A — mit der
Ausprégung der AVP-Expression, der Verhaltensextreme und der HPA-Achsen-Aktivitét von HABs
und LABSs, anknipfend an die oder unabhangig von der Mutation im AVP-Gen, bleibt weiter zu
studieren.
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B. Manipulation des AVP-Systems in HAB-, LAB- und NAB-
Ratten

1. Effekte der Manipulation des AVP-Systems im Septum auf das
soziale Gedachtnisvon HAB-, NAB- und LAB-Ratten

1. 1. Suppression des septalen AVP-Systems via antisense-Behandlung des BNST von
HAB- und LAB-Ratten: Kognition und Angstver halten

Im ersten Projekt dieser Arbeit wurde gezeigt, dass HAB-Ratten gegentiber LAB-Ratten eine
deutlich verbesserte soziale Gedéchtnisfahigkeit aufweisen. Die im sozialen Gedéchtnis grundlegende
Funktion von AVP wurde, wie beschrieben, an einer Vielzahl von Studien gezeigt (Winslow und
Insd, 2004). So war nun von Interesse, die grundlegende Abhangigkeit der verbesserten
Gedéachtnideistung vom vasopressinergen System auch in HAB-Ratten in Zusammenhang mit dessen
Hyperaktivitdt zu zeigen. Um dies ndher zu untersuchen, sollte das soziale Gedéachtnis beider
Zuchtlinien nach selektiver Unterdriickung der Funktion von AVP im lateralen Septum erneut getestet
werden.

Um die Expression eines Peptids auf genetischer Ebene einerseits in einem eingeschrénkten
zeitlichen Rahmen des Effekts, der andererseits prézise auf bestimmte Gehirnareale begrenzt ist, zu
unterdrticken, bietet sich die Applikation von kurzen, einstrangigen ODN (18-25 Basenpaare) an, die
einem Bereich der gewdahlten Peptid-mRNA komplementdr sind (Landgraf, 1996; Ogawa und Pfaff,
1996). Diese antisense-ODN (AS) reduzieren intrazellulédr die Peptidexpression, indem sie die
Trandation sterisch oder konformatorisch behindern. So kommt es zur Anlagerung an die mRNA und
einer damit verbundenen Inhibition der Trandation, zur Formation von RNA/DNA-Hybriden, die
durch RNAsen degradiert werden, oder auch zu einem Trandationsarrest, der durch eine sterische
Blockade von notwendigen Enzymen erreicht wird (Landgraf et a., 1997; Crooke, 2004). Damit wird
die Synthese eines bestimmten Proteins gehemmt, ohne die Genexpression anderer Gene oder die
Genseguenz selbst zu verandern.

Zur Etablierung einer fir HAB/LAB-Ratten adaguaten AS Sequenz wurden zwei dem AV P-
Gen komplementdre ODN in silico entwickelt, die keine Homologien mit anderen Genen der
»GenBank database” aufwiesen (Biognostik, Gottingen, Deutschland). Diese waren zur Stabilisierung
gegen intrazellulégren Abbau, Reduzierung der Toxizitét und Verbesserung der Transfektion mit
Phosphorothioat modifiziert. Dieser Einbau von Schwefel in das DNA-RUckgrat erhtht die
Habwertszeit der AS auf Uber 48 h im Serum (Antisense & |SH Catalog 2006; Biognostik, Gottingen,
Deutschland). Laut weiterer Angaben von Biognostik erreicht die zelluldre Aufnahme 10 h nach
Injektion ein Optimum. Fluorescin-markierte AS (FITC AS) konnte intrazellulér 4 bis 24 h nach
Applikation mittels Fluoreszenz-Mikroskopi e nachgewiesen werden.
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In einem Vorversuch ermittelten Wigger et a. (unverdffentlicht) in vivo die Wirksamkeit der
oben beschricbenen AS bel subchronischer bilaterder ODN-Applikation in den PVN per
Glasfaserkantle. Als Kontrollsubstanzen von Wirkung und Zytotoxizitét dienten funktionslose ODN-
Sequenzen mit basengleicher, aber randomisierter Nukleotidzusammensetzung (missense, MS) sowie
reine Applikationddsung (Biognostik, Gottingen, Deutschland). Mittels Mikrodiayse des PVN
konnte eine supprimierte Ausschittung von AVP in HAB-Ratten auf Grund der mehrfachen
Applikation der in den folgenden Versuchen angewandten AS gezeigt werden. Im Vergleich zu den
Kontrollsubstanzen war kein Effekt fur die alternative ODN zu erkennen.

Im lateralen Septum freigesetztes AVP wird in den Somata des BNST exprimiert (De Vries
und Buijs, 1983). Um die septale Sekretion von AVP sdektiv durch die Reduzierung der
vasopressinergen Projektion zu vermindern, sollte daher die entsprechende AS subchronisch, bilateral
in den BNST injiziert werden.

Da Studien gezeigt haben, dass septales AVP auch Einfluss auf das Angstverhalten hat
(Landgraf et a., 1995; Menard und Treit, 1996) und die Bindungskapazitét des septaen V1aR in
HABs erhoht ist (Keck et a., 2003; Wigger et a., 2004), sollten nach AS-Behandlung auf3erdem
Angstparameter auf der EPM erhoben werden.

Die zdlulére Lokaisation der AS sollte per FITC AS untersucht werden.

Versuchsplan

Unmittelbar nach Implantation der Fuhrungskanile wurde mit der Applikation der
Substanzen am noch narkotisierten Tier begonnen. Pro Injektionsseite wurde 1 pl Substanz in den
BNST appliziert (1 nmol AS, n = 6; 1 nmol MS, n = 7; Vehikel, n = 6). Im Folgenden wurden die
Tiere abends und morgens Uber 2 Tage hinweg behandelt (Abb. 26). An Tag 3 wurden 1 h nach einer
weiteren abendlichen Applikation die Auswirkungen der jewelligen Substanz auf das soziae
Gedéchtnis der Tiere mit Hilfe des SDis-Tests studiert.

Antisense-Applikation in den BNST

Tag 1

18:00

Tag 2
a:00

18:00

Tag 3

Tag 4

g:00

18:00

§:00

OF

2

3

4

EFP

Abhildung 26, Zeitplan der Applikation van AVP anfisense-Oligodeomoynucleotid (O0OMN)-
Sequenzen, missense OO oder Vehikel in den bed nuciews der stz terminglis.

HABs und LAESs wiurden beginnend direkt nach der Implantation einer FOhrungskanile
(OF) taglich abends (18:00 Lhr) und maorgens (B:00 Uhr) behandelt. Eine Stunde nach
der abendlichen Applikation an Tag 3 wurde der socigl discrimination (SDis)-Test
durchgefihrt. Tags darauf nach der margendlichen Applikation wurden die Tiere der
glevated pivsmaze (EFPM) exponiert.
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An Tag 4 wurden HABs und LABs 1 h nach der 7. Injektion der EPM exponiert.

Die histologische Verifizierung erfolgte mit Kresylviolettfarbung.

Zur |dentifizierung der zelluldren Lokalisation der ODN wurde der BNST von zwei Tieren
bilateral mit 1 pl FITC AS (1 nmol; Biognostik, Gottingen, Deutschland) behandelt. Diese wurde per
Fluoreszenz-Mikroskopie nachgewiesen.

Ergebnisse

Die Injektion von ASin den BNST |6schte die Kapazitét zur kurzzeitigen Wiedererkennung
von bereits explorierten Jungtieren sowohl in HABs as auch LABs ganzlich aus (Ab. 27). Eine
innerhalb und zwischen den Gruppen nicht unterschiedliche Erstexplorationszeit zeigte, dass der
explorative Antrieb durch die ASBehandlung nicht beeintréchtigt war. Weder MS noch Vehikel
hatten einen Einfluss auf die Gedachtnisbildung im sozialen Kontext, da sowohl HABs a's auch LABs
das erstexponierte Jungtier nach 10 min stets wiedererkennen konnten.
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Abbildung 27, Social discrimination-Test an AVP antisense- bzw. kontrollbehandelten HAB- und
LAB-Ratten.

Fognitve Fahigkeit adulter HAEs und LABs, ein hereits fur 4 min explorierten Jungtier 1 won
einem unhekannten Jungtier 2 in der Zweitexposition nach einem Interexpositionsintervallen von
10 min zu unterscheiden. HABs und LAEs wurden zuwvar Oher drei Tage hinweg (entsprechend
Zeitplan Abb. 28) AVP anfisense-Oligodeoxynucleotid (ODM)-Sequenzen, rissense COM oder
Yehikel in den bed nucleus der sina ferminalis appliziert (Mittehwerte £ SEM; ** p < 0,01).

Das Angstverhaten auf der EPM war in ASbehandelten HAB-Ratten gegentiber den
kontrollbehandelten Tieren tendenziell vermindert. Kein Effekt zeigte sich dagegen in LABs (Abb.
28). Keine der applizierten Substanzen hatte einen Einfluss auf die Lokomotion der Tiere auf der
EPM.
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Die Untersuchung der Injektionsstelle und der Verteilung der FITC AS zeigte, dass die
Substanz sich diskret im Kerngebiet verteilt hatte (Abb. 29). In héherer Auflésung wurde sichtbar,
dass die AS sich in den Zellkorpern des Kerngebiets akkumuliert hatte.
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Abhildung 28, Eevated plusmaze-Test an AVP anfisense- bzw. kontrollbehandelten
HAE- und LAE-Ratten.

HABs und LABs wurden vor der Erfassung won Angstverhalten und Lokomotion Ohber
drei Tage hinweqg (entsprechend Zeitplan Abb. 26) AVP anfisense-Oligodemgynucleatid
(CDOM}-Seqguenzen, missense O0OMN oder Vehikel in den bed nuciews der stria ferminaiis
appliziert (Mittehwerte + SEM, Tp < 0,1).

Diskussion

In vorliegender Studie konnte gezeigt werden, dass das septale AV P-System grundlegend fir
die zuvor beschriebene verbesserte Gedéchtnideistung von HABs im sozialen Kontext ist (Abb. 27).
Dieses konnte durch ASBehandlung ebenso supprimiert werden wie jenes von LABs. Aulderdem
wurde in hyperangstlichen HABs ein tendenzieller anxiolytischer Effekt auf Grund der Manipulation
von AVP im Septum nachgewiesen (Abb. 28). Die Verwendung von AS erwies sich als
verhatensrelevantes und effektives Werkzeug zur selektiven Suppression eines neuropeptidergen
Systems.

Nach Expression in den Somata des BNST wird AVP Uber vasopressinerge Projektionen zu
den freisetzenden Synapsen im lateralen Septum transportiert (De Vries und Buijs, 1983). Fur die
Behandlung mit AS wurden zwel mdgliche Wirkmechanismen berichtet (Neumann, 1997). Einerseits
wurden kurzzeitige Effekte gezeigt, die zu einer verringerten neuronalen Erregbarkeit flhrten
(Neumann et al., 1995). Zum anderen wurde fir die physiologischen Verdanderungen eine Suppression
der Trandation und der damit verbundenen Peptidverfligbarkeit postuliert (Neumann, 1997). Zur
Verminderung bzw. Erschdpfung des in den Synapsen verfiigbaren AV P sollte daher eine Suppression
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des Trandationssystems im BNST durch subchronische Behandlung mit AS dienen. Eine effektive
Depletion von AVP lasst sich einerseits auf Grund der reduzierten AV P-Sekretion bei Mikrodialysein
den Vorstudien vermuten (Wigger et d., unverdffentlicht). Andererseits lésst die
verhatensbiologische Wirkung in vorliegender Studie diesen Schluss zu. Dennoch ist nicht
auszuschlief3en, dass es sich bei den beobachteten Resultaten um eine akute Suppression der AV P-
Sekretion durch die unmittelbar vorhergehende AS-Applikation handelte.

Die Funktion von septalem AVP in der soziden Kognition wurde in verschiedenen Studien
mit unterschiedlichen Techniken dargestellt (Insel und Fernald, 2004). So wirkte AV P, zentral oder
peripher verabreicht, sowie die AVP-Sekretion aktivierende elektrische oder osmotische Stimulation
von SON und PVN verstéarkend auf das Gedéchtnis. AVP-Antagonisten und anti-AV P-Serum
hingegen fuhrten zu dessen Suppression (Bielsky und Young, 2004). Dass eine Manipulation des
AVP-Systems sowohl in HABs as auch in LABs zu ener ganzlichen Unféhigkeit zur
Wiedererkennung des bekannten Jungtiers fuhrte, zeigte, dass auch die stark verbesserte kognitive
Kapazitét von HABs grundlegend auf diesem System beruht. Ob diese jedoch auf der Mutation des
AVP-Gens und einer damit moglicherweise verbundenen AVP-Uberexpression im BNST basierte
oder auf einer linienspezifisch divergenten Innervation des Kerngebiets, bleibt zu zeigen.

Dass keine der verabreichten Substanzen einen Einfluss auf das Explorationsverhaten der
Tiere hatte und damit ein tatséchlicher Effekt im Angstverhalten beobachtet wurde, zeigte eine
vergleichbare Dauer in der Erstexploration. Auch die intrazellulére Lokalisation der AS ads
Voraussetzung fur die Beeintrdchtigung der AVP-Expression konnte auf Grund der zeluléren
Akkumulation der FITC-markierten AS angenommen werden (Abb. 29).

Abhildung 28 Via Fluoreszenzmikroskopie untersuchte Injektionsstelle
und die  Vertellung  der  Fluorescin-markierten  AVFP  anfisense
Oligodeoynucleotid-Sequenzen (grin) im bed nuclieus der stria terminalis
(BMST). In Wergraterung konnte die Akkumulation der  anfisense-
Sequenzen in den Zellkdrpern gezeigt werden.
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Neben den vasopressinergen Projektionen des BNST (De Vries und Buijs, 1983) wird das
laterale Septum von der medidlen Amygdala vasopressinerg innerviert (Caffe et al., 1987). Die
Ergebnisse vorliegender Studie zeigen, dass schon alleine die Unterdriickung des AV P-Systems des
BNST fir ene vollkommene Extinktion des sozialen Kurzzeitgedachtnisses hinreichend ist.
Ahnliches konnte fiir das oxytozinerge System in der medialen Amygdala an knockout-Tieren gezeigt
werden (Ferguson et a., 2001). Die eventuell modulierende oder auch verstérkende Rolle des
vasopressinergen Systems der medialen Amygdaa bleibt noch zu zeigen. Dies ist besonders in
Zusammenhang mit den Daten der SD-Studie zu beachten (Projekt A 2, Tabelle 2). Die mediae
Amygdaa wies hier den stérksten Unterschied zwischen HAB- und LAB-Ratten in der neuronalen
Aktivitét nach sozider Unterwerfung auf. Diese stérkere Aktivierung konnte ein Korrelat fur die
Interaktion von olfaktorischer Chemosensorik (Coolen und Wood, 1998), Angstverhalten (Ebner et
a., 2004) und (Dys-)Funktion des soziaen Gedachtnisses darstellen (Projekt A 1, Abb. 15).

Neben der grundlegenden Funktion in der sozialen Kognition wurde fur das septale AVP-
System auch eine Rolle im Angstverhalten gezeigt. Die reduzierte V1aR-Dichte auf Grund von AS
Behandlung wirkte ebenso anxiolytisch wie L&sionen im Septum (Landgraf et al., 1995; Menard und
Treit, 1996). Des Weiteren konnten Liebsch et a. (1996) durch die Applikation eines V1R-
Antagonisten in Wistar-Ratten deren auf den OA der EPM verbrachte %Zeit erhbhen. In einer
jungsten Studie mit einem selektiven V1bR-Antagonisten war jedoch kein Effekt auf das
Angstverhalten festzustellen (Stemmdin et a., 2005), was auf eine Uberwiegende Funktionalitdt des
septalen V1aR im Angstverhaten hinweist. Auch keine Wirkung zeigte die Applikation von
synthetischem AV P mittels reverser Mikrodialyse auf das Angstverhalten (Liebsch et al., 1996). Dies
reflektiert die Ineffektivitét der AVP ASin LABs (Abb. 28). Wie von Liebsch et a. (1996) diskutiert,
konnte die Wirksamkeit von einer septalen AVP-Applikation auf das Angstverhalten innerhalb eines
geringen Spidraums liegen. In HABs ist die Bindungskapazitéat des V1R im Septum erhoht (Keck et
a., 2003; Wigger et d., 2004). Somit konnte in diesen Tieren im Gegensatz zu LABs die Reduzierung
des verflgbaren AVP auf Grund der htheren Sensitivitét eine Verdnderung des Angstverhatens
bedingen. Dass der leicht anxiolytische Effekt in HABs nicht auf einer Veranderung in der
Lokomotion basierte, erwies sich in der vergleichbaren Anzahl der Eintritte in die geschlossenen
Arme der EPM (Abb. 28).

Die grundlegende Funktion des septalen AVP-Systems in der soziden Kognition wurde
durch vorliegende Experimente unterstrichen, ebenso wie die Effektivitdt der AS-Applikation as
Methode zur selektiven Manipulation eines neuropeptidergen Projektionssystems.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass in LAB-Ratten kein kausaler
Zusammenhang zwischen Angstverhalten und sozialer Kognition besteht, da ersteres unveréndert war,
wéhrend letztere in ASbehandelten Tieren supprimiert war. In HABs hingegen, as Tiermodell fiir
psychopathologische Erkrankungen, zeigte sich gleichzeitig zur supprimierten Kognition im sozialen
Kontext ein anxiolytischer Effekt auf der EPM. Die Interaktion bzw. Unabhéngigkeit dieser beiden —
auch in Psychopathol ogien beobachteten Phénomene (Grady und Keightley, 2002) — bleibt zu zeigen.
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1. 2. Uberexpression von V1a-Rezeptoren im Septum von NAB-Ratten: eine social
discrimination-Studie

Das Spektrum der molekulargenetischen Methoden zur selektiven Verdnderung der
Expression eines Gens — ubiquitér oder punktuell, akut oder chronisch — it vidfdtig (Gerlai, 1996).
Um ein Gen sowohl zeitlich as auch raumlich selektiv zu Uberexprimieren, wurde in den letzten
Jahren die Methode der Transfektion spezieller VVektoren per gentechnisch veranderter Viren etabliert
(adeno-assoziierte virade Vektoren, AAV). Diese nicht-pathogenen Viren dienen as ‘Genfahren',
indem sie in Zellen eindringen, ihr genetisches Materia transferieren und die Synthese ,ihres* Gens
in den Zelen foérdern (Vasquez et al., 2001). Diese Art der Transfektion erlaubt nicht nur die
Manipulation von adulten Neuronen, sondern auch eine speziesiibergreifende Manipulation der
Genexpression (Lightman et a., 2002).

Pitkow et al. (2001) haben einen V1aR-exprimierenden AAV fur Wihiméuse etabliert.
Monogame Prériewihlméuse weisen eine hohere V1aR-Dichte im ventralen Pallidum auf as nicht-
monogame montane-Wuhimaus. Durch die Verabreichung des V1aR AAV in das ventrale Pallidum
von letzteren wurde die dortige Rezeptordichte erhtht und damit einhergehend monogames
Paarbindungsverhalten induziert.

Dass das septale AVP-System eine zentrade Rolle in der Ausprégung von soziaem
Gedéchtnis hat, wurde unter anderem im vorhergehenden Projekt gezeigt, wie auch mehrfach
beschrieben (Engelmann et a., 1996). Freigesetzt im lateralen Septum, bindet es dort an V1aR und
V1bR und ist grundlegend an der Ausprdgung des sozidlen Gedéchtnisses beteiligt. Dies konnte
insbesondere in der Untersuchung von V 1aR knockout-Mé&usen gezeigt werden (Bielsky et al., 2004).
Die Funktionditat des septalen AVP-Systems wurde bisher vor allem an Studien beschrieben, in
denen die Funktion des Systems unterdriickt wurde. So zeigte die selektive Reduktion der septalen
Rezeptor-Expression durch V1aR antisense-Applikation, dass die Versuchstiere die Fahigkeit zur
Wiedererkennung im sozialen Kontext eingebifld hatten (Landgraf et a., 1995). Bestétigt wurde
dieses Ergebnis durch die Applikation eines V1R-Antagonisten per osmotischer Minipumpe ins
laterale Septum. Dadurch wurde das soziale, nicht aber das raumliche Gedéachtnis, vermindert (Everts
und Koolhaas, 1999).

Nun stellt sich die Frage, ob auch durch die Erhéhung der Rezeptor-Dichte eine
Verbesserung der soziaden Gedéchtnisfahigkeit erreicht werden kann. Dies sollte im Gegensatz zu
beschriebenen loss of function-Ansétzen durch einen gain of function-Ansatz untersucht werden.

Sofern oben beschriebener Wilhimaus-V1aR AAV speziesunabhéngig in Ratten exprimiert
wird, sollte durch dessen Injektion in das laterale Septum ein Einfluss auf das soziale Gedachtnis der
Versuchstiere festzustellen sein.

In einem Vorversuch wurde gezeigt, dass die unilaterale Applikation des V1aR AAV in
Ratten zu einer einseitig und weitgehend auf das laterale Septum beschrénkten erhthten Bindung
eines radioaktiv markierten V 1aR-Antagonisten fuhrte (Landgraf et ., 2003).
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Als Kontrolle der Wirkung sollte dem V1aR AAV ein lacZ-exprimierender Vektor (lacZ
AAV) gelten. Auf Grund der Daten zur Expression eines AAV in verschiedenen Studien wurde as
optimale Inkubationszeit eine Dauer von 3 Wochen gewdhlt (Ideno et a., 2003; Tenenbaum et 4.,
2004).

Versuchsplan

V1aR- oder lacZ AAV-Losung (bereitgestellt von L. Pitkow und L. Young, Emory
Universitét) wurde NABs (jewells n = 7) per Glasfaserkanile bilateral in das laterade Septum
appliziert.

Drel Wochen nach AAV-Behandlung wurden die Tiere jeden zweiten Tag im SDis-Test auf
Veranderungen ihres sozialen Gedéchtnisses untersucht. Beginnend mit einem IEI von 30 min wurden
im Weiteren |Els von 60 min und 120 min verwandt. Aufbauend auf dem IEI von 2 h wurden die
Tiere aul3erdem einer weitergehenden Serie von SDis-Tests unterzogen. So wurde das erstexponierte
Jungtier des 2 hIElI nochmals nach weiteren 24 h und weiteren 72 h zusammen mit einem jeweils
neuen, unbekannten Jungtier der Versuchsratte prasentiert.

Anschlielend an diese erste Serie von Verhdtenstests wurden alle Tiere mit einer
Mikrodialyse-Sonde im linken Septum versehen (V1aR AAV n = 6; lacZ AAV n = 7). In der
Aufwachphase, unmittelbar nach der Operation, wurden drei 30-minutige Dialysate zur Kontrolle der
maximal freizusetzenden AV P- und Oxytocin-Menge gesammelt.

Nach drei Tagen wurde per inverser Mikrodialyse Uber 30 min synthetisches AVP (Sigma,
Taufkirchen, Deutschland; ca. 2 ng/30min; Engelmann et a., 1992) in das linke Septum appliziert.
Dies wurde 5 min vor der Erstexposition eines neuen Jungtiers begonnen. Die Zweitexpositionen
zusammen mit jeweils neuen Jungtieren erfolgten 2 h bzw. weitere 24 h bzw. weitere 72 h spéter.

FUr eine dritte und vierte SDis-Testung wurden am néchsten Tag bzw. drei Tage spéter bei
der Erstexposition eines neuen Jungtiers der spezifische V1R-Antagonist (d(CH2)5 Tyr (Me)AVP,
Manning compound; bereitgestellt von M. Manning, Medical College von Ohio) bzw. ein selektiver
Oxytocin-Rezeptorantagonist (desGly-NH2, d(CH2)5[Try (Me)2, Thr 4] OVT; bereitgestellt von M.
Manning, Medical College von Ohio) oder Vehikel in das linke laterale Septum per inverser
Mikrodialyse appliziert (ca. 5 ng/30 min, Engelmann et d., 1992). Die Zweitexposition dieses und
eines unbekannten Jungtiers erfolgte mit einem IEI von 30 min.

Vier Tage spéater wurde die soziae Interaktion der Tiere studiert (durchgefhrt von Wigger et
a., entsprechend Henniger et al. (2000), Landgraf et a. (2003)). Die Tiere wurden anschlief3end, 7
Wochen nach AAV-Applikation, dekapitiert.

Ergebnisse
Die V1aR AAV-behandelten Tiere zeigten sowohl bel einem IEI von 30 min, 60 min als

auch 120 min die Fahigkeit, ein bekanntes Jungtier wiederzuerkennen (Abb. 30). Selbst nach 24 h
zeigte sich eine entsprechende Tendenz. Nach 72 h war keine Unterscheidung der Jungtiere mehr
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festzustellen. LacZ AAV-behandelte Tiere zeigten lediglich nach 30 min eine starke Tendenz zur
Wiedererkennung, waren dazu aber bel allen anderen IEIs nicht in der Lage.
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Abhildung 30, Soocigd discrimination-Test an v1aR AAYV- und lacZ AAV-behandelten Tieren.

&) Kognitive Fahigkeit won Y1aR AAV- und lacZ AAV-behandelten Ratten zur
Wiedererkennung eines hereits fir 4 min explorierten Jungtiers 1 in der Jweitexposition
gegendber einem unbekannten Jungtier 2 bei Interexpositionsintervallen (IEI) van 30 min,

BO min und 120 min.
E) Feexposition des beim 120 min-IEl exponierten Jungtiers 1 zur Exploration durch Y1aR

AAV- und lacZ AAV-behandelte Ratten zur Untersuchung der anhaltenden Kapazitat zur
Wiedererkennung nach 24 bhzw. 72 Stunden gegendber einem unbekannten Jungtier 2
(Mittelwerte £ SEM, "™ p =001, " p=0058Tp<01).
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Abbildung 3. Sooia! discrimination-Test an V1aRE AAV- und lacZ AAV-behandelten
Tieren nach Applikation von synthetischem AP, V1FE- oder Ceotozin-Rezeptor-
Antagonisten per inverser Mikrodiaylse.

kKognitve  Fahigkeit won YlaR  AAV- und lacd AAV-hehandelten Ratten zur
Wiedererkennung eines unter Applikation won synthetischem AYP bereits fir 4 min
explorierten Jungtiers 1 in der dweitexposition gegendber einem unbekannten Jungtier
2 hei einem Interexpositionsintervall (IED won 120 min sowie bei wiederhaolter
Feexposition des beim 120 min-IEl exponierten Jungtiers 1 nach 24 bzw. 72 Stunden
gegenihber einem jeweils unbekannten Jungtier 2.

k.ognitive F ahigkeit wvon V1aRE A8Y- und lacZ AAV-hehandelten Ratten zur
Wiedererkennung eines unter Applikation van ¥1R- oder Owtozin-Rezeptar-
Antagonisten bereits fOr 4 min explorierten Jungtiers 1 in der Zweitexposition gegendber
einem unbekannten Jungtier 2 bei einem Interexpositionsinteryall (IEN van 30 min
(Mittehwerte + SEM, ™ p < 0,01, % p = 0,05)
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Die Applikation von synthetischem AVP zeigte bei einem IEI von 2 h bel V1aR AAV-
behandelten Ratten signifikante, bei lacZ AAV-behandelten tendenzielle Unterschiede (Abb. 31).
Wahrend beide Behandlungsgruppen nach 24 h zur Wiedererkennung des ersten Jungtiersin der Lage
waren, war dies nach 72 h nicht mehr der Fall.

Waéhrend die Applikation des V1R-Antagonisten das soziade Gedéchtnis unabhangig vom
applizierten AAV bereits bel einem IEI von 30 min aud dschte, hatte der Oxytocin-Rezeptorantagoni st
darauf keinen Einfluss (Abb. 31).

Erstexplorationszeiten, indikativ fur Ermidungseffekte durch das wiederholte Testen, waren
in alen Versuchen nicht unterschiedlich.

Die direkt in Anschluss an die Operation per Mikrodialyse gewonnenen Diaysate zeigten
keine Unterschiede in der Ausschiittung von AVP und Oxytocin zwischen den Behandlungsgruppen
(Abb. 32).

05 =
=
2
T 04
= —
2
; 02
ia
o
o 08, —0— LacZ AAY n=6
b ——V1aR AAV n=6
T 04-
[m7]
]
=
B 02
=
a3
[
a0 ; ;
1 2 3
Dialysat

Abhbildung 32 Mikrodiakyse im lateralen Septum wvon W1aE AA%N-
und lacZ Adv-behandelten Ratten.

Unmittelbar nach der Operation wurden drei 30-mindtige Proben
in den noch narkotisierten Tieren entnommen und auf ihren
AVP- und Ceoytocin-Gehalt hin untersucht (Mittehwerte + SEM).

Diskussion
Die Daten der vorliegenden Studie zeigen, dass das soziale Gedéachtnis von Wistar-Ratten
durch die selektive Erhéhung der Verflgbarkeit von V1aR im Septum deutlich verbessert werden

konnte. So waren V1aR AAV-behandelte Ratten gegenliber Kontrolltieren zur Wiedererkennung von
Jungtieren noch nach deutlich léngeren Zeitintervallen in der Lage als lacZ AAV-behandelte (Abb.
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30). Dieser Effekt kann eindeutig der V1aR-Uberexpression zugeschrieben werden, da kein
Unterschied in der basalen AVP- oder Oxytocin-Sekretion detektierbar war (Abb. 32). Des Weiteren
konnte diese Fahigkeit in alen Tieren durch synthetisches AVP verbessert werden und durch einen
V1aR-Antagonisten, nicht aber durch einen Oxytocin-Rezeptorantagonisten, selektiv supprimiert
werden (Abb. 31). Insgesamt erwies sich der Wihimaus-V1aR AAV somit nicht nur as
speziestibergreifend effektiv und verhatensrelevant, sondern auch als selektiv in septaler Lokalisation
sowie resultierender Bindungskapazitét fir AVP.

Da die Gedachtnideistung von NABs dleine durch die Behandlung mit V1aR AAV
verbessert wurde, lief? dies vermuten, dass unter physiologischen Bedingungen nicht AVP, sondern
der V1aR ds limitierender Faktor fungieren konnte. Dass die AAV-Behandlung keine vermehrte
AVP-Sekretion zur Folge hatte, erschliefdt sich aus den Ergebnissen der Mikrodiadyse des lateralen
Septums. Die Applikation von synthetischem AV P mittels reverser Mikrodialyse als Simulation einer
physiologischen Freisetzung zeigte aber, dass auch das Neuropeptid selbst limitierend wirkte. Sowohl
in V1aR AAV- ds auch lacZ A AV-behandelten Ratten verbesserte sich die Kognition gleichermalzen.
Die Applikation von AVP be der Erstexposition des Jungtiers ergab dabel, dass dieses bel der
Informationsaufnahme eine verstdrkende Wirkung hatte. Die verbesserte Gedéchtnideistung durch
erhdhte V1aR-Dichte in verumbehandelten Ratten wie auch durch synthetisches AVP in
kontrollbehandelten NABs weist auf eine im physiologischen Normbereich baancierte
Interaktionshaufigkeit von Ligand und Rezeptor hin. Bei Uberangebot eines Partners konnte diese auf
Grund einer damit grofReren Verteilungsdichte erhtht werden. Auch wére die Existenz weiterer
Mechanismen zur Forderung der kognitiven Leistung bei Uberschuss des Liganden mdglich. Die
Beteiligung, aber nicht grundlegende Notwendigkeit des V1bR wurde an V1bR knockout-Tieren
beschrieben. Diese zeigten ene reduzierte, aber nicht ganzlich supprimierte soziae
Kognitiondeistung (Wersinger et a., 2002). Somit konnte vermehrte Verfigbarkeit von AVP die
Kognition durch eine zusétzliche Aktivierung von V 1bR verbessern oder auch durch fir AVP weniger
spezifische Rezeptoren, wie den Oxytocin-Rezeptor (Susarz et d., 2006).

De SDis-Test hat sich as sehr gut geeignet fir die vidfach wiederholte Testung der
Funktion des soziden Gedachtnisses erwiesen. Es zeigten sich kenerleé Ermidungs- oder
Ausfallerscheinungen durch die invasive Manipulation — das Einsetzen der Mikrodiaysesonde — wie
schon zuvor von Versuchen an Brattleboro-Ratten berichtet (Engelmann und Landgraf, 1994). Auch
die durch den VI1aR-Antagonisten unterdriickte Gedachtnideistung war nach 3 Tagen
wiederhergestellt. Zusétzlich zeigte sich die hohe Selektivitét des AAV durch die Ineffektivitét eines
Oxytocin-Rezeptorantagonisten in  der Beeinflussung der Unterscheidungskapazitét beider
Behandlungsgruppen. Damit konnten ale beobachteten Veranderungen der Kognitiondeistung —
unabhangig von technischen Einfllissen — der Funktion des AV P-Systems zugeschrieben werden.

Die Effektivitdt der Anwendung eines V1R-Antagonisten im lateralen Septum in der
Suppression des sozialen Gedachtnisses wurde bereits gezeigt (Everts und Koolhaas, 1999). Dass in
Vi1aR AAV-behandelten Tiere eine effektive Unterdriickung der Gedéchtnideistung unter V1aR-
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Antagonisten-Behandlung erreicht werden konnte, unterstreicht die physiologisch kongtitutive und
verhaltensrel evante Expression des Withimaus-V 1aR per AAV -Transfektion.

Insgesamt wurden die vorliegenden Ergebnisse durch weitere Studien an beschriebenen
V1aR knockout-Mausen unterstiitzt. Die septale Applikation desselben V1aR AAVs fihrte in diesen
Tieren zur Wiederherstellung der Wiedererkennung eines Jungtiers. Auch konnte eine verbesserte
Gedéchtnideistung im sozialen Kontext, wie sie in vorliegender Studie dargelegt wurde, an V1aR
AAYV -behandelten C57/BL6-Mausen reproduziert werden (Bielsky et a., 2005).

Die dargelegten SDis-Experimente unter AAV-Behandlung an NABs zeigten somit, dass die
V1aR-Dichte grundlegend, aber auch limitierend fir die Leistung der kognitiven Fahigkeiten im
soziadlen Kontext ist. Auch erwies sich die Transfektion von Vektoren mittels viraler Genféhren als
effektives, verhaltensrelevantes und gut zu handhabendes Werkzeug zur regiona wie tempora
selektiven Verénderung der Expression von Rezeptoren. Darauf basierend soll in weiteren Studien —
bei Wiederverfiigbarkeit von HAB/LAB-Ratten — die mogliche Manipulation sowohl der Kognition
im sozialen Kontext als auch der Emotionalitét der Zuchttiere weiter untersucht werden.

2. Effekte der Manipulation des AVP-Systems im PVN auf das
Angstver halten von HAB- und LAB-Ratten

2. 1. Suppression des hypothalamischen AVP Systems via antisense-Behandlung des
PVN von HAB-Ratten

Gemiitserkrankungen wurden einer Uberaktivitét des Hypothalamus zugeschrieben (Steckler
et a., 1999). Diese soll sowohl durch CRH as auch AVP vermittelt werden, die im PVN koexprimiert
und dort synergistisch auf die Stressreaktion wirken (de Kloet et a., 2005). Da psychiatrische
Erkrankungen in ihrer Genese deutlich durch eine vererbte Vulnerabilitét gepragt sind, wird, wie
anleitend beschrieben, verstéarkt nach genetischen Ansatzpunkten fir zukinftige therapeutische
Interventionen gesucht (Botstein und Risch, 2003). Ein solcher Ansatzpunkt zeigte sich im AVP-Gen
der HAB-Ratten (Murgatroyd et a., 2004). Die dort gefundenen Verénderungen der genetischen
Sequenz, einhergehend mit einer AVP-Uberexpression im PVN, spidlen eine zentrale Rolle in der
Ausprégung des Angstverhaltens von HAB-Ratten, auf das einleitend engegangen wurde. Neben der
Uberexpression, die in dieser Arbeit reproduziert werden konnte (Projekt 4 A), und der vermehrten
Ausschittung von AVP in HABs im Gegensatz zu LABs konnten Wigger et a. (2004) zeigen, dass
die Behandlung des PVN von HAB- und LAB-Ratten mit einem V1a/bR-Antagonisten nur erstere
weniger angstlich macht. Allerdings waren keine Unterschiede in der V1aR-Bindungskapazitét
festzustellen. Dies bestétigte, dass vielmehr der Ligand as der Rezeptor ausschlaggebend in den
Linienunterschied im Angstverhalten der Zuchtlinien involviert sein konnte. Des Weiteren zeigten die
Studien von Keck et a. (2002), dass die Reduzierung der AVP mRNA-Expression auf Grund
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andauernder Behandlung mit Antidepressiva sowohl mit einer Verhaltens- as auch einer HPA-
AchsenVeranderung einherging.

Diesen Studien entsprechend sollte nun untersucht werden, ob die direkte Intervention mit
dem Hauptkandidaten-Gen fur die genetische Pradisposition von Angstverhalten in HABS einen
neuroendokrinen und/oder verhatensbiologischen Effekt in HAB-Ratten bedingt. Dies sollte durch
selektive Reduzierung des exprimierten AVPs im PVN per subchronischer AS-Applikation erreicht
werden.

In der vorher beschriebenen Etablierung der fir HAB/LAB-Ratten geeigneten AS
untersuchten Wigger et a. (unverdffentlicht) neben der AVP-Ausschittung auf Grund der AS
Behandlung bereits eventuelle neuroendokrine Auswirkungen. Sie konnten zeigen, dass die verwandte
AS wie die Kontrollsubstanzen keinen Einfluss auf die HPA-Achsen-Aktivitdt von HABs oder LABs
hatten, weder basal noch nach Exposition auf der EPF. Darauf basierend sollte in dieser Studie ein
maoglicher verhatensbiologische Effekt im Vergleich zu MS bzw. zu reiner Applikationsdsung
untersucht werden.

Der vorangegangenen Studie entsprechend sollte die Lokaisation der AS per Fluorescin-
Markierung untersucht werden.

Versuchsplan

Aus Grinden der Verfugbarkeit von Zuchttieren wurden in einem ersten Ansatz die Effekte
von AS (n = 6) im Vergleich zu MS (n = 7) untersucht und in eéinem zweiten Set von Tieren die
Wirkung von MS (n = 6) gegenilber einer Vehikd (n = 6)-Applikation.

Zur Vergleichbarkeit der Studien wurden die jeweiligen Ergebnisse der MS-behandelten
Tiere as Referenz (100%) fir die jeweilige in Vergleich befindliche Substanz angenommen.

Antisense-Applikation in den PYM

Tag 1 Tag 2 Tag 3

18:00 §:00 15:00 §:00

1 2 3 4 5
Op EFM FS

Abhildung 33, feitplan der Applikation von AVE  anfisense-Oligodemoynuclectid
(COMN}-Seguenzen, missense OON oder Vehikel in den P

HAE= wund LAEs wurden, heginnend direkt nach der Implantation einer
Fohrungskanile (OF), tAglich abends (18:00 Uhr) und morgens (3:00 Uhr) behandelt.
Eine Stunde nach der morgendlichen Applikation an Tag 3 wurden die Tiere der
glevated plusmaze (EPM] und daran eine Stunde anschlietend dem forced simming
(FS) exponiert.
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Unmittelbar nach Implantation der Fihrungskanile wurde mit der Applikation am noch
narkotisierten Tier begonnen. Pro Injektionsseite wurde 1 pl Substanz in den PVN appliziert (100 nM
AS; 100 nM MS; Vehikel). Im Folgenden wurden die Tiere abends und morgens Uber 2 Tage hinweg
behandelt (Abb. 33). An Tag 3 wurden die Tiere 1 h nach der 5. Injektion der EPM und eine weitere
Stunde danach dem FS-Test exponiert.

Die histologische Verifizierung erfolgte mit Kresylviolettfarbung.

Zur ldentifizierung der zelluléren Lokalisation der ODN wurden der PVN von zwei Tieren
bilateral mit FITC AS behandelt. Diese wurde per Fluoreszenz-Mikroskopie nachgewiesen.

Ergebnisse

ASinjizierte Tiere verbrachten signifikant mehr %Zeit auf den OA der EPM ds MS
behandelte Tiere, die sich nicht von Tieren mit Vehikel-Applikation unterschieden (Abb. 34).
Waéhrend die mit floating verbrachte Zeit im FSTest durch AS-Behandlung gegenliber den sich nicht
unterscheidenden Kontrollen reduziert war, war kein Einfluss einer applizierten Substanz auf den
Parameter struggling zu erkennen. Keine Unterschiede wurden zwischen alen Gruppen in der
Lokomotion auf der EPM gefunden.

Die Untersuchung der Injektionsstelle und der Verteilung der FITC AS zeigte, dass die
Substanz sich diskret im Kerngebiet, aber auch im Injektionskanal verteilt hatte (Abb. 35).
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Abbildung 34 Flevaled plusmaze- und forced swimming-Test an AVP anfisense- hrow
kontrollbehandelten HAB- und LAB-Ratten.

HAEs und LABs wurden wor der Erfassung won Angstverhalten und Lokomotion bz,
depressionshezogenem Yerhalten Gber drei Tage hinwen (entsprechend Zeitplan Abb. 30)
AVP anfisense-Oligodemxynuclectid (S0ON)-Sequenzen, missense QDM oder Vehikel in den
PYMN appliziert (Mittehwerte £ SEM, * p < 0,01, % p = 0,05].
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Diskussion

Die dargelegte Manipulation des vasopressinergen Systems im PVN mittels AS reduzierte
das angeborene angst- wie auch das depressionsbezogene Verhalten von HAB-Ratten (Abb. 34).
Damit wurde gezeigt, dass aleine die selektive Reduktion des hyperaktiven AVP-Systemsim PVN
hinreichend ist, um das pathologisch Ubersteigerte Angstverhalten der Tiere zu normalisieren. Mehr
noch fihrte die ASBehandiung zu einer weniger passiven Stressbewdtigungsstrategie im FS-Test,
indikativ for die Reduktion des despressionsdhnlichen Verhatens von HAB-Ratten. Die hohe
Selektivitdt und Effektivitét der AVP AS erwies sich in der Wirkungdosigkeit von MS und auch im
indirekten Vergleich zu Vehikel.

Wie auch fir die ASInjektion in den PVN konnte deren intrazelluldre Lokalisation als
Voraussetzung fir die Beeintréchtigung der AVP-Expression auf Grund der zelluldren Akkumulation
der FITC-markierten AS angenommen werden (Abb. 35).

Ahbildung 35.

Wia Fluoreszenzmikroskopie
untersuchte Injektionsstelle und
die Wertelung der Fluorescin-
markierten  AVP  anfisense
Oligodeoxynuclectid-Segquenzen
{grang im PV

Eine Rolle von AVP in Angsterkrankungen und affektiven Storungen, einhergehend mit
einer dysregulierten HPA-Achse, wurde seit der Arbeit von Gold et a. (1978) vielfach angenommen
(Scott und Dinan, 2002). Wéhrend sich erste Studien zur verhaltensbiol ogischen Wirkung von AVP
im Zusammenhang von Angst und Depression auf das Septum konzentrierten (Landgraf et a., 1995;
Appenrodt et al., 1998), zeigten Wotjak et a. (1996), dass AVP im PVN in Reaktion auf den
emotionalen Stress einer SD-Exposition vermehrt sezerniert wird — unabhdngig von der Sekretion in
den peripheren Blutkreidauf. In gleicher Studie hatte ein per inverser Mikrodialyse verabreichter
V1R-Antagonist jedoch keine Auswirkung auf das Angstverhalten im EPM-Test. Dies konnte aber
durch die vorangegangene SD-Exposition bzw. den gleichzeitig verabreichten CRH-
Rezeptorantagonisten maskiert worden sein. Der daraufhin von Landgraf et a. (1998) postulierte
verhaltensbiologische Effekt von AVP im PVN wurde von Wigger et al. (2004) mittels eines V1R-
Antagonisten an HAB/LAB-Ratten gezeigt. Dessen Applikation per inverser Mikrodialyse in @n
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PVN von HABs fihrte zur tendenziellen Reduzierung des Angstverhaltens auf der EPM wie auch zu
vermehrt aktiver Stressbewdltigung im FS-Test. Daran anknipfend konnte in vorliegender Studie
gezeigt werden, dass die Beeinflussung des Liganden einen klaren Verhatenseffekt nach sich zieht.
Durch beide Studien wurde verdeutlicht, dass die Interaktion Ligand-Rezeptor im AV P-System des
PVN fir die Aushildung sowohl des hyperangstlichen wie auch des depressionsdhnlichen Verhatens
von HAB-Ratten hinreichend verantwortlich ist. Dass keine der verabreichten Substanzen einen
Einfluss auf die Lokomotion der Tiere hatte und damit ein tatsachlicher Effekt beobachtet wurde,
zeigte die vergleichbare Anzahl der Eintritte in die geschlossenen Arme der EPM.

Die verabreichte AS hatte keinen Einfluss auf die Sekretion von ACTH und CORT (Wigger
et a., unverdffentlicht). Dies steht im Kontrast zu den Studien von Keck et a. (2002), die zeigen
konnten, dass die pathologisch hyperaktive HPA-Achse von HABs im DEX/CRH-Test durch die
Gabe eines V1R-Antagonisten in den PVN normaisiert werden konnte. Auch die Behandlung des
PVN von normalen Wistar-Ratten mit einer Mischung aus AS-Sequenzen, die spezifisch die
Trandation der CRH, AVP und Oxytocin mRNA blockierten, hatten — im Gegensatz zur Injektion
von MS und reiner Applikationslésung sowie zu unbehandelten Kontrollen — eine Reduzierung der
stressinduzierten HPA-Achsen-Aktivitét zur Folge (Neumann, 2000). Diese Resultate unterstreichen
de mehrfach postulierte unabhangige Regulierung von verhaltenshiologischer und neuroendokriner
Stressreaktion (Castanon et a., 1995; Courvoisier et a., 1996).

Die Studien von Wigger et al. (2004) und die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen
eindeutig die verhaltenshiologische Relevanz von AVP im PVN in angst- und depressionsbezogenem
Verhdten. Somit sind AVP im PVN und die im AVP-Gen bzw. der Promotorsequenz gefundenen
Mutationen Hauptkandidaten fir weitere genetische Studien zur Grundlage von Angst und komorbid
depressionsbezogenem Verhaten am HAB/LAB-Modéll.

2. 2. Intracerebrale Gabe von AVP in LAB-Ratten: Angstverhalten sowie
Validierung der elevated platform

Im Gegensatz zur Reduzierung der Hyperéngstlichkeit in HABs durch die Suppression des
AVP-Systems sollte untersucht werden, ob die Manipulation des AVP-Systems in LAB-Ratten
hinreichend ist, deren angeborenerweise sehr geringe Angst zu beeinflussen. Da zunéchst eine
generelle, regional unspezifische Wirksamkeit untersucht werden sollte, wurde AVP in den Ventrikel
(intracerebroventrikuldr, icv) appliziert. Durch Diffusion im Extrazellul&rraum sollten damit ale
stressverarbeitungsrelevanten und ventrikelnahen Strukturen, die auf AVP reagieren —u.a. der PVN —,
beeinflusst werden.

Neben der weiteren Charakterisierung des Einflusses von AVP auf das Angstverhalten sollte
damit gleichzeitig die Validitat der elevated platform (EPF) in Angsttests gezeigt werden. Die EPF
wurde erstmals in den 70er Jahren as Stressor im Zusammenhang von HPA-Achsen-Aktivitét,
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Serotonin im Hippocampus und Nikotin verwandt und erwies sich as stark stimulierend auf die
CORT-Sekretion (Bafour et a., 1975). Auch wurde die EPF kirzlich as emotionaler Stressor
gegeniiber dem physiologischen FS-Test im Rahmen der Untersuchung der HPA-AchsentAktivitét
eingesetzt (Neumann et al., 2000; Umriukhin et a., 2002). Dennoch wurde die EPF bisher
verhaltenbiologisch im Formenkreis Angst nicht ndher validiert. Daher wurde den EPFexponierten
Tieren dternativ zu AVP entweder CRH, der anxiogen/panikogen wirkende inverse Benzodiazepin
Agonisten FG-7142 oder Vehikel verabreicht. Da die anxiogene Wirkung von CRH und FG-7142
bereits erwiesen ist (Pellow et a., 1985; Spina et al., 2002; Campbell et ., 2003), dienten diese damit
einersats als Kontrollsubstanzen des AV P-Effekts und andererseits zur Validierung der EPF.

Versuchsplan

Vier bzw. sechs Tage nach der Implantation einer Fulhrungskaniile wurden LAB-Rattenicv 5
Ml CRH (3 pg/kg; Ferring, Kidl, Deutschland), AVP (150 ng/kg; Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
oder Vehikd (Ringers Losung) appliziert. Die Substanzgabe fand jeweils 30 min vor dem
Testdurchgang statt. Zunéchst wurden die Tiere dann auf der EPF, 10 min spéter auf der EPM
exponiert.

Die Injektion von CRH und AVP erfolgte in einem Kreuzdesign, so dass die Tierzahl
minimiert werden konnte. Nach Gabe von CRH (n = 10) und Vehikel (n = 10) und der anschlief3enden
Testung wurden die jeweiligen Gruppen geteilt und 2 Tage spéter zur Ha8lfte mit AVP (n = 7) oder
Vehikel (n=7) behandelt und getestet.

In einer zweiten Studie wurde den Tieren intraperitonea (ip) 0,6 ml FG-7142-Losung (7,5
mg/kg gelost in 45 % Dextrin (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) und 0,9 % NaCl; n = 5) oder das
Dextrin/NaCl-Vehikel (n = 5) verabreicht. 30 min spédter fand der EPM- sowie 10 min daran
anschlief3end der EPFTest statt.

Zwischen Injektion und Stressorexposition wurden alle Ratten in den Heimkéfig
zuriickgesetzt. Die Lokalisationskontrolle erfolgte durch icv-Applikation von 5 ul Tinte (Pelikan,
Hannover, Deutschland).

Ergebnisse

Nach Gabe von CRH zeigte sich in LABs gegeniiber den vehikelbehandelten Tieren ein
deutlich anxiogener Effekt auf der EPM (Abb. 36). Auch die headdips auf der EPF waren reduziert.
Ebenso wirkte die Substanz FG-7142 deutlich anxiogen im EPM-Test und hatte deutlich weniger
headdips zur Folge. Die Injektionen von CRH und FG-7142 hatten keinen Einfluss auf die
Lokomotion (Anzahl der Eintritte in die geschlossenen Arme: CRH-Vehike 9,60 + 0,60; CRH 8,50 +
0,87; FG-7142-Vehikel 8,40 + 1,08; FG-7142 5,80 = 1,02).

Die zunéchst angesetzte Dosis von 1,5 pg/kg war leta fir LAB-Ratten, so dass sie noch
innerhalb des Versuchs auf 150 ng/kg gesenkt wurde. Da sich im Kreuzdesigns der CRH- und AV P-
Gabe kein Einfluss von CRH- bzw. Vehike-Vorbehandlung auf die Tiere innerhalb der AVP- bzw.

86



Manipulation des AVP-Systems in HAB-, LAB- und NAB-Ratten

mit Vehikel behandelten Gruppen zeigte (Mamn-Whitney-U-Test), wurden die jeweiligen Gruppen
entsprechend der AVP-Behandlung zusammengefasst. Die Applikation des Nonapeptids fuhrte in
LAB-Ratten zu einem verstérkt angstlichen Verhdten auf der EPM und reduzierte deutlich die
headdips. Zusétzlich war die Lokomotion auf der EPM nach AVP-Gabe vermindert (Anzahl der
Eintritte in die geschlossenen Arme: AVP-Vehikel 9,00 £ 1,08, AVP 4,71 + 0,47; p < 0,05).

CRH AVP FG-7142
B 1 % * % r sa
50 [ I L3 O Wehikel ]
[ B Wirksubstanz 40
4 T
l- - s 30
304 I
T 20
20
10 4 10
D | ) b |,
EPM EFF EFPM EFF EFPM EFF
Yo feit OL headdinzin) YeLeit 0L headdinain) YeLeit OL hedddinan)

Abhildung 36, Elevafed plusmaze (EPM)- bow. elevafed piatform (EFPF)-Test an
LAB-Ratten nach Behandlung mit Cordicofropin releasing-Hormaon (CREH), AVE,
FG-7142 oder dem jeweiligen Yehikel (Mittelwerte + SEM, ™ p = 0,01, % p <= 0,058).

Diskussion

CRH, AVP und FG-7142 hatten einen deutlich anxiogenen Effekt auf LABs in der Testung
auf der EPM, indem die auf den OA der EPM verbrachte %Zeit gegentiber vehikelbehandelten Tieren
vermindert war (Abb. 36). Auch die Anzahl der headdips auf der EPF wurde durch ale Substanzen
deutlich reduziert. Somit zeigen die Ergebnisse vorliegender Studien, dass AVP auch in Tieren mit
besonders geringer Angstlichkeit anxiogen wirkt. AuRerdem hat sich die Anzahl der headdips auf der
EPF as ein sehr sensitiver Parameter fir Angstlichkeit bzw. Explorationsbereitschaft erwiesen.

Der deutlich anxiogene Effekt einer intracerebralen Applikation von CRH wurde auf der
EPM 5 min, 30 min und 120 min nach der Injektion einer Dosis von mindestens 3 pg/kg gezeigt
(Spina et al., 2002). Des Weiteren erwies sich die Schreckreaktion bel dreifacher Applikation des
Peptids weiter verstérkt as nach einmaliger Gabe (Servatius et a., 2005). Diese Wirkung von CRH
wurde vermutlich Uber die stressverarbeitenden Regionen in der zentralen Amygdala oder auch im
BNST und dorsalen Raphekern vermittelt (Campbell et a., 2004; Servatius et a., 2005).

Im Zusammenhang mit der EPFExposition war von Interesse, dass icv appliziertes CRH in
einer dem Tier vertrauten Umgebung keinen Effekt auf die Exploration hatte, wéhrend diese in einer
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erstmaligen open field-Expostion als vermindert berichtet wurde (Campbell et a., 2004). Damit
kénnte die Reduktion der headdips auf der EPF auf Grund von CRH-Applikation sowchl ein
reduziertes Angst- wie auch Explorationsverhaten widerspiegeln.

Der inverse Benzodiazepin-Agonist FG-7142 wirkt auf die panikogene Dimension innerhalb
des Angstverhdtens. Dies wurde sowaohl in Tierexperimenten as auch klinischen Studien belegt
(Dorow et al., 1983; Dorow, 1987). Der anxiogene Effekt von FG-7142 auf der EPM wurde bereits
mehrfach gezeigt (Pellow et al., 1985; Cole et ., 1995) und war auch in unseren Versuchen bei LAB-
Ratten deutlich messbar. Die auch in den Kontrolltieren fir LABS relativ geringe %Zeit auf den OA
der EPM konnte einerseits durch die Injektion, andererseits durch die 2 Wochen nach der Standard
Testung wiederholte EPM-Exposition hervorgerufen worden sein (Hogg, 1996).

Kirzlich zeigten Salchner et a. (2006) an HAB/LAB-Ratten, dass in der neuronaen
Aktivitét auf Grund einer air jet-Exposition Paralelen zur Behandlung mit FG-7142 gezogen werden
konnen. HABs zeigten dabel mehr Panik widerspiegelnde Fluchtreaktionen als LABs bei Anwendung
des Druckluftstroms, was ein weiteres Indiz fUr die Abbildung psychopathologischer Angstformen bei
ersteren ist. Somit kénnte die durch FG-7142 induzierte Reduktion der headdips auf der EPF ein
erhohtes Panik-/Angstverhalten der LABs — abgebildet in reduziertem Explorationsverhalten
gegentiber ihren Kontrollen — reflektieren. Da FG-7142 jedoch zu ener generellen Aktivierung fast
aler untersuchten Gehirnareale, mit Ausnahme des Hippocampus und der Substantia nigra, fihrte
(Salchner et al., 2006), kann dem beobachteten anxiogenen Effekt auf der EPF durch FG-7142 keine
eindeutige neuronale Struktur zugewiesen werden. Allerdings erwiesen sich das mediale praoptische
Areal, der anteriore Hypothalamus und der Locus coeruleus nach FG-7142-Applikation
gleichermal?en verstarkt Fos-postitiv in HABS, die auch eine geringere Anzahl von headdips auf der
EPF zeigten (Projekt A 4). Ob EPFVerhalten und vorgenannte Regionen in Zusammenhang stehen,
bleibt zu zeigen.

Ebenso wie CRH und FG-7142 zeigte AVP ene deutliche Reduktion der %Zeit auf den OA
der EPM. Dies wurde bereits fur die icv-Injektion von AVP in normaen Ratten berichtet
(Bhattacharya et al., 1998). Hier zeigte sich u.a. vermehrtes Angstverhalten auf der EPM, reduzierte
sozide Interaktion und erhéhte Immobilitét im open field einer Dosiswirkungskurve (100, 200 und
500 ng/Ratte) folgend. Auch wurde der Einfluss von AVP auf Herzfrequenz, Koérpertemperatur,
Lokomotion und rearing einer Uférmigen Dosiswirkungkurve (0,1 bis 100 ng pro Tier) folgend
berichtet (Diamant und De Wied, 1993). Die Effekte bei der vergleichbaren Dosis von 30 ng
spiegelten dabei weitgehend angstindizierende Werte wider, welche durch die Gabe eines V1R-
Antagonisten invertiert wurden. Auch wurde bel icv-Applikation von AV P vermehrtes freezing sowie
Putz- und Vergrabeverhaten von sowohl ungestressten als auch nehrfach immobilisierten Tieren
berichtet (Chen und Herbert, 1995).

In der zunéchst verwandten htheren Dosis von AVP (500 ng pro Tier) zeigten die Ratten
deutliche barrel rotation (Drehen um die eigene Achse) und hohe Mortalitdt. Wahrend fir diese Dosis
und fur 1 ug AVP pro Tier weder barrel rotation noch Mortalitét berichtet wurden, beobachteten dies
andere bereits bel geringeren Dosen (Diamant et a., 1994; Bhattacharya et d., 1998). Die reduzierte
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AVP-Dosis hatte im EPM-Test leicht sedierende Effekte auf LABs. Wéahrend die L okomotion jedoch
nur leicht reduziert war, war die %Zeit auf den OA der EPM um en vielfaches niedriger als bel
Kontrolltieren. Auch hier ist anzumerken, dass in diesem Versuch die %Zeit auf den OA in Kontroll-
LABSs relativ niedrig war. Dies konnte auf die nur 2 Tage zurtickliegende EPM-Testung im CRH-
Versuch zurtickzufiihren sein (Hogg, 1996). Somit ist insgesamt von einem anxiogenen Effekt von
AVP auf der EPM auszugehen. Ahnliches gilt fur die EPF, da auch hier AVP-behandelte LABs
headdips zeigten, jedoch weit weniger als vehikelbehandelte Tiere.

Durch vorliegende Experimente wurde die EPF as valider Test zur Erfassung
angstbezogenen Verhaltens erwiesen. Dies steht erganzend zu den Untersuchungen von Degroot et al.
(2004), die die EPF as Stressmodell mit dem hippocampalen cholinergen System as neuronales
Korrelat validiert haben. AuRerdem konnte in diesen Studien gezeigt werden, dass selbst bel extrem
wenig angstlichen LAB-Tieren die Manipulation des AVP-Systems hinreichend ist, deren
Angstverhdten zu verstérken. Nun ist zu zeigen, ob dieser Effekt im Zusammenhang mit dem
vasopressinergen System des PVN steht.

2. 3. Uberexpression von AVP im PVN von LAB-Ratten: Angstverhalten,
neur oendokrine und physiologische Parameter

Basierend auf der anxiogenen Wirkung von icv-appliziertem AVP in LAB-Ratten (Projekt B
2.2, Abb. 36) sollte in folgenden Untersuchungen komplementér zur selektiven Reduzierung von AVP
mRNA im PVN von HAB-Ratten (Projekt B 2.1, Abb. 34) die verhaltenshiologische, physiologische
und neuroendokrine Wirkung einer selektiven Erhdhung der Expression von AVPim PVN von LAB-
Ratten mittels eines AAV untersucht werden.

Ideno et a. (2003) konnten zeigen, dass die Behandlung des SON mit einem AVP-
exprimierenden AAV (AVP AAV) die Symptome eines zentralen Diabetes insipidus von AVP-
defizitéren Brattleboro-Ratten normalisierte. Dieser Effekt trat nach einer Inkubationszeit von 2 bis 3
Wochen auf und war langanhatend. Stimulusabhéngige Ausschiittung von AVP in transduzierten
Ratten zeigte aulRerdem eine konstitutive Expression von AVP auf Grund der AAV-Behandlung.

Insbesondere letzteres bot die Mdglichkeit, die Wirkweise des AV P-Systems unter basalen
sowie in Stresssituationen eingehender zu charakterisieren, indem der PVN durch die Expression der
vektoriellen DNA zu einer physiologischen Hypersekretion von AVP sowohl innerhalb des PVN als
auch in Steuerung der HPA-Achse angeregt werden konnte. Damit konnte die Beteiligung des AVP in
diskreten Stresssituationen bzw. in Reaktion auf bestimmte Stressoren ndher untersucht werden. Dazu
sollte 4 Wochen nach Injektion des AVP AAVs das angst- und depressionsbezogene Verhaten der
Tierein einer Reihe von unterschiedlichen Verhatenstests sowie im Heimkéafig untersucht werden.

Dabei einer Transfektion des PVN mit einem AVP AAV auch magnozellulére Neuronen zu
vermehrter Expression von AVP angeregt wirden, konnte auch die Osmoregulation der Tiere
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verstarkt aktiv werden. Daher sollte auch das Trinkverhaten als Korrelat der osmoregulatorischen
Aktivitét untersucht werden.

Wie zuvor dem V1aR AAV gdt dem AVP AAV ein lacZ-exprimierender Vektor (lacZ
AAYV) zur physiologischen und zytotoxischen Kontrolle.

Die Expression von AVP mRNA sollte post mortemper AVP ISH gepruft werden.

Versuchsplan

Nach akuter bilateraler Applikation des jeweiligen AAV (1 pl AVP AAV bzw. lacZ AAV
pro Injektionsseite; bereitgestellt von J. ldeno und K. Ozawa, Jichi Medicad School) per
Glasfaserkanile in den PVN wurden ale Tiere in den urspringlichen Gruppen gehalten.
Trinkverhalten und Verhaten im Heimk&ig wurden einmalig vor der Operation, danach im
Wochenrhythmus erhoben. Die Verhaltensparameter wurden ab der 4. Woche nach der Operation
beginnend mit der DaLi-Testung untersucht. Nach weiteren 2 Wochen wurden die Tiere der EPM und
2 Tage anschlief3end dem FS-Test exponiert. Weitere 3 Wochen danach wurden die Tiere auf der EPF
getestet und im direkten Anschluss daran neuroendokrine Parameter bei der Dekapitation erhoben
sowie die Gehirne entnommen. Die histologische Lokalisation erfolgte durch den Nachweis des
Vorhandenseins von Tintenpartikeln, die zuvor den Virus-Ldsungen zugegeben worden waren (1 pl
Kohlepartikel je 30 pl Lésung (Ideno et al., 2003)). Die AVP mRNA im PVN wurde per ISH
quantifiziert.

Ergebnisse

Durch die histologische Verifizierung der korrekt lokalisierten Injektionen konnten 11
bilaterale Treffer, davon 7 lacZ AAV-behandelte und 4 AVP AAV-behandelte, und 8 unilaterale
Treffer, davon 3 lacZ AAV-behandelte und 5 AVP AAV-behandelte, identifiziert werden.

In der Untersuchung der AVP-Expresson nach Viren-Applikation zeigte sich, dass die
bilateral getroffenen mit AVP AAV-behandelten LABs mehr AVP mRNA exprimierten as lacZ
AAV-behandelte korrekt injizierte Tiere (Tabelle 4). In den unilatera injizierten LABs war dieser
Unterschied nur tendenziell vorhanden. Betrachtete man beide Gruppen gemeinsam, so war die
Differenz ebenfalls signifikant.

Waéhrend zwischen den bilateral getroffenen Behandlungsgruppen kein Unterschied in einem
der getesteten Parameter zu finden war, wiesen unilateral AVP AAV-behandelte LABs weniger DalLi-
rearingsauf aslacZ AAV -behandelte.

Sofern in einem Ké&fig mehr as die Hélfte der Tiere zumindest eine einseitige Injektion in
den PVN aufwiesen, wurden die Tiere in die Anayse des Heimkéfig- und Trinkverhaltens integriert.
Vor der Operation waren das Heimké&figverhaten aller LABs im Vergleich zu HABs untersucht
worden (Tabelle 5). Im Linienvergleich zeigten HAB-Ratten tendenziell weniger rearings sowie
vermehrtes Schlafen/Ruhen. Zwischen den spéter unterschiedlich behandelten LAB-K&figgruppen
waren keine Unterschiede vorab im Verhalten festzustellen.
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Tabhelle 4. “erhalten und neuroendokrine Parameter von LAB-Ratten, deren P4 uni bz
bilateral mittels viralern “ektar (A8 mit AP bzw. lacd transfiziert worden war (Mittelwerte £
SEM; ™ p<001,%p <III,I35,T=:EI,1]|.

bilaterale Injektion unilaterale Injektion
lacd A8 (n=7)1 AVP AR (n=4) lacZ A8 [(n=3] AVP ANV (n=5)
EPM: Zeit auf den DA (%) 396+ 7 42 439+132 175740 215417
EFF: headdips (n) NI+ 147 I Z2+100 530 0,00 456 £111
Dali Zeit im Hellen (sec) B52+17 5 0e6+£303 40374 5351150
Dali rearing pro Zett im
Dunklen (n) 463 +051 411 +0F8 613 +0,74 470+016%
FS: atrugging (sec) 182 £230 137 £255 182+£245 146+ 153
F5: floating (gec) 108 £216 00£148 F0E+£153 99+ 7
Fs: fioating-Latenz (sec) 101 £10.2 105 +1648 90g+14 9 113+135
ACTH (poinl) 568 £593 9 518 £1H 2201228 2451154
CORT (ngfml) 185 £14 1 195+ 438 2261437 23BN 2
AP mRMNA-Gehalt irm P4
(rel. Intensitat) 239+1p8 439+£258™ 2FA+2738 3|3+4187
Lokaornotion DaLi (n) 1511245 167 +201 163 +1597 1458 +129
Lokarnotion EPM (n) 628+£029 500129 400 £0 57 740 £1 B3
Zusammenfassungvon
bi- und unilateraler Injektion
lacZ A8 (n =101 AP A& (h =59

EPM: Zeit auf den OA (%) 330+638 337 £7 57

EFF: headdips (n) I/ELI03 27 57

DaLli: Zeit im Hellen (sec) &7 7£127 E90+1549

Dali: rearing pro Zeit im

Dunklen (n) 508 +051 444 £0 30

FS: struggiing (sec) 1821208 142 £132

F3: floating (sec) 95 5+163 755 +131

Fs: fiogting-Latenz (sec) 97 9+807 109+ 100

ACTH (pofml) 452 £84 1 67 £754

CORT (ngdml) 197 £ 16,1 28+£253

AP mRMNA-Gehalt im Py

irel. Intensitat) 249+140 4302307

Lokomotion Dali 154+175 156 +1,12

Lokomotion EPM 5p0£077 633 +£1,09
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Nach AAV-Behandlung zeigten sich in der 2. Woche AVP AAV -behandelte LABs mehr
schlafend/ruhend (Tabelle 6). Dieser Unterschied wurde nochmals in der 8. Woche nach Injektion
beobachtet. Hier wurden lacZ AAV-behandelte Tiere auch ofters beim Fressen/Saufen beobachtet.

Auf die konsumierte Wassermenge der Tiere hatte die unterschiedliche Behandlung keinen
Einfluss (Tabelle 7).

Tabelle 5. “erthalten irm Heimkafig HAE- und LAB-Ratten. Die Parameter wurden in 4 Beobachtungen
pra Tag (je zwei Observationen eine Stunde wvor baw. nach Licht-Aus) erhoben und zur Anzahl der
gesamt beobachteten “Yerhaltensparameter sowie zur Anzahl der Tiere pro Kafig in Relation gesetzt
(n ist die Anzahl der beobachteten Kafige mit 2-5 TierenA<atiy; Mittelwerte £ SEM, p < 005 "= a1

Anteilige Parameter am Verhaltensspektrum im Heimkafig (%)

HABws LAB HAB (n=E) LAB (n=9)
Karmpfen 000000 FA0+7 A0
Drohen 1252125 2592121
Soziales Putzen 416+ 416 2T X277
rearng J05+135 2241637
Schniffeln 47 2+ 1848 s00£9M
Graben B72+B24 oA 3R
Selbstputzen S87+£205 100 +£19 4
SchlafendRuben M3 +£357 2021077
FressendSaufen A03+164 222128

Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Studien zeigen, dass die Applikation des von Ideno et 4.
(2003) etablierten AVP AAV in den PVN von LAB-Ratten keinerlel Auswirkungen auf die
untersuchten Verhatens-, neuroendokrinen und physiologischen Parameter hatte (Tabelle, 4, 6 und 7).
Das Vorhandensein von deutlich vermehrter Bindung an AVP mRNA-spezifische ODN in AVP
AAYV -behandelten Tieren wurde 8 Wochen nach der Injektion der AAV per ISH gezeigt.

Die Verwendung von AAV-Genféhren fir ene langanhdtende Verdnderung der
Genexpression hat sich insbesondere fir das Nervensystem als praktikabel und sehr niitzlich erwiesen
(Day, 2004). Der AAV bietet die Moglichkelt, Proteine — Enzyme, Neurotransmitter, Rezeptoren und
andere — unabhangig von der Blut-Hirn-Schranke an ihren Wirkort zu transferieren und dort Uber
lange Zeit wirksam zu exprimieren (Tenenbaum et a., 2004). Auf Grund dieser Voraussetzungen
bildete der von Ideno et al. (2003) als effektiv in der AVP-Expression gezeigte AAV ein Werkzeug,
den Einfluss von AVP insbesondere auf das Angstverhaten von hypoangstlichen LAB-Tieren zu
zeigen.

92



Manipulation des AVP-Systems in HAB-, LAB- und NAB-Ratten

Tabelle B. Verhalten im Heimkafig von LAE Ratten, deren PYN mittels viralerm Yektor mit AP
bzw. lacs transfiziert worden war vor der Operation sowie in der 1. bis 7. WWoche danach. Die
Farameter wurden in 4 Beobachtungen pro Tag (je zwei Observationen eine Stunde vor baw,
nach Licht-Aus) erhoben und zur Anzahl der gesamt beobachteten “erhatensparameter sowie
zur Anzahl der Tiere pro Kafig in Relation gesetzt (nist die Anzahl der beobachteten Kafige mit
2-5 Tieren pro Kafig, wobei mehr als die Halfte der Tiere zumindest eine unilateral verifizierte
Injektion erhalten hatten; Mittebverte £ SEM, *p < 005).

Anteilige Parameter am “erhaltensspektrum im Heimbkafig (%)
lacd A2 (n =3} AP AA (0 =13)

vaor COF Kampfen 000+000 000 +£0,00
Drohen 3332192 M1
SozZiales Putzen 000+000 000 +£0,00
reating gE,1x43.1 B8 +200
Schniffeln BIEN7 B94 +194
Graben 833+833 000 +£0,00
selbstputzen 114 +£19 4 136+ 36,1
Schlafen/Muhen 2222272 J0E+£194
Fressen/Saufen 333+333 220+£260

Wnche 1 Kampfen 0o0x0p0 000 +0,00
Drohen TM1£11.1 250+£144
Soziales Putzen oo0x0p0 000 +0,00
rearing 103 £52 38 BE1+£27 4
Schniffeln 106 £47 5 125+ 381
Graben ooo+0po 833+833
Selbstputzen B0 E+100 044 +33 58
Schlafen/Ruhen 47 2+£138 222202
Fressen/Saufen J0E+194 A x147

Woche 2 Karmpfen 167167 0o +000
Drohen M1£11.1 000 0,00
Soziales Putzen 0o0+000 000 +000
rearing M11£11 889 £30 9
Schniffeln B33+255 B94+£327
Graben M1£111 8331833
selbstputzen TTE+222 A4 4 £5 55
Schlafen/MRuhen B28+237 15322377
Fressen/Saufen 2a0+£250 aE1+£7 34
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Woaoche 3 Kampfen R 388+200
Drohen opoa +000 0,00+000
Soziales Putzen 0oo+0,00 Ooo+000
rearing FiR+2272 i a+401
=chniffeln B11+555 Ao+ 22]
Graben 111211, 1M1+£111
elbstputzen 114+ 194 S33+30D0
Schlafend/Fuhen 194 £100 B11+20[0
FressenfSaufen S0p+2848 G4 4+540
Woche 4 Kampfen EEF+38 5 o0oo+000
Drohen opoa +000 0,00+000
Soziales Putzen 0oo+0,00 ooo+000
reaning a0 +2R 8 2212147
Schniffeln 472 +13 9 333+£333
Graben 444 +29 4 0,00+000
=elbstputzen 444278 9y 2+ 169
Schlafend/Fuhen 333 +19.2 106 £24 2
FressenfSaufen 194 £100 B33xi167
Woche 5 Kampfen |9 +£200 333+333
Drohen ooa +000 0,00+000
Soziales Putzen 0o +0,00 Ooo+000
reanng g 277 194+100
Schniffeln 194 £100 0,00+000
Graben 0E 277 0,00+000
elbstputzen 128+309 103 +£40 9
Schlafend/Fuhen 97 2 +85 0 156 £55 6
FressenfSaufen 444 £79 4 2212147
Woaoche B Kampfen 444 £722 72 o0oo+000
Drohen 000 +0,00 0,00+000
Soziales Putzen 0oo+0,00 Ooo+000
rearing 167 +167 05+£194
Schniffeln 833 +833 0,00+000
Graben 1112111 167167
elbstputzen a0 +2R 8 fa0+433
Schlafend/Fuhen 203+1679 244 £5310
FressenfSaufen 194 +£100 250+144
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Waoche 7 Kampfen ffpt48 4 ooo+£000
Drohen 000 +0,00 0,00+000
coziales Putzen 0po+0,00 oo0+000
reating 833 +8.33 BE 7 +333
=chniffeln M1+£111 BTV 34
Graben IALH55 0,00+000
elbstputzen 114+£320 100 £57 7
Schlafen/Ruhen 150 £ 952 206 £100
FressenfSaufen 111 +£11,1 ooo+£000

Woche 3 Kampfen R 167167
Drohen 000 +0,00 0,00+000
Soziales Putzen 00 +£0,00 ooo+£000
reating NE+194 2E+x147
Schniffeln 000 +0,00 0,00+000
Graben 222120270 0,00+000
oelbstputzen 189+ 277 175 +£14 4
Schlafen/Ruhen 280+250 147 657
Fressen/Saufen 1M9+100 1B7+£1677

Um einen Effekt des AAV Uber die Zeit hinweg zu detektieren, wurde das Heimkéfig- und
Trinkverhaten der Tiere im Wochenrhythmus gemessen. Es zeigten sich marginale Verhaltenseffekte,
die auf eine geringe Annaherung AVP AAV-behandelter LABs an den HAB-Phanotyp hindeuteten.
Diese waren jedoch nicht besténdig zu beobachten. Keinerlei Effekt fand sich im Trinkverhalten der
Tiere ds Hinweis auf eine vermehrte AVP-Expression bzw. -Sekretion Uber die magnozelluléren
Neurone des PVN mit Auswirkung auf die Osmoregulation der Tiere.

Auch in den Verhatenstests war kein Effekt des AVP AAV festzustellen. Das verminderte
rearing in der DalLi bei unilateral korrekt injizierten Tieren konnte weder bei der Untersuchung der
bilateralen Treffer noch bei gemeinsamer Betrachtung beider Gruppen reproduziert werden. Ebenso
wiesen die neuroendokrinen Parameter keinerlei Verénderung auf Grund der viralen Behandlung auf.

FUr den von ldeno et a. (2003) verwandten Cytomegaovirus (CMV)-Promotor wurde
berichtet, dass er regiona wie auch zellspezifisch unterschiedlich abgelesen wird. So zeigten Studien
an Hippocampus und Septum, dass die Expression des integrierten Peptids bei Verwendung eines
CMV -Promotors weit geringer war als unter enem Neuron-spezifischen Enolase (NSE)-Promotor
(Klein et d., 1998). Auch wurde in diesen Untersuchungen eine Zell spezifitét der Promotoren gezeigt.
Die Injektion des AVP AAV fuhrtein der ISH zu einer weit stérkeren Bindung der AVP ODN-Sonde
als bel lacZ-injizierten Tieren; dies kénnte jedoch auch die Folge einer Bindung an nicht trandatierte
virdle mRNA sein. Immunhistochemische Studien sollen dies in weiteren Experimenten
differenzieren. Auch wére bel Wiederverfligbarkeit von Zuchttieren die konstitutive Expression des
AVP AAV in HAB/LAB-Ratten zu zeigen, wie auch der mogliche Einfluss des septalen AVP-
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Systems auf die anxiogene Wirkung des icv-verabreichten AVP im vorhergehenden Projekt. Dazu
kénnte der AVP AAV —in Inversion des AVP ASVersuchs (Projekt B 2.1, Abb. 34) —in den BNST
appliziert werden. Auch konnte dies zur weiteren Differenzierung von sozialer Gedéchtnisleistung
und Angstverhalten (entsprechend Projekt B 1.1, Abb. 15) beitragen.

Tabelle 7. “Wasseraufhahme wvon LAB-Ratten, deren Pwh
mittels viralern “ektor mit AP bzw. lacd transfiziett worden
war in der 1. bis 7. Woche nach der Operation (n st die Anzahl
der beobachteten Kafige mit 2-5 Tieren pro Kafig, wobei mehr
als die Halfte der Tiere zumindest eine unilateral verifizierte
Injektion erhalten hatten; Mittelwerte £ SEM).

Trinkmenge (ml /3 Tage)
lacZ AA (=31 AP AR (h=3)

Wache 1 2B +1 52 2P +£35348
Wache 2 2B7 228 308 +£3353
Wache 3 25B £1 36 288 £1 52
Wache 4 281 +£1563 308 £2 27
Wache & JEETEE N = 00 +274
Wache B 298 +2 58 283154
Wache ¥ 28ph+2 35 2951245

Die Manipulation des AVP-Systems von HAB-Ratten zeigte, dass die selektive Reduktion
von AVP durch AS sowohl im lateralen Septum as auch im PVN einen anxiolytischen Effekt auf
hyperéngstliche Tiere hatte (Projekte B 1.1 und 2.1, Abb. 28 und 34). Auch zeigte die icv-Applikation
von AV P dessen anxiogene Wirkung in LABs (Projekt 2.2, Abb. 36). Jedoch hatte die Injektion eines
AVP AAV in den PVN insbesondere keinerlei Effekt auf Angstverhaten und neuroendokrine
Parameter. Damit war diese Art der Manipulation des AVP-Systems von hochseektierten,

hyperangstlichen Tieren nicht ausreichend, um einen den HAB-Ratten entsprechenden pathogenen
Zustand herbeizufhren.
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C. Zuchtprojekte

1. Zucht transgener HAB/L AB-Ratten durch backcrossing

Psychiatrische Erkrankungen weisen eine starke genetische Komponente auf. Wie einleitend
beschrieben, haben Angehdrige ihrem Verwandtschaftsgrad entsprechend ein mehr oder weniger
hohes Erkrankungsrisko. So ist die Lebenszeitprévalenz einer psychiatrischen Stérung fir
unmittelbar Verwandte gegentiber der Kontrollbevolkerung durchschnittlich bis zum 5fachen erhoht,
was auch fur monozygote gegeniiber dizygoten Zwillingen berichtet wird (Merikangas und Low,
2005).

Dass auch das Angstverhaten von HAB- und LAB-Ratten eine starke genetische
Pradisposition aufweist, die im AVP-Gen manifestiert sein kdnnte, wurde mehrfach gezeigt (Wigger
et a., 2001; Landgraf und Wigger, 2003; Murgatroyd et a., 2004). Wie in dieser Arbeit dargelegt
(Projekte B 1.1 und 2.1, Abb. 28 und 34) hatte die invasive Veranderung des AVP-Systems,
insbesondere mittels AS, einen deutlichen verhaltensbiol ogischen Effekt in den Zuchttieren. Nun galt
€s, in vivo den quantitativen Einfluss der in HABs ermittelten Mutation(en) im AVP-Gen bzw. seines
Promotors (Murgatroyd et d., 2004) auf sowohl Verhatensparameter, neuroendokrine Faktoren as
auch auf das AVP-Expressionsprofil zu studieren. Um dieses Gen vom restlichen HAB- bzw. LAB-
Genom abzuheben, sollten transgene Tiere erzeugt werden, die ein LAB-Genom aufwiesen, aber das
HAB-AVP-Alld (incl. Promotorregion) in sich trugen und vice versa fur das HAB-Genom.

Die Manipulation des Maus-Genoms zur Generierung selektiver knockout- bzw. knockin-
Tiere hat sich im letzten Jahrzehnt zu einem Standardverfahren etabliert. Auch fir Ratten existieren
viele der Maus vergleichbare Techniken zur gentechnischen Erzeugung transgener Tiere, die jedoch
weit weniger standardisiert, weitaus komplexer und ineffizienter sind (Tesson et al., 2005). Zum
Startzeitpunkt dieses Projekts (Januar 2003) waren weder das Rattengenom entschltisselt (Gibbs et dl.,
2004; Zimdahl et a., 2004) noch Techniken zur standardméldigen Transmutation etabliert. Daher
sollten transgene Ratten mittels eines auf klassischen Zuchtmethoden basierenden Zuchtschemas
unter einem hypothesengel eiteten Ansatz erzeugt werden.

Ausgangspunkt waren 11 Generationen ingeziichteter HAB/LAB-Ratten und das in diesen
Tieren homozygote Vorhandensein des Wildtyp- bzw. mutierten Allels beziiglich des SNPsim AV P-
Gen (Abb. 37; Murgatroyd et d., 2004). Aus diesen Tieren sollten congenic strains, d. h. gengleiche
Tiere beziglich des AVP-Gens mit enerseits HAB-genomischem und andererseits LAB-
genomischem Hintergrund geziichtet werden.

Zur Erzeugung von congenic strains gibt es mehrere klassische Zuchtmethoden (Flaherty,
1981). Unter der Voraussetzung eines verfolgbaren genetischen Markers fir en kurzes
chromosomales Segment bzw. das zu selektierende Allel ist eine der als am einfachsten beschriebenen
Methoden das sog. backcrossing (BC)-Schema. Dazu werden die homozygoten Ausgangdinien zu
einer F1-Generation kreuzverpaart. Weibliche Nachkommen aus dieser Generation werden mit einem
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Ménnchen der jeweiligen Ausgangdinien verpaart. In den Folgegenerationen wird entsprechend
verfahren, indem heterozygote Weibchen beziiglich des untersuchten Allels mit Mannchen der
entsprechenden véterlichen Linie verpaart werden.
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Ahhildung 37, Schematische Darstellung der single nucieolide-Falymarphismen im
AVP-Gen sowie dessen Promotarregion.

HAB-Fatten weisen im Folymorphismus A-1278)5 eine Mutation gegeniber LAE-
und MNAB-Ratten auf (Murgatroyd et al., 2004).

Bei diesem Verfahren sollte in jeder Generation jeweils die Hafte des mitterlichen Genoms
durch véterliches ersetzt werden, mit Ausnahme des betreffenden Allels und mit diesem in
Kopplungsungleichgewicht stehenden Regionen (Bennett und Johnson, 1998). Dies beruht einerseits
auf der freien Segregation der Chromosomen sowie homologe Rekombination (crossing-over) in der
Meiose, die zur Weitergabe kleiner, selektierter Gensequenzen unabhangig vom Gesamtgenom fuhrt.
Die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten von Genen der nicht-véterlichen Linie ist damit bei nicht-
verlinkten Genen (1-0,5)"™" mit n as Anzahl der BC-Generationen beginnend mit der F1-Generation
(Haherty, 1981).

Damit sollten bereits nach 5 Generationen von BC aus kreuzgeziichteten HAB/LAB-Tieren
transgene Ratten entstanden sein, deren Gesamtgenome zu 93,75 % denen einer HAB- bzw. LAB-
Ratte entsprechen, die jedoch heteorzygot sowohl das HAB- as auch LAB-AVP-Alld in sich tragen.
Diese Ratten sollten schliefdich geschwisterverpaart werden, so dass letztlich homozygot transgene
Tiere vorliegen, die weitgehend ein LAB-Genom aufweisen, aber das HAB-AVP-Promotoralel
tragen und vice versa fir HAB-Ratten. Um das Ausmal? des genetischen Einflusses der Mutation im
HAB-AVP-Alld abschdtzen zu konnen, sollten diese in einr Rehe von Verhatenstests,
neuroendokrinologisch sowie beziiglich ihrer AV P-Expression untersucht werden.
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Durch die Geschwigterverpaarung in der letzten BC-Generation entstanden einerseits, wie
beschrieben, homozygote Tiere mit inversen AVP-Allelen, heterozygote sowie homozygote Tiere mit
den dem genomischen Hintergrund entsprechenden AVP-Allelen erzeugt werden. Diese sollen as
interne Kontrollen der genetischen Prédisposition in der letzten Generation gelten.

Als weitere Kontrollen wurden gleichzeitig Tiere entsprechend der HAB/LAB-Standard-
Zucht geziichtet, die jedoch nicht auf Grund ihres EPM-V erhatens, sondern nur nach ihrem Genotyp
selektiert wurden (random controls, RC).

Versuchsplan

Zu Beginn des Projekts wurden jewells 4 homozygote HAB- und LAB-Tiere (je 2 Weibchen
bzw. Ménnchen) kreuzgepaart. Die F1-Generation wurde auf der EPM und im FS-Test phanotypisch
charakterisiert. Die Heterozygotie bezuglich des AVP-Promotorallels der F1-Tiere wurde durch die
genetische Analyse einer ausgewdhlten Teilpopulation nachgewiesen (C. Murgatroyd,
unverdffentlicht). Aus dieser heterozygoten F1-Generation wurden jeweils 2 HAB/LAB-Weibchen
(HAB-Mutter, LAB-Vater) bzw. 2 LAB/HAB-Weibchen (LAB-Mutter, HAB-Vater) mit einem HAB-
oder LAB-Mannchen gepaart (ackcrossing; Abb. 38), so dass sich folgende vier Konstellationen
ergaben: BC_HAB-Liniee HAB/LAB x HAB und LAB/HAB x HAB bzw. BC _LAB-Linie
HAB/LAB x LAB und LAB/HAB x LAB.

Als Véter dienten in alen Generationen die Paarungsmannchen der parald laufenden
Standard-HAB/LAB-Zucht, die somit alle Kriterien der jeweiligen Linienzugehorigkeit erfullten.

Da es nicht ganzlich auszuschlief}en war, dass maternale Effekt-Gene oder oozytae
Determinanten einen Einfluss auf den Phanotyp haben, wurden die Nachkommen der vier
Ausgangspaarungen in jewells separaten Familien weitergefthrt.

Die Genotypisierung aler weiblichen Jungtiere sowie der mannlichen Jungtiere jeder 2.
Generation erfolgte am Tag der Trennung von der Mutter (21 Tage postnatal) durch die Abnahme von
Schwanzspitzengwebe.

Um das HAB-Allel in der BC_LAB-Linie bzw. das LAB-Alld in der BC_HAB-Linie zu
erhalten, wurden zur Weiterzucht jeweils heterozygote Weibchen gewahlt.

Im Alter von 10 Wochen wurden die weiblichen Tiere aller Generationen und zusétzlich die
Ménnchen jeder 2. Generation der Standard-EPM-Testung unterzogen.

Das Resultat der EPM-Testung hatte jedoch keinen Einfluss auf die Auswahl der BC-
Zuchttiere fur die Weiterzucht, sondern galt nur der Verfolgung einer eventuellen Verdnderung des
Phanotyps. Somit sollte die Erzeugung eines HAB/L AB-&hnlichen Phénotyps vermieden werden, der
nicht rein auf der genetischen Prédisposition beruhte, sondern Folge einer verhaltenshiologischen
Selektion gewesen wére.
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Ahhildung 38, Schematische Abbildung des backerossing-Zuchtschemas.

Ausgehend won HAB- und LAB-Hatten wurde eine kreuzgepaarte F1-Generation erzeugt. Durch
Rickkreuzung (backorossing, BC) won beziglich des Wildtyp- bzw. mutierten AVP-Promotorallels
heterozygoten Weibchen jeder Generation mit HAE- bzw. LAB-Vatern wurden beide Allele unabhangig
vom  genomischen Hintergrund erhalten. Parallel dazu wurden Kontrolltiere der HAB/LAB-Zucht
entsprechend gezichtet (randorm confrols, RC, Details dazu in der Projektbeschreibung). Won der 4.
Generation ausgehend wurden neben einer 9. backorossing-Generation (BCS) durch strenge
Geschwisterverpaarung heterozygoter Tiere transgene Ratten beziglich des AVP-Promotorallels
erzeugt. Als Kontrollen dienten deren nicht transgene Geschwister und Tiere mit homozygoten Eltern
aus der 4. Generation (nicht abgehildet).
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Als Kontrollen wurden paralel dazu nach demselben Zeit- und Versuchsschema RC-Ratten
gezuchtet (HAB-Linie RC HAB, LAB-Liniee RC _LAB). Die Ausgangstiere waren dabel
homozygote HAB- bzw. LAB-Ratten der Standard-Zucht. Ebenso wie die BC-Tiere wurden die
Ratten zur Weiterzucht nicht auf Grund ihres Phanotyps, sondern randomisiert zur Paarung
ausgewdhlt. Auch fur diese Linien wurden die gewéhlten weiblichen Nachkommen jeweils mit
denselben, aber liniengleichen Vétern der BC-Tiere verpaart.

In der 5. Generation sollten heterozygote BCs, sofern sie einen véterlichen Phéanotyp
aufwiesen als Hinweis auf ein weitgehend véterliches Genom, geschwisterverpaart werden. Damit
sollten die Nachkommen in beiden Linien zu einem Viertel jeweils homozygot fir das HAB- bzw.
LAB-AVP-Alle sein sowie zur Halfte heterozygot bezilglich der beiden Allele. Heterozygote sowie
homozygote Nachkommen, die die Allele der véterlichen Linie aufwiesen, sollten as
geschwisterinterne Kontrolle dienen. Als weitere Kontrolle sollten in dieser letzten Generation
ebenfalls homozygote BCs verpaart werden, die den rein véterlichen Genotyp aufwiesen (BC_HAB-
Linie C_HAB, BC_LAB-Linie: C_LAB).

Alle Tiere der geschwisterverpaarten Generation sowie der parallel weitergefiihrten BC-
Zucht wurden schliedlich in einer Testreihe auf Veranderungen des Verhadtens und der
neuroendokrinen Parameter untersucht. Zunéchst wurden die Jungtiere 11 Tage nach der Geburt dem
USV-Test unterzogen. In der 10. Woche wurden die Tiere der EPM und am darauffolgenden Tag dem
FS exponiert. Eine Woche spéter durchliefen sie den DaLi-Test und eine weitere Woche darauf die
EPFExposition. Unmittelbar im Anschluss daran wurden die Tiere unter letaler Halothannarkose
dekapitiert, Blut zur Bestimmung der HPA-Achsen-Aktivitdt gewonnen sowie die Gehirne fur die
Untersuchung des Expressionsprofils der AVP mRNA im PVN mittels ISH entnommen. Die
genetische Analyse erfolgte aus bel der Dekapitation gewonnenem Schwanzgewebe.

Ergebnisse

1. bis5. BC-Generation

Die Elterntiere der 1. BC-Generation (BC1) wurden der kreuzverpaarten F1-Generation des
F2-Projekts entnommen (zu deren Phénotypisierung siehe Zuchtprojekte C 2). Pro HAB/LAB-
Parentalpaar wurde eine Tochter zufdlig aus der F1-Generation ausgewdahlt. Diese Tiere waren
gegenuber ihren Schwestern in der F1-Generation durchschnittlich éngstlicher auf ar EPM, aber
entsprechend ihrem heterozygoten Genotyp intermediar im FS-Test (Tabelle 8). Die Genotypen
gpalteten sich in alen 5 BC-Generationen anndhernd im Verhdtnis 1:1 auf. Die Untersuchung der 2.,
4. und 5. RC-Generation ergab stets einen reinen HAB- bzw. LAB-Genotyp der Kontrolltiere (Abb.
40). Sofern pro Familie ein weibliches heterozygotes Tier zur Weiterzucht identifiziert war, wurden
auf Grund technischer Probleme fehlende Genotypen nicht in einem 2. Ansatz erganzt. Wegen
begrenzter Hatungskapazitét wurde in Generation 1 und 2 nur ein Weibchen pro Familie zur
Weiterzucht herangezogen. Daraus resultierten pro Generation, Linie und Genotyp relativ geringe
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Individuenzahlen. Nach der 2. Generation musste infolge von Zuchtproblemen auf das Weiterfihren
von zwel BC-Familien (LAB/HAB x HAB und HAB/LAB x LAB; Abb. 39) und jeweils einer RC-
Familie pro Linie verzichtet werden. Im Weiteren wurden daher mehrere Weibchen pro Generation
weiterverpaart und bel gegebenem Zuchterfolg eine zufélig gewahite Familie weitergeftihrt.
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Ahbildung 39. Uberblick Ober den Stammbaum der backorossing-Zucht.

Ourch Zuchtprobleme mussten zwei Familien sowohl der backerossing-Tiere als auch
der Kontrollen (random confrols, RC) aufgegeben werden. Zur Erzeugung homozygot
transgener Ratten wurden aus der 4. Generation heraus Geschwisterverpaarungen
vorgenommen. Als Kontrollen dienten deren nicht transgene Geschwister und Tiere mit
homozygoten Eltern aus der 4. Generation sowie geschwisterverpaarte RC-Tiere.
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Abbildung 39

In alen Generationen mit Ausnahme der 3. Generation zeigte sich im Angstverhalten in den
unabhangig von der EPM-Testung gezlichteten, aber reinerbigen weiblichen RCs der erwartete
HAB/LAB-Unterschied. RC_HABSs waren durchschnittlich 5 - 12 %, RC_ LABs 32 - 55 % der
Testdauer auf den OA der EPM (Abb. 41).

Im Weiteren wird folgende Nomenklatur in Bezug auf das AV P-Alld verwandt:
- H_HAB: fir das HAB-Allel homozygote Tiere der BC_HAB-Linie
- H_LAB: fir das HAB-Allel homozygot transgene Tiere der BC_LAB-Linie
- h_HAB: heterozygote Tiere der BC_HAB-Linie
- h_LAB: heterozygote Tiere der BC_LAB-Linie
- L_HAB: fir das LAB-Allel homozygot transgene Tiere der BC_HAB-Linie
- L_LAB: fur das LAB-Alle homozygote Tiere der BC_LAB-Linie
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Abhildung 40. Gelelektraphoretische Auftrennung won Genfragmenten zur Bestimmung
des Genotyps der backcrossing-Zucht beziglich des AVP-Promotorallels (Abb. 14).
Gezeigt sind die Ergebnisse der Generationen 1 bis 4. Das Varliegen won Homozygotie
heziglich des LAB-AVP-Promotorallels ist durch das Auftreten nur einer Bande
ersichtlich.

Bei Yorliegen won Homozygotie bezlglich des HAB-AYP-Promotorallels trennen sich zwei
durch ein selektives Restriktionsenzym zereilte, kirzere Genfragmente auf.

BEei heterozygaoten Tieren lassen sich dementsprechend drei Banden identifizieren.

Als Kontrollen dienten leere MNegativ-Proben sowie Standard-HAB-DMA (H-Standard) und
Standard-LAB-DNA - (L-Standard).  Mit  Pfeil  gekennzeichnet sind die  fOr die
Weiterverpaarung zufallig gewahlten, heterozygoten Weibchen. In Generation 4 wurden
Tiere for die VWeiterzucht gewahlt (BC 5), sowie zur Geschwisterverpaarung won
heterozygaoten Ratten zur Erzeugung transgener Tiere (HET) bzw. homozygoter Ratten
als interne Kontrollen (C). Auch wurden random confrol (RC)-Ratten als Referenz
geschwisterverpaart.
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Ahhbildung 40 Fortsetzung.
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Abbildung 40 Fortsetzung.

In Generation 1 waren die BC-Ratten nicht untereinander oder von RC_HABS verschieden,
aber von RC_LABs. In Generation 2 zeigte sich ein dhnliches Bild, wobel h_LABs zusétzlich von
RC_HABs verschieden waren, nicht aber h_ LABs und L_LABs von RC_LABs. In Generation 3
waren keine Unterschiede der jeweiligen Linie zu ihren Kontrollen festzustellen und h_ HABSs waren
signifikant angstlicher dsh_LABsund L_LABs.
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Abbildung 41, Elevafed plusmaze-Test an den Weibchen der 1. his & backeorossing (BC)-
Generation sowie weitere Charakterisierung der 4. Generation.

Die Gruppen wurden nach Genotyp und waterlicher Linie unterschieden (Details dazu in
der Projektbeschreibung). Als Referenzen dienten rein nach dem Genotyp selektiert und
gezlchtete HAB/LAB-Ratten (FC). H homozygot bzgl. HAB-AVP-Promotorallel, L
homozygat bzgl. LAB-AYP-Fromotorallel, h heterozygot (Mittelwerte £ SEM, ** p = 0,01,
Fp=003,Tp=01)
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In Generation 4 zeigten sich @hnliche Ergebnisse mit deutlichen Unterschieden zwischen der
BC HAB- und der BC LAB-Linie, alerdings mit etwas angstlicheren L_LABs. In Generation 5
waren die Kontrollen nicht von den linienzugehdrigen BC-Ratten zu unterscheiden, wéahrend sie sich
von den jewells nicht-linienzugehdrigen Kontrolltieren signifikant bzw. tendenziell unterschieden.

Tahele 3. Verhalten der zufallig aus der F1-Generation entnommenen Weibchen als b dtter
fir die 1. BC-Generation. Die 4 gewdhlten Ratten verbrachten im Durchse hnitt weniger %Leit
auf den OA der EFPM als alle F1-Weibchen (7 p = 0,01).

Feit auf den OA (%) stugoihg (sec) fioating (sec)

LABIMHAB- eibchen 0,00 71,4 185
LABMHAB Y eibchen 0,00 108 604
HABILABAY eitichen 2,68 rre .0
HABILAB-W eitichen 1,50 1" 41,4

Alle F1-wWeibchen

15,4 + 3,36 = 81,2 + 5,08 57,7 + 9,07
(Mittelwert + SEM)

Geschwisterverpaarung aus der 4. BC-Generation

Da sich das Angstverhalten auf der EPM in der 4. Generation deutlich dem Verhalten der
jeweiligen Kontrollgruppe angendhert hatte, konnte nun eine Geschwisterverpaarung durchgefihrt
werden, um den Einfluss eines homozygot vorliegenden HAB- bzw. LAB-AVP-Allds zu verfolgen.

Aus der 4. BC-Generation heraus wurden untereinander einerseits heterozygote und
andererseits homozygote Geschwister beziiglich des jeweiligen AVP-Allels sowie RC-Geschwister
untereinander verpaart.

Auf Grund unerklérlich hoher Letalitdt der tréchtigen Multtertiere, konnten nur 4 Wurfe pro
heterozygoter BC-Linie, ein Wurf pro homozygoter BC-Linie sowie zwei Wirfe pro RC-Linie geno-
und phénotypisch charakterisiert werden.

Die Verpaarung der heterozygoten Tiere resultierte anndhernd in einer Aufspaltung der
Genotypen im Verhdtnis 1:.2:1 (HH: 1,25; LH: 1,67; LL: 1,07).

Der Vergleich der Genotypen der heterozygoten Geschwisterpaar-Nachkommen unabhangig
von der véterlichen Linie ergab ohne Berticksichtigung des Geschlechts tendenzielle Unterschiede im
Parameter Anzahl der USV und struggling-Dauer. Im einzelnen unterschieden sich homozygote
HAB-Allel-Tréger (HH) von den homozygoten LAB-AllelTrégern (LL) tendenziell in diesen beiden
Parametern, wobei HHs mehr vokalisierten, alerdings auch eine langere Zeit mit struggling
verbrachten. Die Betrachtung der ausschliefdich méannlichen Nachkommen zeigte, dass diese sich
ebenfalls im Parameter Anzahl der USV sowie tendenziell in der %Zeit auf der EPM unterschieden.
Diese Unterschiede fanden sich im Vergleich von sowohl ménnlichen HHs mit LLs as auch fir die
Anzahl der USV der HHs mit den heterozygoten (HL) Méannchen. HH-Mannchen verbrachten
weniger %Zeit auf den OA der EPM as LLs und vokalisierten mehr a's die beiden anderen Gruppen.

108



Zuchtprojekte

Weibchen zeigten Unterschiede im CORT-Gehalt sowie tendenzielle Einfllisse des Genotyps auf die
Zeit im hellen Areal der DaLi. HH-Webchen wiesen einen htheren CORT-Gehalt auf und
verbrachten mehr Zeit im hellen Bereich der Dali als LL-Welbchen (Daten nicht im einzelnen
aufgefuhrt).

Sofern sich Unterschiede zwischen den Geschlechtern zeigten, wurden die jeweiligen
Parameter unter Berlicksichtigung des Geschlechts analysiert. Dies war der Fall bei der Anzahl der
headdips bel C_LABS, der Dauer im hellen Areal der Dali der L_LABsund H_LABS, der struggling-
Dauer der h_LABSs, der floating-Latenz der h HABs, beim CORT-Gehalt der H_ LABs, h LABS,
L_LABs, C_HABs und RC_LABs, der Lokomotion auf der EPM bei RC_LABs, dem Adultgewicht
der H_ LABs h LABs L_LABs, C_ LABs, RC_HABsund RC_LABsund der Linienlbertretungen in
der DaLi bei H_LABs, h LABs, L_LABsund RC_LABs (Tabelle9).

Die Untersuchung ausschliefdlich dieser Parameter fir angegebene Tiergruppen getrennt nach
Geschlecht der Ratten ergab, dass bel den Weibchen dieH_LABs und L_LABs tendenziell mehr Zeit
im Hellen verbrachten s C_ HABs und RC_HABS, die struggling-Dauer der h_LABs tendenzidll
langer war dsvon h_ HABs sowie die floating-Latenz der h HABs kiirzer ds die von RC_LABSs. Der
CORT-Gehalt vonL_HABs, h HABsund C_LABswar gegeniber H_LABs, h LABsund RC_LABs
erniedrigt. Die Lokomotion auf der DaLi war in H_LABs tendenziell niedriger dsin C_HABs. Keine
Unterschiede fanden sich im Adultgewicht.

Bel Méannchen zeigte sich in jenen Parametern, dass C_LABs mehr headdips aufwiesen als
H_HABs, h HABs, C_ HABs und RC_HABSs. Des Weiteren war die struggling-Dauer in h_ LABs
gegenuber RC_LABs erniedrigt. Der CORT-Gehdt von h HABs sowie C_LABs war niedriger
gegenuber alen BC_LABs sowie RC_LAB. Erhtht war die Plasmakonzentration in RC_HABsS
gegeniber h HABs, h_LABs und den LAB-Kontrollen. Wahrend die Lokomotion in der DaLi keine
Unterschiede aufwies, war das Adultgewicht von C_HABs hoher als dasvon h LABs, L_LABs und
RC_HABS, das wiederum niedriger war als dasvon RC_LABSs.

Die Betrachtung adler Parameter unabhangig vom Geschlecht ergab, dass die
Linienzugehorigkeit, nicht aber die Genotypen einen Einfluss auf das Angstverhaten der adulten
Ratten hatten (Abb. 42). So verbrachten H_LABs, h LABs und L_LABs sowie die LAB-Kontrollen
eine deutlich 1&ngere %Zeit auf den OA der EPM as H_HABs, h HABs, L_HABs und die HAB-
Kontrollen. Zwischen den heterozygoten Geschwisterpaar-Nachkommen ener Linie und den
zugehorigen Kontrollen fanden sich keine Unterschiede (auf3er zwischen h_ HABs und C_HABS).

Dasselbe Resultat zeigte sich bel der Anzahl der headdips H_HABs, h HABs, L_HABsund
die HAB-Kontrollen zeigten deutlich weniger headdipsasH_LABs, h LABsund L_LABs sowie die
LAB-Kontrollen (nur zwischen L_LABs und H_HABs war der Unterschied nicht signifikant). Wieder
waren Kontrollen von den heterozygoten Geschwisterpaar-Nachkommen der jewelligen Linie nicht zu
unterscheiden.
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Tabelle 9. Gruppengrilffe und “erhatten von durch backcrossing (BC) erzeugten, transgenen Ratten
IBC_HAB-Linie: L HAR, BC_LAB-Linie: H_LAB) bzw. ihrer nicht transgenen Geschwister (BC_HAB
Linie: H HAB, h HAR; BC LAB-Linie: h LAR; L LAB). Als Kontrollen dienten Tiere mit homozygoten
Eltern aus der 4. Generation (C) und HABLAE Zuchtkontrollen (RC) (Signifikanzen und Tendenzen
sind in Bezug auf die den in der Tabelle den Gruppen zugeordneten Buchstaben angegeben;
Srolbuchstaben fir p <001, Kleinbuchstaben fir p <005, T-Zusatzp <010

BC_HAE

H_HAB (A) h_HAB (B) L_HAB (C)
YWeibchen und 7 1 B
Mannchen (n)
Anzahl AYP I1SH B 0 3
headdips (n) 3E7+076 340+058" 200+103"
DalLkim Hellen (sec) 295+142 58211031 IEX177
strugaling (sec) 124 £9 10 115+ 414 133+ 132
tioating-Latenz (sec) 102 £9 95 1031553' 125+ 20k
Lokomotion EPM (n)  371+071" 509 +09 400 +058"
YWieibchen (n) 2 b 4
Anzahl A¥P I1SH 1 0 1
headdips (n) 1.00+000 2p0 073 200 +1 55
DalLkim Hellen (sec) 71 3+117 432115 478 +230
strugaling (sec) 130 £ 4 B0 991 +15F o 132+ 20F
thoahing-Latenz (sec) B+ 7 R0 S00+£531) 94 +£120
Lokamotion EPM () 300+ 100 5R7 £1 .45 4802087 "
Mannchen (n) ) 5 2
Anzahl A¥P I1SH 5 0 2
headdips () 420+0F6" 400+089" 100 £0,00
Dalkirm Hellen (sec)  129+128 I0£147 000 £0,00
strugaling (sec) 121 +£1289 134+ 238 135+ 7 55
thoahing-Latenz (sec) 113 +£10.2 119 +£101 1me+320
Lokamotion EPM () 400+035 440 £1 03 300 +1,00
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BC_LAB

H_LAB (D) h_LABR (E) L_LAB (F)
YWeibchen und 14 17 12
Mannchen [n)
Anzahl AP I5H 1 0 2.
headdips (n) EE+302" 245 +2 88 175+318
Daliim Hellen (sec)  823+1258° 859 +102 g44+139°%"
strugaoling (sec) 2B E12E 173108 155+ 146
tinating-Latenz (sec)  120+£93 104 + 7 54 126+ 161
Lokarnotion EPM (n) 871 +071 794 £0 46 775077
YWeibchen (n) 7 G 3
Anzahl AP I5H 5 1] 2
headdips (n) J24+446 282 +3:56 240611
Daliim Hellen {sec) 11210377 114 +6R0 783+235""
struggling (sec) 233+169" 194+217 7 184 £+ 497
floating-Latenz (sec) 114 £12 8 103 +17 7 g933+25 8
Lokomotion EPM (n)  914+114 750+ 056 103+120
Mannchen [n) 7 11 5
Anzahl AP ISH B 0 7
headdips (n) 07257 224+ 359 153 +3 62
Dalkim Hellen (sec) 5224171 /0B +£13 4 BES 17 5
strugaoling (sec) 2019k 1B3+114" 146+ 115
tioating-Latenz (sec) 127 £13 9 105 +836 136+ 193
Lokarmotion EPM (n) 829+ 083 8,18 £0 64 5A9 077
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C RC

C_HAB (G) C_LAB (H) RC_HAB (1) RC_LAB .y
YWaibchen und 10 11 10 21
hannchen (n)
Anzahl AP ISH 5 9 5 9
headdips (n) 210+078" 187 £304°°°%" 1p0£036H  262+3073
Daliim Hellen {sec) 0,00+000°F 118+ 154 248+306°7  895+9.48
strugging (sec) 98,0+ 133 222+ 184 168+ 220 262+ 14F
tloating-Latenz(sec) 912+ 144 124104 14 +£191 154+ 113"
Lokomotion EPM (n) 270+ 0F3 827 +0 47 520 +095 71005337 °
YWieibchen (n) 4 ] 4 B
Anzahl AP ISH 2 3 3 5
headdips (n) 2504132 287 +4,18 225 +053 320 +6 50
Daliim Hellen (sec) 000000 7 136+115 0p0+000"" 975 +952
strugging (sec) TEE+ 145 22242183 141 +107 2234292
floating-Latenz (sec) G229+ 455 115+ 147 941 +187 144+ 952 b
Lokomotion EPM {n) 175075 900 + 071 425+1 44 9330617
hannchen (n) B B B 15
Anzahl AvF ISH 3 B 2 4
headdips (n) 183+105" 137 £1917"%" 1E0£0430h 238+£330
Dalkim Hellen (sec) 0,004 000 1064243 7A7 +4 56 862 +128
struggiing (sec) 112 +184 223+303 185 £ 351 2/9+15h8 :
floating-Latenz (sec) 110 +£21,1 132+£1489 128 +294 189 +154
Lokomotion EPM {n) 333+ 078 767 +0 56 583130 520 +055

Ein dhnliches Bild zeigten die Tiere in der DalLi. Dort verbrachten H_LABs, h LABs und

L_LABssowie die LAB-Kontrollen mehr Zeit im hellen Areal dsH_HABs, h HABs, L HABsund
die HAB-Kontrollen. Dieser Unterschied wurde jedoch nur zwischen den Kontrollen selbst und den
jeweils nicht zugehdrigen Linien signifikant. Wahrend sich die LAB-Kontrollen nicht von den LAB-
stdmmigen heterozygoten Geschwisterpaar-Nachkommen unterschieden, waren h_ HABs langere Zeit
im hellen Areal as die HAB-Kontrollen.

Die Untersuchung des Angstverhdtens im Jungtierstadium zeigte einen gewissen
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Zusammenhang mit dem Genotyp. Wahrend sich H_LABs und h_ LABs nicht von C HABs
unterschieden, vokalisierten L_LABs weniger as C_ HABs sowie H HABs. Dies bestétigte sich
jedoch nicht in RC_HABS, die sich nicht wie C_HABs von den LAB-Kontrollen unterschieden. Auch
vokalisierten L_HABs mehr as die LAB-Kontrollen und waren nicht von H_HABs oder C_HABs zu
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unterscheiden. Die Lokomation, gemessen an den Linientibertretungen im dunklen Areal relativ zur
dort verbrachten Zeit, war in L_HABSs geringer as in allen anderen Gruppen, teilweise tendenziell,
mit Ausnahme von RC_LABSs. Letztere bewegten sich weniger as ale Gruppen der LAB-Linie sowie
ale Kontrollen. Das Gewicht am postnatal- Tag 11 war in RC_HABSs niedriger als in alen anderen
Gruppen mit Ausnahme von h HABs und L_HABs. Das Gewicht von L_HABs wiederum war
niedriger alsdasvon C_HABs sowie C_LABs. RC_LABswogen mehr dsh_HABs, L_HABs sowie
L_LABs.

Wahrend sichim FS-Test in der floating-Dauer zwischen den LAB-Kontrollen und C_ HABs
nur tendenzielle Unterschiede fanden, waren H_LABs und h_LABs signifikant 1&nger immobil as
RC_LABs und tendenziell L_LABs. H_HABs, h HABs und L_HABSs zeigten gegeniber C_ HABs
einen geringen Trend zu verringerter Immobilitét, aber keinen Unterschied zu den LAB-Kontrollen.
Eine sehr geringe floating-Dauer zeigten RC_HABs gegeniber C_HABs. Betrachtete man die
floating-Latenz, so zeigte sich, dass RC_LABs die langste Latenz aufwiesen mit signifikanten
Unterschieden zu C HABs, H_ HABs, h HABs sowie h LABs. Im Gegensatz zur floating-Dauer,
waren HAB-stdmmige heterozygote Geschwisterpaar-Nachkommen im struggling auf dem Niveau
der C_HABSs. Auch in diesem Parameter war ein Trend zu einem erhohten struggling von RC_HABs
gegenuber C_HABs festzustellen. So unterschieden sich die LAB-Kontrollen signifikant von
C_HABS, jedoch nur RC_LABs und nicht aber C_LABs von RC_HABs. Wahrend H_LABSs ein mit
LAB-Kontrollen vergleichbares struggling aufwiesen, waren h LABs und L_LABs intermediér
zwischen C_HABs und den LAB-Kontrollen.

Die Betrachtung der Lokomoation als Eintritte in die geschlossenen Arme der EPM ergab eine
geringere Anzahl bei C_HABs wie auch bei alen HAB-stdmmigen heterozygoten Geschwisterpaar-
Nachkommen gegeniber den LAB-Kontrollen. LAB-stémmige heterozygote Geschwisterpaar-
Nachkommen zeigten dhnlich viele Eintritte wie die LAB-Kontrollen.

Die Lokomotion, gemessen in der Dali als Linienibertretungen im dunklen Aredl, zeigte
keinerlei Unterschiede zwischen alen Gruppen.Die Untersuchung der neuroendokrinen Parameter
ergab, dass im ACTH-Gehalt lediglich RC_LABSs ein geringeres Niveau as die HAB-Kontrollen,
L_HABssowie C_LABs aufwiesen. Hingegen war der Plasma-CORT-Gehalt in RC_L ABs gegentiiber
C LABs, h HABs und L_HABs erhdht und auf dem Niveau der HAB-Kontrollen. Wahrend
H_HABSs nicht von den HAB-Kontrollen zu unterscheiden waren, wiesen h HABs und L_HABs
einen (tendenziell) niedrigeren CORT-Gehalt auf. H_ HABs und H_L ABs zeigten keinen Unterschied,
alerdings hatten h_ LABs und L_LABS, vergleichbar mit den HAB-Kontrollen, jeweils mehr CORT
ash HABsund L_HABs.

Die Anayse des AVP mRNA-Gehdts im PVN dler Tiere zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen alen Linien. Unter Aul3erachtlassung der Bonferroni-Korrektur zeigte sich der
AVP MRNA-Gehalt in L_HABs sowie RC_LABs erniedrigt gegeniiber C HABs und RC_HABSs.
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Abbildung 42, Charakterisierung von durch backcrossing (BC) erzeugten, transgenen Ratten
(BC_HAB-Linie: L HAE, BC LAB-Linie: H_LAE] hzw. ihrer nicht transgenen Geschwister
(BC_HAB-Linie: H HAE, h HAE; BC _LAB-Linie: h_LAB; L LAB). Als Kontrollen dienten
Tiere mit homozygoten Eltern aus der 4. Generation (C) und HAB/LAB-Zuchtkontrollen (RC)
(=ignifikanzen und Tendenzen sind in Bezug auf die den in der Tabelle den Gruppen
zugeardneten Buchstaben angegeben; Grolkbuchstaben fir p <= 0,01, Kleinbuchstaben fir p
= 0,08 T-Zusatz furp =< 0,1).
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Diskussion

Die in diesem Projekt erhobenen Daten zeigen, dass in HAB/LAB-Ratten eine starke
genetische Pradisposition fir das jeweilige Verhaltensextrem in Bezug auf Angst besteht. RC-Tiere,
die unabhéngig von ihrem Verhalten auf der EPM gezichtet wurden, erwiesen sich Uber 5
Generationen stabil in ihrem Angstverhalten und weitgehend in depressionsbezogenen und
neuroendokrinen Parametern (Abb. 41). Die ab der 3. Generation deutliche Divergenz der BC-Linien
im Angstverhaten auf der EPM entsprechend des eingekreuzten Vaters unterstreicht die Auspragung
und Pradisposition zum jeweiligen Phanotyp in den HAB/LAB-Zuchtlinien. Auch die Tiere der
congenic strains, d. h. die Tiere mit inversem AVP-Alle relativ zu ihrem genomischen Hintergrund,
entsprachen in alen Parametern mit wenigen Ausnahmen der eingekreuzten véterlichen Linie —
unabhangig vom AVP-Allel. Somit war festzustellen, dass die SNPs im AV P-Gen einen geringeren
Einfluss auf die Aushildung der fur die Zuchttiere gezeigten extremen Parameter hatte als andere
Faktoren des jewells inversen Extremums und diese nicht aufwiegen konnten.

Die Ausgangstiere der BC-Zucht aus der F1-Generation wiesen einen tendenziell angstlichen
Phénotyp relativ zum erwarteten intermediéren Verhalten von heterozygoten Ratten auf. Dass dies
jedoch von keiner weiteren detektierbaren Bedeutung war, zeigte sich im Verlauf der BC-
Generationen. Wahrend die Tiere unabhangig vom Genotyp bzw. der eingekreuzten véterlichen Linie
ein weitgehend intermedidres Verhaten auf der EPM aufwiesen, spaltete sich der Angstphanotyp tber
5 Generationen hinweg entsprechend der Abstammung des Vaters auf. Damit wurde bestétigt, dass
das Angstverhaten von HAB- und LAB-Ratten weder maternden Determinanten noch einem
Einfluss des mutterlichen Verhaltens unterliegt (Wigger et al., 2001).

Studien zeigten, dass die Selektion von Individuen auf die phanotypische oder auch
morphologische Ausprdgung eines bestimmten Merkmals bereits ab 4 Generationen zu dessen
Aufspaltung fuhrte (Conover und Munch, 2002; Schjolden et a., 2005). Dass eine derartige
Divergenz auch innerhalb weniger Generationen durch Einkreuzung nur eines hoch-selektieren
Individuums in eine nicht phanotypisch selektierte Linie hervorzurufen war, unterstreicht die
dominante Manifestation des jeweiligen Phanotyps in HAB- und LAB-Ratten. Die Untersuchung der
Tiere der 5. BC-Generation bestétigte dies fir eine Reihe von sowohl angst- als auch
depressionsbezogenen Parametern. Dieses rasche Divergieren der Linien erlaubte es, bereitsin der 5.
Generation den Einfluss des AVP-Gens auf das Angstverhalten von in dieser Generation erzeugten
transgenen HAB/LAB-Ratten zu studieren.

Um die Untersuchungsergebnisse sowohl auf ungewollte Nebeneffekte, die auf der Zucht der
Tiere basieren konnten, as auch auf solche, die die Testung selbst betreffen konnten, kontrollieren zu
konnen, wurden einerseits paralled die RC-Tiere gefihrt. Zum anderen wurden in der
Geschwisterverpaarung der 5. Generation neben heterozygoten Tieren homozygote Tiere verpaart.
Damit war es moglich, genotypische Effekte klar von versuchstechnischen Einwirkungen zu
unterscheiden. Zusétzlich sollten zur Abgrenzung von maternaden und paternalen Einflissen 4
Familien basierend auf der jeweiligen Kreuzungskonstellation in der F1-Generation geziichtet werden.
Durch Infertilitét und Letalitét der Muttertiere in der 2. BC-Generation musste jedoch eine Familie
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pro BC-Linie aufgegeben werden. Ahnliche Probleme wurden bei der Erzeugung von congenic
strains beziiglich Alkoholkonsums berichtet (Carr et a., 2006). Da dies jewells eine der beiden
HAB/LAB-F1-Paarungskonstellationen betroffen hat, ging der Vergleich des Einflusses von
Determinanten der Parentalgeneration zwar innerhalb der BC-Linie, aber nicht zwischen diesen
verloren.

Auch die Geschwisterverpaarung in der 5. BC-Generation brachte Infertilitdt und Mortalitét
mit sich, so dass die angestrebte Individuenzahl von 20-25 Méannchen pro Familie deutlich verfehit
wurde. Eine Nachverpaarung war auf Grund von Haltungskapazitéten nicht mdglich. Da zwischen
weiblichen und méannlichen Ratten innerhalb der jeweiligen Gruppen nur in wenigen untersuchten
Grofen Unterschiede festzustellen waren, wurden die Geschlechter daher zur ErhShung der
Stichprobenzahl in den Gruppenvergleichen, wenn die statistischen Voraussetzungen erfillt waren,
gemeinsam betrachtet.

In adlen angstbezogenen Parametern der adulten Tiere und teillweise im FS-Test zeigten
sowohl die RC-Ratten als auch die C-Ratten die von der StandardHAB/LAB-Zucht bekannten
Charakteristika. Auch in den BC-Tieren waren die Extreme im Angstverhaten zu finden, allerdings
vollkommen unabhéangig von der Vertellung der AVP-Allele und vielmehr in klarer Zuordnung zur
véterlichen Linie der BC-Generationen.

Dies ist insofern bemerkenswert, als nicht nur das homozygote Vorhandensein des AVP-
Allels, sondern auch die Préasenz von mehr as 6 % des genetischen Materias der inversen Linie
(Flaherty, 1981) keinerlei Einfluss auf die Ausprégung des Angstverhatens entsprechend der
jeweiligen BC-Véter zur Folge hatte. Damit wird die Rigiditét des angstbezogenen Verhdtens in
HAB/LAB-Ratten und die Anhdufung genetischen Materias, das zu dessen pathologischer
Ausprégung beitragt, verdeutlicht. Auch Carr et al. (2006) berichteten das Vorhandensein des
inversen Allels in einigen Familien der congenic strains, ohne jegliche Verhatensauswirkung. So ist
nicht auszuschlief¥en, dass es dominante genetische Faktoren gibt, die durch zufélige Selektion die zu
untersuchende genetische Mutation in ihrem Effekt Uberdecken bzw. durch Epistase die direkte
Genfunktion nicht detektiert werden kann. Des Welteren bestétigen die vorliegenden Ergebnisse
erneut, dass es sich beim Angstverhalten um ein komplex genetisches Charakteristikum handelt, bei
dem einzelne Gene nur wenige Prozent zum Phénotyp beitragen.

Auch im FSTest waren keine Einflisse der AVP-Allele bzw. des inversen genetischen
Materials zu erkennen. Dennoch war der parentale Phanotyp weniger stark ausgepragt, was auf einen
Verlust der Komorbiditédt von angst- und depressionbezogenem Verhaten in den BC-Tieren
hindeutet.

Interessanterweise war ein geringer Trend zu vermehrter Vokalisation der Jungtiere mit
homozygotem HAB-Allel in der BC_HAB-Linie festzustellen (Abb. 42). Dies kénnte auf einen
gewissen Einfluss der Mutation im AVP-Gen hinweisen, der mit der Ausprégung der neuronalen
Verkntpfungen im Laufe der Ontogenese kompensiert wird. Eine endgultige Aussage dazu kann aber
auch hier auf Grund der durch Zuchtprobleme relativ geringen Tierzahl nicht getroffen werden.

118



Zuchtprojekte

Die Erhebung der HPA-AchsenParameter nach Stressexposition ergab in RC-Tieren fir
ACTH und in GTieren fur CORT den erwarteten Unterschied, wie er sich in HAB-Ratten mit
erhohter Sekretion gegenliber LAB-Ratten zeigte (Projekt 1 D und Landgraf et a., 1999). Wahrend in
den BC-Tieren kein Unterschied in der ACTH-Ausschiittung festzustellen war, ist es nicht zu
erkléren, warum in Tieren der BC_LAB-Linie mehr sezerniertes CORT dsin Tieren der BC_HAB-
Linie zu detektieren war. Dies zeigt dennoch, dass kein kausaler Zusammenhang zwischen
Angstverhalten und HPA-Achsen-Reaktivitét in diesen Tieren bestand, wie mehrfach postuliert wurde
(Courvoiger et d., 1996).

Auch in diesem Kontext war es von Interesse, die Expression von AVP mRNA im PVN zu
untersuchen, um einen Hinweis auf deren Einfluss entweder auf das Angstverhalten oder die HPA-
Achsen-Aktivitét zu ergrinden. Wahrend sich in der Untersuchung der RC-Tiere der Unterschied der
AVP-Expression mit HABs Uberexprimierend gegentber LABs finden lief3, waren keine weiteren
Unterschiede in alen anderen Tieren festzustellen. Ein geringer Trend zu einer verminderten
Expression war in L_HAB-Tieren als Indiz fur die geringe AV P-Expression bel Vorhandensein des
Wildtypallels zu erkennen. Doch auch hier ist eine endgliltige Aussage nicht zu treffen, da nicht nur
Zuchtprobleme, sondern auch technische Schwierigkeiten die Probenzahl minimiert haben.

So ist zu vermuten, dass in der Zucht der HAB- und LAB-Ratten Vulnerabilitétsfaktoren
selektiv angehduft wurden, aber bel Kreuzung und freler Segregation in der F1-Generation
aufgespalten wurden und auch durch backcrossing nicht wieder in urspriinglicher Auspragung
kongregiert werden konnten.

Die Lokomoation ist in der StandardHAB/LAB-Zucht nicht unterschiedlich und hat damit
keinen Einfluss auf das gezeigte Angstverhalten auf der EPM (Liebsch et a., 1998b). Dies zeigte sich
auch in den RC-Ratten. In den BC-Ratten waren jedoch deutliche Unterschiede in den Eintritten in die
geschlossenen Arme der EPM zwischen BC_HABs und BC_LABSs zu erkennen. Diese Unterschiede
zeigten sich nicht in der Aktivitét in der Dali-Box, was die Notwendigkeit der Anwendung von
Testreihen und der Mehrfacherhebung verhaltensbiologischer Parameter im selben Tier unterstreicht,
um emotionale von lokomotorischen Charakteristika klar differenzieren zu kdnnen. Eindeutig war
aber, dass weder die Lokomotion und das Gewicht der juvenilen Ratten Einfluss auf die Vokalisation
im USV-Test hatten, noch das Adultgewicht auf die Auspréagung von aktivem oder passivem
Verhalten im FS-Test. Dies l&sst erkennen, dass die Emotionditdt der Tiere unabhangig von
konstitutionellen Parametern erfasst werden konnte.

Die vorliegende Studie zeigt, dass die klassische Zucht von congenic strains fir Ratten ein
adaquates Werkzeug ist, die Einflussgrofle eines Kandidatengens auf die Auspragung eines
selektierten Merkmals zu studieren. Um die bendtigte Generationenzahl und damit die Dauer zur
Verflugbarkeit transgener Tiere weiter zu beschleunigen, wurde ein erweitertes backcrassing-Moddll
vorgeschlagen (Marke et a., 1997). Durch die generationsweise Untersuchung der Tiere sowohl auf
Kandidatenalledle as auch auf Marker fir den inversen genomischen Hintergrund kann der
Zuchterfolg deutlich friher als nach den von Flaherty (1981) vorgeschlagenen 7 bis 10 Generationen
erzielt werden. Dies bietet eine gite Alternative zur Erzeugung transgener Tiere zu gentechnischen
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Verfahren und den damit verbundenen Schwéchen. Die Erzeugung von congenic strains gewinnt
insbesondere in der Untersuchung von gut charakterisierten Rattenmodellen, die nur ungentigend auf
Mausmodelle Ubertragen werden kénnen, an Bedeutung (Potenza et a., 2004), dies einhergehend mit
QTL-Anaysen oder gesamtgenomischen SNP-Untersuchungen (Carr et a., 2006). Fur das
HAB/LAB-Ratten-Modell konnte in einem ersten Ansatz gezeigt werden, dass das AVP-Gen per se
geringen Einfluss auf die Auspragung der Extreme im Angstverhaten sowie in depressions- und
neuroendokrinen Parametern hat. Um die daher in HABs sowie LABS interagierenden genetischen
Determinanten einzugrenzen, konnten erneut congenic strains etabliert werden. Diese kdnnten
bestimmte Haplotypen bzw. Gen-Kombinationen transgen in sich tragen, die in QTL-Analysen und
SNP-Untersuchungen in HAB/LAB- bzw. HAB/LAB-F2-Ratten detektiert werden kdnnten, um deren
Wirkgrole auf Angst, Depression und neuroendokrine Parameter sowie deren Interaktionen zu
erfassen.

2. Untersuchung einer kreuzgeziichteten F1- und frel segregierenden
F2-Generation ausHAB- und LAB-Ratten

Die Selektion eines bestimmten Phénotyps fihrt einerseits zur Anreicherung von kausal
involvierten Genen, bedingt aber auch die Koselektion primér phanotypunabhéngiger genetischer
Marker bzw. genotypunabhdngiger Phanotypen (Mormede et al., 2002). Insbesondere kdnnen
parental e epigenetische Effekte — sowohl molekulare as auch umweltbedingte — starken Einfluss auf
die Verhdtensauspragung nehmen (Francis et a., 2003). Zur Dissoziation der kausaen
Zusammenhange von genetischen, epigenetischen und phanotypischen Phanomenen und deren
Interaktionen ist das Mittel der Wahl das Studium einer frei segregierenden F2-Generation (Mormede
et a., 2002).

Die Uber vide Generationen durchgefihrte Selektion auf Grund der Auspragung eines
bestimmten Phénotyps in strikter Inzucht zielt darauf ab, Individuen zu erzeugen, die beziiglich der
genetischen Grundlage des Selektionskriteriums nur noch eine begrenzte Auswahl an Allelen
besitzen. Im optimaen Fall werden zwei extreme Phanotypen durch Tiere représentiert, die in alen
entscheidenden Genen jeweils homozygot fir ein bestimmtes Allel sind. Kreuzt man diese
Individuen, so sollten sich — ohne ausgepragte Dominanzeffekte bestimmter Allele — laut der
Mendelschen Gesetze intermedidre Phanotypen ergeben. Werden nun wiederum die Fl1-Tiere
untereinander gekreuzt, so entstehen in der F2-Generation durch freie Segregation der Chromosomen
sowie crossing over-Ereignisse Individuen, in denen genetische, epigenetische und damit
einhergehende phanotypische Ausprégungen zufélig verteilt und neu kombiniert sind. So kdnnen die
Einfllisse einzelner genetischer Faktoren bzw. Haplotypen as auch epigenetische Effekte auf
selektive verhatensbiologische und neuroendokrine Parameter sowie auch deren Zusammenhéange
studiert werden.

Auf diesem Ansatz basierend, sollte — parallel zur Erzeugung und Untersuchung der
transgenen HAB/LAB-Ratten — der genetische Einfluss des AVP-Allels auf Verhaltensparameter und

120



Zuchtprojekte

HPA-AchsentAktivitdt in F2-Ratten gezeigt werden, die aus einer kreuzgepaarten HAB/LAB-F1-
Generation erzeugt wurden. Mittels weiterer Korrelationsanalysen sollten die Zusammenhange von
Angstverhalten sowie depressionsbezogenen und neuroendokrinen Parametern in der F2-Generation
untersucht werden. Diese Studien dienten auRerdem ds Grundlage fur Genotyp-Phanotyp-
Korrelationen zukinftiger Kandidatengene mit psychopathol ogischen (Endo-)Phanotypen.

Versuchsplan

Zu Beginn des Projekts wurden jewells 4 homozygote HAB- und LAB-Ratten kreuzgepaart
(je 2 HAB- bzw. LAB-Miitter mit je 2 LAB- bzw. HAB-Vétern). Die F1-Generation wurde auf der
EPM und im FS-Test phanotypisch charakterisiert.

Die Heterozygotie bezlglich des AVP-Promotorallels der F1-Tiere wurde durch die
genetische Analyse einer ausgewahlten Teilpopulation nachgewiesen.

Durch srikte Geschwisterpaarung von F1-Tieren wurde eine F2-Generation geziichtet.
Folgende Untersuchungen wurden an den F2-Tieren durchgefuhrt: Im Jungtierstadium (Tag 11
postnatal) wurde ein Ultraschallvokalisationstest durchgefihrt. In der 10. postnatalen Woche fand
eine EPM-Exposition sowie eine daran sich (nach 1 h) anschlieRende FS-Testung statt. Schliefdlich
wurden die Ratten der EPF exponiert, und tber direkt anschlief3ende Abnahme von Dekapitationsblut
wurde die HPA-Achsen-Reaktivitét untersucht. Durch DNA-Extraktion aus Schwanzspitzengewebe
wurde der Genotyp beziiglich des AVP-Alles der F2-Tiere identifiziert (technische Durchfiihrung
von C. Murgatroyd, MPI Minchen).

Ergebnisse

Die Parentaltiere waren auf Grund ihres extremen Verhaltens auf der EPM als Ausgangpunkt
fur die F2-Generation ausgewdhlt worden (n = 2 pro Linie und Geschlecht). So waren die
ausgesuchten HAB-Tiere ohne Eintritt in die OA der EPM, wohingegen die LABs dort zwischen 47
% und 67 % der Testzeit verbrachten. Dabei unterschieden sie sich nicht in der Lokomotion (Abb. 43;
Eintritte in die geschlossenen Arme der EPM (n): HAB Véter 4,50 + 0,50; LAB Véter 5,50 + 3,50;
HAB Miitter 5,50 + 0,50; LAB Mitter 5,00 + 2,00).

Die kreuzgeziichtete F1-Generation zeigte in den angstbezogenen Parametern enen
intermedi&ren Phanotyp relativ zu den Parentaltieren. Der Vergleich der Geschlechter in der F1-
Generation ergab, dass Mannchen in ihrem Verhalten auf der EPM angstlicher waren, aber aktiver im
FS-Test ds Weibchen. Keine Unterschiede zeigten sich in der floating-Dauer und in der Lokomotion
(Abb. 43; Eintritte in die geschlossenen Arme der EPM (n): F1 Mannchen 6,00 + 0,48; F1 Weibchen
6,09 + 0,35).

Die Genotypen der F2- Generation resultierten mit 49 homozygoten HAB-Allel Trégern, 121
heterozygoten und 56 homozygoten LAB-AlletTrégern anndhernd in eéinem Verhdtnisvon 1:2:1.

Eine Normalverteilung der gemessenen Werte lag lediglich in der Anzahl der USV sowie
dem Jungtier- und Adultgewicht vor (Abb. 44). Annghernd normalverteilt waren die Eintritte in die
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geschlossenen Arme. Alle anderen Parameter zeigten eine Linksverschiebung (positive Schiefe). Auf

Grund dessen wurden nicht-parametrische statistische Tests auch fir alle weiteren Analysen gewahlt.
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Abhildung 43, Elevated plusmaze-Test an den parentalen HAE- und LAB-Ratten
sowie an durch deren Kreuzverpaarung gezichteten F1-Tieren.
an parentalen Tieren wurden statistische
Untersuchungen nur mit F1-Tieren durchgefohrt (Mittelwerte £ SEM; s#p <001,
#p < 0,058 vs VWeibchen).

Auf Grund der geringen  Zahl

Im Vergleich der Verhatensparameter der drei den jeweiligen Genotypen zugeordneten F2-
Ratten (homozygote LAB-AVP-Allel-Tréger (LL), homozygote HAB-AVP-Alle-Tréger (HH) und
heterozygote Tiere (HL)), zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in einem der betrachteten
Parameter (Tabelle 10). Dieser Befund bestétigte sich in einer LOD-Score-Analyse (Mller-Myhsok,,

Frank, Kefder, unverdffentlicht).
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Charakterizierung der HAE/LAB-F2-Generation erhobenen Parameter.
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Tabelle 10, Yerhalten, neurcendokrine und physiologische Parameter von HAB/LAB-FZ-
Ratten. Yerglichen wurden Tiere, die homozygot beziglich des mutierten HAB-AVF-Allels
(HH) oder des LAB- AVP-Allels (L) waren bzw. heterozygot beide Allele (H/L) aufwiesen.

Genaotypen HH H/L LL
Leit OA (%) B.70+1E0 ER0 +0.20 BA0+180
headdips (n) 8o0+1.10 104 £070 820+£1.10
LIS (n) B0 £33 804 £17 B B01+255
gruggiing Dauer (sec) Be1£500 B4 2+£350 85 2+5F0
finating-Dauer (sec) A 0+3R0 402 +£2 50 G066+ 450
finating-Latenz (=ec) FR2+910 f6A +£4 80 g60+820
ACTH 509+ 288 883127 4 837 +322
Lokormotion EFM (n) B 70030 6RO +0,30 B40+030
Lokomotion LISy (n) 206270 183 £1,00 2051150
Gewicht USV- Test (i) 1942040 195 £030 1942040
Adultgewicht [g) F30+570 330 +4 40 333650

Die zeitliche Ausdehnung des Projekts und die doppelte Verpaarung der Tiere hatte keinen
Einfluss auf die untersuchten Parameter. Wéhrend sich auf3erdem kein Effekt der Gruppengrof3e von
35 Tieren auf die Auspragung des Verhdtens zeigte, war ein starker K&figeffekt festzustellen
(Einzeldaten nicht gezeigt). So interagierten im Vergleich der 53 K&fige, floating-Dauer, Lokomotion
im USV-Test sowie das Jungtier- wie auch Adultgewicht mit der K&figzugehorigkeit (jewells p <
0,01, Einzeldaten nicht gezeigt).

Auch zeigte sich ein geringer Einfluss der grol3elterlichen Linie (Tabelle 11). Die Paarung
von parentalen LAB-Weibchen und HAB-Méannchen resultierte in weniger headdips, mehr ACTH
und geringerer Lokomotion und Gewicht im USV-Test im Vergleich zu HAB-Weibchen gepaart mit
LAB-Ménnchen. Wurde die F2-Generation zusétzlich innerhalb der grof3elterlichen Linen nach
Genotypen unterschieden, so war innerhalb der homozygoten HAB-AVP-Alle-Trager die floating-
Latenz langer sowie das USV-Gewicht niedriger bei Abstammung von HAB-GroRvétern. Bei
heterozygoten Tieren gleicher Abstammung lagen weniger headdips, ein hoherer ACTH-Gehalt und
ein niedrigeres Jungtiergewicht als bei grof3véterlichen LABs vor, und in homozygoten LAB-AVP-
Allel-Trégern war die Lokomotion im USV -Test erniedrigt.

Eine Korrelationsanalyse Uber ale F2-Tiere hinweg zeigte eine schwache positive
Korrelation von %Zeit auf den OA der EPM und der Anzahl der headdips auf der EPF (R = 0,31, p <
0,01). Sérker negativ korreliert waren floating-Dauer und -Latenz (R = -0,47, p<0,01) sowie das
Gewicht im Jungtierstadium mit dem Adultgewicht (R = 0,52, p<0,01).
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Taheile 11 Verhalten, neuwroendoknne und physiologische Parameler
von HABAAB-FZ-Rallen Verglichen wurden Tiere, die homozvgol
berdgiich des mutierten HAB-AV P-Allels (H/H) oder des LAB-AVP-Aliels
(LA) waren hzw. heferozyoof beide Allele (HAL) aufwiesen und der
groGvaferichen Abstammung zugeordnet worden waren (Mitlelwerfe +
SEM, "p <001, "p=005)

Grokvater HAB Grokvater LAB

Anzahl 133 §3

Zeit OA (%) 7,39 +0,96 741 41,01
headdips (n) 8,28 £0,56* 12,0+ 0,91
USY (n) 08 £17 1 4T E T2
strugofing-Daver (sec) 8168 +3,35 g7a+407
fioating-Dauer (sec) 436 + 2,82 a8.0+ 287
fioating-Latenz (sec) 812 +4 .84 T30+ 567
ACTH (pg/ml) 8890 £ 2537 506 +£ 216
Lokamation EPM (n) 647 +0,22 E44 +£0,28
Lokomation USY (n) 163+09™ 228 +£1,71
Gewicht USY-Test (g 188 +028* 199 + 0,44
Adultgewicht (g) 2245 +872 312 +9,52

H/H H/H

Anzahl L 22

Zeit OA (%) 9,22 +£2.18 B.05 + 240
headdips (n) 8,85 £147 P o
USY (n) 544 +40 3 464 £48 .0
struggfinc-Dauer (sec)  B2,1 + 5 B85 H54 + 847
fioating-Dauer (sec) 38,1 + 5,08 387 +5 08
fioating-Latenz (sec) Q46 +135°7% 559 +10,3
ACTH (pg/ml) 556 + 435 S60 + 36,8
Lokomation EFM (n) BB3 +£0,47 B.BE £ 0,40
Lokamation USY (n) 197 +2,24 266 +5,03
Gewicht USW-Test (g) 183037 % 208 +054
Adultgewicht (g) 228 + 799 331 £ 840
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H/L HiL

Anzahl F3 53

Zeit 04 (%) 5181097 8.00+1,.39
headdips (n) ga0x0,70™ 13.0+£1.24
USY (n) S £l 07 501 + 28,04
strugofing-Dauer [sec) H2,9+4 85 d0,7+5 24
fioating-Dauer (sec) a7 1+4 22 34 .8 £ 3 .64
fioating-Latenz (sec) 72,7 +6.64 TeB+hR 7T
ACTH (pg/ml) 538 £41.07* 497 £ 27,0
Lakamation EFPM (n) B35 +0.31 BaB+042
Lakaomation USY (n) 149+1725 HEH E ] BE
Gewicht USY-Test (g) 1884 0,29* 203+048
Adultgewacht (g) 284 + 6,91 2226 +4 62

LiL LiL

Anzahl a8 18

Zeit 04 (%) 9871251 5424 218
headdips (n) 9.8+ 1,13 980 %230
USY (n) Bk 800 473 +£41.0
strugoling-Dauer (sec) G795 T84
fioating-Dauer (sec) 488+ 5 58 o4 5+8 26
floating-Latenz (sec) 81,7 +8.85 A5 5+18,.0
ACTH (pg/mil) 247 + 377 5B e 3
Lakomation EFPM (n) B,23+0,38 B, 78 +£061
Lakamation USY (n) T W B 27,33 +442
Gewicht USY-Test (g) 19,2+043 19,7+ 082
Adultgewacht (o) 337 £8,45 224 +11.8
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Diskussion

Die vorliegenden Daten zeigen die Notwendigkeit der Untersuchung einer frei
segregierenden F2-Generationen, um komorbide von koselektierten Charakteristika in divergierten
Populationen voneinander abgrenzen zu kdnnen. Fir die in ihrem Angstverhaten extremen HAB- und
LAB-Ratten zeigte sich, dass die in den Parentatieren eindeutig mit dem Selektionskriterium
zusammenhangenden depressionsahnlichen und neuroendokrinen Parameter in der F2-Generation
weitgehend unabhédngig voneinander auftreten (Tabelle 10). Auch waren in den untersuchten
Charakteristika grofelterliche Einflisse festzustellen, was auf epigenetische Faktoren hinweist
(Tabelle 11). Problematisch war das Auftreten von K&figeffekten sowie die nicht-existente
Normalverteilung der Daten. Eine erste Genotyp-Phanotyp-Analyse beztiglich der Polymorphismen
im AV P-Gen — Hauptkandidat fir die genetische Pradisposition in HAB/LAB-Ratten — zeigte keinen
Zusammenhang mit den untersuchten Parametern.

Die Untersuchung der F1-Generation ergab &hnlich intermedidre Phanotypen der
kreuzgepaarten HAB/LAB-Ratten wie bereits in Projekt A 4 beschrieben. Lediglich méannliche F1-
Ratten neigten zu vermehrt angstlichem Verhaten. Durch die Weiterverpaarung moglichst
intermedidrer Individuen sollte dies in Bezug auf die F2-Generation ausgeglichen werden. Aber auch
hier zeigte sich entgegen der erwarteten Normalverteilung mit einem Median bel ca. 30 %Zeit auf den
OA der EPM (Wigger et a., 2001) eine starke Verschiebung der Verha tensauspragung zu vermehrter
Angstlichkeit. Da sich dies auch in den headdips widerspiegelte, ist somit von Dominanzeffekten oder
einer grofleren Anzahl anxiogener Faktoren auszugehen.

Die Erzeugung einer frei segregierenden F2-Generation aus divergenten, ingezilichteten
Populationen ermdglicht die Abgrenzung von nicht-kausalen, koselektierten Charakteristika der
Ausgangstiere sowie die Korrdation von (Endo)Phano- und Genotypen (Mormede et a., 2002). Das
Studium einer aus HAB/LAB-Inzuchtratten erzeugten F2-Generation zeigte, dass Angst- und
Depressionsparameter sowie die HPA-AchsenrAktivitdt kausal voneinander unabhangig sind. Dies
bestétigte die Ergebnisse der Studien von Solberg et d. (2003), die ebenso in einer frei segregierenden
Population von Wistar Kyoto- und Fisher 344-Ratten diese Abhangigkeiten nicht mehr zeigen
konnten. Ebenso wurden in dieser Studie starke Effekte der Parentalgeneration gefunden.
Groleterlich abhangige Parameter zeigten sich auch in der HAB/LAB-F2-Generation. Diese waren
unter Betrachtung der berichteten Charakteristika von HAB- und LAB-Ratten (Projekt A 4) der Linie
der mannlichen Ausgangstiere zuzuordnen. Dass insbesondere auch paternale Effekte eine wichtige
Rolle durch epigenetisches Imprinting spielen, wird erst seit kurzem vermehrt untersucht (Davies et
a., 2005). Bestétigt hat sich durch die Richtung der veranderten Parameter, dass die Auspragung der
HAB/LAB-Charakteristika nicht durch das maternale Verhaten gepragt wird, trotz erhdhter basaler
HPA -AchsentAktivitét tréchtiger HABSs und deren ausgepragterem miitterlichen Verhalten verglichen
mit LABs (Neumann et d., 1998; Wigger et d., 2001).

Mehrere Studien erbrachten den Nachweis, dass AVP bzw. Polymorphismen im AVP-Gen
und seiner Promotorregion zum angst- und komorbid depressionsbezogenen Verhalten sowie zur
HPA-Achsen-Aktivitat in HAB-Tieren beitragen (Keck et al., 2002; Murgatroyd et al., 2004; Wigger

127



Zuchtprojekte

et al., 2004, Projekt B 2.1). Die Genotyp-Phanotyp-Korrelation in der F2-Studie an HAB/LAB-Ratten
erwies, dass die AVP-Allele und die untersuchten Parameter frei segregierten und damit nicht in
direkter Abhangigkeit voneinander standen. Dies bestétigte die Daten der Untersuchung transgener
HAB/LAB-Ratten beztiglich des AVP-Gens (Projekt C 1). Es zeigte aber auch, dass die Selektion auf
einen einzigen Verhatensparameter zu einer Anhdufung von Vulnerabilitétsfaktoren fuhrte, die an
HAB- und LAB-Ratten die Untersuchung der Grundlagen der Pathogenese von Angst, Depression,
HPA -AchsentAktivitat und weiteren damit e nhergehenden Faktoren en bloc erlaubt.

Jedes Genprodukt ist Teil von komplexen und interaktiven Prozessen, die nicht nur auf der
genetischen Prédisposition der kongtitutiven Proteine beruhen, sondern durch sowohl weitere
genetische a's auch umweltbedingte Einfliisse modifiziert werden (Mormede et d., 2002). So ist das
efasste Verhdten das Abbild des momentanen Zustands der genetischen Prédisposition, der
erworbenen Verhaltensadaptationen, der akuten psychobiologischen Situation (Tageszeit,
Erndhrungdlage, sozialer Status usw.) sowie den Testbedingungen selbst. Auch bei HAB/LAB-Ratten
konnte kirzlich gezeigt werden, dass die Ausprdgung des Angstverhaltens sowie der HPA-Achsent
Aktivitdt von Stressoreinwirkung in der pr& und postnatalen Phase abhangig ist (Neumann et a.,
2005b; Bosch et ., 2006). Die Art der Veranderung wiederum stand jedoch in Bezug zur genetischen
Pradisposition. Dies unterstreicht die Notwendigkeit von optima standardisierten Testumgebungen
und offenbart die Problematik der Ké&figeffekte in vorliegender Studie. Dass in diesem
Zusammenhang soziale Interaktionen innerhalb der Gruppe eines K&figs einen grofien Effekt haben
kénnten, wurde u.a. von Steimer und Driscoll (2005) in der Untersuchung von Roman High- und
Roman Low-Avoidance-Ratten postuliert. In der wiederholten Testung des ,biobehavioural profile*
— der Auspragung des fur eine Linie typischen Charakters — und des ,personality profile® — des
momentanen Phéanotyps eines Individuums — zeigte sich keine Korrelation tber die Zeit innerhalb der
Individuen, aber eine klare Linienzuordnung in der Gesamtbetrachtung aler Tiere. Wahrend diese
Plastizitdt einen unbedingten Uberlebensvorteil durch die mogliche Adaptation an verdnderte
Umweltbedingungen selbst innerhalb einer stark selektierten Subpopulation darstellt (Neumann et al.,
2005b; Bosch et al., 2006), erhoht dies jedoch auch die Komplexité der Zusammenhdnge von
genetischer Grundlage und Verhaten und deren Erforschung um ein Vielfaches (Steimer und
Driscoll, 2005).

Nicht wenige F2- und QTL-Studien der letzten Jahre an wohletablierten, den HAB/LAB-
Ratten dhnlichen Tiermodellen unterstreichen die Erntichterung und die Einsicht in die Komplexitét
der Verhatensgenetik einerseits und andererseits die hohen technischen Hirden dieser Projekte. Die
Untersuchung von tber 1600 F2-Méausen aus den DeFries-Linien in 4 Verhaltenstests ergab in der
QTL-Anayse drei Chromosomen mit Kandidatenregionen, die jedoch alle verschiedenen Facetten
von Angstverhaten, nicht aber eindeutig einem klar definierten Charakterzug ,,Angst“ zugeordnet
werden konnten (Turri et a., 2001). Auch die Untersuchung einer F2-Generation aus 518 gekreuzten
A7J- und C57BL/6J-Méusen ergab Zusammenhadnge zwischen Furchtverhaten und QTLs, diese
waren jedoch weder innerhalb der verwandten Tests noch bei wiederholter Testung Ubereinstimmend
mit dem beobachteten Verhalten korreliert (Gershenfeld und Paul, 1997).

128



Zuchtprojekte

Insgesamt ist die Schlussfolgerung von Aguilar et a. (2002) nach deren Untersuchung von
800 F2-Tieren, gezlichtet aus Roman High- und Roman Low-Avoidance-Ratten, nur zu
unterstreichen: ,,(1) Some relationships among variables taken from the same test can be considered
trivial rather than relevant; (2) low correlations among variables apparently measuring the same
phenomena are common among different tests; (3) (...) anxiety has a multifacetic nature that is
differentially expressed, depending upon the specific conditions (i.e., type of test) under which it is
evaluated.” Auch in der Untersuchung von HAB/LAB-F2-Ratten zeigten sich hohe Korrelationen
(%Zeit in den OA mit %Eintritte in die OA sowie volle Eintritte in die OA der EPM; Daten nicht
gezeigt), die auf Grund dieser Redundanz nicht in die Gesamtanadyse miteinbezogen wurden.
Entsprechend Punkt 2 des obigen Zitats findet sich eine geringe Korrelation zwischen Angstverhalten
auf der EPM und EPF. Dies zeigte, auch in Zusammenhang mit den Daten des Projekt C 1, dass die
Mehrfacherhebung von Messgrélien einer bestimmten Kategorie vorteilhaft ist, um einerseits
versuchstechnische Effekte von verhatenshbiologischen und physiologischen Prédispositionen zu
unterscheiden. Noch elementarer kann durch die Erfassung der verschiedenen Facetten eines
Verhatens dessen Ausprégung as determinierter Charakterzug gegeniber einer momentanen
Disposition verifiziert werden (Steimer und Driscoll, 2005).

Trotz aler ausgefihrten Probleme und Untersuchungen zeigen aktuelle Studien aber auch,
dass man sich unter Anwendung neuer Techniken (ultra-fine mapping und haplotype reconstruction-
Algorithmus) bei gentigend grolder Stichprobenzahl einer Differenzierung aller Parameter und den
zugrunde liegenden Genen annahern kann (Darvasi, 2005). So konnte — im Gegensatz zu vorliegender
Studie des AVP-Gens — in der Untersuchung von SNP-basierten Hapl otypen zweier Patientengruppen
ein Polymorphismus im V1b-Rezeptor as Uberreprésentiert in den Kontrollgruppen und damit
protektiv gegen Depression identifiziert werden (van West et al., 2004). Insbesondere diese Methode
erlaubte die Identifizierung der multiallelischen Auspragung eines Gens in nicht-selektierten humanen
Gruppen. Mit der Identifizierung von fast 4 Millionen SNPs innerhalb des humanen Genoms und der
Verflgbarkeit von Gen-Chips, die die Erfassung von bis zu 500000 SNPs in einer einzigen Probe
zulassen, wird somit selbst die Entschliisselung der komplexen psychiatrischen Erkrankungen nur
noch eine Frage der Zeit sein (Gunderson et a., 2006). Ob fir die komplexgenetischen
psychiatrischen Erkrankungen jedoch SNPs oder auch Haplotypen existieren, die, wie postuliert, mehr
als 10 % zur Ausprégung der jeweiligen klinischen Erscheinungsbilder beitragen oder nicht vielmehr,
wie ebenfalls berichtet, weniger als 1 %, ist nicht vorauszusagen (Botstein und Risch, 2003; Levinson,
2005h).

So war es in vorliegender Studie auf Grund der immer noch limitierten molekular-
genetischen Methoden notwendig, sich einzelnen, auf Hypothesen basiert selektierten
Kandidatengenen zu widmen (Levinson, 2005a). Diese ersten Korrel ationsanaysen erwiesen, dass die
Wirkgrole des AVP-Gens per se auf die Ausprégung der untersuchten Parameter gering ist und
unterstreichen die komplexen Zusammenhdnge von Genetik und diskreten phéanotypischen
Erscheinungsbildern. Sobald molekular-genetische sowie statistische Methoden eine standardisierte
Genexpressionsstudie fir das gesamte Genom zulassen, wird der néchste Schritt anhand der
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vorliegenden Ergebnisse sain, Kandidatensystem bzw. Kandidatennetzwerke eingehender zu
studieren. So werden die Daten vorliegender Studie in diesem Zusammenhang durch die
Differenzierung der HAB/LAB-Charakteristika in der F2-Generation die Bildung von
Subpopulationen erlauben, die nach wie vor bestimmte Komorbiditéten aufweisen. Diesbeziigliche
Untersuchungen werden — auch im Vergleich zu HAB- und LAB-Ratten — das Auffinden von
Haplotypen bzw. SNP-Kombinationen ermdglichen, die fiur die genetische Prédisposition der
Emoationalitédt und neuroendokrinen Charakteristika von HAB/LAB-Ratten grundiegend sind und
damit fir Angst, Depression, Stressvulnerabilitdt und deren Pathogenese.
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V. Zusammenfassung

Die Aufgabe der psychiatrischen Grundlagenforschung ist die Dissektion von
verhaltensbiol ogischen, neuroendokrinen, neuronalen, molekularen und genetischen Phanomenen, die
zur Vulnerabilitdt fur und Genese von Psychopathologien beitragen. Darauf basierend sollen
innovative Therapieansdtze und auch Heilungsmoglichkeiten geschaffen werden. Das zentrae
Element der praklinischen Forschung sind verlassliche Modelle sowohl fir die Abbildung klinischer
Erscheinungshilder in nicht-humanen Spezies als auch fir die die Psychopathologien auslésenden
Faktoren und deren Untersuchung mit stetig besseren Techniken.

Die vorliegende Arbeit veranschaulicht, dass die kombinierte Anwendung eines breiten
Spektrums von verhaltensbiol ogischen und molekular-genetischen Methoden zur Untersuchung eines
Kandidatenproteins bzw. -gens in einem etablierten Tiermodell die umfassende Anayse seines
Einflusses auf die Ausprégung von psychopathologischen  (Endo-)Phénotypen erlaubt.

AVP nimmt in der Regulation von Emotionalitdt, HPA-Achsen-Aktivitét und Kognition eine
zentrale und facettenreiche Rolle ein (Engelmann et a., 1996; Aguilera und RabadanDiehl, 2000;
Landgraf und Holsboer, 2005; Landgraf, 2006). Das Ziel dieser Arbeit war es, den Hnfluss des
Neuropeptids sowie des AVP-Gens auf die Ausprégung von Psychopathologien am HAB/LAB-
Rattenmodell zu charakterisieren.

Die Untersuchung der kognitiven Kapazitét im soziden Kontext offenbarte ein langer
anhatendes Erinnerungsvermogen von HAB-Tieren (Projekt A 1), was im Zusammenhang mit septo-
hippocampalen Strukturen auch fur Patienten berichtet wurde (McNaughton, 1997; Watson und
Andrews, 2002). Dem entsprechend konnte die grundlegende Rolle des septalen AV P-Systems in der
pathologisch  Uberdurchschnittlichen Kognitionseistung durch dessen selektive Manipulation
nachgewiesen werden (Projekt B 1.1). Die Funktion und Interaktion von AVP und seines Vla-
Rezeptors bei der Aushildung des sozialen Gedéchtnisses wurden auf¥erdem in der physiologischen
sowi e pathophysiologischen Verfligbarkeit an Wistar-Ratten néher beleuchtet (Projekt B 1.2).

Die weitere Charakterisierung des HAB/LAB-Rattenmodells ermdglichte neue Einblicke in
die neuroendokrine und neuronae Aktivitét in sozialen Stresssituationen (Projekt A 2). Die mediale
Amygdala und das mediale préoptische Area wurden dabel as neue Kandidatenregionen fur die
Untersuchung der Stressvulnerabilitét von psychopathologisch hyperangstlichen HAB-Ratten und ein
neuartiges Phanomen der HPA-Achsen-Aktivitét in Zusammenhang mit aktiver bzw. passiver
Stressbewadltigungsstrategie etabliert, wie es sich auch in jungsten Humanstudien zeigte (Wirth et al.,
2005). Ebenso wurde durch den Nachweis von Anhedonie in HAB-Ratten, dem zweiten
Hauptsymptom bel depressiven Erkrankungen (Anisman und Matheson, 2005) , eine Basis fur weitere
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Studien der Grundlagen von depressionsahnlichem Verhaten und Psychopathologien geschaffen
(Projekt A 3).

Die zentralen Untersuchungen dieser Arbeit galten des Weiteren der Funktion von AVP im
PVN in Zusammenhang mit Emotionalitdt und HPA-Achsen(Dys-)Funktion (Landgraf, 2001; Keck
et a., 2002). Durch selektive Suppression des AVP-Systems im PVN von HAB-Ratten wurde die
Beteiligung dieses Neuropeptids an der Ausprdgung des psychopathologisch Uberméaligen
Angstverhadtens wie auch der depressionsindizierenden Parameter nachgewiesen (Projekt B 2.1).
Wahrend die intracerebrale Gabe von AVP auch in LABs deutlich anxiogen wirkte, konnten in den
hypoéngstlichen Ratten weder das Angstverhaten noch die neuroendokrinen Parameter durch die
selektive Uberexpression von AVP im PVN beeinflusst werden (Projekte B 2.2 und 2.3). Als in
diesem Zusammenhang mogliche modulierende Faktoren wurden intra- und extrazellulére Einflusse
identifiziert: Die Rolle eines moglichen intrazellul&ren Repressors fur die AVP-Expression, CBF-A,
bleibt dabe fraglich, wohingegen in der Untersuchung von Neurotransmittern im PVN mittels
Mikrodiayse GABA, Glutamat, Aspartat und Taurin as extrazelluldre Modifikatoren identifiziert
wurden (Projekte A 5 und 6).

Das Studium des quantitativen Einflusses von Mutationen im AVP-Gen von HABs auf die
Ausprégung von angst- und depressionsbezogenem Verhalten sowie auf neuroendokrine Parameter
wurde durch die Kombination von klassischen Zuchtmethoden mit genetischen SNP-Anaysen
erreicht. Wahrend sich sowohl das backcrossing-Protokoll als auch die Erzeugung einer fre
segregierenden F2-Generation a's funktionell wertvoll erwiesen haben (Projekte C 1 und 2), lie3 sich
kein direkter Zusammenhangs der Mutationen im AVP-Gen von HABs per se mit den untersuchten
verhaltensbiologischen und neuroendokrinen Parametern erfassen. Dennoch bilden die vorliegenden
Daten — in Anbetracht der Entwicklung neuer genetischer Untersuchungsverfahren (Gunderson et al.,
2006) — den Ausgangspunkt fur das Studium neuer Kandidatensysteme bzw. Kandidatennetzwerke,
die fur Emotionaitdt und neuroendokrine Charakteristika von HAB/LAB-Ratten und damit fir
Stressvulnerabilitét, Angst, Depression und deren Pathogenese grundlegend sind.

Neben dem validierten HAB/LAB-Rattenmodell wurde in den letzten Jahren ein HAB/LAB-
Mausmodell erzeugt und eingehend charakterisiert (Kromer et a., 2005). Auch in dieser Spezies gibt
es Hinweise auf die Rolle von AVP in der differentiellen Regulation von Kognition und Emotionalitét
(Bunck et a., unverdffentlicht). Ebenso wie in HAB/LAB-Ratten wird in HAB/LAB-Mausen eine frel
segregierende F2-Generation Korrelationsstudien zu Kosdektion und Komorbiditét sowie deren
genetische Grundlagen erlauben (Kefder et al., unvertffentlicht). Erste umfassende genetische
Analysen lassen jedoch bereits die hohe Komplexitét der Genotyp-Phanotyp-Interaktionen erahnen
(Czibere et d., unverdffentlicht).

So werden zukinftige Studien an HAB/LAB-Ratten wie auch HAB/LAB-Mausen im
Spannungsfeld Verhaltenshiologie/Genetik den Beitrag des zentranervalen AVP-Systems sowie
weiterer Kandidatengene und deren Produkte zur Regulation von Kognition, Emotionalitét und HPA-
AchsentAktivitdt im gesamten Spektrum von physiologischer Funktion bis hin  zu
pathophysiologischer Dysfunktion weiter entschliisseln (Landgraf et d., 2006).
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AAV
ACTH
AS
AVP
BC
CORT
CRH

VIR
Vi1aR
V1bR
V2R

Adeno-assoziierter viraer Vektor
Adrenocorticotropin

antisense Oligodeoxynucl eotid- Sequenzen
Arginin-Vasopressin

Backcrossing

Corticosteron

Corticotropin releasing-Hormon
Dark-light box

Dexamethason
Desoxyribonucleinséure
Ethylendiamintetraessigsiure
Elevated platform

Elevated plusmaze
Fluorescin-markierte

Forced swimming
2Aminobuttersdure

High anxiety-related behaviour
Hypothalamus-pituitary-adrenocortical
intracerebroventricul &
Interexpositionsintervall
intraperitoneal

Low anxiety-related behaviour
missense Oligodeoxynucleotid- Sequenzen
Normal anxiety-related behaviour
Ribonucleinsdure

offene Arme

Oligodeoxynucleotid
Phosphatpufferldsung
Polymerasekettenreaktion
Paraformaldehyd

paraventriculdrer Nucleus des Hypothalamus
Quantitative trait loci

Social defeat

Social discrimination
Standardfehler des Mittelwertes
Sngle nucl ectide-Polymorphismus
Nucleus supraopticus

Sandard saline citrate
Ultraschallvokalisation

AVP V1-Rezeptor

AVP Vla-Rezeptor

AVP V1b-Rezeptor
AVPV2-Rezeptor
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