Expression des 5-HT1a-Rezeptors als Parameter fir die

retrospektive Belastungseinschatzung in Nagermodellen

von

Katharina Schonhoff



Inaugural-Dissertation zur Erlangung der Doktorwirde
der Tierarztlichen Fakultat

der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Expression des 5-HT1a-Rezeptors als Parameter fir die

retrospektive Belastungseinschatzung in Nagermodellen

von
Katharina Schonhoff

aus Berlin

Minchen 2021



Aus dem Veterinarwissenschaftlichen Departement
der Tierarztlichen Fakultat

der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Lehrstuhl fur Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie

Arbeit angefertigt unter der Leitung von Univ.-Prof. Dr. Heidrun Potschka

Mitbetreuung durch Dr. Eva-Lotta von Ruden, Ph.D.



Gedruckt mit der Genehmigung der Tierarztlichen Fakultat

der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Reinhard K. Straubinger, Ph.D.
Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. Heidrun Potschka
Korreferent/en: Priv.-Doz. Dr. Roswitha Dorsch

Tag der Promotion: 17. Juli 2021



Meiner Familie



Inhaltsverzeichnis Y
INHALTSVERZEICHNIS
. EINLEITUNG 1
Il. LITERATURUBERSICHT 3
1. Belastungseinschéatzung in Tiermodellen 3
1.1. Relevanz von Tiermodellen fiir die Forschung 3
1.2.  Ethische Bewertung von Tiermodellen 5
1.3.  Parameter der Belastungseinschatzung 8
2. 5-HTia-Rezeptor 15
2.1.  Alilgemeines 15
2.2.  Lokalisation 18
2.3.  Funktionelle Bedeutung 21
2.4. 5-HTia-Rezeptor als Zielstruktur pharmakologischer Therapieanséatze 23
2.5. 5-HTia-Rezeptorexpression bei Stress und Epilepsie 27
3. Stereologische Quantifizierung 33
3.1.  Prinzip von Delesse 34
3.2.  Volumenschéatzung nach Cavalieri 36
3.3.  Probennahmeverfahren 38
. ARBEITSHYPOTHESEN UND ZIELSETZUNG 41
IV. MATERIAL UND METHODEN 44
1. Versuchstiere 44
1.1. Restraint-Stressmodell 45
1.2.  Post-Status-Epilepticus-Modelle 45
2. Gewebeaufbereitung 46
3.  Immunhistochemische Farbungen 47
4. Kolokalisationsanalyse 54
5. Bildanalyse 55
6. Stereologische Volumenbestimmung 59
7. Rezeptorvolumen 60



Inhaltsverzeichnis VI

8. Statistik 60
V. ERGEBNISSE 63
1. Qualitative Auswertung der immunhistochemischen Farbungen 63
2. 5-HTia-Rezeptorexpression im Restraint-Stressmodell 64
3. 5-HTia-Rezeptorexpression in den Epilepsiemodellen 66
4. Vergleich der ermittelten Parameter mit den Ergebnissen der yPET-Studien 70

5. Korrelation der 5-HT1a-Rezeptorexpression mit den Resultaten der pPET-Studie im

Restraint-Stressmodell 71

6. Korrelation der 5-HT1a-Rezeptorexpression mit biochemischen Parametern und

Verhaltensparametern in den Epilepsiemodellen 72
VI. DISKUSSION 79
1. Diskussion der Methodik 79
2. Diskussion der Ergebnisse 83
VIl. ZUSAMMENFASSUNG 91
VIII.SUMMARY 92
IX. LITERATURVERZEICHNIS 93
X. ANHANG 124
1. Gerate 124
2. Software 125
3. Loésungen und Substanzen 125
4. Etablierung der Farbungen 130
5. Protokolle 133

6. Fehlerkoeffizienten der Volumenbestimmung des Referenzraumes nach Cavalieri 135

7. R-Skripte 136



Inhaltsverzeichnis VI

XI. PUBLIKATIONSLISTE 140

XII. DANKSAGUNG 141



Abkirzungsverzeichnis VIiI

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

[®FIFDG  2-deoxy-2-[*®F]fluoro-D-glucose Hz Hertz

[*®F]MPPF  2’-methoxyphenyl-(N-2’-pyridinyl)-p- IHC Immunhistochemie
[*8F]fluoro-benzamidoethylpiperazine

[3H]8-OH-  8-hydroxy-2-[di-N-propylamino- ILAE International League Against Epilepsy

DPAT 3H]tetralin

°C Grad Celsius i.p. intraperitoneal

5-HT Serotonin kg Kilogramm

5-HT1a- Serotonin-1A-Rezeptor lat. lateinisch

Rezeptor

Aa Flachendichte M Molar

Abb. Abbildung mg Milligramm

Abk. Abkiirzung min Minuten

ACE Angiotensin-konvertierendes Enzym mM Millimolar
(Angiotensin-converting enzyme)

ACTH Adrenocorticotropes Hormon mm Millimeter

AF Alexa Fluor® MOL Molekularzellschicht

(Stratum moleculare)

AK Antikorper mRNA Boten-Ribonukleinsdure
(messenger rinonucleid acid)

ANOVA Varianzanalyse NeuN Nukleus des Neurons
(neuronal nuclei)

ARRIVE Richtlinien fur das Berichten von In- nm Nanometer
vivo-Experimenten
(Animal Research: Reporting of In Vivo

Experiments)

BDNF Brain-derived neurotrophic factor oD Optische Dichte

BLA basolaterale Amygdala OF Open-Field-Test

Bpnd Bindungspotential p Signifikanzniveau
(Non-displaceable binding potential)

BSA Bovines Serumalbumin PBS Phosphatgepufferte Salzlosung

BWB Black-White-Box-Test PBST Phosphatgepufferte Salzlosung mit

Tween®

CA Ammonshorn PET Positronen-Emissions-Tomografie
(Cornu ammonis)

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat PFA Paraformaldehyd

CE Fehlerkoeffizient Pe Punktedichte

(coefficient of error)




Abkirzungsverzeichnis

COVID-19 Coronavirus-Erkrankung 2019
(Corona Virus Disease 2019)

CRH Corticotropin-Releasing-Hormon
DAB 3,3’Diaminobenzidin
DAPI 4’,6-Diamidin-2-phenylindol
DFG Deutsche Forschungsgemeinschaft
DNA Desoxyribonukleinsdure
EEG Elektroenzephalografie
EG Europdische Gemeinschaft
engl. Englisch
EPM Elevated-Plus-Maze-Test
EU Europdische Union
g Gramm
GABA gamma-Aminobuttersdure
GCL Kornerzellschicht
(Stratum granulare)
GD Gyrus dentatus
GFAP saures Gliafaserprotein

(glial fibrillary acidic protein)

GIRK G-Protein-aktivierter Kaliumkanal
(G protein-coupled inwardly-rectifying
potassium channel)

H202 Wasserstoffperoxid

HIER hitzeinduzierte Demaskierung
(heat induced epitope retrieval)

Hil Hilus

HPA Hypothalamus-Hypophysen-

Nebennieren-Achse

(hypothalamic-pituitary-adrenal axis)
HRP Meerrettichperoxidase

(horseradish peroxidase)

PYR

RL

SARS-
CoV-2

SE

SO

SR

SSRI

SUB

SURS

TierSchG

TLE

VRef

VS.

Vv

ZNS

MA

um

Pyramidenzellschicht
(Stratum pyramidale)

Richtlinie

Sekunden

severe acute respiratory syndrome
coronavirus type 2

Status Epilepticus

Korbzellschicht
(Stratum oriens)

Strahlenzellschicht
(Stratum radiatum)

selektive Serotonin-Wiederaufnahme-
Hemmer

(Selective Serotonin Reuptake
Inhibitors)

Subiculum

systematische, einheitliche, zufillige
Probennahme

(Systematic uniform random sampling)
Tierschutzgesetz

Temporallappenepilepsie

Referenzvolumen

gegen (versus)

Volumendichte

Zentrales Nervensystem

Mikroampere

Mikrometer
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|. EINLEITUNG

Die Vorkommnisse im Rahmen der Coronavirus-Erkrankung 2019 (COVID-19)-Pandemie
im vergangenen Jahr unterstreichen einmal mehr die Notwendigkeit der Verwendung von
Tiermodellen in der Forschung. Sowohl fiir das Verstandnis der Mechanismen der
Erkrankung als auch die rapide und gleichzeitig sichere Impfstoffentwicklung, sind
Tiermodelle von hoher Relevanz (GENZEL et al., 2020). Parameter der
Belastungseinschatzung dienen dazu, den Schweregrad von Tiermodellen einzuschatzen
und Modelle mit geringerer Belastung der Tiere zu priorisieren (WOLFENSOHN et al.,
2013; LIDSTER et al., 2016). Griinde fir die Belastungsminimierung sind vor allem ethische
Bestrebungen und die Ermittlung von qualitativ hochwertigen Forschungsergebnissen
sowie die Verbesserung der Wahrnehmung von Tiermodellen in der Offentlichkeit.

Bei Tieren unter (chronischer) Stressbelastung konnten Verdanderungen des serotonergen
Systems beobachtet werden (SAMAD et al., 2006; PUGLISI-ALLEGRA und ANDOLINA,
2015). Besonders Serotonin-1A (5-HT1a)-Rezeptoren sind in grofRer Anzahlim
Saugergehirn vorzufinden und maligeblich an der serotonergen Neurotransmission
beteiligt (POMPEIANO et al., 1992; POPOVA und NAUMENKO, 2013; CARHART-HARRIS
und NUTT, 2017; ALBERT und VAHID-ANSARI, 2019). Zahlreiche experimentelle und
klinische Studien konnten die Rolle des Rezeptors in Bezug auf Angst, Depression,
Impulsivitat und soziale Interaktion nachweisen (HANDLEY, 1995; BLIER und DE
MONTIGNY, 1999; LESCH und GUTKNECHT, 2004; CARHART-HARRIS und NUTT, 2017,
LEWIS et al., 2020). Auch als Reaktion auf Stress zeigten sich Adaptionsmechanismen des
Gehirns, in Form einer angepassten Rezeptorantwort (HALEEM et al., 2002). Aufgrund der
weiten Verbreitung im Gehirn und des Einflusses auf die Stressantwort, stellt sich die
Frage nach der moglichen Nutzung der 5-HT1a-Rezeptorexpression als Parameter der
Belastungseinschatzung in Tiermodellen. Darliber hinaus reguliert das serotonerge
System die neuronale Erregbarkeit, wobei dem 5-HT1a-Rezeptor eine hyperpolarisierende
und hemmende Rolle zugesprochen wird (CARHART-HARRIS und NUTT, 2017). Aus diesem
Grund hat das serotonerge System und insbesondere der 5-HT1a-Rezeptor vermehrt
Beachtung in der Erforschung von neuropsychiatrischen Erkrankungen wie der Epilepsie
gefunden (JANUSZ und KLEINROK, 1989; GRAF et al., 2004; LOPEZ-MERAZ et al., 2005;
BAGDY et al., 2007; SAPA et al., 2014; GHARIB et al., 2018).



I. Einleitung 2

In einem Stress- und zwei chronischen Epilepsiemodellen unserer Forschungsgruppe
konnte in den vergangenen Jahren mithilfe von Positronen-Emissions-Tomografie-
Aufnahmen ein erhohtes Bindungspotential des 5-HT1a-Rezeptor-Antagonisten 2’-
methoxyphenyl-(N-2"-pyridinyl)-p-[*¥F]fluoro-benzamidoethylpiperazine ([*3F]MPPF) in
verschiedenen Hirnregionen nachgewiesen werden. Darliber hinaus konnten
Korrelationen des [*®F]MPPF-Bindungspotentials mit verschiedenen
Verhaltensparametern festgestellt werden, welche im Rahmen der Studien ermittelt
wurden (DI LIBERTO et al., 2018; VAN DIJK et al., 2018; BUCHECKER et al., 2020).
Neurologische Erkrankungen sind haufig mit einem erhéhten Risiko der Entwicklung von
psychiatrischen Komorbiditaten wie zum Beispiel Depressionen und Angst begleitet,
welche die Lebensqualitat der Betroffenen massiv beeinflussen kdnnen (MAZARATI et al.,
2007; KANNER et al., 2010; PINEDA et al., 2010; INOSTROZA et al., 2012; BROOKS-KAYAL
et al., 2013; SEO et al., 2013; KANNER, 2016; JOSEPHSON und JETTE, 2017). Oftmals sind
die zugrundeliegenden Mechanismen noch nicht genau verstanden und vor allem bei
Patienten mit kognitiven Einschrankungen wird eine Vielzahl dieser Begleiterkrankungen
nicht erkannt (HERMANN et al., 2000; PINEDA et al., 2010; HELMSTAEDTER und WITT,
2017). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass Verhaltensanderungen in
Nagermodellen psychiatrische Komorbiditaten widerspiegeln kénnen (GASTENS et al.,
2008; MAZARATI et al., 2008; SEO et al., 2013; MINJAREZ et al., 2017). Tiermodelle
konnen helfen, die Mechanismen zwischen der Erkrankung und den Komorbiditdten
genauer zu verstehen (KANNER, 2003).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird das Potential der 5-HT1a-Rezeptorexpression als
Parameter fiir die Belastungseinschatzung in Tiermodellen und als méglicher Biomarker
fir die Evaluation von psychiatrischen Komorbiditaten neurologischer Erkrankungen,

anhand einer retrospektiven immunhistochemischen Studie evaluiert.
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. LITERATURUBERSICHT

1. Belastungseinschatzung in Tiermodellen

1.1 Relevanz von Tiermodellen fir die Forschung

In einer Veroffentlichung der European Animal Research Association schrieben die
Autoren, dass im Zeitraum von 2015 bis 2017 in der Europaischen Union (EU)
durchschnittlich etwa 9,6 Millionen Tiere zu Versuchszwecken verwendet wurden
(EUROPEAN ANIMAL RESEARCH ASSOCIATION, 2020). Diese werden zu einem GroBteil in
der Grundlagenforschung und der praklinischen Forschung verwendet (BRYDA, 2013;
LILLEY et al., 2020). Es werden unter anderem Aspekte wie Krankheitsentstehung,
Pharmakotherapie und mogliche Komorbiditaten, also Begleiterscheinungen der
eigentlichen Erkrankung, untersucht (LIDSTER et al., 2016).

Mit zunehmender Tendenz wird die Frage der Notwendigkeit von Tierversuchen
diskutiert. Einige Menschen vertreten die Ansicht, dass die Forschung an Tieren unethisch
und nicht mehr notwendig sei (JENNINGS und SILCOCK, 1995; BAUMANS, 2004; FESTING
und WILKINSON, 2007; MERKLEY et al., 2018; STRECH und DIRNAGL, 2019). Die
offentliche Wahrnehmung deckt sich nicht zwangslaufig mit der Realitat. Entgegen der oft
verbreiteten Meinung ist beispielsweise der Verkauf von kosmetischen Produkten, welche
tierexperimentell getestet wurden, seit 2009 nicht mehr gestattet (siehe VO (EG) Nr.
1223/2009). In 2019 adressierten PETA Organisationen verschiedener europaischer
Lander eine Petition an die EU mit der Forderung, Forschung auf Basis von Tierversuchen
mit sofortiger Wirkung zu stoppen (siehe Petition Nr. 1125/2019). Die Autoren
argumentierten, dass der Wissenszuwachs durch tierversuchsbasierte Forschung gering
und somit ungerechtfertigt sei. Dieser Aussage widersprach die Europdische Kommission
in ihrer Antwort. Stattdessen befanden die politischen Vertreter, dass zahlreiche
Therapieoptionen beispielsweise von Krebserkrankungen, chronischen Erkrankungen wie
Diabetes mellitus und Infektionskrankheiten ohne versuchstierkundliche Forschung nicht
existieren wiirden (EUROPAISCHES PARLAMENT, 2019).

Eine dieser Infektionskrankheiten sorgte im vergangenen Jahr fir Aufsehen in vielen

Bereichen der Gesellschaft. GENZEL et al. (2020) nutzten die aktuellen Ereignisse im
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Kontext der COVID-19-Pandemie, um die Relevanz von Tiermodellen in der Forschung zu
unterstreichen. Zwar bestatigen die Autoren die unterstiitzende Funktion von
tierversuchsfreien Modellen, schrieben aber auch, dass derzeit kein Alternativmodell die
Komplexitat des Kérpers abbilden kénne. Dies wirde insbesondere bei einem Virus wie
SARS-CoV-2 (von engl. severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2) und den
vielfaltigen assoziierten Pathologien deutlich. Darlber hinaus diskutierten die Autoren die
Relevanz von Tiermodellen im Kontext der Impfstoffentwicklung in Bezug auf
Wirksamkeit und Sicherheit. Gerade unter dem Aspekt, eine Vielzahl von Menschen
kurzfristig impfen zu wollen, besteht der Wunsch, Nebenwirkungen von
Impfstoffkandidaten friihzeitig zu erkennen. Fir die Erforschung des Virus sind bereits
zahlreiche Spezies zum Einsatz gekommen, wobei die Untersuchung des Hamsters einen
wesentlichen Beitrag zur Entdeckung des Zielproteins des Virus, dem ACE2 (von engl.
Angiotensin-converting enzyme 2), leisten konnte (CHAN et al., 2020; COHEN, 2020).
Nager, insbesondere Mause und Ratten, sind nach wie vor die meistgenutzte Spezies zur
Erforschung von Krankheiten (NESTLER und HYMAN, 2010; GENZEL et al., 2020). BELZUNG
und LEMOINE (2011) unterstrichen die Relevanz der Nagermodelle fiir die Erforschung
von Erkrankungen des zentralen Nervensystems. Beispielsweise konnten durch die
Detektion der Neurogenese im Hippocampus von Nagern, Riickschlisse fir die
Pharmakotherapie von Menschen mit Depressionen gezogen werden. Vorteile bei der
Verwendung von Nagern in Tiermodellen sind die verhaltnismaRig schnelle Reproduktion
und die GroRe der Tiere (BARRE-SINOUSSI und MONTAGUTELLI, 2015). Dariiber hinaus
wird auch zunehmend die Verwendung anderer Spezies, zum Beispiel von Zebrafischen,
diskutiert (GRONE und BARABAN, 2015).

Ein wichtiger Aspekt bei der Auswahl eines geeigneten Tiermodelles ist die Beachtung der
folgenden drei Parameter (WILLNER, 1984; BELZUNG und LEMOINE, 2011):

1) Augenscheinvaliditat (engl. face validity): Parameter, welcher beschreibt, bis zu
welchem Grad das Tiermodell den klinischen Symptomen bei einem anderen Tier
oder beim Menschen entspricht.

2) Konstruktvaliditat (engl. construct validity): Parameter, welcher beschreibt, bis zu
welchem Grad das Tiermodell der Pathogenese bei einem anderen Tier oder beim
Menschen entspricht.

3) Vorhersagevaliditat (engl. predictive validity): Parameter, welcher beschreibt,

inwiefern Aussagen lber zukiinftig auftretende Ereignisse getroffen werden
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konnen, beispielsweise (iber die Wirksamkeit eines zukiinftig eingesetzten

Medikamentes.

Zwar sollten in einem Ubertragbaren Tiermodell die Hauptaspekte der untersuchten
Fragestellung abgebildet werden, es muss aber keinesfalls identisch mit der Erkrankung
beim Menschen sein (BARRE-SINOUSSI und MONTAGUTELLI, 2015). Unter diesem
Gesichtspunkt missen darlber hinaus die Praktikabilitat der Durchfiihrung, die
Wirtschaftlichkeit und die ethische Vertretbarkeit beriicksichtigt werden (LIDSTER et al.,
2016).

1.2. Ethische Bewertung von Tiermodellen

Wie bereits beschrieben, gibt es immer wieder aufflammende Debatten um die ethische
Vertretbarkeit der Verwendung von Tieren zu Versuchszwecken. Der Schutz der Tiere ist
in Deutschland in Artikel 20a des Grundgesetzes als Staatsziel verankert. Darliber hinaus
werden die Tiere, welche zu Versuchszwecken gehalten werden, auf nationaler Ebene
durch das Tierschutzgesetz (TierSchG), die Tierschutz-Versuchstierverordnung, die
Versuchstiermeldeverordnung und die Tierschutztransportverordnung geschiitzt. Auf
europaischer Ebene stehen Tiere unter dem Schutz der sogenannten
Versuchstierrichtlinie, Richtlinie (RL) 2010/63/EU des europdischen Parlamentes und des
Rates vom 22. September 2010 zum Schutz der fiir wissenschaftliche Zwecke verwendete
Tiere. Die RL gilt fur Wirbeltiere, und auch fir selbststandig Nahrung aufnehmende
Larven, Foten von Saugetieren im letzten Drittel der Entwicklung sowie KopffiRer.
Versuche an Tieren diirfen nur durchgefiihrt werden, sofern sie ethisch vertretbar sind
(siehe §7 Abs. 3 und §8 TierSch@G). Allerdings sind ethische Perspektiven relativ und
reichen von absoluter Ablehnung von Tierversuchen, tber die Akzeptanz von
Tiermodellen im Interesse des Wissensgewinns, bis zur uneingeschrankten Beflirwortung
der Verwendung von Tieren in der Forschung (GROSS und TOLBA, 2015).

Ein Konzept zur Verbesserung von Tierversuchen ist das 3R-Prinzip, welches innerhalb der
RL 2010/63/EU verankert ist. Der von RUSSELL und BURCH (1959) gepragte Begriff des 3R-
Prinzips beschreibt 1) den Ersatz (engl. Replacement), 2) die Reduzierung (engl.
Reduction) und 3) die Verbesserung (engl. Refinement) von Tiermodellen. FERDOWSIAN
und GLUCK (2015) diskutierten in ihrer Veroffentlichung die ethischen Herausforderungen

beziglich der Forschung mit Versuchstieren. Sie kritisierten, dass sich das 3R-Prinzip nur
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geringfiigig mit der ethischen Rechtfertigung beschéftigt und forderten die Uberpriifung
individuell in jedem Tiermodell. Die Max-Planck-Gesellschaft hat den Begriff des 3R-
Prinzips erweitert und ein viertes R fir die Verantwortung (engl. Responsibility) der
Wissenschaftler fiir die kontinuierliche Verbesserung des Tierschutzes hinzugefiigt (siehe
www.mpg.de).

Mit dem Replacement ist innerhalb des 3R-Prinzips der Ersatz des Tiermodells durch
andere Methoden oder die Verwendung von anderen Spezies, zum Beispiel Wirbellose
oder Zelllinien, gemeint. Ersteres wird immer wieder von Tierschiitzern und anderen
Interessengruppen gefordert, setzt allerdings voraus, dass es Alternativen zum Tiermodell
gibt. Reduction bezeichnet die Veranderung des Versuchsaufbaus, sodass weniger Tiere
bei ahnlichem Informationsgewinn verwendet werden kénnen. Auch die Verwendung von
Materialien aus vorangegangenen Studien innerhalb einer retrospektiven Studie, dient
der Reduction im Sinne des 3R-Prinzips. Automatisierte Auswertungsmethoden
ermoglichen eine Reduction in Tiermodellen, da potentiell mehr Daten aus vorliegenden
Materialien gewonnen werden kénnen und somit zusatzliche Versuche redundant
werden (LIDSTER et al., 2016). Die ARRIVE-Richtlinien (von engl. Animal Research:
Reporting of In Vivo Experiments) beinhalten Empfehlungen zum standardisierten und
detaillierten Berichten von Daten. Die Beriicksichtigung dieser Richtlinien kann
gegebenfalls zur Reduction beitragen, da reproduzierbare Ergebnisse gewonnen werden
kénnten, welche nicht aufgrund laborspezifischer Unterschiede wiederholt werden
mussten (PERCIE DU SERT et al., 2020). Eine Wissensliicke, welche im Sinne der Reduction
verhindert werden kann, entsteht durch das Ausbleiben des Berichtens negativer
Ergebnisse. Dies kann dazu flhren, dass ahnliche Versuche beispielsweise an
verschiedenen Standorten mehrfach durchgefiihrt werden. LIDSTER et al. (2016) konnten
in einer Umfrage zeigen, dass eine Vielzahl an negativen Forschungsergebnissen nicht
veroffentlicht werden oder auch nur schwer zu veréffentlichen sind.

Einige Wissenschaftler kritisieren den birokratischen Aufwand, welcher durch die Vielzahl
an regulatorischen MaRBnahmen im Kontext des 3R-Prinzips entstanden ist. Durch die
rechtlichen Einschrankungen gehen wertvolle Ressourcen verloren, welche somit nicht
der eigentlichen Forschungstatigkeit gewidmet werden kénnen. Einige Forscher sprechen
somit von einem der Reduction entgegengesetzten Effekt (BLAKEMORE et al., 2012;
GENZEL et al., 2020).


http://www.mpg.de/
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Das Refinement bezeichnet wiederum Methoden, die das Leiden der Tiere, verursacht
durch beispielsweise Schmerzen oder Stress, reduzieren (BLAKEMORE et al., 2012).
Refinement-Methoden von Tiermodellen sind beispielsweise Anpassungen von gut
vertraglichem, kalorienreichem Futter und subkutanen Wasserinjektionen, um
postoperativen Gewichts- und Fliissigkeitsverlusten vorzubeugen (PRESCOTT et al., 2010).
Die Applikationsform sowie das -volumen und -intervall von Substanzen beeinflussen die
Tiere. So ist beispielsweise eine orale Gabe von Wasser weniger stressvoll als eine
intraperitoneale (MORTON et al., 2001).

Es ist nach wie vor eine Ubliche Praxis, Mause an der Schwanzbasis aus dem Kafig zu
nehmen. Hier sollten andere Methoden angewendet werden, da es nachweislich
erheblichen Stress fiir die Tiere bedeutet auf diese Art transportiert zu werden. Es
bestehen zahlreiche Alternativen, um die Tiere aus dem Heimkafig zu beférdern, so zum
Beispiel in der offenen Hand oder mithilfe eines Tunnels. Beide Methoden werden als
einfach zu etablieren beschrieben (GOUVEIA und HURST, 2017). Auch die
Kafigausstattung, beispielsweise mit Versteckmoglichkeiten und Nestmaterial, kann als
Bereicherung im Sinne des Refinements dienen. Darlber hinaus kann das

Nestbauverhalten gleichzeitig als Parameter der Belastungseinschatzung (siehe unten)

dienen. Allerdings sollte die Auswahl der Refinement-MalRnahmen mit Vorsicht getroffen
werden. Eine Vielfalt an Gegenstanden im Kafig kann zum Beispiel die Bildung von
Nervenzellen (Neurogenese) férdern und somit die Anfallsschwelle erhéhen. Dieses ware
in einem Epilepsiemodell eher nachteilig fiir die Versuchsdurchfiihrung (LIDSTER et al.,
2016). Die Uberwachungsmethoden der Tiere sollten im Sinne des Refinements moglichst
wenig invasiv gewahlt werden. So kann fir die Aufzeichnung von Daten der
Elektroenzephalografie (EEG) ein Transmitter anstelle eines Kabels verwendet werden
(LIDSTER et al., 2016). Dazu wurden ausgiebige Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe
durchgefihrt, in welchen Unterschiede zwischen Transmitter- und Kabelaufzeichnungen
anhand von Verhaltens- und biochemischen Parametern dargestellt werden konnten
(KOSKA et al., 2019; SEIFFERT et al., 2019; VAN DIJK et al., 2020).

Unerwinschte Ereignisse zu registrieren und deren Vorkommen zu reduzieren zahlt zum
Refinement (GOLLEDGE und JIRKOF, 2016). In diesem Kontext ist auch die Definition des
humanen Endpunktes (engl. humane endpoint) zu nennen (STEEN et al., 1999). Im Vorfeld

der Versuchsdurchfiihrung sollte schon bei der Antragsstellung klar definiert werden, an
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welchem Punkt die durchgefiihrt Prozedur oder der gesamte Versuch zu beenden ist
(siehe Artikel 17 RL 2010/63/EU).

Tiere konnen entweder am Ende oder durch das Auftreten unerwarteter Ereignisse auch
wahrend eines Versuches getotet werden. Kann die Belastung eines Tieres wahrend des
Versuches weitestgehend minimiert werden, besteht unter bestimmten Voraussetzungen
die Moglichkeit, es auch liber das Versuchsende hinaus weiterleben zu lassen. Diese
Entscheidung sollte vorrangig aus ethischer Perspektive und den rechtlichen
Rahmenbedingungen und dariiber hinaus dem Nutzen fiir das Forschungsergebnis
getroffen werden (ASHALL und MILLAR, 2014).

In Artikel 15 und Anhang VIII der RL 2010/63/EU werden die Tiermodelle anhand von
Schweregraden in ,keine Wiederherstellung des Lebens”, ,,gering”, , mittel” und ,,schwer”
klassifiziert. Die Klassifizierung erfolgt im Vorfeld der Versuchsdurchfiihrung. Dabei
beschreibt der Schweregrad ,gering” beispielsweise ein nicht-invasives, bildgebendes
Verfahren wie die Positronen-Emissions-Tomografie (PET) unter Sedation oder Narkose.
Vom mittleren Schweregrad kann bei einem chirurgischen Eingriff unter Vollnarkose
gesprochen werden. Der dritte Schweregrad ,,schwer” ist beispielsweise eine
Toxizitatsstudie, bei welcher der letale Endpunkt bestimmt wird (BAUMANS, 2005). Auch
innerhalb dieser Kategorien ist die Belastung der Tiere nicht immer gleich. Die
Belastungseinschatzung ist ein wichtiger Aspekt des Refinements. Zum einen kann die
Belastungseinschatzung im Sinne der Forschungsfrage wichtige Hinweise geben. Die
Dokumentation von veranderten Verhaltensmustern der Tiere helfen bei bestimmten
Erkrankungen diese besser zu verstehen. Zum anderen ist es aus ethischer Sicht
erstrebenswert, die Belastung der Tiere nachhaltig zu reduzieren und somit gleichzeitig
aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten (LIDSTER et al., 2016). Es ist mittlerweile allgemein
anerkannt, dass eine Belastungsminimierung der Tiere einen positiven Einfluss auf die

Qualitat der Studienergebnisse hat (BAUMANS, 2004; LILLEY et al., 2020).

1.3. Parameter der Belastungseinschéatzung

Wie in den beiden vorherigen Abschnitten erklart, sind Nager eine wichtige Spezies in
einer Vielzahl von Tiermodellen. Dadurch, dass die Notwendigkeit der Verwendung dieser
Tiere nach wie vor besteht, gibt es ein ethisch-motiviertes Bestreben nach der

Optimierung der Versuche dem 3R-Prinzip folgend. Es besteht ein Interesse an der
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Evaluation von validen Parametern fiir die Belastungseinschatzung und an der
Entwicklung von Schemata der Belastungseinschatzung in Tiermodellen. Bei gleicher oder
ahnlicher pradiktiver Validitat konnen Modelle mit einem hoheren Grad der Belastung der
Tiere vermieden werden (SMITH et al., 2018). Da (chronischer) Stress auch
Studienergebnisse beeintrachtigen kann, besteht auch im Sinne des Forschungserfolges
ein groRes Interesse daran, die Belastung der Tiere gut zu Glberwachen (POOLE, 1997;
HUANG et al., 2019; LILLEY et al., 2020). Fir die Spezies der Nager besteht insbesondere
ein Interesse an aussagekraftigen Parametern der Belastungseinschatzung. Nager neigen
als Fluchttiere dazu Belastung, welche beispielsweise durch Stress oder Schmerzen
verursacht wird, nicht zu zeigen (HUTCHINSON et al., 2005).

Verschiedene Arbeitsgruppen der Europadischen Kommission haben Unterlagen zur
Belastungseinschatzung von Tiermodellen zusammengestellt (siehe

https://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab animals/index en.htm). Im Rahmen

der Arbeit unserer DFG-Forschungsgruppe (FOR 2591) wurden bereits zahlreiche
Kandidaten als Parameter der Belastungseinschatzung identifiziert und an mehreren
Forschungsstandorten und in verschiedenen Tiermodellen evaluiert. Auf Basis dieser
Erkenntnisse wurden von unserer Arbeitsgruppe geeignete Parameter der
Belastungseinschitzung in Tiermodellen ermittelt (MOLLER et al., 2018; KOSKA et al.,
2019; SEIFFERT et al., 2019; VAN DIJK et al., 2020; BOLDT et al., 2021).
Im Folgenden soll eine Ubersicht von gemessenen Parametern der
Belastungseinschatzung beschrieben werden. Dazu zahlen:

o Allgemeine Parameter

e Verhaltensparameter

e Biochemische Parameter

Allgemeine Parameter

Allgemeine Parameter, die den Zustand des Tieres erfassen, sind die Nahrungsaufnahme
im Verlauf des Versuchs sowie das Kérpergewicht. Diese stellen einfach zu ermittelnde
und objektive Parameter der Belastungseinschatzung dar. Dabei empfiehlt sich sowohl die
Betrachtung der Gewichtsentwicklung des Individuums als auch die Relation zu

bekannten Entwicklungen innerhalb der Zuchtlinie zu beobachten (LIDSTER et al., 2016).


https://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/index_en.htm
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Verhaltensparameter

Der Verschmutzungsgrad des Nests (engl. level of soiling) und das Nestbauverhalten (engl.
nestbuilding) sind Parameter des Heimkafigverhaltens.

Der Grad der Verschmutzung des Nests kann dabei beispielsweise anhand einer Skala,
wie sie von VAN LOO und BAUMANS (2004) (1= sauber, 2= leichte Verunreinigung, 3=
grobe Verunreinigung) beschrieben wurde, bewertet werden. Dabei wird zum einen die
Sauberkeit des Nestbereiches und zum anderen die Verteilung von Kot und Urin im Kafig
beurteilt.

Das Nestbauverhalten im Heimkafig der Tiere wurde als Parameter der
Belastungseinschatzung vorgeschlagen, nachdem beobachtet wurde, dass Mause unter
starker Belastung wie Schmerzen oder Stress ein weniger ausgepragtes Nestbauverhalten
zeigten (MORETTI et al., 2005; GASKILL et al., 2013; JIRKOF et al., 2013b; HAGER et al.,
2015). Die Bewertungsskala flir das Nestbauverhalten wurde in verschiedenen
Publikationen fir Mause (DEACON, 2006a; HESS et al., 2008; GASKILL et al., 2013; JIRKOF
et al., 2013b) und Ratten (VAN LOO und BAUMANS, 2004; SCHWABE et al., 2020)
definiert. Das Verhalten der Ratten scheint sich dabei von dem der Mause zu
unterscheiden. Insbesondere bauen Ratten weniger komplexe Nester als Mause (MANSER
et al., 1998; VAN LOO und BAUMANS, 2004). Eine der Erklarungen war, dass Ratten
starker von der Umgebungstemperatur beeinflusst werden (KINDER, 1927). VAN LOO und
BAUMANS (2004) vermuteten, dass die Art des Nestmaterials und die Erfahrung mit
diesem einen Einfluss auf die Komplexitat der Nester haben kénnten. In einer
multizentrischen Studie unseres Konsortiums verglichen SCHWABE et al. (2020) Werte fir
das Nestbauverhalten an zwei Standorten und diskutierten den Einfluss von Geschlecht
und Erfahrung der Tiere mit dem vorliegenden Nestmaterial. Die Empfehlung auf Basis
dieser Studie ist es, Mittelwerte der Ergebnisse des Nestbauverhaltens mehrerer Tage zu
nutzen und dariber hinaus die Evaluierenden gut zu schulen. Nager sind nachtaktive
Tiere, bauen ihre Nester vorwiegend in der dunklen, aktiven Zeit und schlafen in diesen
wahrend des Tages. Dies ist ein weiterer Aspekt, welcher bei der Auswahl des Zeitpunktes
fir die Bewertung der Komplexitat der gebauten Nester beachtet werden sollte.

Ein physiologisches Verhalten von Nagern ist das Graben oder Buddeln (engl. burrowing)
in der Erde (DEACON, 2006b). In einem einfach umzusetzenden Verhaltenstest wird das
natirliche Buddelverhalten mithilfe von kiesgefiillten Réhren evaluiert. Dabei kann

sowohl die Zeit bis zum Start des Grabens als auch der verbleibende Kies in der Rohre
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nach einer definierten Zeit gemessen werde. Dieser Test wurde bereits zur Evaluation der
Schmerzbelastung von Nagern und Wirksamkeit von Analgesie in Tiermodellen
verwendet. Dabei zeigten Nager unter Schmerzen ein reduziertes Buddelverhalten
(DEACON, 2006b; JIRKOF et al., 2010; ANDREWS et al., 2012; JIRKOF et al., 2013a; RUTTEN
et al.,, 2014).

Der Test zum Bemessen der sozialen Interaktion zwischen Nagern wurden erstmals von
FILE und HYDE (1978) beschrieben. Dieser Verhaltenstest wurde initial zum Ermessen der
Angst der Tiere verwendet. Zur Durchfiihrung werden die Tiere fiir eine bestimmte Zeit in
einen abgegrenzten Raum verbracht. Tiere mit Angst, Autismus, Epilepsie oder
Depressionen zeigen in diesem Test weniger soziale Interaktionen (FILE und HYDE, 1978;
MELLANBY et al., 1981; KWON et al., 2006; BEERY und KAUFER, 2015). Als soziale
Interaktion wird das Beschniiffeln oder die Fellpflege des anderen Tieres bezeichnet (FILE
und HYDE, 1978). Dabei kann zwischen aktivem, passivem und aggressivem Verhalten
unterschieden werden. Aktive Verhaltensmuster beschreiben dem anderen Tier zu folgen,
es zu besteigen oder dieses anzuknabbern. Solange Letzteres nicht als Attacke des
anderen Tieres gewertet wird, gilt es nicht als aggressives Verhalten. Passives Verhalten
der Tiere bezeichnet den Korperkontakt der Tiere ohne weitere Interaktion (DE ANGELIS
und FILE, 1979). Als Parameter kann die Zeit der aktiven, sozialen Interaktion gemessen
werden (BEERY und KAUFER, 2015). (Semi-)automatische Systeme erleichtern die
Erfassung der Werte (CRAWLEY, 2004; PAGE et al., 2009). Es gibt zahlreiche Faktoren,
welche das Versuchsergebnis beeinflussen kénnen. Eine bekannte Umgebung sowie
gedimmtes Licht wirken sich positiv auf die soziale Interaktion aus (FILE und HYDE, 1978;
GUY und GARDNER, 1985). Des Weiteren spielen die Ausstattung der Testflache,
beispielsweise mit Riickzugsmoglichkeiten, die Bekanntheit der Tiere untereinander und
das Geschlecht eine Rolle (BEERY und KAUFER, 2015). Auch bei diesem Test gibt es
speziesspezifische Unterschiede zwischen Ratten und Mausen (DE ANGELIS und FILE,
1979).

Beim Saccharin-Praferenz-Test wird der Verlust der Vorliebe der Nager fiir eine siiRe
Losung im Vergleich zu Wasser als Indikator der Anhedonie gemessen (MAZARATI et al.,
2007; INOSTROZA et al., 2012). Anhedonie bezeichnet die reduzierte oder fehlende
Fahigkeit Interesse oder Freude zu zeigen (MOREAU, 2002; DER-AVAKIAN und MARKOU,
2012). Beim Menschen wird Anhedonie bei Patienten mit Depressionen beobachtet

(MOREAU, 2002; GR@NLI et al., 2005). Die Tiere erhalten in diesem Test eine Flasche
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geflillt mit Saccharin-Loésung und eine Flasche gefiillt mit Wasser, um eine Praferenz fir
eine der beiden Flissigkeiten zu evaluieren. In Tiermodellen zeigten die Tiere unter einer
Belastung durch Stress und durch elektrische Stimulation in einem Kindling-Epilepsie-
Modell eine reduzierte Praferenz fiir die Saccharin-Lésung (MOREAU, 2002; MAZARATI et
al., 2007). Im Rahmen der Arbeit unserer Forschungsgruppe konnte dieser Unterschied in
einem Kindling-Epilepsie-Modell bei Mausen bestatigt werden. Auch hier zeigten die
elektrisch stimulierten Tiere eine reduzierte Aufnahme der Saccharin-Losung im Vergleich
zur Kontrollgruppe (BOLDT et al., 2021). In einem weiteren Kindling-Epilepsie-Modell
unserer Forschungsgruppe konnte bei Ratten wiederum kein Unterschied zwischen den
experimentellen Gruppen beziiglich der Saccharin-Priferenz festgestellt werden (MOLLER
et al.,, 2018).

In dem erstmals von HALL (1934) beschriebenen Open-Field-Test (OF) wird das natdrliche
Erkundungsbediirfnis von Nagern in einer neuen Umgebung genutzt, um die
lokomotorische Aktivitdt der Tiere zu beurteilen (ARCHER, 1973; PRUT und BELZUNG,
2003; HOLTER et al., 2015). Dieses Bediirfnis steht im direkten Konflikt dazu, als Beutetier
freie, offene Flachen zu meiden (WHIMBEY und DENENBERG, 1967). Verwendet wird eine
offene Flache, welche nur an den Seiten begrenzt ist. Thigmotaxis bezeichnet das
Verhalten von Nagern, sich nahe dem Wandbereich aufzuhalten (CHOLERIS et al., 2001).
Da die Tiere sich schnell an diese neue Umgebung gewéhnen, eignet sich dieser Test,
wenn Uberhaupt, nur in den ersten Minuten (min) zur Evaluation von angstassoziiertem
Verhalten (PRUT und BELZUNG, 2003; HOLTER et al., 2015). Dies ist jedoch auch von
Platz- und Lichtverhaltnissen der Apparatur abhangig (CHOLERIS et al., 2001). Ermittelte
Parameter sind vor allem die Bewegungen in der horizontalen und das Aufrichten des
Korpers (engl. rearing). Aber auch die Latenzzeit bis zum ersten Aufenthalt im Zentrum,
die Aufenthaltszeit in Zentrum und Wandbereich sowie die Defdkation kénnen ermittelt
werden (WILSON et al., 1976; SCHMITT und HIEMKE, 1998; HOLTER et al., 2015;
SEIBENHENER und WOOTEN, 2015; STURMAN et al., 2018). Tiere mit chemisch-
induzierten Anféllen zeigten im OF reduziertes Erkundungsverhalten (MOHAJERI et al.,
2004). Auch hier ermoglicht die Verwendung eines Video-Bewegungssystems mit Kamera
und dazugehoriger Software eine einfache und unverzerrte Dokumentation.

Der Elevated-Plus-Maze-Test und der Black-White-Box-Test sind Verhaltenstests zur
Evaluation von angstassoziiertem Verhalten. Beide Tests nutzen dabei den Konflikt

zwischen natlirlichem Erkundungsbediirfnis und der gleichzeitig bestehenden Aversion
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der Tiere gegen helle und offene Rdume (CRAWLEY und GOODWIN, 1980; HANDLEY und
MITHANI, 1984; LISTER, 1987; RODGERS und DALVI, 1997; BOURIN und HASCOET, 2003;
WALF und FRYE, 2007).

Der Elevated-Plus-Maze-Test (EPM) wurde zuerst von MONTGOMERY (1955) als Y-
formige und spater von HANDLEY und MITHANI (1984) als kreuzférmige Apparatur fiir die
Evaluation von angstassoziiertem Verhalten bei Ratten beschrieben. PELLOW et al. (1985)
validierten die Methode fiir die Verwendung mit Mausen. Der heute haufig verwendete
EPM besteht aus einem erhdht aufgebautem Kreuz mit zwei offenen und zwei
geschlossenen Armen (HANDLEY und MITHANI, 1984; HOLTER et al., 2015). Ermittelt wird
die Aufenthaltsdauer in den jeweiligen Armen und dariber hinaus die Zeit, welche im
dulleren Drittel des offenen Armes verbracht wird. Der Aufenthalt in den offenen Armen,
insbesondere im duBeren Drittel, dient als Indikator von reduziertem angstassoziierten
Verhalten (BELZUNG und GRIEBEL, 2001). AulRerdem kann gezahlt werden, wie oft die
Tiere von den offenen Armen lber den Rand in die Tiefe schauen, die im Englischen
sogenannten ,head dips“ (DEACON, 2013). Als ein weiterer Parameter werden die
gestreckten Haltungen (engl. stretching postures) gezahlt. Diese beschreiben das Strecken
wahrend des Aufenthalts in den geschlossenen Bereichen oder dem Zentrum der
Apparatur (geschiitztes Strecken) beziehungsweise in einem offenen Bereich
(ungeschiitztes Strecken). Sie dienen als Parameter der Risikobereitschaft der Tiere
(FERNANDEZ ESPEJO, 1997). Somit kann beispielsweise die Wirkung von angstlésenden
Substanzen, sogenannten Anxiolytika, im Tiermodell nachgewiesen werden (HANDLEY
und MITHANI, 1984). Auch beim EPM-Test gibt es Unterschiede zwischen den
verwendeten Spezies, verschiedenen Zeitpunkten der Durchfiihrung des Tests und
unterschiedlichen Lichtverhaltnissen (BELZUNG und GRIEBEL, 2001). Nichtsdestotrotz ist
der Test schnell durchzufiihren, bedarf keines Trainings und ermdglicht eine Einschatzung
von Verdanderungen des angstassoziierten Verhaltens (PELLOW et al., 1985; RODGERS und
DALVI, 1997).

Der Black-White-Box-Test (BWB) besteht aus einem hellen und einem dunklen
Kompartiment, meist (iber einen Transitbereich verbunden. Gemessene Parameter sind
die Anzahl der Eintritte in die jeweiligen Abschnitte, die Aufenthaltsdauer in diesen und
die Latenzzeit bis zum ersten Eintritt in die Kompartimente. Eine kiirzere Latenzzeit fiir
den Eintritt in das schwarze Kompartiment kann auf angstassoziiertes Verhalten

hinweisen. Bei reduziertem angstassoziierten Verhalten begeben die Tiere sich haufiger
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und/oder langer in den hellen Bereich der Apparatur. Auch die Anzahl der stretching

postures werden bei diesem Test als Zeichen der Furchtlosigkeit gezahlt. Mit diesem Test
kann auch das grundsatzliche Explorationsbedirfnis der Tiere evaluiert werden, wahrend
das ,Einfrieren’ (engl. freezing) wiederum ein Indikator von Angst der Tiere ist (HASCOET

et al., 2001; HOLTER et al., 2015).

Biochemische Parameter

Biochemisch wurden im Rahmen der Arbeit unserer Forschungsgruppe unter anderem die
BDNF- und Corticosteronkonzentration als potentielle Parameter der
Belastungseinschatzung evaluiert.

Der Wachstumsfaktor BDNF (von engl. brain-derived neurotrophic factor) gehort zur
Familie der Neurotrophine. BDNF ist im zentralen Nervensystem, vor allem in
Hippocampus und GroRhirnrinde, weit verbreitet (ERNFORS et al., 1990; HOFER et al.,
1990). Funktionell beeinflusst BDNF verschiedene Gehirnfunktionen wie Neurogenese,
Lernen und Erinnerung und moduliert die neuronale Signallbertragung (THOENEN, 1991;
BINDER und SCHARFMAN, 2004; PARK und POO, 2013; BEKINSCHTEIN et al., 2014; LEAL et
al., 2015; BJORKHOLM und MONTEGGIA, 2016). Der Wachstumsfaktor verstarkt
erregende und schwacht hemmende Reizsignale (ERNFORS et al., 1991; BINDER und
SCHARFMAN, 2004). So konnte in Epilepsiemodellen eine Erhohung des BDNF-Spiegels
mit der Anfallsaktivitat in Zusammenhang gebracht werden (KOKAIA et al., 1995; NIBUYA
et al., 1995). Auch die Empfanglichkeit flr Stress steigt mit dem BDNF-Spiegel (BERTON et
al., 2006; BEERY und KAUFER, 2015). Reduzierte BDNF-Spiegel zeigten wiederum eine
inverse Korrelation mit angstassoziiertem Verhalten (CHEN et al., 2006). Bei
Humanpatienten mit neuropsychiatrischen Erkrankungen wie Alzheimer und Parkinson
wurde eine reduzierte BDNF-Expression beobachtet (PHILLIPS et al., 1991; HOWELLS et
al., 2000). AuRerdem konnten mithilfe von BDNF-Agonisten Reparaturmechanismen an
geschadigten Neuronen induziert und Symptome bei gestressten Tieren verbessert
werden (ANDERO et al., 2012; DEOGRACIAS et al., 2012). Interessanterweise besteht eine
gegenseitige Regulation von BDNF und Serotonin (5-HT). BDNF regt das Wachstum der 5-
HT-Neurone an, wahrend 5-HT die Expression von BDNF stimuliert (MATTSON et al.,
2004). Die beschriebenen Untersuchungen geben Hinweise auf eine mogliche Nutzung

von BDNF als biochemischer Parameter der Belastungseinschatzung. Allerdings konnte
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diese im Rahmen der Arbeiten unserer Forschungsgruppe nicht abschlieBend validiert
werden.

Eine typische Stressantwort auf biochemischer Ebene ist die gesteigerte
Glucocorticoidsekretion (WHIRLEDGE und CIDLOWSKI, 2010). Stress verursacht eine
erhohte Freisetzung des Corticotropin-Releasing-Hormons (CRH), wodurch wiederum das
adrenocorticotrope Hormon (ACTH) ausgeschiittet wird. ACTH vermittelt die Synthese
und Sekretion von Glucocorticoiden (RIVIER und VALE, 1983; SMITH und VALE, 2006). Ein
negativer Feedbackmechanismus, vermittelt durch Cortisol, ACTH und CRH, reguliert die
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (Abk. HPA von engl. hypothalamic-
pituitary-adrenal axis) (BAMBERGER et al., 1996). Das Haupt-Glucocorticoid, welches bei
Nagern vorkommt, ist Corticosteron (INOSTROZA et al., 2012). Die Bestimmung der
Konzentration des Corticosterons kann unter anderem in Serum, Haaren oder Fazes
erfolgen und einen Hinweis auf die Aktivitat der HPA-Achse geben (SMITH und VALE,
2006; INOSTROZA et al., 2012). Fehlregulationen der HPA-Achse kdnnen auf Depressionen
und Stress hinweisen und wurden als Mittel zur Evaluation des Tierwohls untersucht
(MORMEDE et al., 2007; BEERY und KAUFER, 2015). Eine erhdhte Ausschiittung von CRH
und ACTH kann eine Fehlregulation der HPA-Achse verursachen. Als Folge bilden sich
erhohte Glucocorticoidspiegel im Kérper. Bei Humanpatienten mit Depressionen wurden
erhohte Glucocorticoidspiegel festgestellt (PRICE et al., 1997). Auch bei Tieren nach
einem Status Epilepticus (SE) konnten erhdhte Konzentrationen des Corticosterons im
Plasma nachgewiesen werden (MAZARATI et al., 2009). Allerdings ist auch die
Konzentration des Corticosterons als biochemischer Parameter vorsichtig zu
interpretieren. So kann die Ursache fir Veranderungen der Corticosteronkonzentration
sowohl positiver (Eustress) als auch negativer (Distress) Stress sein (NATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 2008).

2. 5-HT1a-Rezeptor

2.1. Allgemeines
Schon Ende der 1950er Jahre isolierten RAPPORT et al. (1948) Serotonin aus Rinderserum
und diskutierten dessen mogliche Rolle als Vasokonstriktor. Das Amin befindet sich zu

90% im Gastrointestinaltrakt (FINK und VOIGT, 2016). Es kommt dort hauptsachlich in den
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enterochromaffinen Zellen der Mukosa des Darmes und den Thrombozyten vor. Diese
nehmen das Serotonin bei der Passage der intestinalen BlutgefafRe auf (FEUERSTEIN und
DIENER, 2013). Ein verhaltnismaRig geringer Anteil des Serotonins befindet sich in den
Neuronen des zentralen Nervensystems. Serotonin kann die Blut-Hirn-Schranke nicht
passieren. Im Gehirn sind die serotonergen Neurone in den Raphe-Kernen lokalisiert, in
welchen sich die Tryptophanhydroxylase-2 befindet, die fiir die Synthese von Serotonin
notwendig ist (JACOBS und AZMITIA, 1992; STARKE, 2013; ALBERT et al., 2014). Die
Synthese von Serotonin erfolgt aus der essentiellen Aminosaure L-Tryptophan (AZMITIA
et al., 1996). Die Syntheseleistung ist bei Sdugetieren an die Verfligbarkeit der
essentiellen Aminosaure gekoppelt und kann durch eine Mehraufnahme von Tryptophan
mit der Nahrung gesteigert werden. Daruber hinaus ist, aufgrund der Konkurrenz um die
Transporter, die Aufnahme von Tryptophan in das Gehirn vom Vorkommen anderer
Aminosauren abhangig (CRYAN und LEONARD, 2000). Auch die Verfligbarkeit des
zytoplasmatischen Enzyms Tryptophanhydroxylase-2 im Gehirn beeinflusst die
Syntheseleistung (WALTHER et al., 2003; ZHANG et al., 2004). Mittels der
Tryptophanhydroxylase-2 wird L-Tryptophan zu 5-Hydroxytryptophan hydroxyliert. Im
folgenden Schritt decarboxyliert die aromatische L-Aminosaure-Decarboxylase 5-
Hydroxytryptophan zu 5-Hydroxytryptamin (5-HT), welches auch als Serotonin bezeichnet
wird. AnschlieBend erfolgt die Aufnahme des polaren Molekiils in Speichervesikel mithilfe
eines Monoamintransporters (DAHLSTROM und FUXE, 1964; JACOBS und AZMITIA, 1992;
STARKE, 2013; FINK und VOIGT, 2016). Nach der Ausschiittung von Serotonin in den
synaptischen Spalt wird das Amin durch den Serotonin-Transporter zurlick in das
prasynaptische Neuron transportiert und wieder in Vesikel aufgenommen (HOLMES,
2008). Alternativ kann auch der Abbau des Serotonins zum Hauptendprodukt des Harns,
der 5-Hydroxyindolessigsaure, erfolgen (FEUERSTEIN und DIENER, 2013; STARKE, 2013;
FINK und VOIGT, 2016).

Zum heutigen Zeitpunkt sind zahlreiche Funktionen von Serotonin bekannt. Das Amin ist
an der Regulation von Stress, Angst und Sexualverhalten beteiligt. Darliber hinaus hat
Serotonin einen Einfluss auf die Nahrungsaufnahme sowie das Schlaf- und Lernverhalten
(GRAEFF et al., 1996; SMYTHIES, 2005; SHARP et al., 2007; FINK und VOIGT, 2016).
Weiterhin ist Serotonin Substrat fir die Melaninsynthese (FINK und VOIGT, 2016).
Pathologische Veranderungen des Serotoninspiegels sind mit zahlreichen

Krankheitsbildern assoziiert. Schon in den 1970er Jahren formulierte COPPEN (1967) die
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Serotoninhypothese, nach welcher der Serotoninspiegel malRgeblich an der Entstehung
von Depressionen beteiligt ist. Die Beteiligung von Serotonin am Krankheitsbild der
Depression wird auch heute noch diskutiert und die Erhéhung des Serotoninspiegels
therapeutisch genutzt (STARKE, 2013). Selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer
(Abk. SSRI von engl. selective serotonin reuptake inhibitor) erhéhen durch selektives
Blockieren von Transportern die Serotoninkonzentration im synaptischen Spalt (SANCHEZ
und HYTTEL, 1999; XIE et al., 2019). Neben Depressionen werden weitere neurologische
und neuropsychiatrische Erkrankungen, wie Parkinson, Alzheimer, Autismus,
Schizophrenie sowie Angst- und Verhaltensstorungen, mit Fehlfunktionen des
serotonergen Systems in Zusammenhang gebracht (SCHAIN und FREEDMAN, 1961;
AKHONDZADEH, 2001; LAl et al., 2003; CLARKE et al., 2004; HOLMES, 2008; DAYAN und
HUYS, 2009; HUOT et al., 2011). Allerdings sind die vielfaltigen Funktionen des
serotonergen Systems auch bis zum heutigen Zeitpunkt nicht vollends verstanden
(NAKAMURA und WONG-LIN, 2014). Die Vielzahl dieser, zum Teil sogar kontraren,
Funktionen wird den verschiedenen, bekannten 5-HT-Rezeptoren zugeschrieben. Dazu
zahlen 5-HT1.7 mit ihren dazugehorigen Subtypen (NICHOLS und NICHOLS, 2008; POPOVA
und NAUMENKO, 2013; NAKAMURA und WONG-LIN, 2014).

Die Serotonin-Rezeptoren stellen zum heutigen Zeitpunkt die groSte und eine der
phylogenetisch dltesten Familie der Neurotransmitterrezeptoren dar (NICHOLS und
NICHOLS, 2008; FEUERSTEIN und DIENER, 2013). Wahrend GADDUM und PICARELLI
(1957) noch von zwei Serotoninrezeptorarten ausgingen, konnte mithilfe spezifischer
Liganden eine Vielzahl von Subtypen des Serotonin-Rezeptors nachgewiesen werden
(RAYMOND et al., 1999). Die Klassifikation ermittelte seinerzeit drei Subtypen, welche
drei Familien zugeordnet wurden (BRADLEY et al., 1986). Nach einem Vorschlag von
HUMPHREY et al. (1993) erfolgte die Charakterisierung der Rezeptoren von HOYER et al.
(1994) (International Union of Pharmacology) anhand von molekularem Aufbau,
Signaltransduktionsmechanismen und dem Bindungsverhalten zu Agonisten und
Antagonisten. Bis zum heutigen Zeitpunkt konnten durch die Weiterentwicklung der
Nachweismethoden, sieben Familien mit 16 Subtypen klassifiziert werden. Dabei ist der
Hauptteil der Rezeptoren G-Protein-gekoppelt und nur der 5-HT3-Rezeptor ist ein
ionotroper Rezeptor (SAUDOU und HEN, 1994; BARNES und SHARP, 1999; ALBERT und
TIBERI, 2001; RAYMOND et al., 2001; FINK und VOIGT, 2016).



Il. Literaturiibersicht 18

Der 5-Hydroxytryptamin-Rezeptor 1A (5-HTia-Rezeptor) ist der erste vollstandig
sequenzierte Serotonin-Rezeptor. Der 5-HT1a-Rezeptor besteht aus 421 (Maus)
beziehungsweise 422 (Mensch, Ratte) Aminosduren (FUJIWARA et al., 1990; STAM et al.,
1992; CHAREST et al., 1993; BARNES und SHARP, 1999; RAYMOND et al., 1999). Dabei
sind die 5-HT1a-Rezeptoren bei Mensch und Ratte zu 88% homolog (FUJIWARA et al.,
1990). Aufgrund seines pra- und postsynaptischen Vorkommens, der Relevanz fiir die
serotonerge Neurotransmission sowie der Verfligbarkeit selektiver Agonisten und
Antagonisten, ist er der am meisten erforschte Rezeptor innerhalb der Serotonin-
Rezeptorfamilie (PEDIGO et al., 1981; POMPEIANO et al., 1992; POPOVA und NAUMENKO,
2013; FINK und VOIGT, 2016; CARHART-HARRIS und NUTT, 2017; ALBERT und VAHID-
ANSARI, 2019). Als G-Protein gekoppelter Rezeptor besteht er aus sieben
Transmembrandomanen, welche tber jeweils drei hydrophile Schleifen intra- und
extrazelluldr verbunden werden (ZIFA und FILLION, 1992; RAYMOND et al., 1999; ALBERT
und TIBERI, 2001; RAYMOND et al., 2001).

2.2. Lokalisation

Der 5-HT1a-Rezeptor ist in den Raphe-Kernen sowie deren serotonergen
Projektionsgebieten lokalisiert. Zu letzteren zahlen Cortex, Septum, Amygdala,
Hippocampus und Hypothalamus (HOYER et al., 1994; KNAPP et al., 1998; LESCH und
GUTKNECHT, 2004; SHARP et al., 2007). Bei den genannten Gebieten handelt es sich um
Teile des limbischen Systems (BARNES und SHARP, 1999; RAJMOHAN und MOHANDAS,
2007). Dieser von MACLEAN (1952) gepragte Begriff, bezeichnet anatomische Strukturen,
welche funktionell mit emotionalem Verhalten in Verbindung gebracht werden. Zu den
vielfaltigen Funktionen des limbischen Systems zahlen dariber hinaus Schlaf-,
Erinnerungs-, Motivations- und Sexualverhalten (RAJMOHAN und MOHANDAS, 2007).
Wegen des vermehrten Vorkommens des Rezeptors im limbischen System kann
angenommen werden, dass der 5-HT1a-Rezeptor diese Funktionen beeinflusst
(PALCHAUDHURI und FLUGGE, 2005).

Der Name Hippocampus leitet sich aus dem griechischen fiir Seepferdchen ab und hat
seinen Ursprung in der Ahnlichkeit mit der anatomischen Form im Gehirn des Menschen.
Die Struktur ist tief im medialen Temporallappen lokalisiert. Beim Nager ist der

Hippocampus verhaltnismalig grol3, hat eine nierenartige Form und befindet sich direkt
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unterhalb der GroRRhirnrinde (RAJIMOHAN und MOHANDAS, 2007; KNIERIM, 2015).
Bestandteile des Hippocampus sind das Ammonshorn (Abk. CA von lat. Cornu ammonis)
mit den Bestandteilen CA1 bis 4, der Gyrus dentatus (GD) und das Subiculum (SUB). Das
Ammonshorn besteht aus dem Stratum pyramidale (Pyramidenzellschicht) und jeweils
angrenzend das Stratum oriens (Korbzellschicht) und Stratum radiatum
(Strahlenzellschicht). Der GD besteht aus dem Hilus (Hil) im Inneren der Struktur, dem
Stratum granulare (Kornerzellschicht) und dem Stratum moleculare (Molekularzellschicht)
(PAXINOS und WATSON, 2007). Funktionell projiziert der 1) entorhinale Cortex in den GD,
2) der GD in die CA3-Region und 3) die CA3-Region wiederum in die CA1-Region. Diese

drei Schritte werden auch als trisynaptische Schleife bezeichnet (KNIERIM, 2015).

Abbildung 1: Exemplarische Darstellung des 5-HT1a-Rezeptors im Hippocampus (Hilus und angrenzender
Gyrus dentatus) der Ratte.
Immunhistochemische Farbung von Hirngewebe einer Ratte: Griin — neuronale Kerne (NeuN), Blau — DNA

der Zellen (DAPI), Rot — 5-HT1a-Rezeptor, Weil — Astrozyten (GFAP) (eigene Abbildung).

Die visuelle Darstellung des Rezeptors erfolgte mit verschiedenen Methoden, wobei
Autoradiografie und In-Situ-Hybridisierung haufig genutzt wurden.

Die Autoradiografie beschreibt eine Methode, bei der die 5-HT1a-Rezeptorbindung
mithilfe eines selektiven Rezeptor-Agonisten, wie zum Beispiel 8-hydroxy-2-[di-N-

propylamino-3H]tetralin ([3H]8-OH-DPAT), dargestellt werden kann. Die Autoradiogramme
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werden unter Verwendung mikrodensitometrischer Analysemethoden mit einem
Lichtmikroskop ausgewertet (MARCINKIEWICZ et al., 1984; PAZOS und PALACIOS, 1985;
VERGE et al., 1986; KUNG et al., 1995). Mithilfe verschiedener Liganden konnte eine hohe
Rezeptordichte in den Raphe-Kernen, der Amygdala, dem entorhinalen Cortex, dem
dorsolateralen Septum und dem Hippocampus (vor allem in GD, CA1 und 3),
nachgewiesen werden (DESHMUKH et al., 1983; MARCINKIEWICZ et al., 1984; PAZOS und
PALACIOS, 1985; VERGE et al., 1986; KUNG et al., 1995).

Anstelle eines Liganden kdnnen auch Antikoérper zur Darstellung von Rezeptoren
verwendet werden (Immunoautoradiografie). EL MESTIKAWY et al. (1990) konnten so
eine Rezeptorexpression in Septum und Hippocampus nachweisen, welche der [3H]8-OH-
DPAT-Expression dhnlich war. Die von EL MESTIKAWY et al. (1990) beschriebene Methode
zur Gewinnung polyklonaler Antikérper aus Kaninchen, kann auRerdem zur
immunohistochemischen Darstellung des 5-HT1a-Rezeptors verwendet werden. So
konnten KIA et al. (1996b) ebenfalls eine hohe Rezeptordichte in limbischen Arealen,
insbesondere dem lateralen Septum, der CA1- und GD-Bereiche des Hippocampus sowie
frontalem und entorhinalem Cortex darstellen.

Die In-Situ-Hybridisierung eignet sich als Nachweismethode der Expression der Boten-
RNA (Abk. mRNA von engl. messenger RNA). Eine Kombination mit autoradiografischen
Methoden eignet sich zur Visualisierung (POMPEIANO et al., 1992). Mithilfe dieser
Methode konnte der 5-HT1a-Rezeptor in den dorsalen Raphe-Kernen, in Septum und
Hippocampus und dort explizit in den Neuronen der CA1-Region sowie im Stratum
granulare des GD nachgewiesen werden (POMPEIANO et al., 1992; BURNET et al., 1995;
PALCHAUDHURI und FLUGGE, 2005).

Mithilfe von Elektronenmikroskopie kénnen Informationen tber die Verteilung der
Rezeptoren auf Zellebene gewonnen werden. Dort befindet sich der 5-HT1a-Rezeptor,
ungleichmalig verteilt in der Plasmamembran der Zellkdrper und Dendriten (KIA et al.,
1996a; KIA et al., 1996b; RIAD et al., 2000). Sowohl WHITAKER-AZMITIA et al. (1993) als
auch AZMITIA et al. (1996) diskutierten das Vorkommen des 5-HT1a-Rezeptors in den
Gliazellen, vor allem in den Astrozyten. KIA et al. (1996a) nutzten spezifische Antikorper
zum Nachweis des 5-HT1a-Rezeptors und konnten ein Vorkommen in den Gliazellen
nachweisen, beschrieben dies aber als verhaltnismaRig gering im Vergleich zu dem
Vorkommen im somato-dendritischen Abschnitt. RIAD et al. (2000) konnten in

hippocampalen Subregionen kein Signal flir den 5-HT1a-Rezeptor in den Astrozyten
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detektieren. In einer kirzlich veréffentlichten Publikation beschrieben die Autoren der
International Union of Basic and Clinical Pharmacology, dass kontroverse Daten zur
Expression des 5-HT1a-Rezeptors in den Gliazellen existieren (BARNES et al., 2021).

Es sind zwei Subtypen des 5-HTia-Rezeptors bekannt: 1) Autorezeptoren und 2)
Heterorezeptoren. Beide sind hauptsachlich auf Dendriten und Zellkérpern von 1) 5-HT
und 2) nicht-5-HT-Neuronen lokalisiert (VERGE et al., 1986; POMPEIANO et al., 1992;
CLARKE et al., 1996; RIAD et al., 2000; ALBERT und TIBERI, 2001; ALBERT und VAHID-
ANSARI, 2019). Die Autorezeptoren befinden sich hauptsachlich in den dorsalen und
medianen Raphe-Kernen, die Heterorezeptoren in den corticalen und limbischen
Regionen des Gehirns (JACOBS und AZMITIA, 1992; BURNET et al., 1995; PALCHAUDHURI
und FLUGGE, 2005; POPOVA und NAUMENKO, 2013; ALBERT und VAHID-ANSARI, 2019).

2.3. Funktionelle Bedeutung

Der 5-HT1a-Rezeptor ist ein ausgesprochen wichtiger Bestandteil der serotonergen
Neurotransmission im zentralen Nervensystem (ZNS) (SAVITZ et al., 2009).
Verdanderungen des Serotoninspiegels haben Einfluss auf die Thermoregulation sowie das
Sexual-, Aggressions-, Angst-, Stress- und Nahrungsaufnahmeverhalten (SHARP et al.,
2007; POPOVA und NAUMENKO, 2013). Auch die lokomotorische Aktivitat und das
Erkundungsverhalten kdnnen beeinflusst werden (PARKS et al., 1998; RAMBOZ et al.,
1998; CAREY et al., 2008). Darliber hinaus wurde ein Einfluss der 5-HT1a-Rezeptordichte
auf das Immunsystem diskutiert (IKEN et al., 1995; IDOVA und DAVYDOVA, 2010).

Die Aktivierung des Membran-Rezeptors erfolgt durch den Botenstoff Serotonin oder
einen Agonisten. Dieser Reiz flihrt zur Transformation des gekoppelten G-Proteins, wobei
verschiedene Untereinheiten des G-Proteins mit dem Rezeptor interagieren kdnnen.
Dadurch kommt es zur Hemmung der Adenylatzyklase, wodurch der Spiegel des
cyclischen Adenosinmonophosphates (CAMP) absinkt (DE VIVO und MAAYANI, 1986;
HOYER et al., 1994; RAYMOND et al., 1999; ALBERT und TIBERI, 2001; RAYMOND et al.,
2001; LIN et al., 2002; GHARIB et al., 2018). AuRerdem kommt es zur Einschrankung der
Proteinkinase-A-Aktivitdt und reduzierter Offnung von Kalziumkanalen (ALBERT und
VAHID-ANSARI, 2019). Die verschlossenen Kalziumkanale bewirken eine
Hyperpolarisation und reduzierte Erregbarkeit der Nervenzelle (MAUK et al., 1988;

GHARIB et al., 2018). Eine Untereinheit des G-Proteins kann aulRerdem nach innen
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gerichtete Kaliumkandle 6ffnen (Abk. GIRK von engl. G protein-coupled inwardly-rectifying
potassium channel) (AGHAJANIAN und LAKOSKI, 1984; CLARKE et al., 1996; ALBERT und
TIBERI, 2001; ALBERT und VAHID-ANSARI, 2019). Die beschriebenen Mechanismen
reduzieren die Serotoninausschiittung im Sinne eines negativen Feedbackmechanismus.
DOHERTY und PICKEL (2001) diskutierten den Einfluss des 5-HT1a-Rezeptors auf
GABAerge-Neurone. PALCHAUDHURI und FLUGGE (2005) konnten mithilfe von
Antikorpern gegen den 5-HT1a-Rezeptor und GABAerge Neurone keinen Nachweis einer
Kolokalisation der beiden Strukturen erbringen. SANTANA et al. (2004) zeigten wiederum
eine Expression der 5-HT1a-Rezeptor-mRNA in den GABAergen Interneuronen.

Zwischen den 5-HTia-Rezeptoren gibt es funktionell erhebliche Unterschiede (RAYMOND
et al., 1999). Paradoxerweise kann es neben der Hemmung auch zu einer 5-HT1a-
Rezeptor-vermittelten Aktivierung der Adenylatzyklase kommen. In einer
Mikrodialysestudie konnten CADOGAN et al. (1994) unter Verwendung eines 5-HT1a-
Rezeptor-Agonisten einen signifikanten Anstieg der extrazellularen cAMP-Konzentration
feststellen. Auch MARKSTEIN et al. (1986) beschrieben die Aktivierung der
Adenylatzyklase im Hippocampus von Ratten. Der Grund fiir diese komplett
entgegengesetzte Wirkung lasst sich unter anderem mit der Vielzahl an Unterklassen der
Adenylatzyklase erklaren (RAYMOND et al., 1999). Dabei ist die Adenylatzyklase vom Typ
Il von besonderer Relevanz (ALBERT et al., 1999).

Die vielfaltige Wirkung des 5-HT1a-Rezeptors scheint sich dartiber hinaus regional zu
unterscheiden, und auch abhangig vom Rezeptortyp zu sein (CLARKE et al., 1996;
LUSCHER et al., 1997; FINK und VOIGT, 2016). Die Rezeptortypen unterscheiden sich in
der Art des assoziierten G-Proteins (GARCIA-GARCIA et al., 2014). Wie bereits im
vorherigen Abschnitt beschrieben existieren zwei Subtypen des 5-HT1a-Rezeptors, die
Auto- und Heterorezeptoren.

Die 5-HT1a-Autorezeptoren werden durch Serotonin negativ reguliert. Durch die
Freisetzung von Serotonin in den Raphe-Kernen erfolgt eine Aktivierung der 5-HT1a-
Autorezeptoren, welche Uber die bereits zuvor erklarten Mechanismen, eine
hyperpolarisierende Wirkung auf die 5-HT-Neurone haben. Die Erregbarkeit der 5-HT-
Neurone wird herabgesetzt und die Serotoninausschittung folglich reduziert (INNIS und
AGHAJANIAN, 1987; LANFUMEY et al., 1991; HOYER et al., 1994; BLIER et al., 1997;
BARNES und SHARP, 1999; SHARP et al., 2007; POPOVA und NAUMENKO, 2013). Die
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Funktion der 5-HT1a-Autorezeptors scheint dabei von weiteren 5-HT-Rezeptoren
unterstitzt zu werden (STAMFORD et al., 2000; THOMAS et al., 2006).

Die Freisetzung von Serotonin in den Zielregionen aktiviert verschiedene
Heterorezeptoren, darunter auch den 5-HT1a-Heterorezeptor. Die zugrundeliegenden
Mechanismen sind dieselben, wie die des 5-HT1a-Autorezeptors. Auch der Heterorezeptor
ist G-Protein gekoppelt und wird durch das Binden des Signalmolekiils aktiviert. Es kommt
zur Hemmung der Adenylatzyklase, der cAMP-Spiegel wird folglich reduziert, die Offnung
der spannungsabhangigen Kalziumkanale erschwert und die neuronale Erregbarkeit
herabgesetzt (RIAD et al., 2000). Die Aktivierung des 5-HT1a-Heterorezeptors vermittelt
darliber hinaus verschiedene Reaktionen und Effekte. Der 5-HT1a-Heterorezeptor scheint
einen Einfluss auf die Nervenzelldifferenzierung im juvenilen Gehirn zu haben (RIAD et al.,
1994; YAN et al., 1997; MOGHA et al., 2012). Ein weiterer Subtyp des G-Proteins reguliert
N-Nitrosodimethylamin und Extracellular-signal Regulated Kinase-Untereinheiten hoch
und tragt somit zur Neurogenese bei (WHITAKER-AZMITIA et al., 1993; ALBERT und
VAHID-ANSARI, 2019). Der Heterorezeptor hat dariiber hinaus einen hemmenden Einfluss
auf die Entstehung von Depressionen und Angst (ALBERT und VAHID-ANSARI, 2019).
Zusammenfassend ist der 5-HT1a-Rezeptor in seiner funktionellen Bedeutung
ausgesprochen vielfaltig. Als Autorezeptor hat er einen hemmenden Einfluss auf die
Serotoninausschiittung. In seiner Rolle als Heterorezeptor kann er spezifische, lokalisierte
Antworten auf die Serotoninausschiittung modifizieren (ALBERT, 2012; ALBERT und
VAHID-ANSARI, 2019). Dabei kann sich die Rezeptorantwort verdandern und sich an
externe Einflisse wie beispielsweise Stress oder Medikamente anpassen (HALEEM et al.,

2002).

2.4. 5-HTi1a-Rezeptor als Zielstruktur pharmakologischer Therapieansétze
Bereits in den 1960er Jahren diskutierten WOOLLEY und SHAW (1954) die Anwendung
von 5-HT zur Therapie von psychischen Erkrankungen beim Menschen. Patienten mit
Depressionen zeigen haufig Veranderungen des serotonergen Systems (BOLDRINI et al.,
2008; SAVITZ et al., 2009; KAUFMAN et al., 2016). Dabei wurden vor allem niedrige
Serotoninspiegel und eine erhdohte 5-HT-Rezeptorexpression festgestellt, welche auf den
fehlenden Feedbackmechanismus durch den Serotoninmangel zurlickzufiihren sein kann

(STOCKMEIER et al., 1998; XIE et al., 2019). Eine protektive Eigenschaft des 5-HT1a-
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Rezeptors wurde in diesem Kontext diskutiert (GOODFELLOW et al., 2009). Die vielfaltigen
Veranderungen des 5-HT1a-Rezeptors wurden in verschiedenen Tiermodellen untersucht
(SHARP et al., 2007). Aufgrund seines regulierenden Einflusses auf die Erregbarkeit der
Nervenzellen wird der 5-HT1a-Rezeptor auch im Kontext von Stress und der Epilepsie
diskutiert (CARHART-HARRIS und NUTT, 2017). Auf diese beiden Aspekte wird im

nachsten Abschnitt (siehe 5-HT1a-Rezeptorexpression bei Epilepsie und Stress) genauer

eingegangen.

Die Assoziation von neuropsychiatrischen Erkrankungen mit dem 5-HT1a-Rezeptor lenkte
das Augenmerk auf die Verwendung von Agonisten und Antagonisten des Rezeptors
(EISON und TEMPLE, 1986; BECH, 1993; ARGYROPOULOS et al., 2004). Der 5-HT1a-
Rezeptor hat eine hohe Affinitat zu 5-HT, aber auch andere Substanzen, wie
beispielsweise [3H]8-OH-DPAT, Buspiron und Ipsapiron, kdnnen nachweislich an den
Rezeptor binden (RAYMOND et al., 1999). Diese Substanzen konnten zum einen fiir den
Nachweis eines veranderten Bindungsverhaltens bei erkrankten Patienten und zum
anderen zur Therapie eingesetzt werden. Eine Vielzahl an Wirkungen wurde

dokumentiert.

5-HT1a-Rezeptor Agonisten 5-HT1a-Rezeptor Antagonisten
5-HT [**F]MPPF
Buspiron WAY-100635
[*H]18-OH-DPAT NAD-299
Ipsapiron (partieller Agonist) Spiperon
Propranolol

Tabelle 1: Ubersicht ausgewihlter 5-HT1a-Rezeptor Agonisten und Antagonisten.

Der 5-HT1a-Rezeptor-Agonist Buspiron wirkt angstlésend (ALBERT und VAHID-ANSARI,
2019). Dies konnte unter anderem im EPM-Test bei Mdusen und auch in einem
Stressmodell bei Ratten nachgewiesen werden. Die Tiere zeigten unter Buspironwirkung
weniger angstassoziiertes Verhalten (LEE und RODGERS, 1991; SAMAD et al., 2005). Die
anxiolytische Wirkung von Buspiron kann durch Einsatz von Naloxon verstarkt werden,
wahrenddessen Naloxon allein keinen solchen Effekt zeigt (BELZUNG und AGMO, 1997;
NUNES-DE-SOUZA et al., 2000). Buspiron wird in der Human- und Veterindrmedizin
eingesetzt. Bei Tieren dient es dabei der Therapie von Verhaltensstérungen (FINK und

VOIGT, 2016).
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Auch [3H]8-OH-DPAT konnte nachweislich das angstassoziierte Verhalten reduzieren
(NUNES-DE-SOUZA et al., 2000). Dariiber hinaus wurden Effekte auf die
Nahrungsaufnahme (DOURISH et al., 1985) und das (Sexual-)verhalten (AHLENIUS et al.,
1981; MILLAN et al., 1991) beobachtet. Auch die Temperaturregulation wird beeinflusst.
Tiere unter [3H]8-OH-DPAT-Einfluss kénnen eine Hypothermie entwickeln (GOODWIN et
al., 1985; BALCELLS-OLIVERO et al., 1998). Eine Kombination von [3H]8-OH-DPAT mit dem
Antagonisten Spiperon kann die Wirkung des Agonisten komplett aufheben (PENA-
RANGEL et al., 1999). Auf Zellebene scheint [3H]8-OH-DPAT einen regulierenden Einfluss
auf den Autorezeptor zu haben und somit die Serotoninsynthese zu reduzieren (HJORTH
et al.,, 1982).

Ein Problem, welches sich bei der Verwendung der Liganden ergibt, ist die mangelnde
Spezifitat (ALBERT und VAHID-ANSARI, 2019). Zwar binden die Agonisten und
Antagonisten hauptsachlich an den 5-HT1a-Rezeptor im ZNS (MIDDLEMISS und FOZARD,
1983; HOYER et al., 1994), allerdings unterscheiden sie dabei nicht zwischen Auto- und
Heterorezeptoren (ALBERT und VAHID-ANSARI, 2019). Nachdem erkannt wurde, wie
unterschiedlich sich die beiden Rezeptorsubtypen verhalten (siehe oben Funktionelle
Bedeutung) wurden spezifische Heterorezeptor-Liganden, wie zum Beispiel F15599, zu
therapeutischen Zwecken entwickelt (ASSIE et al., 2010; LLADO-PELFORT et al., 2010;
JASTRZEBSKA-WIESEK et al., 2018; SNIECIKOWSKA et al., 2019).

Verschiedene Mechanismen regulieren die Expression von Rezeptoren. Agonisten und
Antagonisten kdnnen sowohl zur Neusynthese von Rezeptoren als auch zur Reduktion der
Zahl der Rezeptoren an der Zelloberflache durch verschiedene Mechanismen fihren.
Durch die wiederholte Stimulation des Rezeptors kann es dariiber hinaus zur
Desensibilisierung kommen (FINK und FREY, 2016). Dieser Begriff bezeichnet die akute,
reduzierte Signalweiterleitung nach Einwirkung des endogenen Liganden oder eines
anderen Rezeptor-Agonisten. Bei langerfristiger Einwirkung entsteht eine Toleranz
(RAYMOND et al., 1999; SCHONEBERG, 2008). Nach mehrfacher Applikation von 5-HT
konnten sowohl GOZLAN et al. (1983), als auch VERGE et al. (1986) eine Reduktion des 5-
HT1a-Rezeptor-Bindungsverhaltens beobachten. Die Autoren beschrieben in diesem
Kontext eine Degeneration der serotonergen Neurone in den Raphe-Kernen des Gehirns.
Anpassungen der Rezeptorantwort wurden von HALEEM et al. (2002) auch als natdrlicher
Mechanismus der Stressantwort diskutiert. SHARP und HJORTH (1990) zeigten in einer

Mikrodialysestudie reduzierte, extrazelluldre 5-HT-Konzentrationen nach der Gabe des
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Rezeptor-Agonisten [3H]8-OH-DPAT. Die chronische Anwendung des Agonisten fiihrt
auBerdem zu einer reduzierten Genexpression des 5-HT1a-Rezeptors (POPOVA et al.,
2010; POPOVA und NAUMENKO, 2013). RIAD et al. (2001) konnten darstellen, dass es
auch hier Unterschiede zwischen den Subtypen gibt. Eine Reduktion der Darstellung des
Rezeptors mithilfe des 5-HT1a-Agonisten, konnte nur fir Auto-, nicht aber fiir
Heterorezeptoren nachgewiesen werden. Die Desensibilisierung kann aber auch
therapeutisch genutzt werden. Bei Patienten mit Depressionen kénnen SSRIs die 5-HT-
Defizite ausgleichen (SHARP et al., 2007; XIE et al., 2019). Der SSRI blockiert die
Wiederaufnahme von 5-HT aus dem synaptischen Spalt. Allerdings kommt es erst mit
einiger Verzogerung zur Erhéhung der 5-HT-Spiegel. Durch die Blockierung der 5-HT-
Kaskade, erhoht sich die 5-HT-Konzentration in den Raphe-Kernen. Die Autorezeptoren
werden aufgrund des negativen Feedbackmechanismus gehemmt. Aus diesem Grund
entsteht kurzfristig eine Reduktion des verfligbaren 5-HTs (ARTIGAS, 2013). Erst die
langerfristige Behandlung mit dem SSRI fihrt vermutlich zur Desensibilisierung des
Autorezeptors, wodurch sich die Erregbarkeit der Neurone und somit die 5-HT-
Ausschittung normalisiert. Dieser Effekt scheint einen positiven Einfluss auf die
Wirksamkeit der SSRIs zu haben (ALBERT und LEMONDE, 2004; CEGLIA et al., 2004;
SNIECIKOWSKA et al., 2019). Alternativ zu dieser Erklarung wurde von MALBERG et al.
(2000) eine verstarkende Wirkung der chronischen Applikation von SSRIs auf die
Neurogenese diskutiert. AuBerdem konnte durch die Kombination mit einem 5-HT1a-
Rezeptor-Antagonisten die Wirkung der SSRIs verstarkt werden. Dies ist moglicherweise
auf die Inhibition der Autorezeptoren und somit Vermeidung des initialen Abfalls der 5-
HT-Konzentration zurickzufiihren (BLIER et al., 1997).

Ein zusatzlicher Aspekt, welcher die Pharmakotherapie des serotonergen Systems
beeinflusst, ist das sogenannte ,Serotonin-Syndrom®. Dieses entsteht durch die
Verwendung von Substanzen, welche Einfluss auf das serotonerge System haben. So kann
das Serotonin-Syndrom beispielsweise durch hohe Dosierungen von [3H]8-OH-DPAT
ausgelost werden (DOURISH et al., 1985). Das Serotonin-Syndrom ist beim Tier durch
Veranderungen der Kérperhaltung und Stereotypien, wie Kopfweben oder
Paddelbewegungen der Gliedmalien, gekennzeichnet (HIORTH et al., 1982). Beim
Menschen dulert sich das Syndrom in Form von milden Symptomen wie Tachykardie,
Zittern und Tremor bis hin zu lebensbedrohlichen Symptomen wie Hyperthermie,

Blutdruckabfall und Delirium (BOYER und SHANNON, 2005; VOLPI-ABADIE et al., 2013).
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Auch Halluzinationen werden in diesem Kontext beschrieben (HIORTH et al., 1982). Das
Syndrom wurde als Indikator der 5-HT-Rezeptoraktivierung identifiziert (ARVIDSSON et
al., 1981). Dabei spielt vor allem der 5-HT.a-Rezeptor eine Rolle, aber auch der 5-HT1a-
Rezeptor ist bei der Entstehung des Syndroms involviert (LUCKI et al., 1984; VOLPI-
ABADIE et al., 2013).

2.5. 5-HT1a-Rezeptorexpression bei Stress und Epilepsie

Biomarker sind messbare Parameter welche fiir die Diagnose, die Uberwachung und die
Prognose von Erkrankungen genutzt werden knnen (ARONSON und FERNER, 2017). Die
5-HT1a-Rezeptorexpression wurde als Biomarker-Kandidat bei Untersuchungen zu Stress
und Epilepsie mithilfe von verschiedenen Methoden der Darstellung, wie beispielsweise
der Immunhistochemie (IHC), der Autoradiografie und dem PET-Scan, evaluiert.

LOWRY (2002) stellte dar, dass bei stressassoziierten Erkrankungen vorrangig die
Projektionsgebiete der Raphe-Kerne des Gehirns involviert sind, in welchen sich die
serotonergen Neurone befinden. CHAOULOFF et al. (1999) konnten nachweisen, dass sich
bei Humanpatienten mit stressassoziierten Erkrankungen Verdanderungen der
serotonergen Neurotransmission zeigten. Diese und weitere Studien lenkten das
Interesse auf die Erforschung des Zusammenhangs zwischen Stress und dem
serotonergen System.

Es gibt zahlreiche Moglichkeiten, Stress experimentell bei Tieren auszulésen. Dazu zédhlen
unter anderem Ausldsung von sozialem Stress, Stress durch forcierte Immobilisation oder
fehlende Fluchtmoglichkeiten (LEWIS et al., 2020). Der Restraint-Stress-Test bezeichnet
ein Tiermodell, bei denen die Tiere durch eine forcierte Immobilisation gestresst werden.
Insbesondere bei Beutetieren, zu welchen auch die Nager zahlen, kann so effektiv Stress
ausgelost werden (BONFILS et al., 1963). Der Forced-Swim-Test wurde urspriinglich von
PORSOLT et al. (1977) zur Untersuchung der Wirkung von Antidepressiva in einem
Mausmodell der Depression beschrieben. Bei diesem Test werden die Tiere fiir eine
bestimmte Zeit in einen Zylinder mit Wasser ohne Auswegoption gegeben und das
Verhalten der Tiere wird beobachtet. Ratten und Mause zeigen im Forced-Swim-Test
unterschiedliche Verhaltensmuster. Dariliber hinaus gibt es zahlreiche weitere Faktoren,

wie zum Beispiel das Alter, das Geschlecht und das Gewicht, welche das Testergebnis
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beeinflussen kénnen (BOGDANOVA et al., 2013). Auch zur Auslésung von Stress im
Tiermodell kann der Forced-Swim-Test verwendet werden.

RAGHUPATHI und MCGONIGLE (1997) untersuchten den Einfluss von Stressoren auf die 5-
HT1a-Rezeptorexpression. Im Restraint-Stress-Test wurde in dieser Studie ein reduziertes
Bindungsverhalten von Agonisten und Antagonisten in Subregionen des Hippocampus von
Ratten gezeigt. Im Forced-Swim-Test stellten die Autoren eine erhohte Bindung des
Radioliganden [3H]8-OH-DPAT fest. In einer weiteren Restraint-Stress-Studie aktivierten
LAARIS et al. (1997) den 5-HT1a-Rezeptor bei Ratten mithilfe des partiellen Agonisten
Ipsapiron und fiihrten elektrophysiologische Messungen durch. Auch der
Corticosteronspiegel wurde bestimmt, welcher als Biomarker-Kandidat der Stressantwort
gilt. Niedrige Autorezeptoraktivitdt wurde mit erhohten Spiegeln von Corticosteron in

Zusammenhang gebracht. Wie bereits unter Parameter der Belastungseinschatzung

erwahnt, kann Stress Fehlregulationen der HPA-Achse verursachen (BEERY und KAUFER,
2015). Dabei scheint der 5-HT1a-Rezeptor einen Einfluss auf die HPA-Achse zu haben. PAN
und GILBERT (1992) ermittelten in ihrer Studie eine erhéhte Sekretion von ACTH und
Corticosteron im Gehirn von Ratten. Sie vermuteten als Ursache die Aktivierung des 5-
HT1a-Rezeptors.

ZHOU et al. (2014) zeigten bei Ratten in einem Restraint-Stressmodell mithilfe
immunhistochemischer Methoden, den positiven Einfluss der Gabe des Agonisten [3H]8-
OH-DPAT auf die Stressantwort. Die Autoren schlussfolgerten, dass eine selektive
Aktivierung des 5-HT1a-Rezeptors zur Therapie von stressassoziierten Erkrankungen, wie
Angststérungen oder Depressionen, von Nutzen sein kdnnte.

SZEWCZYK et al. (2014) konnten sowohl reduzierte mRNA- als auch
Proteinexpressionslevel des 5-HT1a-Rezeptors unter verschiedenen Stressoren, wie
chronischem Stress und Trachtigkeit, nachweisen. In einer Autoradiografie-Studie zeigten
FLUGGE (1995) unter Verwendung von [3H]8-OH-DPAT ein reduziertes Bindungsverhalten
des Agonisten in cortikalen und hippocampalen Gebieten bei Tieren, welche
psychosozialem Stress ausgesetzt wurden. Dieser wurde durch die Konkurrenz von
mehreren Tieren um ein zuvor unbekanntes Gebiet ausgel6st. Die Autoren vermuteten
eine Desensibilisierung der 5-HT1a-Rezeptoren aufgrund von Stress. Wie bereits
beschrieben kann der 5-HT1a-Rezeptor auf duBere Einfliisse reagieren und seine Reaktion
dementsprechend anpassen. Diese unterscheidet sich bei Exposition gegeniber akuten

und chronischen Stressoren. Selbst bei milden, aber langanhaltenden Stressoren zeigen
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die Autorezeptoren eine Desensibilisierung. Dariber hinaus wird auch im Hippocampus
die Antwort der Heterorezeptoren angepasst (GRAEFF et al., 1996; LANFUMEY et al.,
1999). Chronischer Stress oder die Gabe von Glucocorticoiden fiihrt zu einer Reduktion
der 5-HT1a-Rezeptordichte (LEONARD, 2006). Interessanterweise zeigte sich in der Studie
von LAARIS et al. (1997), dass eine erzwungene Immobilisation keine
Aktivitatsunterschiede des Rezeptors zwischen den Gruppen verursacht — Stress, durch
eine neue, unbekannte Umgebung hingegen schon. Die Autoren der beiden Studien
schlussfolgerten, dass die Art und Dauer des Stressors einen Einfluss auf die Veranderung
der Rezeptorexpression haben (LAARIS et al., 1997; RAGHUPATHI und MCGONIGLE,
1997). LEWIS et al. (2020) stellten in einem kiirzlich verdffentlichten Ubersichtsartikel
einen Zusammenhang zwischen Typ und Dauer eines Traumas und der 5-HT1a-
Rezeptorexpression dar. Dartiber hinaus merkten die Autoren an, dass auch
unterschiedliche Zuchtlinien einen Einfluss auf die Studienergebnisse der Tiermodelle
haben kénnen.

In einer WPET-Studie nutzten JOVANOVIC et al. (2011) den Antagonisten [11C]JWAY-100635
als Radioliganden zur Evaluation des Bindungspotentials an den 5-HT1a-Rezeptor in vivo.
Das Bindungspotential (Bpng) erfasst die Bindung des Radioliganden an die Zielstruktur.
Das Bpna wird mithilfe einer Referenzregion, in welcher die Zielstruktur wenig bis gar nicht
vorkommt, korrigiert (CHOI et al., 2014; DI LIBERTO et al., 2018). In chronisch gestressten
Tieren wurde in dieser In-vivo-Studie eine reduzierte Bindung des 5-HTia-Rezeptor-
Liganden im Hippocampus dokumentiert. AuBerdem zeigten die Tiere unter dem Einfluss
von Stress Modifikationen von Verhalten und Gedachtnisleistung (JOVANOVIC et al.,
2011). In einer WPET-Studie unserer Arbeitsgruppe zeigten BUCHECKER et al. (2020) unter
Verwendung des 5-HT1a-Rezeptor-Antagonisten [*8F]MPPF in einem Restraint-
Stressmodell bei Ratten wiederum eine Erhohung des Bindungspotentials. Im Rahmen
dieser Studie wurden die Tiere in drei Gruppen untersucht. Eine Gruppe wurde zwei
Stressoren ausgesetzt, welche aus dem taglichen Transport in das Labor und der
Immobilisation in einer Plastikréhre (Restraint) bestanden. Die zweite Gruppe erfuhr
lediglich den Transport als Stressor. Die Kontrollgruppe wurde von keinem der beiden
Stressoren beeinflusst. Dabei zeigten Tiere mit taglichem Transport in das Labor im
Hippocampus eine erhohtes Bindungspotential des Radioliganden im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Die Autoren unterstrichen die Relevanz den durch die Handhabung

ausgeldsten Stress in einer UPET-Studie separat zu ermitteln, um die Ergebnisse richtig
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interpretieren zu konnen. Weiterhin wurde in der Studie diskutiert, dass das erhohte
Bindungspotential des Radioliganden eine Folge der Reduktion der endogenen
Serotoninkonzentration sein konnte. Eine reduzierte Konzentration des endogenen
Liganden wiirde eine geringere Konkurrenz um die Bindungsstelle, und somit erleichterte
Bindung des Radioliganden an den Rezeptor, bedeuten. AbschlieBend beschrieben die
Autoren, dass die 5-HT1a-Rezeptorexpression als Biomarker-Kandidat zur Erforschung von

Stress im Tiermodell auch zukiinftig evaluiert werden sollte (BUCHECKER et al., 2020).

Epilepsie ist nach wie vor eine Erkrankung mit hohem Forschungsbedarf. Die Erkrankung
wird von der International League Against Epilepsy (ILAE) als eine Erkrankung des Gehirns
mit einer anhaltenden Pradisposition fir die Entwicklung von Anfdllen definiert. Das
Auftreten von mindestens einem Anfall ist die Grundvoraussetzung, um von Epilepsie
sprechen zu kénnen. Ein Anfall wird von der ILAE als Auftreten von Symptomen als Folge
von exzessiver neuronaler Aktivitdt im Gehirn definiert (FISHER et al., 2005). Es wird
zwischen verschiedenen Anfallsformen unterschieden, so zum Beispiel zwischen fokalen
und generalisierten Anfallen. Ursachlich fir die Entwicklung der Erkrankung Epilepsie
kénnen genetische und erworbene Faktoren sein (PITKANEN et al., 2015). Die
Temporallappenepilepsie (TLE) stellt die haufigste Form der Epilepsie in der
Humanmedizin dar. Eines der Hauptprobleme bei der Therapie dieser Erkrankung ist die
Pharmakoresistenz (VAN VLIET et al., 2014; ENGEL und SALAMON, 2015).

Nicht selten treten assoziiert mit der Epilepsie Begleiterkrankungen auf. Die Tatsache,
dass die Pravalenz von psychiatrischen Komorbiditaten bei Humanpatienten mit Epilepsie
erhoht ist, hat das Interesse am funktionellen Einfluss des 5-HT-Systems im epileptischen
Gehirn erhéht (GILLIAM et al., 2003; KANNER, 2016; JOSEPHSON und JETTE, 2017). Dabei
konnte ein hemmender Effekt des Amins auf die Anfallsfrequenz nachgewiesen werden
(DE LATORRE et al., 1970; PASINI et al., 1992; LU und GEAN, 1998). Die Erkrankung der
Epilepsie verursacht zahlreiche zelluldre und molekulare Veranderungen im Gehirn der
Patienten. Dazu zahlen unter anderem Veranderungen von spannungsabhangigen

lonenkanalen (REMY und BECK, 2006). Wie bereits unter Funktionelle Bedeutung

beschrieben, hat die Aktivierung des 5-HT1a-Rezeptors einen hyperpolarisierenden und
hemmenden Effekt auf die neuronale Erregbarkeit (CARHART-HARRIS und NUTT, 2017).
Bei Humanpatienten mit TLE wurde eine erh6hte 5-HT1a-Rezeptorexpression im

Hippocampus beschrieben. In diesen Studien wurde Material verwendet, welches von
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TLE-Patienten gewonnen wurde, die im Rahmen der Anfallskontrolle operativ behandelt
wurden. PERNHORST et al. (2013) zeigten in ihrer Studie eine erhohte Expression der 5-
HT1a-Rezeptor-mRNA bei TLE-Patienten. FONSECA et al. (2017) untersuchten ebenfalls
Hirnmaterial von TLE-Patienten mithilfe einer semi-quantitativen Western-Blot-Analyse.
Dabei konnte eine Korrelation zwischen einer erhéhten 5-HT1a-Rezeptordichte im
Hippocampus und der Anfallsdauer gezeigt werden.

Zahlreiche Studien haben den 5-HT1a-Rezeptor in Bezug auf seine Eignung als
pharmakologische Zielstruktur in verschiedenen Anfalls- und Epilepsiemodellen in Nagern
erforscht (JANUSZ und KLEINROK, 1989; GRAF et al., 2004; LOPEZ-MERAZ et al., 2005;
BAGDY et al., 2007; SAPA et al., 2014; GHARIB et al., 2018). Zu diesen Modellen zdhlen
unter anderem Kindling- und Post-SE-Modelle. Im Kindling-Modell werden epileptische
Anfalle wiederholt durch niedrig-dosierte elektrische oder chemische Stimulation
ausgelost. Sofern Routineprotokolle verwendet werden, treten im Kindling-Epilepsie-
Modell keine spontanen Anfallen auf (GODDARD et al., 1969; DHIR, 2012). In Post-SE-
Modellen wird ein SE durch prokonvulsiv wirkende Substanzen oder elektrische
Stimulation induziert. Als Folge des epileptogenen Insults entwickeln die Tiere spontane
Anfalle (BRANDT et al., 2003; CHEN und WASTERLAIN, 2006).

In einer Autoradiografie-Studie zeigten CLARK et al. (1993) eine erhdhte Bindung des 5-
HT1a-Rezeptor-Agonisten [2H]8-OH-DPAT im GD in einem Amygdala-Kindling-Modell bei
Ratten. Die stimulierten Tiere zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe eine héhere
Bindung des Agonisten. Dieses Ergebnis wurde in einer Studie von KALYNCHUK et al.
(2006) bestatigt. Auch in dieser Studie zeigten die stimulierten Tiere eine erhéhte
Bindung des 5-HT1a-Rezeptor-Liganden im GD. Zusatzlich konnte die 5-HT1a-
Rezeptorexpression im GD mithilfe von In-Situ-Hybridisierung nachgewiesen werden.
Interessanterweise zeigte sich dariiber hinaus eine positive Korrelation zwischen der
Rezeptorexpression und angstassoziiertem Verhalten (KALYNCHUK et al., 2006). Auch
CAGNOTTO et al. (1998) nutzten autoradiografische Methoden mithilfe von [3H]8-OH-
DPAT in einem Hippocampus-Kindling-Modell bei Ratten. Eine erhéhte Bindung des
Agonisten wurde in verschiedenen Subregionen des Hippocampus (CA1, CA3, GD, Hilus) in
der gekindelten Gruppe beobachtet. Die Autoren der Studien schlussfolgerten, dass die
erhohte 5-HT1a-Rezeptorexpression im Zusammenhang mit einer Erhohung der
Anfallsempfindlichkeit als Folge der Anfélle stehen konnte (CLARK et al., 1993;
CAGNOTTO et al., 1998; KALYNCHUK et al., 2006). PINEDA et al. (2011) untersuchten
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mithilfe der Autoradiografie die 5-HT1a-Rezeptorexpression in einem Post-SE-Modell bei
Ratten. Der SE wurde mithilfe von Pilocarpin induziert. Dabei unterschieden die Autoren
zwischen Auto- und Heterorezeptoren anhand der Lokalisation in den Raphe-Kernen und
dem Hippocampus. Die Untersuchungen zeigten eine erhéhte Rezeptorexpression der
Autorezeptoren und eine reduzierte Expression der Heterorezeptoren. Darliber hinaus
korrelierte das depressionsassoziierte Verhalten der Tiere als Komorbiditat der Epilepsie
mit der reduzierten Heterorezeptorexpression.

Auch in vivo konnte das Bindungsverhalten an den 5-HT1a-Rezeptor in PET-Studien
mithilfe von Radioliganden dargestellt werden. Bei Humanpatienten mit TLE stellten
dabei eine Vielzahl von Studien eine reduzierte Bindung mit verschiedenen Liganden wie
[*8FIMPPF, [*1CJWAY-100635 und [*F]FCWAY fest (TOCZEK et al., 2003; MERLET et al.,
2004; SAVIC et al., 2004; ITO et al., 2007; DIDELOT et al., 2008; GIOVACCHINI et al., 2009;
LIEW et al., 2009; THEODORE et al., 2012).

Aus diesen Ergebnissen folgerten THEODORE et al. (2012), dass das serotonerge System,
insbesondere der 5-HT1a-Rezeptor, Einfluss auf die Entstehung psychiatrischer
Komorbiditaten wie den Geddchtnisverlust hat. Dartber hinaus diskutierten die Autoren,
dass Unterschiede in der Empfindlichkeit der Radioliganden beziiglich der kompetitiven
Hemmung der Bindung durch den endogenen Liganden 5-HT bestehen kdnnten. Diese
moglicherweise unterschiedliche Sensitivitat konnte Unterschiede der Ergebnisse des
PET-Scans zwischen den Radioliganden erklaren (THEODORE et al., 2012). Auch LOTHE et
al. (2008) beschrieben im Rahmen ihrer Untersuchungen, dass das Bindungspotential zum
einen von der Expression des Rezeptors und zum anderen der extrazelluldaren
Serotoninkonzentration abhangig ist. Allerdings zeigten LOTHE et al. (2008) ein erhéhtes
Bindungsverhalten des 5-HT1a-Rezeptor-Antagonisten [*8F]MPPF bei Patienten mit TLE.
Dieses wurde in verschiedenen Tiermodellen mit chronischer Epilepsie bestatigt. Unsere
Arbeitsgruppe wies in einem Post-SE-Modell mit elektrischer Induktion des SE bei Ratten
ein erhdhtes [ F]MPPF-Bindungspotential im Septum bei den Tieren mit spontanen
Anfallen im Vergleich zur naiven Kontrollgruppe nach (VAN DIJK et al., 2018). Daruber
hinaus wurde in einem weiteren Post-SE-Modell der SE chemisch mithilfe von Pilocarpin
induziert. Auch hier zeigten die Ratten nach dem SE ein erhdhtes [*F]MPPF-
Bindungspotential im Septum im Vergleich zu den Kontrollgruppen (DI LIBERTO et al.,
2018). In beiden Post-SE-Modellen zeigten die Autoren eine Korrelation der erhéhten

Bindung des Radioliganden mit veranderten Verhaltensparametern, wie reduziertem
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Buddelverhalten und reduzierter sozialer Interaktion. Diese sind Parameter, welche wie
bereits erlautert zur Belastungseinschatzung in Nagermodellen genutzt werden kénnen.
In der Studie von DI LIBERTO et al. (2018) stellte sich keine Korrelation des erhdhten
[*8F]MPPF-Bindungspotentials zu der Anfallsdauer oder -frequenz dar. DI LIBERTO et al.
(2018) diskutierten, dass viele Veranderungen den Schweregrad der Epilepsie
beziehungsweise Anfallsfrequenz reflektieren kdnnen. Um die 5-HT1a-Rezeptorexpression
als Biomarker-Kandidaten fiir die Bewertung der Belastung in Tiermodellen in Betracht zu
ziehen, sollte eine Korrelation mit den Verhaltens- und nicht den Anfallsparametern
nachgewiesen werden. Die Autoren beider Studien schlussfolgerten, dass der Nutzen der
5-HT1a-Rezeptorexpression als potentieller Biomarker fiir die Belastungseinschatzung in
Nagermodellen sowie zur Evaluation psychiatrischer Komorbiditaten weiter untersucht
werden sollte (DI LIBERTO et al., 2018; VAN DIJK et al., 2018).

Im Jahr darauf fiihrten BASCUNANA et al. (2019) eine dhnliche Studie in einem Kindling-
Modell bei Ratten durch. Auch hier zeigten die stimulierten Tiere im Vergleich zur
Kontrollgruppe im Septum, im entorhinalen Cortex und im Hippocampus ein erhdhtes
[*8F]MPPF-Bindungspotential. Zusatzlich wurde im Rahmen der Studie eine In-vitro-
Autoradiografie durchgefiihrt, mit welcher die erhéhte Rezeptorbindung aus dem pPET-
Scan allerdings nicht bestitigt werden konnte. Ahnlich der oben beschriebenen
Diskussion von BUCHECKER et al. (2020) vermuteten BASCUNANA et al. (2019), dass die
Erh6hung des Bindungspotentials im pPET-Scan eher durch reduzierte endogene
Serotoninspiegel und somit den Wegfall der Konkurrenz um die Bindungsstelle verursacht

sein konnte.

3. Stereologische Quantifizierung

Fir die Quantifizierung von Parametern der Belastungseinschatzung sind verschiedene
Methoden anwendbar. Eine davon ist die Quantifizierung der Proteinexpression in
immunhistochemisch gefarbten Gewebeschnitten. Dafiir wird das Gewebe fixiert,
geschnitten, gefarbt und auf einen Objekttrdger verbracht. Ein Teil der raumlichen
Information geht dabei verloren. Objekte werden als Flachen dargestellt und das Ergebnis
von Analysen enthalt, selbst bei gleicher Schnittdicke und Schnittebene, einen
systematischen Fehler (WANKE, 2002; HOWARD und REED, 2005; OCHS, 2015). Sowohl

durch das Erkrankungsmodell, pharmakologische Substanzen als auch die
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immunhistochemische Farbung kann es zu Verdnderungen im extrazellularen Raum
(Schrumpfung, Odem) kommen. Diese Verdnderungen kénnen sowohl zwischen als auch
innerhalb der experimentellen Gruppe unterschiedlich ausgepragt sein. Werden die
Ergebnisse unbeachtet dieser Veranderungen im extrazellularen Raum interpretiert, kann
es zu einer Fehlinterpretation der Daten kommen. Es besteht ein Verzerrungspotential
(engl. bias). Um exakte Werte zu erhalten, misste das gesamte Organ analysiert werden.
Der entstehende Arbeitsaufwand ware dabei jedoch enorm. Ein quantitativ und qualitativ
genaueres Ergebnis lasst sich mithilfe stereologischer Methoden ermitteln (OCHS, 2015).
Stereologie von griechisch otepedc (stereo), bedeutet korperlich, raumlich oder starr und
bezeichnet mathematische Methoden, welche eine Beziehung zwischen
zweidimensionalen Messungen und dreidimensionalen Parametern herstellen (WEIBEL,
1979; HOWARD und REED, 2005). Vom Begriff Stereologie ist die Morphometrie
abzugrenzen, welche zwar auch eine quantitative Messung morphologischer Strukturen
ist, jedoch nicht zwingend einen dreidimensionalen Bezug herstellt (WANKE, 2002). Es
gibt verschiedene stereologische Vorgehensweisen. Die modell-basierte Stereologie trifft
im Vorfeld der Analyse einige Annahmen bezliglich des zu untersuchenden Objektes.
Diese Methode enthalt, insbesondere fiir die Analyse biologischer Strukturen mit
unregelmaRiger Verteilung, einen systematischen Fehler. Die design-basierte Stereologie
hingegen trifft keine Annahmen lber Gré8e, Form oder Verteilung des zu
untersuchenden Objektes. Durch eine Vielzahl von Methoden kénnen somit realitdtsnahe

Schatzwerte ermittelt werden (STERIO, 1984; OCHS, 2015).

3.1 Prinzip von Delesse

DELESSE (1848), ein franzosischer Geologe, untersuchte den Zusammengang von Flachen-
zu Volumenfraktionen. Mithilfe einfacher Methoden konnte er nachweisen, dass die
Anschnittflache eines Bohrkerns aus der Erde, Riickschliisse auf das enthaltende Volumen
an Ol in diesem zulieR. Dafiir nutzte er zufillig ausgewahlte Anschnittflichen und
markierte mithilfe von Transparentpapier die Olflichen. Er ermittelte so den
Flachenanteil von Ol (A(x)) an der Gesamt- oder Bezugsfldche des Anschnitts (4(g)), die
sogenannte Flachendichte (4,4). Anschlieend ermittelte er flir den Bohrkern das
Gesamtvolumen (V(g) und den enthaltenen Anteil an Ol (V(x)) mithilfe von chemischen

Methoden. Der Anteil an enthaltenem Ol im Bohrkern entsprach der Volumendichte (V).
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DELESSE (1848) konnte zeigen, dass bei zufallig ausgewahlten Flachen, die Flachenfraktion

AA(x/B) proportional zu der enthaltenen Volumenfraktion VV(x/B) in der Kernprobe ist

(OBERHOLZER, 1983).

Die Richtigkeit dieses Prinzips wurde von WEIBEL (1979) bestatigt und lasst sich
mathematisch wie folgt erldutern:

Die Flachendichte berechnet sich aus dem Verhdltnis der Summe der Anschnittflachen

des Objektes A, zur Summe der Bezugsflachen Ag:

YAx _ Ay
YAw Ag

Die Volumendichte V}, entspricht dem Verhaltnis des Objektvolumens V, zum

Flachendichte: A a(x/y) =

Schnittvolumen Vp:

LV Vo

YV Vs

Das Volumen des Schnittes Vg berechnet sich aus der Oberflache Ag multipliziert mit der

Volumendichte: VV(x /) =

Schnittdicke dy und das Volumen eines Objektes V, berechnet sich aus der Flache oder
den Profilen der Objekte A, multipliziert mit der Schnittdicke dy:
Schnittvolumen: Vg = Ag * dy

Objektvolumen: V, = A, xdy

Die Formeln des Schnitt- und Objektvolumens lassen sich nach Bezugsflache Ag und

Profilflache A, umstellen:

Vp
Ap ==
B dy
Vi
Ay = =
X dy

Setzt man diese umgestellten Formeln in die Formel der Flachendichte ein, ergibt sich

folgender Zusammenhang:

Der beschriebene Zusammenhang von Volumen- und Flachendichte (V,~A,), wurde
nachfolgend von anderen Forschern erweitert. ROSIWAL (1898) beschrieb die
Verknipfung von Volumen- und Langendichte V;,~L;. THOMSON (1930) und GLAGOLEV
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(1955) ermittelte die Beziehung von Volumen- und Punktedichte V;,~Pp. Der
Zusammenhang von Punkte- und Volumendichte lasst sich einfach erklaren, wenn man
sich vorstellt, dass jeder Testpunkt einer Flache entspricht und somit das Prinzip von

DELESSE (1848) anwendet.

Zusammenfassend ldsst sich somit folgende Aussage treffen (MOUTON, 2002; HOWARD
und REED, 2005):
Volumendichte~Flachendichte~Langendichte~Punktedichte
Vy~Ayg~L;~Pp
Eine allgemeine Formulierung der Dichte Rg einer Komponente x in Bezug zum

Referenzraum/der BezugsgroRe ist die folgende:

R _ Menge von Komponente x
R(/p) ~ Bezugsgrofle

3.2. Volumenschéatzung nach Cavalieri

Stress kann enorme Effekte auf das Volumen der Hirnregion haben. In einer kirzlich
veroffentlichen Studie Gber ein Forscherteam in der Antarktis, konnte eine deutliche
Reduktion des Hippocampus-Volumens der Expeditionsteilnehmer im Vergleich zur
Kontrollgruppe nachgewiesen werden (STAHN et al., 2019). Auch wahrend
Versuchsdurchfiihrungen sind die verwendeten Tiere oftmals Stress ausgesetzt, welcher
zu Veranderungen des Volumens einzelner Regionen oder des gesamten Gehirns flhren
kann. Des Weiteren kann durch die Prozedur der Gewebeaufbereitung und der
immunhistochemischen Farbung selbst eine Schrumpfung des Gewebes erfolgen, welche
nicht zwangslaufig bei allen Proben gleichermalien erfolgen muss (NAPPER, 2018). So
konnte zum Beispiel nachgewiesen werden, dass dlteres Hirngewebe bei der Fixierung
weniger stark schrumpft als jingeres (MOUTON, 2011).

Bei der im vorherigen Abschnitt (Prinzip von Delesse) beschriebenen Volumendichte

handelt es sich um einen dimensionslosen, relativen Wert. Die Dichte an sich kann nicht
verglichen werden, um daraus Schlussfolgerungen zu ziehen. Wiirde man die Werte
zwischen experimentellen Gruppen vergleichen, kann von der sogenannten
,Referenzfalle” (engl. reference trap) gesprochen werden (BRAENDGAARD und
GUNDERSEN, 1986). Um einen absoluten Wert auszudriicken, bedarf es der Bezugsgrolie,
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welche das Volumen der untersuchten Region Vg, ist (WANKE et al., 1994; WANKE,
2002; MOUTON, 2011; NAPPER, 2018).

Eine Methode um das Referenzvolumen Vg, zu ermitteln ist die Volumenschatzung nach
CAVALIERI (1635), benannt nach einem italienischen Mathematiker. Die dreidimensionale
Volumenbestimmung kann aus mehreren zweidimensionalen Schnitten durch einen
Korper, im dquidistanten, bekannten Abstand ermittelt werden. Das Volumen des

Referenzraumes berechnet sich wie folgt (GARCIA-FINANA et al., 2003; MOUTON, 2014;

VRef = E*EAl

Vger = Volumen des Referenzraumes

OCHS, 2015):

t = Abstand zwischenden Schnitten
Z A; = Summe der analysierten Flachen

Wichtige Voraussetzungen fir die Anwendung der Methode sind systematische Verfahren
der Probennahme sowie die bekannte Schnittdicke (MOUTON, 2014).
Auch hier lasst sich das Punktezahlverfahren anwenden, da jeder Punkt einem

Flachenwert entspricht (GEINISMAN et al., 1996):

Voo =% ) Pr a(p)

Vger = Volumen des Referenzraumes

t = Abstand zwischen den Schnitten
Z P; = Summe der Punkte,welche die Referenzstruktur tref fen

a(p) = Flache, welche mit dem Punkt assoziiert wird
Wichtig ist es, im Vorfeld der Analyse zu definieren, welche Punkte als Treffer des
Referenzraumes gezahlt werden. WEIBEL (1979) definierte den ,,wahren Testpunkt”
mithilfe eines Kreuzes. In diesem wird nur die Ecke des rechten oberen Quadranten als
Treffer der entsprechenden Struktur gezahlt, wodurch die Entscheidungsfindung

erleichtert wird (siehe Abb. 2).
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Abbildung 2: Definition des wahren Testpunktes, modifiziert nach WEIBEL 1979 (eigene Abbildung erstellt

mit BioRender.com).

Mithilfe der Volumenschatzung nach CAVALIERI (1635) kann sowohl das Volumen eines
gesamten Organs (zum Beispiel das Gehirn) als auch einer Region (zum Beispiel das

Septum) ermittelt werden (OCHS, 2015).

3.3. Probennahmeverfahren

Sowohl die Werte der Flachen- und Volumendichte als auch die Volumenermittlung nach
CAVALIERI (1635) sind Schatzungen. Es besteht ein Unterschied zwischen dem
Verzerrungspotential (engl. bias) und der Prazision (engl. precision) des Ergebnisses.

Das Verzerrungspotential bezieht sich dabei auf die Genauigkeit des ermittelten
Schatzwertes. Eine Verzerrung kann bei der Probennahme, der Auswahl der
mikroskopischen Felder und bei Missachtung der ReferenzgrélRe entstehen (GEINISMAN
et al., 1996; BROWN, 2017). Wie beschrieben, kann die ReferenzgroRRe beispielsweise
mithilfe der CAVALIERI (1635) Volumenschatzung ermittelt werden. Fiir die Anwendung
design-basierter stereologischer Prinzipien ist die systematische, einheitliche und zufallige
Probennahme (Abk. SURS, von engl. systematic uniform random sampling) eine
Voraussetzung (HOWARD und REED, 2005; MULISCH et al., 2015; NAPPER, 2018). Somit
wird der gesuchte Parameter mit gleicher Wahrscheinlichkeit ausgewahlt und eine
Verzerrung wird vermieden. Wichtige Voraussetzung ist zum einen die zufallige Verteilung
des Parameters im Objekt und dass das gesamte Organ im gleichen Abstand geschnitten
wird (uniform) (GUNDERSEN und JENSEN, 1987; MOUTON, 2014). Die Auswahl des
Startpunktes erfolgt zufallig (random) und es wird jeder n-te Schnitt in einem definierten
Intervall (systematic) ausgewahlt (siehe Abb. 3). SURS unterscheidet sich von der

einfachen, zufélligen Probennahme (engl. simple independent random sampling), bei der
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die Proben ohne ein festgesetztes Intervall zufallig ausgewahlt werden (STUART, 1984).
Die mittels SURS gewonnenen Ergebnisse spiegeln die gesamte Region und nicht nur die

beprobte Flache wieder (NAPPER, 2018).

Einfache, zufillige Probennahme Systematische, einheitliche, zufillige
Probennahme

Abbildung 3: Vergleichende Darstellung der Verfahren der Probennahme (eigene Abbildung erstellt mit

BioRender.com).

Die Prazision bezeichnet, wie grol} die Varianz des Ergebnisses ist (BROWN, 2017). Die
Ergebnisse, welche mithilfe von SURS ermittelt werden, haben eine geringere Varianz als
die der einfachen, zufalligen Probennahme (WEST et al., 1991). Dadurch ist SURS deutlich
effizienter als die zufallige Probennahme, da mit geringerem Aufwand genauere
Ergebnisse ermittelt werden kénnen (GUNDERSEN und JENSEN, 1987). Mithilfe der
Prazision kann eine Aussage Uber die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse getroffen
werden. Dies kann anhand des Fehlerkoeffizienten (CE von engl. coefficient of error)
beurteilt werden. Dabei ist neben der Genauigkeit des Ergebnisses auch der Aufwand und
die damit assoziierten Kosten fiir eine Analyse relevant. Nach GUNDERSEN und OSTERBY
(1981) gibt es zwei Moglichkeiten, die Varianz des Ergebnisses zu verringern: 1) die
Erh6hung der ProbengroRe, das heillit mehr Tiere pro Gruppe oder 2) die Erhohung der
Prazision des Ergebnisses der Schatzung. Der Titel der Veroffentlichung von GUNDERSEN
und OSTERBY (1981) enthielt auch die Worte: ,do more less well“. Die Autoren
beschrieben, dass eine Vielzahl von Proben ermdoglichen, bei der Auswertung weniger
detailliert sein zu missen. Allerdings ist der Einfluss auf die Varianz des
Gesamtergebnisses von der Hierarchieebene abhangig. Die hochste Hierarchieebene bei
der Auswertung eines Tierversuch-Projektes ist die Anzahl der verwendeten Tiere. Darauf
folgen die histologischen Schnittpraparate, die ausgewerteten Probenfelder und

schlussendlich die gezahlten Punkte. Die verwendeten Tiere haben die grofite biologische
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Varianz, wahrenddessen ein mikroskopisch sichtbares Detail eher unbedeutend fiir das
Ergebnis ist. Dies bedeutet, dass sie die Varianz des Ergebnisses durch die Erhéhung der
Anzahl der Tiere unter Umstanden signifikant verringern lasst, wahrenddessen das
Auswerten einer hoherer Anzahl an Punkten einen geringeren Einfluss auf die Varianz des
Ergebnisses hat (WEIBEL et al., 1966; GUNDERSEN und OSTERBY, 1981). Allerdings sollte
bei der Planung eines Projektes, im Sinne der Reduction des 3R-Prinzips und der Prazision

der Analyse, die Anzahl der verwendeten Tiere mit Bedacht gewahlt werden.
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1. ARBEITSHYPOTHESEN UND ZIELSETZUNG

Im Rahmen der Arbeit unserer DFG-Forschungsgruppe wurden bereits zahlreiche
Parameter zur Evaluierung der Belastung in Tiermodellen identifiziert. Diese Parameter
stellen Kandidaten fir eine sensitive und evidenz-basierte Belastungseinschatzung in
Tiermodellen dar, welche anschlieRend in verschiedenen Tiermodellen validiert werden.
Die Belastungseinschatzung dient der ethischen Abwagung von einem moglichen
Zugewinn an wissenschaftlichen Erkenntnissen und der Belastung der Tiere. Darliber
hinaus kénnen mithilfe der Parameter der Belastungseinschitzung Modelle mit
niedrigerer Belastung der Tiere priorisiert werden. Aullerdem bieten die Parameter im
Rahmen des Refinements des 3R-Prinzips auch innerhalb der drei Kategorien von
Schweregraden die Moglichkeit differenzierte Einschatzungen zur Belastung der Tiere zu
treffen.

Der 5-HT1a-Rezeptor wurde bereits in verschiedenen Studien untersucht, unter anderem
auch im Kontext der Erforschung von Stress und Epilepsie in Veterinar- und
Humanmedizin. Bis zum heutigen Zeitpunkt wurde nach vorliegendem Kenntnisstand, die
Eignung als Parameter der Belastungseinschatzung nicht untersucht.

UPET-Studien unserer Arbeitsgruppe zeigten bei Ratten ein erhohtes Bindungspotential
des 5-HT1a-Rezeptor-Liganden [*8F]MPPF im Hippocampus in einem Restraint-
Stressmodell (BUCHECKER et al., 2020) und im Septum in zwei Post-SE-Modellen (DI
LIBERTO et al., 2018; VAN DIJK et al., 2018). Basierend auf den Ergebnissen aus diesen
Studien, diskutierten die Autoren der beiden Studien eine mdgliche Nutzung der 5-HT1a-
Rezeptorexpression als Biomarker-Kandidat fiir die Belastungseinschatzung in
Tiermodellen. Das erhdhte Bindungspotential des Radioliganden kann zum einen eine
erhohte Expression des Rezeptors widerspiegeln, aber auch durch eine reduzierte
extrazellulare Konzentration des endogenen Liganden Serotonin verursacht sein (ZIMMER
et al., 2003). Das Hauptziel dieser Arbeit ist die weitere Uberpriifung der 5-HT1a-
Rezeptorexpression als Biomarker-Kandidat fiir die Belastungseinschatzung in
Tiermodellen. Dazu wird eine immunhistochemische Farbung des 5-HT1a-Rezeptors im
Hirngewebe von Ratten aus einem Restraint-Stressmodell und zwei Post-SE-Modellen

angefertigt. Im Anschluss erfolgt die Quantifizierung der Rezeptorexpression unter
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Anwendung stereologischer Prinzipien. Die evaluierten Parameter sind 1) die optische
Dichte und 2) das Gesamtvolumen des Rezeptors im Referenzraum.

AulRerdem wird gepriift, ob eine Korrelation der ermittelten Parameter mit den
Verhaltensparametern aus den vorangegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe von
KOSKA et al. (2019) und SEIFFERT et al. (2019) vorliegt. Die Ergebnisse konnten weitere
Hinweise auf eine Nutzung als Parameter der Belastungseinschatzung geben.

Im Restraint-Stressmodell soll auRerdem evaluiert werden, ob eine Korrelation zwischen
der 5-HT1a-Rezeptorexpression und dem [*¥F]JMPPF-Bindungspotential besteht. Fiir dieses
Modell wurden die gleichen Tiere fir die uPET- und die IHC-Studie verwendet. Sollte es
eine Korrelation zwischen den stereologisch quantifizierten Parametern und dem
Bindungspotential des Radioliganden geben, ware dies eine Bestatigung, dass dem
erhdhten [*FJMPPF-Bindungspotential im uPET-Scan eine Veranderung der 5-HT1a-
Rezeptordichte zugrunde liegt.

Dariber hinaus konnen Veranderungen der 5-HT1a-Rezeptorexpression als Biomarker-
Kandidat fiir die Bewertung von psychiatrischen Komorbiditaten neurologischer
Erkrankungen wie Angststérungen, Depressionen, Epilepsie oder Autismus von Interesse
sein. Verhaltensanderungen in Nagermodellen kénnen psychiatrische Komorbiditaten
wiederspiegeln (GASTENS et al., 2008; MAZARATI et al., 2008; SEO et al., 2013; MINJAREZ
et al., 2017). Demzufolge kdnnen Beobachtungen der Verhaltensanderungen in den
Tiermodellen der Erforschung der Atiologie von Komorbidititen dienen. Die Uberpriifung
einer Korrelation der Parameter der 5-HT1a-Rezeptorexpression mit den
Verhaltensparametern aus den Studien von KOSKA et al. (2019) und SEIFFERT et al. (2019)
kann einer weiterfihrenden Bestatigung fir die Nutzung der 5-HT1a-Rezeptorexpression

als Biomarker zur Bewertung von Komorbiditaten bei humanen Patienten dienen.

Folgende Fragestellungen sollen im Rahmen dieser Dissertation beantwortet werden:

e Kannim Restraint-Stressmodell eine Veranderung der 5-HT1a-Rezeptorexpression
in den limbischen Hirnarealen, Septum und Subregionen des Hippocampus,
nachgewiesen werden?

e Liegt im Restraint-Stressmodell eine Korrelation zwischen dem [*F]MPPF-
Bindungspotential aus dem UPET-Scan mit der 5-HT1a-Rezeptorexpression vor?

e Kannin den chronischen Epilepsiemodellen eine Verdanderung der 5-HT1a-

Rezeptorexpression in den limbischen Hirnarealen, Septum und Subregionen des
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Hippocampus, nachgewiesen werden?
e Besteht in den chronischen Epilepsiemodellen eine Korrelation zwischen der 5-
HT1a-Rezeptorexpression mit den bereits ermittelten Verhaltensparametern und

biochemischen Parametern?

Ubergeordnet soll somit evaluiert werden, ob mithilfe der immunhistochemischen
Quantifizierung eine Nutzung der 5-HT1a-Rezeptorexpression als Biomarker-Kandidat fir
die Belastungseinschatzung in Nagermodellen bestatigt werden kann. AuRerdem soll
abgeschatzt werden, ob auf Basis der immunhistochemischen Quantifizierung der 5-HT1a-
Rezeptorexpression eine Einschatzung der Nutzung als Parameter zur Evaluation von

psychiatrischen Komorbiditaten neurologischer Erkrankungen maoglich ist.
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V. MATERIAL UND METHODEN

1. Versuchstiere

Das im Rahmen dieser Dissertation untersuchte Gehirngewebe entstammt Projekten,
welche zuvor im Institut fir Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie der
veterinarwissenschaftlichen Abteilung der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
durchgefiihrt wurden. Fir die retrospektive Quantifizierung wurde Gehirngewebe von
Ratten aus einem Restraint-Stressmodell und zwei chronischen Epilepsiemodellen mit
spontaner Anfallsaktivitat untersucht. Bei Letzteren wurde der SE chemisch oder
elektrisch induziert. Post-SE-Modelle sind chronische Modelle zur Erforschung der TLE,
der haufigsten Epilepsieform des Menschen (KALYNCHUK, 2000; LOSCHER, 2002; CURIA
et al., 2008; ENGEL und SALAMON, 2015).

Modell Tiere Gewicht in Implantation der Anzahl der Tiere  Publikation
Gramm (g) Elektrode
Restraint- Ratten 234-254¢g Nichtzutreffend Naiv: 7 BUCHECKER et al.
Stress Transport: 6 (2020)
Transport mit
Restraint: 7
Post-SE, Ratten 200-224¢ Basolaterale Naiv: 11 SEIFFERT et al.
elektrisch Amygdala (BLA) Sham: 13 (2019)
SE: 12
Post-SE, Ratten 200-224¢g Hippocampaler Naiv: 12 KOSKA et al.
chemisch Gyrus dentatus Sham: 12 (2019)
SE: 15

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Studien und Tiere.

Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden im Einklang mit dem deutschen
TierSchG und der RL 2010/63/EU des Europaischen Parlamentes und des Rates zum
Schutz der fir wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere durchgefiihrt. Die ermittelten
Daten wurden nach Vorgaben der ARRIVE-Richtlinien dargestellt. Die Studien wurden von
der Regierung von Oberbayern genehmigt (ROB-55.2-2532.Vet_02-16-105, ROB-55.2-
2532.Vet_02-17-86). Die Tiere waren weibliche Ratten der Zuchtlinie Spraque-Dawley
(Envigo, Horst, Niederlande). Wahrend der Versuche wurden die Tiere gewogen und
mithilfe des Grimace-Scale (SOTOCINAL et al., 2011), zur Schmerzevaluation, und
modifizierter Irwin-Skala (IRWIN, 1968), zur Detektion neurologischer Defizite, evaluiert.
Die im nachsten Abschnitt erklarten In-vivo-Prozeduren beziehen sich auf die jeweiligen

Studien von BUCHECKER et al. (2020) (Restraint-Stressmodell), SEIFFERT et al. (2019)



IV. Material und Methoden 45

(elektrisches Post-SE-Modell) und KOSKA et al. (2019) (chemisches Post-SE-Modell).
Weitere Details zu den jeweiligen Projekten kdnnen in den entsprechenden Publikationen

nachgelesen werden (siehe Tabelle 2).

1.1. Restraint-Stressmodell

In diesem Modell wurde der Einfluss von Stress durch Transport und Zurickhaltung (engl.
restraint) auf die Tiere untersucht (BUCHECKER et al., 2020). Die Tiere wurden zufallig
drei Gruppen zugeordnet: 1) Naiv, 2) Transport und 3) Transport mit Restraint

(www.randomizer.org). Die Transportgruppe wurde taglich fiir 12 konsekutive Tage in

einem separaten Transportkafig in ein Labor transportiert und dort fiir eine Stunde
belassen. Die Tiere der Gruppe ,Transport und Restraint’ wurde ebenso dem taglichen
Transport ausgesetzt und zusatzlich fiir eine Stunde in eine enge Plexiglasrohre (16 cm
Lange und 9 cm Durchmesser) mit Luftlochern verbracht. Die naive Kontrollgruppe wurde
keinem der beiden Stressoren ausgesetzt. Am 13. Tag des Versuches wurden fir alle drei
Gruppen UPET-Untersuchungen mit [*®F]MPPF und 2-deoxy-2-['8F]fluoro-D-glucose
([*8F]FDG) durchgefiihrt. Am Tag 16 nach Beginn der Versuche wurden die Tiere

euthanasiert.

1.2. Post-Status-Epilepticus-Modelle
In den Epilepsiemodellen wurden drei experimentelle Gruppen untersucht, denen die

Tiere zufallig zugeordnet wurden (www.randomizer.org): 1) Naiv, 2) Sham und 3) SE. Die

naiven Tiere stellten hier die Kontrollgruppe ohne Elektrode oder Stimulation dar. Die
Sham-Gruppe bezeichnet dabei Tiere, welche eine Elektrode, aber keine elektrische oder
chemische Stimulation erhalten haben. Mit dieser Gruppe soll erfasst werden, welchen
Langzeiteinfluss die Implantation der Elektrode auf die Tiere hat. In der SE-Gruppe sind
die Tiere, welche als Folge eines induzierten SE spontane Anfalle entwickelt haben. Der SE
wurde chemisch oder elektrisch induziert und stellt den initialen, epileptogenen
Hirninsult dar. Als Folge dessen entwickeln sich nach einer Latenzzeit von Tagen bis
Wochen spontane Anfille (BRANDT et al., 2003; CHEN und WASTERLAIN, 2006). Die
Anfallsstarke wurde dabei mittels einer Bewertungsskala nach RACINE (1972) von 1 bis 5
eingestuft. Der Beginn des SE wurde definiert, sobald mindestens zwei Anfélle innerhalb

von 30 Minuten Stadium 4 oder 5 der Skala erreichten (DI LIBERTO et al., 2018).
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Im elektrischen Post-SE-Modell (SEIFFERT et al., 2019) erfolgte die Implantation der
Elektrode in die rechte basolaterale Amygdala (BLA). Implantation und Induktion des SE
erfolgten nach BRANDT et al. (2003). Sechs Wochen nach der Operation wurde der SE
mittels einer 25-minltigen elektrischen Stimulation mit alternierenden positiven und
negativen Rechteckimpulsen (Frequenz 50 Hz, Stromstarke von 700 pA) induziert. Vier
Stunden nach der elektrischen Induktion wurde der SE mittels intraperitonealen (i.p.)
Diazepaminjektionen (10 mg/kg) beendet.

Im chemischen Post-SE-Modell (KOSKA et al., 2019) wurden Elektroden in den rechten
Gyrus dentatus des Hippocampus nach DI LIBERTO et al. (2018) implantiert. Fur die
Induktion des SE wurde der cholinerge Agonist Pilocarpin verwendet. Nach einer
postoperativen Erholungszeit von zwei Wochen, wurde den Tieren 14 bis 16 Stunden
vorher Lithiumchlorid geldst in Natriumchlorid (i.p. 127 mg/kg) und 30 min vor der
Pilocarpinapplikation Methylscopolamin (i.p. 1 mg/kg) injiziert. Pilocarpin (i.p. 10 mg/kg)
wurde alle 30 Minuten bis zum Eintreten des SE injiziert (maximal 10 Injektionen). Der SE
wurde nach 90 Minuten mittels einer einmaligen Injektion von Phenobarbital (i.p. 25
mg/kg) und drei Injektionen Diazepam (i.p. alle 15 Minuten, 10 mg/kg pro Injektion)
beendet.

Flr die Post-SE-Modelle wurden verschiedene Phasen in der Auswertung der Daten
unterschieden: 1) Friihe Phase nach dem Insult: eine Woche nach dem SE, 2)
Latenzphase: vor der chronischen Manifestation der Epilepsie, 3) Chronische Phase: nach
Einsetzen der spontanen Anfalle. Die Tiere aller Gruppen wurden in beiden Post-SE-
Modellen zum gleichen Zeitpunkt in der chronischen Phase, 12 Wochen nach Induktion

des SE, euthanasiert.

2. Gewebeaufbereitung

Nach Euthanasie mit einer Uberdosis Pentobarbital (i.p. 600 mg/kg, Narcoren®,
Vetmedica GmbH, Ingelheim, Deutschland) wurden die Tiere transkardial, mit 0.01 M
phosphatgepufferter Kochsalzlésung und anschlieBend 4%-igem Paraformaldehyd (PFA)
in 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7.4), perfundiert. Danach wurden die Gehirne mit 4%-igem
PFA (pH 7.4) flir 24 Stunden nachfixiert und darauffolgend in 30%-ige Zuckerlosung
transferiert, bis die Gehirne zum Boden des Gefidlles abgesunken waren. Die Zuckerlésung

verdrangt das PFA aus dem Gewebe und schiitzt gleichzeitig die Zellstrukturen. Die
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Gehirne wurden dann zur Konservierung in Tissue-Tek® (Sakura Finetek, Europa) mit
flissigem Stickstoff (Besamungsstation Munchen/Grub, Deutschland) eingefroren und bei
minus 80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Eine wichtige Voraussetzung der
quantitativen Auswertung ist die Anwendung von SURS (siehe Probennahme). Mithilfe
eines Kryostaten (Microm GmbH, Walldorf, Deutschland) wurde das Gehirn von Bregma
+1.56 mm bis Bregma -7.92 mm in 40 um dicke koronare Schnitte geschnitten (uniform)
und Serien mit einem dquidistanten Abstand von 480 pum zugeordnet. Die Serien
enthielten jeden zwolften Schnitt (systematic). Der Startpunkt der Serie war dabei zufallig
(random). Die Schnitte wurden in einem Kryoprotektivum (Verhaltnis 3:3:1:3; 98%
Glycerin, Ethylenglykol, 0.2 M Phosphatpuffer und destilliertes Wasser) bei minus 20°C

gelagert.

3. Immunhistochemische Farbungen

Die qualitative und quantitative Auswertung der angefertigten Farbungen erfolgte
anhand einer Enzym-Substrat-Farbung und einer Immunfluoreszenzfarbung von
freischwebenden Gewebeschnitten. Zur Etablierung der Farbungen wurden mehrfach
Tests mit Probegewebe durchgefiihrt. Fir die Mehrfach-Immunfluoreszenzfarbung
wurden die Komponenten zuerst einzeln und anschlieBend zusammen getestet.
Anpassungen waren sowohl flr die Konzentration der Antikérper in der Tragerlosung als
auch fir die Auswahl der primaren und sekundaren Antikérper notwendig. Eine

detaillierte Beschreibung der Etablierung der Farbungen befindet sich im Anhang.

Enzym-Substrat-Farbung des 5-HT1a-Rezeptors

Um die Expression des 5-HT1a-Rezeptors darzustellen, wurden die Hirnproben mittels
einer Reaktion mit 3,3’Diaminobenzidin (DAB) gefarbt. Die Enzym-Substrat-Farbung
erfolgte Gber einen Zeitraum von drei Tagen (siehe Abb. 4 Tag 1 und Abb. 5 Tag 2 bis 3).
Die immunhistochemische Farbung des 5-HT1a-Rezeptors wurde an freischwebenden,
gefrorenen Gewebeschnitten durchgefiihrt. Fir diese Farbung wurde je eine Schnittserie
von jedem Tier der drei untersuchten Modelle verwendet. Diese wurden im ersten Schritt
dreimal fiinf Minuten in phosphatgepufferter Salzlésung mit 0.1% Tween®-20 (Merck
Millipore, Burlington, USA), kurz PBST, gewaschen. AnschlieBend wurden die

Antigenveranderungen, welche durch die Fixierung des Gewebes in Formaldehyd
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hervorgerufen wurden, mithilfe der hitzeinduzierten Demaskierung (Abk. HIER von engl.
heat induced epitope retrieval) umgekehrt. Flr die Epitopdemaskierung wurden die
Gewebeschnitte fiir 30 Minuten bei 80°C in 10 mM Natriumcitratpuffer (pH 6.0) erhitzt.
Welchem Mechanismus diese Demaskierung folgt, ist noch nicht vollends erforscht
(JANARDHAN et al., 2018). Im Anschluss wurden die Gewebeschnitte auf Eis fiir zehn
Minuten heruntergekihlt. Nach drei weiteren fiinfminiitigen Waschschritten in PBST,
wurden die Schnitte in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) verdiinntem 3%-igem
Wasserstoffperoxid (H202) fir 30 Minuten inkubiert, um die endogene Peroxidaseaktivitat
zu inhibieren. Es folgten drei finfminltige Waschschritte in PBST. Unspezifische
Antikorperbindungsstellen wurden mit einem Blockpuffer, bestehend aus PBS, 0.3%
Triton™ X-100 (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland), 1% normalem Ziegenserum S-
1000 (Vector Labs, Burlingame, Kalifornien USA) und 3% bovinem Serumalbumin (BSA)
(Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland), geblockt. Triton™ X-100 wirkt als Tensid und das
Serum blockiert die endogenen Immunglobuline. Beide verhindern unspezifische
Bindungen des sekundaren Antikdrpers. BSA verhindert hydrophobe Wechselwirkungen,
wodurch die unspezifische Hintergrundmarkierung reduziert wird (MULISCH et al., 2015).
AnschlieBend wurden die Gewebeschnitte in einem primaren, polyklonalen Kaninchen
Anti-5-HT1a-Rezeptor-Antikorper (ab227165, Abcam, Cambridge, UK; Konzentration
1:1000) in Tragerlosung iber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Tragerldsung, welche im
Rahmen dieser Dissertation fiir die genutzten Antikdrper verwendet wurde, bestand fiir
alle Antikérper aus denselben Bestandteilen (PBS, 0.3% Triton™ X-100, 1% normales
Ziegenserum S-1000 und 1% BSA).

Polyklonale Antikorper bestehen im Gegensatz zu monoklonalen Antikdrpern aus
verschiedenen Immunglobulinen, wodurch das Binden an multiple Epitope des zu
markierenden Proteins moglich ist. Vorteil der Verwendung von polyklonalen Antikorpern
ist, dass diese die Proteine verldsslicher darstellen als monoklonale Antikérper. Nachteil
der polyklonalen Antikdrper ist, dass auch mehr Hintergrund, das heil3t unspezifische

Strukturen angefarbt werden (JANARDHAN et al., 2018).
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Abbildung 4: Enzym-Substrat-Farbung am Tag 1 (eigene Abbildung erstellt mit BioRender.com).

Am folgenden Tag wurden die Gewebeschnitte viermal drei Minuten in PBST gewaschen
und dann in Biotin-markiertem sekundaren Ziegen-anti-Kaninchen-Antikorper (BA-1000,
Vector, Burlingame, USA; Konzentration 1:1000) in Tragerlosung fir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Vier dreimin(itigen Waschschritten in PBST folgend, wurden
die Schnitte fiir 60 Minuten in ein ABC-HRP-Kit (PK-4000, Vector, Burlingame, USA;
Konzentration 1:100), gelost in PBST bei Raumtemperatur, verbracht. ABC steht dabei fur
engl. Avidin-Biotin-Complex. Reagent A enthalt Avidin, Reagent B enthalt das biotinylierte
Enzym Meerrettichperoxidase (Abk. HRP von engl. horseradish peroxidase). Durch das
Zusammenfihren der beiden Komponenten entsteht ein Komplex, welcher die starke
Bindungsaffinitat von Avidin und Biotin ausnutzt. Dabei kdnnen aus raumlichen Griinden
nur drei Biotinmolekiile an das Avidin binden. Eine Bindungsstelle bleibt frei. Diese
Biotinbindungsstelle verkniipft sich bei Zugabe des ABC-Kits mit dem biotinylierten,
sekundaren Antikorper. Durch die Verknipfung der Komplexe mit dem sekundaren
Antikorper, kann im folgenden Schritt eine erhebliche Signalverstarkung erfolgen. Nach

vier weiteren dreiminitigen Waschschritten in PBS, wurden die Schnitte fiir eine Minute
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in einer DAB-LOsung inkubiert. Die Losung bestand aus in bidestilliertem Wasser gelosten
DAB-Tabletten (Merck, Darmstadt, Deutschland) und 3%-igem Wasserstoffperoxid (H202),
welches kurz vor Verwendung zu der DAB-LOsung pipettiert wurde (20 ml bidestilliertes
Wasser pro DAB-Tablette mit 40 pl 3%-igem H,0,). H,0 agiert als Substrat und bildet mit
dem Enzym HRP einen Enzym-Substrat-Komplex. Die somit aktivierte HRP oxidiert
anschliefend das DAB, welches als Elektronendonator fungiert. Dadurch bilden sich
unlésliche braune Préazipitate, welche die gewlinschten Proteine sichtbar machen (siehe
Abb. 6). Die DAB-Reaktion wurde nach einer Minute durch das Spilen mit bidestilliertem

Wasser beendet.
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Abbildung 5: Enzym-Substrat-Farbung am Tag 2 und 3 (eigene Abbildung erstellt mit BioRender.com).

Die Gewebeschnitte wurden dann zweimal fiinf Minuten in PBS gewaschen und mit PBS
auf vorbehandelte, positiv geladene Superfrost™ Objekttrdager (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) aufgezogen. Nach dem Trocknen an der Luft (iber Nacht wurden die
Objekttrager fur eine Minute in Xylol verbracht und anschlieBend mit Entellan (Merck,
Darmstadt, Deutschland) und Menzel Deckglasern Starke 1 (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA) eingedeckt. Dabei dient Xylol als Intermedium dazu, die Verbindung von
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Deckglas und Objekttrager liber das Kunststoffmedium Entellan zu ermdglichen (MULISCH
et al., 2015).

Negativkontrollen ohne den primaren Antikdrper, wurden fiir jede Gruppe zeitgleich mit
angefertigt. Ein detailliertes Protokoll der Enzym-Substrat-Farbung befindet sich im

Anhang unter Protokolle.

Avidin-HRP DAB

®,® HRP-DAB Farbkomplex

Biotin-markierter sekundarer AK —)k ®
2}

Primarer 5-HT,s-Rezeptor-AK —\

5-HT a-Rezeptor \. //— Gewebeschnitt
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Abbildung 6: Enzym-Substrat-Reaktion (eigene Abbildung erstellt mit BioRender.com).
AK: Antikorper, DAB: 3,3’-Diaminobenzidin, HRP: Meerrettichperoxidase.

Mehrfach-Immunfluoreszenzfirbung

Die Sichtbarkeit von Fluoreszenzfarbstoffen basiert auf der Anregung von Molekilen mit
Licht bestimmter Wellenlange beispielsweise mithilfe eines Lasers. Dieser Laser regt die
Elektronen in den Fluorochromen an. Diese emittieren Licht mit einer grofReren
Wellenldange als die Wellenlange, mit welcher sie angeregt wurden. Mithilfe eines
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops kann der Hintergrund der Farbung mithilfe von
Lochblenden reduziert werden. Durch die Fokussierung einer bestimmten Ebene wird es
auch bei verhaltnismaRig dicken (> 10 um) Gewebeschnitten moglich, scharfe und
kontrastreiche Aufnahmen zu machen (MULISCH et al., 2015).
Zur Darstellung der Expression des 5-HT1a-Rezeptors in den Zellstrukturen, welche bei der
Genese von Epilepsie und Stress involviert sind, wurde eine Mehrfach-
Immunfluoreszenzfarbung mit folgenden Antikoérpern durchgefiihrt:

1) Darstellung des 5-HT1a-Rezeptors mit Anti-5-HT1a-Rezeptor-Antikorper

2) Darstellung der Astrozyten mit Anti-GFAP (glial fibrillary acidic protein) -Antikorper

3) Darstellung der neuronalen Zellkerne mit Anti-NeuN (neuronal nuclei) -Antikoérper
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Parallel erfolgte die Gegenfarbung der Desoxyribonukleinsaure (DNA), also des Zellkerns,
aller Zellen mit DAPI (4’,6-Diamidin-2-phenylindol). DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der
sich spezifisch mit Doppelstrang-DNA verbindet und dann als Komplex sein Signal
emittiert.

Hintergrund dieser Farbung war es, eine Kolokalisationsanalyse durchzufiihren. Mit dieser
sollte dargestellt werden, welche Zellen (Neurone oder Astroglia) den 5-HT1a-Rezeptor
exprimieren. Dariliber hinaus sollte gezeigt werden, ob es mogliche Verschiebungen
zugunsten eines Zelltyps durch die Epileptogenese oder durch die Stressbelastung gibt

(siehe unten Kolokalisationsanalyse).

Bei der Auswahl der primaren und sekundaren Antikérper wurde Folgendes beachtet:

1) Damit zwei primdre Antikorper gleichzeitig verwendet werden konnten, wurde eine
unterschiedliche Tragerspezies fir diese ausgewahlt. Bei der Auswahl der
Tragerspezies wurde dariliber hinaus darauf geachtet, dass sich diese zwischen Gewebe
und primarem Antikorper unterscheidet. So wird vermieden, dass der
Sekundarantikorper an die endogenen Immunglobuline des Gewebes bindet. Beide
Malnahmen reduzieren die nétigen Schritte im Prozess der immunhistochemischen
Farbung (MULISCH et al., 2015).

2) Es wurde die gleiche Tragerspezies fir die sekundaren Antikorper ausgewdahlt, um die
gleiche Tragerlésung mit dem Serum einer Spezies verwenden zu kdnnen.

3) Bei der Auswahl der sekundaren Antikorper wurde auBerdem darauf geachtet, dass sie
mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen kombiniert sind. So wird sichergestellt,
dass sich die emittierten Farbspektren nicht (iberlappen und gut voneinander
differenziert werden kénnen. Die Firma MoBiTec (MoBiTec GmbH, Gottingen) stellt
hierfir die Informationen der sekundaren Antikorper und den dazugehorigen
Emissionsspektra zur Verfiigung. In der folgenden Ubersicht ist zu erkennen, dass die
drei ausgewahlten sekundaren Antikdrper unterschiedliche Farben beziehungsweise

Farbspektren emittieren.
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Primarer Antikérper Sekundarer Antikorper Emissionsmaxima in Emittierte
(Tragerspezies) Nanometer Farbe
Monoklonaler Anti- Polyklonaler Ziege-anti-Maus- 570 nm Griin-gelb
GFAP-Antikorper Antikorper markiert mit Farbstoff

(Maus) Cyanine Dye 3 (Cy3)

Polyklonaler Anti-5- Polyklonaler Ziege-anti-Kaninchen- 668 nm rot
HT1a-Rezeptor- Antikérper markiert mit Farbstoff

Antikorper Alexa Fluor® 647 (AF 647)

(Kaninchen)

Monoklonaler Anti- Polyklonaler Ziege-anti-Maus- 520 nm grin
NeuN-Antikorper Antikorper markiert mit Farbstoff
(Maus) Alexa Fluor® 488 (AF 488)

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Antikérper, Emissionsspektren und -farben.

nm: Nanometer, AF: Alexa Fluor®.

Insgesamt wurden fir die qualitative Betrachtung der Kolokalisation jeweils sechs Tiere,
zwei aus jeder Gruppe (Naiv, Sham, SE), fir die beiden Post-SE-Modelle zufallig aus den

Versuchsgruppen ausgewahlt (https://www.randomizer.org). Die Farbung von Praparaten

aus dem Restraint-Stressmodell, konnte aufgrund von Lieferschwierigkeiten des
Antikorper-Herstellers nicht durchgefiihrt werden.

Die ersten Schritte der Mehrfach-Immunfluoreszenzfarbung (Waschen, HIER, Abkihlen,
Waschen) wurden analog zur Enzym-Substrat-Farbung (siehe oben) durchgefiihrt.
Darauffolgend wurden die Gewebeschnitte in dem gleichen Blockpuffer wie bei der
Enzym-Substrat-Farbung fiir eine Stunde inkubiert. Im Anschluss wurden die
freischwebenden Gewebeschnitte gleichzeitig in den ersten primaren Antikdrpern
(monoklonaler Maus-anti-GFAP-Antikorper, ab4648; Konzentration 1:1500 und
polyklonaler Kaninchen-anti-5-HT1a-Rezeptor-Antikdrper, ab227165; Konzentration 1:500;
beide Antikorper Firma Abcam, Cambridge, UK) in Tragerlosung Giber Nacht bei 4°C
inkubiert. Am nachsten Tag folgten vier dreiminitige Waschschritte in PBST. Danach
wurden alle Schritte im Dunkeln durchgefiihrt, um die lichtempfindlichen, sekundaren
Antikorper vor der Lichteinwirkung zu schiitzen. Im nachsten Schritt wurden die Schnitte
in den sekundaren Antikdrpern (polyklonaler Ziege-anti-Maus-Antikérper markiert mit
Cy3, ab97035, Abcam, Cambridge, UK; Konzentration 1:1000 und polyklonaler Ziege-anti-
Kaninchen-Antikérper markiert mit Farbstoff Alexa Fluor® 647, Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA; Konzentration 1:500) in Tragerlosung fur eine Stunde bei


https://www.randomizer.org/
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Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem vierfachem dreiminiitigem Waschen in PBST,
wurden die Schnitte (iber Nacht bei 4°C in dem dritten, primaren Antikorper
(monoklonaler Maus-anti-NeuN-Antikorper, MAB377, Merck Millipore, Burlington, USA;
Konzentration: 1:500) in Tragerldsung inkubiert. Der dritte Tag begann mit vier
dreiminttigen Waschschritten in PBST. Dann wurden die Schnitte in dem letzten
sekundaren Antikorper (polyklonaler Ziege-anti-Maus-Antikorper markiert mit Farbstoff
Alexa Fluor® 488, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA; Konzentration 1:1000) in
Tragerlosung fir eine Stunde bei Raumtemperatur verbracht. Es folgten zwei
dreiminitige Waschschritte in PBST und anschlieend zwei dreiminiitige Waschschritte in
PBS. Die DNA der Zellkerne wurde innerhalb von 30 Sekunden (s) mithilfe von DAPI-
Arbeitslosung (Hoechst® 33342, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA Farbstoff;
Konzentration 0.2 ul/ml) gefarbt. Es folgten erneut drei dreiminitige Waschschritte in
PBS, um anschlieRend die Schnitte mit Chromgelatine auf die unbehandelten
Objekttrager (Paul Marienfeld GmbH & Co.KG, Lauda-Konigshofen, Deutschland)
aufzuziehen. Sobald die Schnitte nach etwa 15 Minuten auf der Heizplatte bei 45°C
getrocknet waren, wurden sie mit einem Immunfluoreszenz-Eindeckmedium (DIANOVA
GmbH, Hamburg, Deutschland) und Menzel Deckglasern Starke 1,5 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA), abgedeckt. Diese wurden mit handelsiiblichem Nagellack zum
Luftausschluss an den Randern fixiert. Bis zur Bildauswertung wurden die
immunhistologischen Praparate im Kihlschrank gelagert. Eine Negativkontrolle ohne den
primdren Antikdrper, wurde parallel zur Farbung angefertigt. Ein detailliertes Protokoll

der Immunfluoreszenzfarbung befindet sich im Anhang unter Protokolle.

4. Kolokalisationsanalyse

Bei der Mehrfach-Immunfluoreszenzfarbung wurden der 5-HT1a-Rezeptor, die neuronalen
Zellkerne (NeuN) und die Astrozyten (GFAP) sichtbar gemacht sowie die DNA der Zellen

(DAPI) gegengefarbt (siehe Immunhistochemische Farbungen). Mit der Mehrfachfarbung

kann optisch ein erster Eindruck liber die Lokalisation der zu untersuchenden Struktur
gewonnen werden. Von einer Kolokalisation zweier Strukturen kann gesprochen werden,
wenn diese sich in der gleichen zelluldren Struktur, beispielsweise der Plasmamembran,

befinden (DUNN et al., 2011).
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Die qualitative Auswertung der Kolokalisation des 5-HT1a-Rezeptors mit den neuronalen
und astrozytdren Zellmarkern (NeuN und GFAP) erfolgte mithilfe eines konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskops Typ LSM 880 mit Airyscan (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Deutschland) und der dazugehdorigen Software ZEN (ZEN Digital Imaging for Light
Microscopy — Black edition Version 2.3). Das verwendete Objektiv war das C-Apochromat-
Objektiv 40x/1.20 W und die RahmengréRe der Bildaufnahme betrug 1024x1024 Pixel.
Aus dieser Aufnahme wurde ein einzelnes Neuron ausgeschnitten und eine Z-Bildstapel-
Aufnahme getatigt. Diese Aufnahme ermoglicht eine dreidimensionale Darstellung der

Strukturen. So kann eine qualitative Aussage liber die Kolokalisation getroffen werden.

5. Bildanalyse

Fir die Aufnahmen im Rahmen der Bildanalyse wurden die Enzym-Substrat-gefarbten
Praparate verwendet. In bestimmten Grenzen der Proteinkonzentration kann von einer
linearen Beziehung der Intensitat der Enzym-Substrat-Farbung und der
Proteinkonzentration ausgegangen werden. Im Gegensatz zu Immunfluoreszenz-
gefarbten Praparaten, deren Haltbarkeit sehr limitiert ist, bietet die Enzym-Substrat-
Farbung eine stabile Markierung der Zielstruktur.

Die Auswahl der anatomischen Regionen fiir die Bildanalyse erfolgte aufgrund der
Ergebnisse der uPET-Studien unserer Arbeitsgruppe von BUCHECKER et al. (2020), DI
LIBERTO et al. (2018) und VAN DIJK et al. (2018). Dabei zeigte sich im Restraint-
Stressmodell in der Transportgruppe gegeniiber den naiven Tieren ein erhohtes
Bindungspotential des 5-HT1a-Rezeptor-Antagonisten [*8F]MPPF im Hippocampus
(BUCHECKER et al., 2020). In den Post-SE-Modellen wurde ein erhéhtes [*8F]MPPF-
Bindungspotential im Septum der SE-Tiere im Vergleich zu den Kontrollgruppen
festgestellt (DI LIBERTO et al., 2018; VAN DIJK et al., 2018).

Aufgrund der Elektrodenimplantation in verschiedenen Lokalisationen der rechten
Hirnhemisphare (Amygdala, Gyrus dentatus) in den Post-SE-Modellen, wurde zur
Vergleichbarkeit der erhobenen Daten jeweils die linke Seite des Hippocampus
ausgewertet. Die rechte Seite wurde aufgrund des potentiellen Einflusses und einer
moglichen Verzerrung der Ergebnisse durch die Elektrodenimplantation nicht

ausgewertet.



IV. Material und Methoden

s 8
GD
CA3
SR %
IS 8% GR10 i
".,‘,/k'.' AL X %
o FsNel T
“ AP
SO i
)~ 100 pm

56
Pg
S0
% T
SPYR: S g
SR
MOL
— : GCL
CAT HIL
GCL 100 pm
SR
HIL

Abbildung 7: Exemplarische Darstellung des Hippocampus (4-fache VergréBerung) mit dazugehérigen

Subregionen (40-fache VergréBerung) (eigene Abbildung erstellt mit BioRender.com).

CA: Cornu ammonis, GD: Gyrus dentatus, HIL: Hilus, SUB: Subiculum, SR: Stratum radiatum, SO: Stratum

oriens, PYR: Stratum pyramidale, MOL: Stratum moleculare, GCL: Stratum granulare.

Zusammenfassend wurde die Expression des 5-HT1a-Rezeptors in den folgenden

Hirnregionen analysiert:
o linke Seite des Hippocampus
o Stratum pyramidale der CAl
o Stratum pyramidale der CA3
o Stratum granulare des GD
o Hilus des GD

e beide Seiten des lateralen Septums

Die Bildaufnahmen erfolgten im Septum vo

Hippocampus von Bregma -2.46 mm bis -4.

n Bregma +1.56 mm bis +0.12 mm und im

5 mm nach den Angaben aus dem Atlas von

PAXINOS und WATSON (2007). Die Bilder wurden in jeder dieser Regionen mit einem

Mikroskop mit dem Kamera-Modell BZ-X71

0 und der korrespondierenden Software BZ-X-
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Viewer aufgenommen (KEYENCE GmbH, Neu-Isenburg, Deutschland). Die Einstellungen
(1/3000 s Belichtungszeit, durchfallendes Licht 75%, Schatten 71, Highlight 126,
Gammawert 1.8, 24-bit Bild) wurden gespeichert und fir alle Bildaufnahmen in das
Programm geladen und verwendet. Ubersichtsaufnahmen wurden in 4-facher
VergroRerung aufgenommen, um die gleichmaRige Intensitat der Farbung zu bewerten.
Die Bildaufnahmen fiir die weitere Analyse wurden in 40-facher VergrofRerung
aufgenommen (siehe Abb. 7 und 8). Dabei wurden anatomisch wiedererkennbare
Strukturen verwendet, um in jedem Schnitt systematisch die gleichen Stellen fiir die
Bildaufnahme zu verwenden. Im lateralen Septum wurden jeweils vier Aufnahmen, in der
hippocampalen CA1-Region drei, in der hippocampalen CA3-Region zwei, im GD flinf und

im Hilus zwei Bildaufnahmen getatigt.
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Abbildung 8: Exemplarische Darstellung des Septums (4-fache VergréBerung) mit Aufnahme im lateralen

Bereich des Schnittpriparates (40-fache VergroRerung) (eigene Abbildung erstellt mit BioRender.com).

Die frei verfligbare Software Fiji Version 2.0.0-rc-69/1.52p (SCHINDELIN et al., 2012)
wurde fir die Bildanalyse verwendet. Vor Beginn der Analyse wurde das Programm
kalibriert. Dazu wurde mithilfe eines Referenzrasters die GrolRenangabe in um definiert.
Dariber hinaus wurde das Programm mithilfe von Messungen in einer Grauwertskala auf
die Ermittlung von Graustufenwerten kalibriert. Dieses war fiir die Auswertung der
optischen Dichte (siehe unten) notwendig.

Fiir die eigentliche Analyse wurden die Bilder in 8-bit Graustufenbilder digitalisiert. Durch
das Setzen eines Schwellenwertes entsteht ein segmentiertes, binares Bild (gefarbte
Struktur und Hintergrund), anhand dessen anschlieRend Messungen durchgefiihrt
werden konnen (HOWARD und REED, 2005). Es stehen mehrere Schwellenwert-

Methoden zur Verfiigung. Die manuelle Methode setzt den Schwellenwert fiir jedes Bild
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individuell und subtrahiert die Standardabweichung vom Mittelwert der Graustufen. Der
errechnete Wert, wird dann als individueller Schwellenwert fiir das jeweilige Bild

verwendet. Des Weiteren existieren zahlreiche automatisierte Methoden. Das Programm
Fiji bietet die Méglichkeit, sich mithilfe der Auto Threshold-Funktion einen Uberblick iber

die verfliigbaren Methoden zu verschaffen (siehe Abb. 9).
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Abbildung 9: Exemplarische Darstellung der automatischen Schwellenwert-Methoden in Fiji (eigene

Abbildung).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die automatische Methode fiir das Setzen des
Schwellenwertes genutzt. Mithilfe der Ubersicht aus dem Auto Threshold wurden drei
Methoden ausgewadhlt und anhand einiger Beispielbilder fir die untersuchten Modelle
getestet. Auf Basis dieser Pilot-Auswertung wurde die Triangle-Methode ausgewahlt, da
diese sich am besten eignete, um zuverlassig die gefarbte Struktur zu markieren (siehe
Abb. 10).

Fir die hier durchgefiihrte Analyse waren folgende Werte von Interesse:

1) Optische Dichte (OD): Der Wert ,,Mean“ in der Software Fiji entspricht dem
mittleren Wert der Graustufen in der markierten Region. Er berechnet sich als
Summe der Graustufen aller hervorgehobenen Pixel durch die Gesamtanzahl der
Pixel.

2) Flachendichte (Aa): Dieser Wert entspricht der spezifisch markierten Flache in der

zu untersuchenden Region im Verhaltnis zu der gesamten analysierten Flache.
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Einige Schnitte mussten aufgrund von Artefakten exkludiert werden (siehe Tabelle 4 im

Abschnitt Qualitative Auswertung der angefertigten Farbungen).

Abbildung 10: Exemplarische Darstellung der Bildanalyse (40-fache Vergr6Berung). (A) Originalaufnahme
im lateralen Septum. (B) Graustufenbild mit automatischem Schwellenwert - Triangle-Methode (eigene

Abbildung).

6. Stereologische Volumenbestimmung

Wie bereits in der Literaturibersicht erldutert, kénnen Dichtemessungen nicht in direkten
Bezug zueinander gesetzt werden, da sie dimensionslose Werte sind und die GrofRe des
Referenzraumes missachtet wird. Demzufolge ist die Ermittlung des Referenzvolumens
notwendig, um die ermittelten Flachendichtewerte vergleichen zu kdnnen. Im Gegensatz
dazu steht der Begriff ,Region of interest”, der oft in der Bildanalyse verwendet wird und
sich auf jegliche Regionen beziehen kann. Bei der stereologischen Volumenbestimmung
wird vom ,,Referenzraum gesprochen. Dieser bezeichnet eine anatomisch und
funktionell definierte Struktur (MOUTON, 2011).

Fir die stereologische Volumenschatzung wurde die Software Stereo Investigator®
Version 2017.03.3 (MBF Bioscience, Williston, VT, USA) und ein Mikroskop Typ DMLB
(Leica, Wetzlar, Deutschland) mit einer Kamera (MBF CX9000, MBF Bioscience, Williston,
VT, USA) verwendet. Das Prinzip von CAVALIERI (1635) besagt, dass das Volumen einer
Region oder eines Organs mithilfe von parallelen Schnitten mit einem bekannten Abstand
zueinander bestimmt werden kann (GUNDERSEN und JENSEN, 1987; MOUTON, 2014;
OCHS, 2015). Mithilfe der Software konnten drei bis fiinf konsekutive Schnitte der Serie
ausgewertet werden. Dazu wurde der anatomische Referenzraum in der 5-fachen
VergroBerung umrandet, um dann in der 40-fachen VergroRerung mithilfe eines

Punkterasters die entsprechende Region zu markieren.
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Im Vorfeld der Analyse wurde in Anlehnung an die Beschreibung von WEIBEL (1979)
definiert, dass ein Trefferpunkt die Ecke des oberen rechten Quadranten des Kreuzes ist.
Die Software ermittelte mit den Informationen, Schnittdicke t, Summe der gemessenen
Punkte Y. P; und deren Flache a(p), das Gesamtvolumen der Region mithilfe der Formel
Vger =t * X P; * a(p) (GEINISMAN et al., 1996). Durch die Verwendung von
verschiedenen Markern fiir die jeweiligen Regionen, konnte die Analyse parallel fiir
mehrere anatomische Regionen durchgefiihrt werden. Das Volumen des Referenzraumes

wurde in Kubikmikrometer (um3) ermittelt.

Alle erhobenen Werte (OD, Aa, Vref) wurden fiir die weiteren statistischen Analysen in
Microsoft Excel® fiir Mac (Version 16.40) exportiert. Die Daten wurden verblindet
erhoben, das heillt ohne dass Kenntnis liber die Gruppenzugehdrigkeit bestand. Erst nach
dem Datentransfer in Excel® wurde die Gruppenzugehorigkeit fir die nachfolgenden

statistischen Analysen erfasst.

7. Rezeptorvolumen

In einem immunhistologisch gefarbten Praparat ist das gefarbte Objekt als Flache auf dem
Hintergrund erkennbar. Dies ist die sogenannte Flachendichte Aa. Nach dem Prinzip von
Delesse ist die Flachendichte Aa proportional zur Volumendichte Vv. Werte fiir Ay wurden
mithilfe der Bildanalyse ermittelt. Die Werte fiir das Volumen des Referenzraums wurde
stereologisch bestimmt (siehe vorheriger Abschnitt).

Um das Gesamtvolumen des Rezeptors im Referenzraum zu ermitteln wurde die
Volumendichte mit dem Volumen des Referenzraumes in Microsoft Excel® multipliziert
(PAKKENBERG und GUNDERSEN, 1997; HOWARD und REED, 2005; WEST, 2012):

Vrotal = W * VRer

8. Statistik

Fir die Volumenschatzung mithilfe der CAVALIERI (1635) Methode kann der
Fehlerkoeffizient (CE) ermittelt werden. Dieser berechnet sich anhand der Summe der
ausgezahlten Punkte, welche die Referenzstruktur getroffen haben und 3 weiteren

Summenwerten:
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Mithilfe dieser Werte kann nach GUNDERSEN und JENSEN (1987) anhand der folgenden

Formeln die Varianz des Ergebnisses und der CE der Volumenschatzung ermittelt werden:

1
Varsgs = 17 (3a+c—4b)

~ 1 1

Ein Korrekturfaktor m kann verwendet werden, um eine genauere Schatzung fiir
spharische Korper zu erhalten (m = 1) (BASLER et al., 2017). Die originale Formel nach
GUNDERSEN und JENSEN (1987) geht von dem Korrekturfaktor m = 0 aus, welcher auch
fir die hier durchgefiihrte Analyse verwendet wurde. Die Entscheidung m=0
auszuwahlen, basierte auf den Erkenntnissen von SLOMIANKA und WEST (2005) und
BASLER et al. (2017). Diese Autoren beschrieben fiir die CA1-Region und in Subregionen
des GD, dass sich m = 0 besser fiir die Schatzung des Volumens dieser Regionen eignet.
Der Fehlerkoeffizient kann genutzt werden, um mithilfe einer Pilotstudie zu ermitteln, wie
viele Punkte ausgezahlt werden miissen. Umso mehr Punkte gezahlt werden, desto
kleiner wird die Varianz und der CE (HOWARD und REED, 2005; BASLER et al., 2017; LIU et
al., 2020). Der CE wurde mithilfe der Software Stereo Investigator® berechnet und fir alle

untersuchten Gruppen im Mittel dargestellt (siehe Anhang Fehlerkoeffizienten der

Volumenbestimmung des Referenzraumes nach Cavalieri).

Statistische AusreiRRer fiir OD, Aa, Vrer und Vrotal wurden fiir jede Gruppe mithilfe des
Grubbs’ Test fiir AusreiBer identifiziert

(https://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbsl.cfm). Dieser Test berechnet tiber den

Mittelwert und die Standardabweichung die Entfernung des untersuchten Wertes zu den
restlichen Werten. War einer der Parameter innerhalb der Gruppe ein Ausreifler wurde

dieser von der Datenanalyse exkludiert.


https://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm

IV. Material und Methoden 62

Fir die statistische Datenanalyse wurde RStudio Version 1.2.1335 (R CORE TEAM, 2020)
verwendet. Die Nullhypothese Ho der statistischen Auswertung besagt, dass kein
Unterschied zwischen den drei experimentellen Gruppen besteht. Die
Alternativhypothese Ha widerlegt diese Aussage (PUHANI, 2020). Um die Nullhypothese
zu bestatigen oder abzulehnen wurde in der jeweiligen Hirnregion eine einfaktorielle
Varianzanalyse (Abk. ANOVA von engl. one-way analysis of variance) mit anschlieBender
Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. P-Werte < .05 wurden als statistisch signifikant
erachtet. Zusatzlich wurden die Ergebnisse mithilfe der Analyse in GraphPad Prism
(Version 5.04; GraphPad, San Diego, CA, USA) bestatigt. Die grafische Darstellung der
Daten erfolgte als Kastengrafik (engl. Box-Plot) unter Verwendung des R-Paketes ggplot
(WICKHAM, 2016).

In den vorangegangenen Projekten wurden fiir die Post-SE-Modelle verschiedene
biochemische Parameter und Verhaltensparameter analysiert (siehe auch Parameter der

Belastungseinschatzung). Flr die Ermittlung der Korrelation der 5-HT1a-

Rezeptorexpression mit diesen Parametern wurde RStudio Version 1.2.1335 (R CORE
TEAM, 2020) verwendet. Das Gewebe fiir die Auswertung der 5-HT1a-Rezeptorexpression
im Restraint-Stressmodell stammt von Tieren, die in der uPET-Studie von BUCHECKER et
al. (2020) verwendet wurden. Daher konnte fiir dieses Modell gepriift werden, ob eine
Korrelation der 5-HT1a-Rezeptorexpression mit den uPET-Daten vorliegt.

Die Berechnung des Korrelationskoeffizienten r erfolgte mit der Methode nach Spearman.
Der Korrelationskoeffizient reicht von +1 (positive Korrelation) bis -1 (negative
Korrelation). Eine Korrelation lag bei einem Koeffizienten r gréRer als +0.5 oder kleiner als
-0.5 vor. Zur Visualisierung wurde das R-Paket corrplot verwendet (WEI und SIMKO,

2017). Die entsprechenden R-Skripte befinden sich im Anhang.
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V. ERGEBNISSE
1. Qualitative  Auswertung der immunhistochemischen
Farbungen

Zunachst wurde sowohl makroskopisch als auch in der 4-fachen VergroRerung Gberprift,
ob die Anfarbung der Schnittpraparate homogen war und ob eine spezifische Expression
des 5-HT1a-Rezeptors in der Plasmamembran der Zellen zu lokalisieren war (siehe Abb. 7
und 8). Einige Gehirne und Subregionen der Gehirne konnten aufgrund von Artefakten

oder inhomogener Farbung nicht analysiert werden (siehe Tabelle 4).

Modell Anzahl Gehirne Exkludierte Gehirne Exkludierte Gehirn-Subregionen
Restraint-Stressmodell 20 0 0
Post-SE-Modell (elektrisch) 36 2 2x Septum
1x GD
1x Hilus
Post-SE-Modell (chemisch) 39 6 2x Septum
1x CA3

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten und analysierten Gehirne und Gehirn-Subregionen.

SE: Status Epilepticus, GD: Gyrus dentatus CA3: Cornu ammonis 3.

Die Auswertung der Mehrfach-Immunfluoreszenzfarbung erfolgte fiir alle gefarbten
Gehirne der jeweiligen Versuchsgruppen der beiden Post-SE-Modelle. Dabei lag der Fokus
der Auswertung, wie auch bei der Bildanalyse der Enzym-Substrat-Farbung, auf den
hippocampalen Subregionen und dem Septum. Ein immunpositives Signal konnte in der
Plasmamembran der Zellen im Septum dargestellt werden. In den hippocampalen
Subregionen war ein immunpositives Signal vor allem im Stratum pyramidale von CA1l
und 3, dem Stratum granulare des Gyrus dentatus sowie in einzelnen Neuronen im Hilus
zu detektieren. Die 5-HT1a-Rezeptorexpression war in ihrer Auspragung zwischen den
Gruppen in den untersuchten Tiermodellen vergleichbar. Auf subzelluldrer Ebene wurde
der 5-HT1a-Rezeptor vor allem in der Plasmamembran der Neurone exprimiert. Eine
Kolokalisation von NeuN und dem 5-HT1a-Rezeptor konnte mit Z-Stapel-Aufnahmen
bestatigt werden (siehe Abb. 11). Diese ermdglichen die dreidimensionale Darstellung der

verschiedenen Strukturen (x-, y- und z-Ebene). Zusammenfassend konnte mit diesen
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Ergebnissen die spezifische Expression des 5-HT1a-Rezeptors in der Plasmamembran der
Neurone bestatigt werden. Fiir den Astroglia-Marker GFAP konnte in der
Doppelmarkierung nur ein sehr schwaches Signal detektiert werden, sodass keine
qualitative Auswertung durchgefiihrt werden konnte. Aufgrund von Lieferschwierigkeiten
des Anti-5-HT1a-Rezeptor-Antikorpers seitens des Herstellers, konnte diese Farbung nicht

wiederholt und die Konzentration des Anti-GFAP-Antikorpers fir die Doppelmarkierung

nicht angepasst werden.

Abbildung 11: Exemplarische Z-Stapel-Aufnahme eines Neurons im Hilus (chemisches Post-SE-Modell),
welche die Kolokalisation des 5-HT1a-Rezeptors in den neuronalen Zellen bestétigt (Ausschnitt aus einer

Aufnahme in 40-facher VergréBerung). Rot — 5-HT1a-Rezeptor, Griin — NeuN, Weil} — GFAP, Blau — DAPI.

2. 5-HT:1a-Rezeptorexpression im Restraint-Stressmodell

Die Enzym-Substrat-Farbung stellte die Basis fiir die Quantifizierung des 5-HT1a-Rezeptors
dar. Als Erstes wurde die optische Dichte (OD) des 5-HT1a-Rezeptors ermittelt, um
Auskunft (iber eine potentielle Hoch- oder Herunterregulierung des Rezeptors in den
Zellen zu erhalten.

Im Restraint-Stressmodell zeigten die Tiere, welche den beiden Stressoren Transport und
Restraint ausgesetzt wurden in der hippocampalen CA1-Region eine reduzierte optische
Dichte im Vergleich zur Kontrollgruppe, die lediglich den Transport als Stressor erfahren

hatte (F (2, 16) = 4.20, p = .0343; siehe Abb. 12B). In den anderen untersuchten
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Hirnregionen konnte kein Unterschied der optischen Dichte der 5-HT1a-
Rezeptorexpression zwischen den experimentellen Gruppen festgestellt werden (siehe

Abb. 12A, C, D, E).
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Abbildung 12: Optische Dichte (OD) der 5-HT1a-Rezeptorexpression im Restraint-Stressmodell in
verschiedenen Hirnregionen. (A) Septum (F (2, 17) = 1.46, p = .26). (B) CA1 (F (2, 16) = 4.20, p =.0343). (C)
CA3 (F (2, 17) = 0.65, p =.535. (D) Gyrus dentatus (F (2, 17) = 0.60, p = .56. (E) Hilus (F (2, 16) =3.08, p =
.0741). Verwendung der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur fiir jede
Paarkombination zum Vergleich experimenteller Gruppen. Signifikante Unterschiede werden durch einen

Asteriskus (*) dargestellt.

Um eine absolute Angabe des 5-HT1a-Rezeptorvorkommens in den untersuchten
Regionen machen zu kénnen, wurde das absolute Rezeptorvolumen (Vrotal) bestimmt. Im
Restraint-Stressmodell waren die Werte flir Vrotal zZWischen den Gruppen in den

ausgewerteten Hirnregionen vergleichbar (siehe Abb. 13A-E).
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Abbildung 13: Absolutes 5-HT1a-Rezeptorvolumen (Vrotal) im Restraint-Stressmodell in verschiedenen
Hirnregionen. (A) Septum (F (2, 16) = 1.03, p = .38). (B) CA1 (F (2, 14) = 0.13, p = .884). (C) CA3 (F (2, 15) =
1.16, p = .341. (D) Gyrus dentatus (F (2, 12) = 3.63, p = .0584. (E) Hilus (F (2, 16) = 2.06, p = .16).
Verwendung der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur fiir jede
Paarkombination zum Vergleich experimenteller Gruppen. Signifikante Unterschiede werden durch einen

Asteriskus (*) dargestellt.

3. 5-HT:1a-Rezeptorexpression in den Epilepsiemodellen

Im elektrischen Post-SE-Modell war die optische Dichte in der CA3-Subregion des
Hippocampus bei den SE-Tieren im Vergleich zur Sham-Gruppe verringert (F (2, 30) = 3.45,
p = .0449; siehe Abb. 14C). In den anderen Regionen, welche ausgewertet wurden,
konnte im elektrischen Post-SE-Modell kein Unterschied zwischen den Gruppen
festgestellt werden (siehe Abb. 14A, B, D, E). Im chemischen Post-SE-Modell wurden
keine Unterschiede der optischen Dichte zwischen den Gruppen in den evaluierten

Hirnregionen detektiert (siehe Abb. 15A-E).
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Abbildung 14: Optische Dichte (OD) der 5-HT1a-Rezeptorexpression im elektrischen Post-SE-Modell in
verschiedenen Hirnregionen. (A) Septum (F (2, 29) = 1.97, p =.157). (B) CA1 (F (2, 31) = 0.28, p = .76). (C)
CA3 (F (2, 30) = 3.45, p =.0449. (D) Gyrus dentatus (F (2, 29) = 0.96, p = .395. (E) Hilus (F (2,30) = 2.16,p =
.134). Verwendung der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur fiir jede
Paarkombination zum Vergleich experimenteller Gruppen. Signifikante Unterschiede werden durch einen

Asteriskus (*) dargestellt.
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Abbildung 15: Optische Dichte (OD) der 5-HT1a-Rezeptorexpression im chemischen Post-SE-Modell in

verschiedenen Hirnregionen. (A) Septum (F (2, 28) = 3.42, p = .0469). (B) CA1 (F (2, 30) = 0.20, p = .817). (C)

CA3 (F (2, 29) = 0.65, p = .528. (D) Gyrus dentatus (F (2, 30) = 0.46, p = .639. (E) Hilus (F (2,30) =0.33, p =

.721). Verwendung der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur fiir jede

Paarkombination zum Vergleich experimenteller Gruppen. Signifikante Unterschiede werden durch einen

Asteriskus (*) dargestellt.

Flr das absolute 5-HT1a-Rezeptorvolumen Vroral konnten weder im elektrischen (siehe

Abb. 16A-E) noch im chemischen (siehe Abb. 17A-E) Post-SE-Modell Unterschiede

zwischen den evaluierten Gruppen in den untersuchten Hirnregionen festgestellt werden.
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Abbildung 16: Absolutes 5-HT1a-Rezeptorvolumen (Vrotal) im elektrischen Post-SE-Modell in
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verschiedenen Hirnregionen. (A) Septum (F (2, 26) = 1.38, p =.0.27). (B) CA1 (F (2, 29) = 0.83, p = .444). (C)

CA3 (F (2, 30) = 2.15, p =.135. (D) Gyrus dentatus (F (2, 29) = 1.09, p = .349. (E) Hilus (F (2, 28) =0.18, p =

.835). Verwendung der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur fiir jede

Paarkombination zum Vergleich experimenteller Gruppen. Signifikante Unterschiede werden durch einen

Asteriskus (*) dargestellt.
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Abbildung 17: Absolutes 5-HT1a-Rezeptorvolumen (Vrotal) im chemischen Post-SE-Modell in verschiedenen
Hirnregionen. (A) Septum (F (2, 26) = 1.60, p = .0.222). (B) CA1 (F (2, 28) = 0.28, p = .755). (C) CA3 (F (2, 28)
=2.08, p =.143. (D) Gyrus dentatus (F (2, 28) = 0.85, p = .439. (E) Hilus (F (2, 29) = 0.50, p = .615).
Verwendung der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur fiir jede
Paarkombination zum Vergleich experimenteller Gruppen. Signifikante Unterschiede werden durch einen

Asteriskus (*) dargestellt.

4, Vergleich der ermittelten Parameter mit den Ergebnissen
der yPET-Studien

In der WPET-Studien unserer Arbeitsgruppe war im Restraint-Stressmodell das [*8F]MPPF-
Bindungspotential im Hippocampus in der Transport-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe erhéht (BUCHECKER et al., 2020). In den Post-SE-Modellen war das
[*F]MPPF-Bindungspotential der SE-Gruppe im Septum im Vergleich zur naiven
Kontrollgruppe (VAN DIJK et al., 2018) beziehungsweise zu beiden Kontrollgruppen (DI
LIBERTO et al., 2018) erhoht. Die uPET-Studienergebnisse und die Ergebnisse der hier

vorliegenden Arbeit werden in Tabelle 5 vergleichend dargestellt.
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WPET IHC

[*3F]MPPF-BPnd 5-HT1a-Rezeptor OD 5-HT1a-Rezeptor

Votal
Restraint- Septum - - -
Stressmodell Hippocampus T l -
CAl
Transport vs. Naiv Restraint vs.
Transport
Elektrisches Septum T - _
Post-SE-Modell SE vs. Naiv
Hippocampus - l -
CA3
SE vs. Sham
Chemisches Septum T - _

Post-SE-Modell
SE vs. Sham und

Naiv

Hippocampus - - -

Einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur:
T signifikante Erhéhung
l signifikante Erniedrigung

Tabelle 5: Vergleich der Studienergebnisse von uPET-Scan und IHC.
PET: Positronen-Emissions-Tomografie, IHC: Immunhistochemische Farbung, Bpnd: Bindungspotential, SE:
Status Epilepticus, OD: Optische Dichte, Vrotai: Absolutes 5-HT1a-Rezeptorvolumen, CAl: Cornu ammonis 1,

CA3: Cornu ammonis 3, vs.: versus.

5. Korrelation der 5-HTia-Rezeptorexpression mit den

Resultaten der pPET-Studie im Restraint-Stressmodell

Fir die Korrelationsanalyse der 5-HT1a-Rezeptorexpression des Restraint-Stressmodells
wurden die analysierten Parameter der uPET-Studie von BUCHECKER et al. (2020)
verwendet. Die verwendeten Abkiirzungen sind in Tabelle 6 erlautert.

Im Restraint-Stressmodell (siehe Abb. 18) konnte eine Korrelation nach Spearman
zwischen den folgenden Parametern dargestellt werden (Korrelationskoeffizient r in
Klammern):

Eine positive Korrelation bestand zwischen dem Korpergewicht am 12. Tag des Versuches

und der OD des 5-HT1a-Rezeptors in CA1 (0.57). Die Saccharin-Praferenz war ebenfalls
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positiv mit der OD des 5-HT1a-Rezeptors in CA3 (0.52) und GD (0.52) und auRerdem mit
V7otal des 5-HT1a-Rezeptors im Hilus (0.55) korreliert. Die OD des 5-HTia-Rezeptors im GD
zeigte eine positive Korrelation mit dem [*8F]JMPPF-Bindungspotential im Hippocampus
(0.52) und medialen prafrontalen Cortex (0.55). Vrotal des 5-HT1a-Rezeptors im GD
korrelierte ebenfalls positiv mit dem [*F]MPPF-Bindungspotential im medialen
prafrontalen Cortex (0.63). In dieser Region korrelierte die [*8F]FDG-Aufnahme negativ
mit Vrotal des 5-HT1a-Rezeptors in der hippocampalen CA3-Region (-0.51). Darlber hinaus
war Vrotal des 5-HT1a-Rezeptors im GD negativ mit der [*8F]FDG-Aufnahme im medialen
prafrontalen Cortex (-0.7), Septum (-0.66), Amygdala (-0.73), Striatum (-0.67), Thalamus (-
0.59) und parietalem Cortex (-0.75) korreliert.
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Abbildung 18: Korrelation von OD und Vrotal des 5-HT1a-Rezeptors mit Parametern der Studie von
BUCHECKER et al. (2020).
6. Korrelation der 5-HT1a-Rezeptorexpression mit

biochemischen Parametern und Verhaltensparametern in

den Epilepsiemodellen

Die biochemischen- und Verhaltensparameter fiir die Korrelationsanalyse von der 5-HT1a-
Rezeptorexpression der Post-SE-Modelle wurden den Studien von KOSKA et al. (2019)
und SEIFFERT et al. (2019) entnommen. Die verwendeten Abkirzungen sind in Tabelle 6
erlautert.

Im elektrischen Post-SE-Modell (siehe Abb. 19A) konnte eine Korrelation nach Spearman
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zwischen den folgenden Parametern dargestellt werden (Korrelationskoeffizient r in
Klammern):

Im Septum war die OD des 5-HT1a-Rezeptors positiv mit der Anzahl (0.55) und der Dauer
(0.67) der Anfalle korreliert und ebenso Vrotal des 5-HT1a-Rezeptors im Septum mit der
Anzahl (0.52) und der Dauer der Anfalle (0.71). Darlber hinaus war die Anzahl der Anfélle
positiv mit Vrotal des 5-HT1a-Rezeptors in der CA1-Region des Hippocampus korreliert
(0.51). Fur die Verhaltensparameter wurde eine positive Korrelation zwischen der OD des
5-HT1a-Rezeptors im Septum und der zurlickgelegten Laufstrecke im Open-Field-Tests
(0.53) sowie eine negative Korrelation zwischen der OD des 5-HT1a-Rezeptors im Gyrus
dentatus und dem Nestbauverhalten in der 11. Woche nach Induktion des SE (-0.56)
ermittelt.

Im chemischen Post-SE-Modell konnte keine Korrelation zwischen den biochemischen
Parametern und Verhaltensparametern und der 5-HT1a-Rezeptorexpression festgestellt

werden (siehe Abb. 19B).
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Abkiirzung Einheit Parameter Erklarung
Adrenal_glands Gramm Nebennierengewicht  Gewicht der Nebennieren
BDNF pg/ml BDNF Messung Serumkonzentration des
BDNFs am Versuchsende
BUR_ 1wOP_time Sekunden Wihlverhalten Zeit bis zum Einsetzen des
Woiihlverhaltens 1 Woche
nach dem operativen
Eingriff
BUR_ 1wOP_weight Gramm Woiihlverhalten aus der Rohre gewiihlter
Kies 1 Woche nach dem
operativen Eingriff
BUR_11w_time Sekunden Woihlverhalten Zeit bis zum Einsetzen des
Woiihlverhaltens 11 Wochen
nach dem SE
BUR_11w_weight Gramm Wihlverhalten aus der Rohre gewihlter
Kies 11 Wochen nach dem
SE
BUR_1w_time Sekunden Woihlverhalten Zeit bis zum Einsetzen des
Wiihlverhaltens 1 Woche
nach dem SE
BUR_1w_weight Gramm Woihlverhalten aus der Réhre gewiihlter
Kies 1 Woche nach dem SE
BUR_4w_time Sekunden Wihlverhalten Zeit bis zum Einsetzen des
Wiihlverhaltens 4 Wochen
nach dem SE
BUR_4w_weight Gramm Wihlverhalten aus der Rohre gewihlter
Kies 4 Wochen nach dem
SE
BUR_Baseline_time Sekunden Woihlverhalten Zeit bis zum Einsetzen des
Woihlverhaltens wahrend
des Trainings
BUR_Baseline_weight Gramm Wihlverhalten aus der Rohre gewdihlter
Kies wahrend des Trainings
BW_12d Gramm Koérpergewicht Gewicht der Tiere am Tag
12 des Experiments
BW_3d Gramm Koérpergewicht Gewicht der Tiere am Tag 3
des Experiments
BW_6d Gramm Korpergewicht Gewicht der Tiere am Tag 6
des Experiments
BW_od Gramm Korpergewicht Gewicht der Tiere am Tag 9
des Experiments
BWB_entries_in_BB Anzahl Black-White-Box-Test  Anzahl der Eintritte in den
schwarzen Abschnitt
BWB_LT Sekunden Black-White-Box-Test  Zeit bis zum Eintritt in den
schwarzen Abschnitt
BWB_streching Anzahl Black-White-Box-Test  Anzahl der gestreckten
Haltungen im Test
BWB_WB Sekunden Black-White-Box-Test  Dauer des Aufenthalts im
weillen Abschnitt
Cort_feces_11w ng/g Messung fakaler Corticosteron-
Corticosteron- Konzentration im Kot 11
Metabolite Wochen Post-SE
Cort_feces_1w ng/g Messung fakaler Corticosteron-
Corticosteron- Konzentration im Kot 1
Metabolite Woche Post-SE
Cort_feces_2d ng/g Messung fakaler Corticosteron-

Konzentration im Kot 2
Tage Post-SE
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Cort_feces_4w ng/g Messung fakaler Corticosteron-
Corticosteron- Konzentration im Kot 4
Metabolite Wochen Post-SE
Cort_feces_preOP ng/g Messung fakaler Corticosteron-
Corticosteron- Konzentration im Kot vor
Metabolite dem operativen Eingriff
Cort_hair pg/mg Konzentration im Corticosteron-
Haar Konzentration in den
Haaren am Versuchsende
Cort_serum ng/g Messung des Serum-  Serumkonzentration des
Corticosterons Corticosterons am
Versuchsende
Creatinkinase u/L Serumkonzentration Konzentration der
Kreatinkinase im Serum
EPM_closed_arms_duration Sekunden Elevated-Plus-Maze- Aufenthaltsdauer in den
Test geschlossenen Armen
EPM_head_dip Anzahl Elevated-Plus-Maze- Anzahl des
Test Herunterschauens vom
offenen Arm der Apparatur
EPM_open_arms_duration  Sekunden Elevated-Plus-Maze-  Aufenthaltsdauer in den
Test offenen Armen
EPM_openl_3 Sekunden Elevated-Plus-Maze-  Aufenthaltsdauer im
Test duleren Drittel der offenen
Arme
EPM_stretching Anzahl Elevated-Plus-Maze- Anzahl der gestreckten

Test

Haltungen im Test

FDG_amygdala Standardisierte UPET-Scan [*8F]FDG-Aufnahme in der
Aufnahmerate Amygdala
(SUVR)

FDG_hippocampus SUVR UPET-Scan [*®F]FDG-Aufnahme im
Hippocampus

FDG_hypothalamus SUVR UPET-Scan [*8F]FDG-Aufnahme im
Hypothalamus

FDG_mPFC SUVR UPET-Scan [8F]FDG-Aufnahme im
medialen prafrontalen
Cortex

FDG_parietal_cortex SUVR UPET-Scan [*8F]FDG-Aufnahme im
parietalen Cortex

FDG_Septum SUVR UPET-Scan [*8F]FDG-Aufnahme im
Septum

FDG_striatum SUVR MUPET-Scan [*®F]FDG-Aufnahme im
Striatum

FDG_thalamus SUVR UPET-Scan [8F]FDG-Aufnahme im
Thalamus

Food intake Behav. 1-3 Gramm Futteraufnahme durchschnittliche
Futteraufnahme in der
chronischen Phase

Food intake Lat 1-3 Gramm Futteraufnahme durchschnittliche
Futteraufnahme wahrend
Latenzwoche 1-3

Food intake Lat 4-6 Gramm Futteraufnahme durchschnittliche
Futteraufnahme wahrend
Latenzwoche 4-6

MPPF_hippocampus Bindungspotential  HPET-Scan [*®FIMPPE-

Bindungspotential im
Hippocampus, Berechnung
des Bindungspotentials in
der Region mithilfe der
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linearen, grafischen
Methode nach Logan

MPPF_mPFC Bindungspotential  pPET-Scan [*8F]MPPF-
Bindungspotential im
medialen prafrontalen
Cortex

MPPF_septum Bindungspotential  HPET-Scan [*®F]MPPEF-
Bindungspotential im
Septum

NB_11w Score 0-3 Nestbauverhalten Nestbauverhalten 11
Wochen nach dem SE

NB_13d Score 0-3 Nestbauverhalten Nestbauverhalten am Tag
13 des Experiments

NB_1iw Score 0-3 Nestbauverhalten Nestbauverhalten 1 Woche
nach dem SE

NB_2w Score 0-3 Nestbauverhalten Nestbauverhalten 2
Wochen nach dem SE

NB_4w Score 0-3 Nestbauverhalten Nestbauverhalten 4
Wochen nach dem SE

NB_éd Score 0-3 Nestbauverhalten Nestbauverhalten am Tag 6
des Experiments

OD_5HT1AR_CA1l mittlerer Bildanalyse mittlere gemessene

Graustufenwert Graustufenintensitat in CA1

OD_5HT1AR_CA3 mittlerer Bildanalyse mittlere gemessene

Graustufenwert Graustufenintensitat in CA3
OD_5HT1AR_DG mittlerer Bildanalyse mittlere gemessene
Graustufenwert Graustufenintensitat im
Gyrus dentatus
OD_5HT1AR_Hil mittlerer Bildanalyse mittlere gemessene
Graustufenwert Graustufenintensitat im
Hilus
OD_5HT1AR_Sept mittlerer Bildanalyse mittlere gemessene
Graustufenwert Graustufenintensitat im
Septum

OF_center_time Sekunden Open-Field-Test Dauer des Aufenthalts im
Zentrum

OF_distance_moved cm Open-Field-Test zuriickgelegte Strecke

Of_immobile_duration Sekunden Open-Field-Test Dauer der Immobilitat der
Tiere

OF_rearing_frequency Anzahl Open-Field-Test Anzahl des Aufrichtens um
mehr als 45°

Seizures_duration Sekunden Anfallsdauer Dauer der Anfalle wahrend
des Video- und EEG-
Monitorings

Seizures_n Anzahl Anfallsfrequenz Anzahl der Anfalle wahrend
des Video- und EEG-
Monitorings

SI_active Sekunden Soziale- Zeit aktiver, sozialer

Interaktionen-Test Interaktion der Tiere

SI_aggressive Sekunden Soziale- Zeit aggressiver Interaktion

Interaktionen-Test der Tiere
SI_passive Sekunden Soziale- Zeit passiver, sozialer
Interaktionen-Test Interaktion der Tiere

soiling_11w Score 1-3 Verschmutzungsgrad  Nestverschmutzung 11
Wochen Post-SE

soiling_1w Score 1-3 Verschmutzungsgrad  Nestverschmutzung 1

Woche Post-SE
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soiling_2w Score 1-3 Verschmutzungsgrad  Nestverschmutzung 2
Wochen Post-SE
soiling_4w Score 1-3 Verschmutzungsgrad  Nestverschmutzung 4
Wochen Post-SE
SP_percentage Prozent Saccharin-Praferenz-  prozentualer Anteil des
Test Saccharin-Konsums am
FlUssigkeitskonsum
SP_percentage_early Prozent Saccharin-Praferenz-  prozentualer Anteil des
Test Saccharin-Konsums am
Flissigkeitskonsum am 2.
Tag der
Versuchsdurchfiihrung
SP_percentage_late Prozent Saccharin-Praferenz-  prozentualer Anteil des

Test

Saccharin-Konsums am
FlUssigkeitskonsum am 4.
Tag der
Versuchsdurchfiihrung

VTotal_SHT1AR_CA1

Kubikmillimeter

Berechnung

Absolutes, geschatztes 5-
HT1a-Rezeptorvolumen in
CAl

VTotal_5HT1AR_CA3

Kubikmillimeter

Berechnung

Absolutes, geschatztes 5-
HT1a-Rezeptorvolumen in
CA3

VTotal_5HT1AR_DG

Kubikmillimeter

Berechnung

Absolutes, geschatztes 5-
HT1a-Rezeptorvolumen im
Gyrus dentatus

VTotal_S5HT1AR_Hil

Kubikmillimeter

Berechnung

Absolutes, geschatztes 5-
HT1a-Rezeptorvolumen im
Hilus

VTotal_5HT1AR_Sept

Kubikmillimeter

Berechnung

Absolutes, geschatztes 5-
HT1a-Rezeptorvolumen im
Septum

Weight_gain_total

Gramm

Koérpergewicht

Gewichtszunahme von
Ankunft der Tiere bis
Versuchsende

Tabelle 6: Verwendete Parameter fiir die Korrelationsmatrices.
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VI. DISKUSSION

Fokus dieser Arbeit ist die Uberpriifung der 5-HT1a-Rezeptorexpression als potentieller
Biomarker fir die Belastungseinschatzung in Tiermodellen. Eine evidenzbasierte
Einschatzung der Belastung ist wichtig, um ethische Abwagungen zwischen dem
moglichen Erkenntnisgewinn und der Belastung der Tiere treffen zu kennen. Die
evidenzbasierte Belastungseinschatzung stellt die die Basis fir die Priorisierung von
Tiermodellen aus tierschutzrechtlicher Sicht dar. Modelle mit gleichem Nutzen fiir die
Forschung, aber vergleichsweise geringerer Belastung der Tiere, kdnnen somit priorisiert
werden. Darliber hinaus ist es fir MaBnahmen im Rahmen des Refinements des 3R-
Prinzips von Relevanz auch innerhalb der Kategorien der Schweregrade von Tiermodellen
eine Belastungseinschatzung treffen zu kdnnen.

Die vorliegende retrospektive Studie ist eine Moglichkeit im Sinne der Reduction des 3R-
Prinzips bereits erhobene Daten effizient zu nutzen und damit zusatzliche Tierversuche zu
vermeiden. In diesem Abschnitt soll zuerst die im Rahmen dieser Arbeit angewendete

Methodik diskutiert werden. AnschlieBend wird auf die inhaltlichen Aspekte eingegangen.

1. Diskussion der Methodik

In der Stereologie wird zwischen einem diinnen Schnitt (engl. slice) 1-10 um und einem
dicken Schnitt (engl. slab) > 10 um unterschieden (HOWARD und REED, 2005). Im Rahmen
dieser Arbeit wurden mit einer Schnittdicke von 40 um demzufolge slabs verwendet.
Analysiert man diese in nur einer Ebene, kann eine sogenannte Uberprojektion
entstehen. Demnach wird mehr analysiert, als in der Struktur in der Realitat vorhanden
ist. Dieser sogenannte ,Holmes-Effekt” fihrt zu einem systematischen Fehler (HOLMES,
1921; WEIBEL, 1979). Besteht der Verdacht der Uberprojektion lassen sich mithilfe von
Korrekturfaktoren die Daten rechnerisch angleichen. Allerdings ist nicht die physikalische
Schnittdicke zu beurteilen, sondern vielmehr die Schnittdicke des optischen Schnittes.
Durch die Analyse in 40-facher VergroRBerung wird die z-Ebene so weit reduziert, dass die
entstandene Uberprojektion zu vernachlissigen ist. Dies ist abhéngig von der GroRe,
Orientierung und Form des zu untersuchenden Objektes (WEIBEL et al., 1966; BROWN,
2017). Nichtsdestotrotz ware eine Analyse von slices eine Moglichkeit der Optimierung

der vorliegenden Methode.
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In der vorliegenden Arbeit wurde der immunhistochemische Farbeprozess anhand von
verschiedenen Probefarbungen etabliert. Imnmunhistochemische Farbungen zeigen zum
Teil eine grolRe Variabilitat, was sich auf Ergebnis und auch dessen Reproduzierbarkeit
auswirkt. Einen Einfluss darauf haben verwendete Substanzen und die Wahl der
Antikorper, um nur einige Beispiele zu nennen. In den hier durchgefiihrten Farbungen
eignete sich Chromgelatine zum Aufziehen der Schnitte vergleichsweise besser als PBS, da
weniger optische Artefakte entstanden. Zwar konnten die Artefakte bei der Bildanalyse
weitestgehend exkludiert werden, bedeuteten aber zusatzlichen Zeit- und
Arbeitsaufwand.

Daruber hinaus ist es wichtig zu kontrollieren, ob der Antikérper die korrekte Zielstruktur,
wie sie in der Literatur und dem Datenblatt beschrieben wird, anfarbt. Ein Fall, in dem
nicht die Zielstruktur erfasst wurde, wurde von JANARDHAN et al. (2018) am Beispiel von
Becherzellen im Darm von Mausen beschrieben, bei denen der Anti-5-HT1a-Rezeptor-
Antikorper zahlreiche Strukturen, nicht aber die Zielstruktur, farbte. Im Rahmen dieser
Arbeit entstand ein solches Problem bei dem Verwenden einer neuen Chargennummer
des gleichen primaren Anti-5-HT1a-Rezeptor-Antikorpers. Wahrend der Antikoérper der
zuerst verwendeten Chargennummer eine spezifische Farbung des 5-HT1a-Rezeptors in
der Plasmamembran darstellte, zeigte die neue Charge des gleichen primaren Antikorpers
eine unspezifische Hintergrundfarbung (siehe Abb. 20A-B). Laut Beschreibung des
Herstellers und Literatur sollte der primare Anti-5-HT1a-Rezeptor-Antikorper die
Zellmembran des Neurons anfarben. Obwohl die Farbung in verschiedenen
Konzentrationen und mit dem Antikoérper der zuvor verwendeten Charge als Kontrolle
durchgefihrt wurde, liel§ sich keine spezifische Farbung erzielen. Bei einem erneuten
Versuch mit einer weiteren Charge des Anti-5-HT1a-Rezeptor-Antikérpers konnte ebenso
keine spezifische Farbung dargestellt werden. Da polyklonale Antikorper mehrere Epitope
des Antigens erkennen, ist das Signal zwar starker, aber auch unspezifischer, als bei
monoklonalen Antikérpern (MULISCH et al., 2015). Bei der Etablierung einer
immunhistochemischen Farbung sollte dieser Aspekt berlicksichtigt werden und anhand
von Probefarbungen sichergestellt werden, dass die korrekte Zielstruktur angefarbt wird.
Mithilfe von erganzenden Immunoblot-Methoden ladsst sich die Spezifitat des Antikorpers
noch genauer charakterisieren (HEO und LUBEC, 2010). Dariiber hinaus stellt die
Verwendung von rekombinanten Antikdrpern eine weitere Alternative dar. Diese

Antikorper werden gentechnisch mithilfe von Plasmiden hergestellt und haben zahlreiche
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Vorteile gegeniiber mono- oder polyklonalen Antikérpern. Die Herstellung ist nicht mehr
von der individuellen und zum Teil sehr unterschiedlichen Immunantwort des Wirttieres
abhangig. Die Ergebnisse von immunhistochemischen Farbungen mit rekombinanten
Antikorpern sind demzufolge vergleichbarer (TRIMMER, 2020). Die Experimente lassen
sich zu einem spateren Zeitpunkt zuverlassiger reproduzieren, da keine Unterschiede
zwischen den Chargen bestehen sollten. In einem Kommentar des Nature Journals rieten
BRADBURY und PLUCKTHUN (2015) zur ausschlieRlichen Verwendung von rekombinanten
Antikorpern, um so die Reproduzierbarkeit zu verbessern und anderenfalls entstehende,
erhebliche Kosten in Form von Zeit, Geld und Ressourcen zu reduzieren. Bei der
Verwendung von Gewebe von Tieren aus Tiermodellen, kann so moglicherweise eine
Reduction im Sinne des 3R-Prinzips erreicht werden, da bestimmte Tiermodelle nicht
wiederholt durchgefiihrt werden mussen. Dartiber hinaus sind fiir die Herstellung der

rekombinanten Antikorper keine Tiere mehr notwendig, was wiederum ein Replacement

im Sinne des 3R-Prinzips ist.

A B

Abbildung 20: Vergleich des Anti-5-HT1a-Rezeptor-Antikérpers verschiedener Chargen; A: spezifische
Darstellung des Rezeptors (rot) in der Plasmamembran um den Zellkern (blau); B: unspezifische

Hintergrundfarbung (eigene Abbildung).

Verschiedene frei verfligbare und kdufliche Computeranwendungen stellen Hilfsmittel bei
der Durchfiihrung stereologischer Analysen dar. TSCHANZ et al. (2011) beschreiben mit
dem STEPanizer eine kostenlose Software, mit welcher digitale Bilder einfach analysiert

werden kdonnen. Eine weitere Option zur Auswertung der histologischen Schnittpraparate,
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ist die Verwendung einer stereologischen Software und des Punktezahlverfahrens.
Verwendet werden kann beispielsweise die Software Stereo Investigator® (MBF
Bioscience, Williston, VT, USA), welche im Rahmen dieser Arbeit fiir die
Volumenbestimmung des Referenzraumes nach CAVALIERI (1635) verwendet wurde. Das
Punktezahlverfahren kann laut ZACHAROVA und KUBINOVA (1995) mit wenig Zeit- und
Materialaufwand durchgefiihrt werden. Nachteil der Methode ist, dass der Anwender
entscheiden muss, welche Strukturen als zu evaluierender Parameter gezahlt werden und
welche als Hintergrund. Dabei beeinflussen beispielsweise Farbe des Hintergrunds,
Kontrast und WeilRabgleich als technische Aspekte die Darstellung. Das menschliche Auge
erkennt nicht unbedingt Unterschiede und wird, insbesondere bei Kontrastunterschieden,
einfach getauscht (BROWN, 2017).

Die Bildanalyse mithilfe der frei verfligbaren Software Fiji, bietet hier eine einfach
durchzufiihrende und objektive Herangehensweise. Alle Bilder werden zuerst in
Graustufen transformiert. Der automatisch gesetzte Schwellenwert markiert in jedem Bild
gleichermalien den gesuchten Parameter und den Hintergrund. Erkennbare Artefakte
konnen von der Auswertung manuell ausgeschlossen werden. Die Auswertung zahlreicher
Bilder ist zwar zeit- und somit kostenintensiv, stellt sich aber im Vergleich zu der
Etablierung eines geeigneten Punktezahlrasters innerhalb der stereologischen Software
als eher moderat dar. Neben Fiji gibt es zahlreiche weitere Anwendungen der Bildanalyse.
Die verwendete Software fir die Aufnahme der Bilder, BZ-X-Viewer (KEYENCE GmbH,
Neu-Isenburg, Deutschland), bietet die Méglichkeit den Schwellenwert automatisiert in
ganzen Bildordnern auf dem Computer anzuwenden. So kénnen zahlreiche Bilder
innerhalb kirzester Zeit ausgewertet werden. Auch innerhalb von Fiji kann ein
automatisierter Algorithmus zu diesem Zweck verwendet werden (siehe LAW et al.
(2017)). Nachteil der Methoden ist, dass mogliche Artefakte nicht immer zuverlassig
erkannt und exkludiert werden. Daruiber hinaus bieten die beiden Methoden nur die
Moglichkeit, die Flachenfraktion, nicht aber die optische Dichte zu ermitteln.

Ein Kritikpunkt der Bildanalyse ist die nicht objektivierbare und standardisierbare
Festlegung des Schwellenwertes. Um robuste Ergebnisse zu erhalten, ist die Entwicklung
einer zuverldssigen Methode der Bildsegmentierung in das zu untersuchende Objekt und
Hintergrund notwendig. Durch den Transfer des Bildes in Graustufen, ist bei
ausreichendem Kontrast eine Differenzierung der Strukturen méglich (ZACHAROVA und

KUBINOVA, 1995; HOWARD und REED, 2005). Voraussetzung ist aber, dass die Bilder in
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ihrer Intensitat dhnlich sind, da sonst eine Verzerrung in der Graustufenintensitat
entsteht (HOWARD und REED, 2005).

APEER Machine learning ist eine Online-Plattform, auf welcher gemeinsam an
Arbeitsprozessen zur Bildbearbeitung und -segmentierung gearbeitet werden kann (siehe

www.appeer.com). Zukiinftig werden automatisierte Algorithmen genauere und weniger

arbeitsintensive Methoden fiir die Ermittlung stereologischer Parameter bieten. Deep
learning bezeichnet dabei computer-basierte Technik, welche vielfaltige Prozesse

automatisieren kann (LECUN et al., 2015; ALAHMARI et al., 2019).

2. Diskussion der Ergebnisse

Es besteht ein besonderes Interesse an der Erforschung des serotonergen Systems, da die
serotonerge Neurotransmission unter anderem einen Einfluss auf die Stressantwort, den
Schwellenwert von Anfallen und die Entwicklung von psychiatrischen Komorbiditaten hat
(STATNICK et al., 1996; SALGADO-COMMISSARIAT und ALKADHI, 1997; SCHENKEL et al.,
2012; SVOB STRAC et al., 2016). In Stressmodellen konnte gezeigt werden, dass
stressassoziierte Erkrankungen Uber eine selektive Aktivierung des 5-HT1a-
Heterorezeptors therapiert werden konnen (ZHOU et al., 2014).

Die UPET-Daten der vorangegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe zeigten in einem 1)
Restraint-Stressmodell (BUCHECKER et al., 2020) und 2) zwei Modellen mit spontanen,
wiederkehrenden Anféllen (DI LIBERTO et al., 2018; VAN DIJK et al., 2018) ein erhdhtes In-
vivo-Bindungspotential eines 5-HT1a-Rezeptor-Liganden im 1) Hippocampus und 2) im
Septum. Die Autoren diskutieren in ihren Veroffentlichungen, dass die erhéhte Bindung
des Radioliganden moglicherweise auf eine erhdhte 5-HT1a-Rezeptorexpression hinweisen
konnte. Basierend auf den Ergebnissen der uPET-Studien von DI LIBERTO et al. (2018) und
VAN DIJK et al. (2018) in den Epilepsiemodellen sowie von BUCHECKER et al. (2020) im
Restraint-Stressmodell wurde die Arbeitshypothese dieser Dissertationsschrift formuliert.
Die Hypothese war, dass mithilfe der immunhistochemischen Quantifizierung die 5-HT1a-
Rezeptorexpression als Biomarker-Kandidat fir die Belastungseinschatzung in
Tiermodellen bestatigt werden kann. Diese Arbeitshypothese konnte anhand der im
Rahmen dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse nicht bestatigt werden.

Im Restraint-Stressmodell zeigte die vorliegende Analyse der 5-HT1a-Rezeptorexpression

in der Gruppe, welche beiden Stressoren (Transport und Restraint) ausgesetzt wurde im
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Vergleich zu der Gruppe mit dem alleinigen Stressor des Transports, verringerte
Expressionswerte in der CA1-Region des Hippocampus. Chronischer Stress und die
Verabreichung von Corticosteron kénnen zur Desensibilisierung oder reduzierten
Expression des 5-HT1a-Rezeptors im Hippocampus fithren (FLUGGE, 1995; LEONARD,
2006). Eine mogliche Schlussfolgerung des Unterschieds der 5-HT1a-Rezeptorexpression
zwischen den experimentellen Gruppen ist der Einfluss von Art und Dauer des Stressors.
Dies wurde bereits zuvor von anderen Autoren diskutiert (LAARIS et al., 1997;
RAGHUPATHI und MCGONIGLE, 1997). Da die Reduktion der 5-HT1a-Rezeptorexpression
in der Gruppe mit beiden Stressoren (Transport und Restraint) nicht im Vergleich zur
naiven Kontrollgruppe gezeigt werden konnte, sollte dies in zukiinftigen Studien, auch
unter Verwendung anderer Stressmodelle, weiter untersucht werden.

Die Uberpriifung auf das Vorliegen einer Korrelation der Daten des Restraint-
Stressmodells aus der uPET-Studie von BUCHECKER et al. (2020) erfolgte mit den
Parametern, welche im Rahmen dieser Arbeit ermittelt wurden. Dabei zeigte sich eine
positive Korrelation des [*®F]MPPF-Bindungspotentials im Hippocampus und im medialen
prafrontalen Cortex mit den Parametern OD und Vrotal im GD. Die uPET-Studienergebnisse
von BUCHECKER et al. (2020) zeigten ein erhdhtes [*8F]MPPF-Bindungspotential im
Hippocampus der Tiere der Transportgruppe im Vergleich zur naiven Kontrollgruppe. Die
Korrelation der Ergebnisse weist moglicherweise auf eine erh6hte Rezeptorexpression in
dieser Subregion des Hippocampus hin. Interessanterweise konnten VAN DER HART et al.
(2002) in einem chronischen Stressmodell bei Spitzmausen, eine unterdriickte
Zellproliferation im GD der gestressten Tiere zeigen. Der 5-HT1a-Heterorezeptor
beeinflusst wiederum die Neurogenese (WHITAKER-AZMITIA et al., 1993; ALBERT und
VAHID-ANSARI, 2019).

Dariber hinaus wurde eine negative Korrelation des absoluten Rezeptorvolumens in der
CA3-Region und der Aufnahme des Radioliganden ['8F]FDG im medialen prafrontalen
Cortex gezeigt. Das Vrotal des GD korrelierte negativ mit der [*8F]FDG-Aufnahme in nahezu
allen im pPET-Scan evaluierten Subregionen. SU et al. (2014) stellten in ihrer Studie
Veranderungen des Glucose-Metabolismus bei Patienten mit Depressionen dar. Ein
reduzierter Glucose-Stoffwechsel zeigte sich vor allem im limbischen System und den
Basalganglien. ONO et al. (2012) konnten bei Ratten eine Suppression des Glucose-
Metabolismus bei gestressten Ratten im Vergleich zu den Kontrolltieren zeigen. VAN

LAEKEN et al. (2018) beschrieben in einem Tiermodell eine reduzierte Aufnahme von
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[*8F]FDG unter Einfluss von chronischem Stress. Die Autoren verglichen dabei einen
milden Stressor mit einer chronischen Corticosteron-Applikation. Dabei zeigte der milde
Stressor keinen Einfluss auf die [*®F]FDG-Aufnahme, die chronische Corticosteron-
Applikation hingegen schon.

Im Restraint-Stressmodell zeigte sich dariliber hinaus in der CA3-Region eine positive
Korrelation der 5-HT1a-Rezeptorexpression mit der Saccharin-Praferenz. Dieses Ergebnis
ist aufgrund der Assoziation von Anhedonie und Stress eher liberraschend (PtAZNIK et al.,
1989; WILLNER et al., 1992; HARKIN et al., 2002). Allerdings konnten verschiedene
Autoren in der Vergangenheit zeigen, dass die Saccharin-Praferenz sich nicht immer
zuverlassig als Parameter zum Messen der Anhedonie eignete, da teilweise kontroverse
Ergebnisse ermittelt wurden (HOWELL et al., 1999; PIILMAN et al., 2003). Zur Validierung
dieses Parameters sollten zukiinftig weitere Studien unter Verwendung von groReren
Fallzahlen und von verschiedenen Stressmodellen durchgefihrt werden.

Die Ergebnisse der Korrelation der Parameter sind insgesamt vorsichtig zu interpretieren.
Wahrend Korrelationskoeffizienten nahe + 1 einen deutlichen (inversen) Zusammenhang
vermuten lassen, ist die Evaluation anderer Werte des Korrelationskoeffizienten
schwieriger. Einige Autoren beschreiben die Abstufungen der Bewertung des
Korrelationskoeffizienten von schwach = + 0.1 bis + 0.39, moderat =+ 0.4 bis + 0.69, stark
=+ 0.7 bis £ 0.89 bis sehr stark =+ 0.9 bis = 1.0. Allerdings sind auch diese Abstufungen
uneinheitlich und werden kontrovers diskutiert (SCHOBER et al., 2018).

Ein Einfluss des Epilepsiemodells auf die 5-HT1a-Rezeptorexpression konnte im Rahmen
der vorliegenden Analyse lediglich in der hippocampalen CA3-Region in Tieren aus dem
elektrischen Post-SE-Modell erkannt werden. Der Grof3teil der vorangegangenen Studien,
die sich mit Epilepsiemodellen und dem Einfluss von Anfadllen und der Epileptogenese auf
die 5-HT1a-Rezeptorexpressionsraten beschaftigt haben, verwendeten Autoradiografie
oder evaluierten mRNA-Expressionsraten (CLARK et al., 1993; CAGNOTTO et al., 1998;
KALYNCHUK et al., 2006; PERNHORST et al., 2013; BASCUNANA et al., 2019). Unterschiede
zwischen mRNA- und Proteindaten in verschiedenen experimentellen Studien lassen
vermuten, dass posttranskriptionale Mechanismen einen Einfluss auf die 5-HT1a-
Rezeptorexpression auf Proteinebene haben (RAGHUPATHI und MCGONIGLE, 1997; IYO
et al., 2009; LEWIS et al., 2020). Aus diesem Grund sind die mRNA-Datenséatze nicht direkt
mit denen aus der quantitativen Immunhistochemie vergleichbar, da hier die Expression

auf Proteinebene analysiert wird.
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In zwei weiteren experimentellen Autoradiografie-Studien wurde auBerdem eine erhohte
Bindung des 5-HT1a-Rezeptor-Agonisten [3H]8-OH-DPAT im Gyrus dentatus und in der
Amygdala in Kindling-Modellen bei Ratten nachgewiesen (CLARK et al., 1993; KALYNCHUK
et al., 2006). Im Gegensatz zu den hier verwendeten Epilepsiemodellen, entstehen beim
Kindling-Modell bei der Verwendung von Routineprotokollen mit kurzen Phasen der
Stimulation keine spontanen Anfalle. Die verhaltnismaRig kurzen Anfalle werden durch
wiederholte elektrische Stimulation induziert. Mit wiederholter Stimulation nehmen die
Anfille dabei an Schwere und Dauer zu (LOSCHER, 2002). Zwar sind beides (Post-SE und
Kindling) Epilepsie-Modelle der TLE, zeigen aber unterschiedliche Ausprdagungsgrade
pathophysiologischer Veranderungen auf molekularer, zelluldarer und Netzwerkebene.
Dies konnte eine Erklarung flir Unterschiede in der Rezeptorexpression zwischen den
Epilepsie-Modellen sein.

In LPET-Studien in Epilepsiemodellen konnte in einem elektrischen Kindling-Modell sowie
einem chemischen und elektrischen Post-SE-Modell nachgewiesen werden, dass sowohl
das wiederholte Induzieren von einzelnen Anfallen als auch spontane, wiederkehrende
Krampfanfille ein erh6htes Bindungspotential des Radioliganden hervorrufen kann (DI
LIBERTO et al., 2018; VAN DUK et al., 2018; BASCUNANA et al., 2019). Die Autoren
diskutierten eine mogliche Induktion der 5-HT1a-Rezeptorexpression im Zuge der
Epileptogenese und von epileptischen Anfallen. Im Gegensatz dazu zeigte eine friihere
Studie in einem Pilocarpin-Modell in Ratten mithilfe von Ex-vivo-Autoradiografie eine
verringerte Bindung eines Radioliganden (PINEDA et al., 2011). In diesem Kontext sollte
bedacht werden, dass die 5-HT1a-Rezeptorexpression nicht nur durch die Expressionsrate,
sondern auch durch weitere Faktoren, wie den Aktivierungsstatus des Rezeptors,
beeinflusst sein kann. Der Aktivierungsstatus des Rezeptors kann das Bindungsverhalten
an den 5-HTia-Rezeptor beeinflussen. Weitere Autoradiografie-Studien kdnnten zukiinftig
mehr Informationen (iber potentielle Anderungen des Bindungsverhaltens und der
Affinitaten von verschiedenen Rezeptor-Liganden geben.

Zusatzlich zu diesem technischen Aspekt konnen Unterschiede in Alter, Geschlecht und
Zuchtlinie der Tiere das Ergebnis beeinflussen. In der Studie von PINEDA et al. (2011)
wurden mannliche Tiere verwendet. Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Tiere
waren ausschlieBlich weibliche Ratten. GOEL et al. (2014) zeigten in einem Restraint-
Stressmodell bei Ratten einen geschlechtsspezifischen Einfluss des 5-HT1a-Autorezeptors

auf die Stressantwort. Auch das vorwiegend in weiblichen Kérpern gebildete Hormon
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Ostrogen kann die 5-HT1a-Rezeptorexpression beeinflussen. So konnten WADA et al.
(2018) bei ovarektomierten Mausen eine erhéhte Expression der 5-HT1a-Rezeptor-mRNA
darstellen.

Im elektrischen Post-SE-Modell zeigte die Analyse der 5-HT1a-Rezeptorexpression der SE-
Gruppe verringerte Werte in der CA3-Region des Hippocampus im Vergleich zur Sham-
Gruppe. Eine solche Verdanderung bezuglich des [*8F]MPPF-Bindungspotentials, war in den
vorangegangenen UPET-Scans nicht erkennbar (DI LIBERTO et al., 2018; VAN DIJK et al.,
2018). In diesem Zusammenhang sollte bedacht werden, dass aufgrund der limitierten
Auflosung des PPETs in den Studien von DI LIBERTO et al. (2018) und VAN DIJK et al.
(2018) das Bindungspotential innerhalb des gesamten Hippocampus als definiertem
Referenzraum ermittelt werden konnte. Es besteht daher die Moglichkeit, dass die
Rezeptorexpressionen in den einzelnen Subregionen des Hippocampus somit durch einen
,Verdliinnungseffekt’ verloren gehen. Eine weitere uPET-Studie in einem chemischen
Kainat-induzierten Post-SE-Modell in Ratten zeigte ein erhdhtes [*8F]MPPF-
Bindungspotential des Radioliganden im Hippocampus der Tiere, welche die Kainat-
Injektion erhielten. Die Autoren vermuteten eine durch Epilepsie induzierte Erhéhung der
5-HT1a-Rezeptorexpression (VAN BOGAERT et al., 2001). Da es zu dieser Studie keine
immunhistochemischen Daten gibt, kann kein direkter Vergleich mit den Analysen dieser
Arbeit erstellt werden.

Im chemischen Post-SE-Modell konnte die quantitative, immunhistochemische Analyse
keine relevante Veranderung der Expression des 5-HT1a-Rezeptors in der SE-Gruppe im
Vergleich zu den Kontrollgruppen im Septum und im Hippocampus bestatigen. Auf den
ersten Blick erscheint dies im direkten Widerspruch zu den zuvor von DI LIBERTO et al.
(2018) erhobenen UPET-Daten fiir dieses Modell der TLE zu stehen. In diesem
Zusammenhang sollte beachtet werden, dass das Bindungsverhalten des Radioliganden
nicht allein mit der Dichte des 5-HT1a-Rezeptors zusammenhangt, sondern auch durch die
Konzentration des endogenen Liganden Serotonin beeinflusst wird. Durch eine geringere
Konzentration des endogenen Liganden Serotonins kommt es zu einer reduzierten
kompetitiven Hemmung an der Bindungsstelle am 5-HT1a-Rezeptor. Bei einem
reduzierten endogenen Serotoninspiegel sind demzufolge mehr Bindungsstellen frei, an
welche der Radioligand binden kann (ZIMMER et al., 2003). Veranderungen der
endogenen Serotoninkonzentration wurden bereits als Ursache einer vermehrten

Bindung eines 5-HT1a-Rezeptortracers in einem elektrischen Kindling-Modell von
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BASCUNANA et al. (2019) diskutiert, welches bereits weiter oben erwdhnt wurde. In
dieser Studie wurde zunachst die Bindung eines Radioliganden an den 5-HT1a-Rezeptor im
MPET-Scan analysiert. Die Autoren diskutierten, ob das Ergebnis ein Hinweis auf eine
erhohte 5-HT1a-Rezeptorexpression sein kdnnte. Diese Hypothese konnte mithilfe
anschlieBender Autoradiografie in vitro nicht bestitigt werden (BASCUNANA et al., 2019).
Die Daten aus vorherigen PPET-Studien und der im Rahmen dieser Arbeit ermittelten
immunhistochemischen Quantifizierung kdnnten auf eine mogliche verringerte,
endogene Serotoninkonzentration in den untersuchten Modellen hinweisen. Zur
Bestatigung dieser Schlussfolgerung waren daher zukiinftige Mikrodialysestudien mit
Hochleistungsflissigkeitschromatografie-Analysen von Serotonin von besonderem
Interesse. Mit diesen In-vivo-Techniken bestiinde die Mdglichkeit der vergleichenden
Messung der extrazelluldaren Konzentration des Neurotransmitters Serotonin in
verschiedenen Gehirnarealen (DARVESH et al., 2011).

Daruber hinaus hat unsere Arbeitsgruppe in friheren Studien gezeigt, dass es durch die
krankheitsassoziierte Beeintrachtigung der Funktionsfahigkeit der Blut-Hirn-Schranke zu
Konzentrationsdnderungen des Radioliganden [*8F]MPPF kommen kann (LA FOUGERE et
al., 2010). Die Blut-Hirn-Schranke kann als pathophysiologische Folge von Anféllen oder
der Einwirkung von Stress gestort sein. Basierend auf der Annahme, dass eine verdnderte
[*8F]MPPF-Bindung durch eine Veranderung der 5-HT1a-Rezeptorexpression bedingt wire,
konnten Einschatzungen der Bindung des Radioliganden die eigentliche 5-HT1a-
Rezeptorexpression bei Tieren mit gestorter Blut-Hirn-Schranke fehlinterpretieren. Dieser
Aspekt sollte bei der Bewertung von UPET-Expressionsdaten beachtet werden.
Serotonerge Neurotransmission, vermittelt (iber den 5-HT1a-Rezeptor, wurde mit
Veranderungen von Verhaltensmustern in Verbindung gebracht (POPOVA und
NAUMENKO, 2013; CARHART-HARRIS und NUTT, 2017). Demzufolge wurde in den
Tiermodellen untersucht, ob es eine Korrelation zwischen der 5-HT1a-Rezeptorexpression
und Verhaltensanderungen gibt. Die Ergebnisse zeigten in den Post-SE-Modellen eine
Assoziation mit der zuriickgelegten Strecke im Open-Field-Test, welcher Hyperlokomotion
und Hyperaktivitatsmuster anzeigt. Letzteres konnte ein erh6htes Auftreten der
Aufmerksamkeitsdefizits-Hyperaktivitatsstérung bei Patienten mit Epilepsie reflektieren
(HUDSON et al., 2014). Eine inverse Korrelation wurde zu dem Nestbauverhalten
ermittelt, welches in der Vergangenheit als Indikator des Wohlbefindens diskutiert wurde

(GASKILL et al., 2013; JIRKOF, 2014; SCHWABE et al., 2020). Bezliglich der
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Schlussfolgerungen sollte beachtet werden, dass diese Ergebnisse nicht konsistent in allen
Projekten vorzufinden waren. Demzufolge ware es fur die Validierung dieser Ergebnisse
notwendig nachfolgende Studien mit anderen Modellen und Spezies durchzufiihren. Wie
bereits weiter oben beschrieben, sind die vorliegenden Korrelationen der Parameter
vorsichtig zu interpretieren, insbesondere weil eine Vielzahl der Korrelationskoeffizienten
kleiner als 0.7 war. Diese kdnnen nach der Publikation von SCHOBER et al. (2018) als eine
eher ,moderate’ Korrelation der Parameter betrachtet werden.

Auch wenn bisher keine Kreuzkorrelationsanalyse durchgefiihrt wurde, konnte bei einem
Vergleich von Subgruppen eines Amygdala-Kindling-Modells in Ratten Hinweise fiir eine
Assoziation zwischen dem hippocampalem 5-HT1a-Rezeptorbindungsverhalten und
hyperaktiven Verhaltensmustern im Open-Field-Test festgestellt werden (KALYNCHUK,
2000). Interessanterweise zeigte ein dhnlicher Vergleich zwischen Ratten mit moderatem
und starkem depressionsassoziiertem Verhalten einen Unterschied zwischen den
experimentellen Gruppen in den Raphe-Kernen, nicht aber in den Heterorezeptoren des
Hippocampus (PINEDA et al., 2011).

Bei Humanpatienten mit TLE wurden im Zusammenhang mit depressiven Erkrankungen
verstarkte Verdanderungen des 5-HT1a-Rezeptorbindungsverhalten in den limbischen
Hirnregionen festgestellt (HASLER et al., 2007; THEODORE et al., 2007). Kenntnisse tGber
die 5-HT1a-Rezeptorexpression bei Patienten mit therapieresistenter TLE sind nach
vorliegendem Wissensstand auf eine Western-Blot-Analyse chirurgisch gewonnener
Proben limitiert (FONSECA et al., 2017). In der Studie wurde eine positive Korrelation
zwischen erhohter 5-HT1a-Rezeptordichte im Hippocampus und langerer Krankheitsdauer
der Epilepsie gezeigt. LOTHE et al. (2008) beschrieben in einer weiteren Studie eine
positive Korrelation zwischen dem [*F]MPPF-Bindungsverhalten in den hippo- und
parahippocampalen Regionen und somatischen Symptomen bei Patienten mit TLE und
Depressionen. SchlieRlich deuten sowohl experimentelle als auch klinische Studien auf
eine mogliche funktionelle Verbindung zwischen psychiatrischen Komorbiditdten und der
Uber den 5-HT1a-Rezeptor vermittelten Neurotransmission hin. In diesem Kontext sollte in
Betracht gezogen werden, dass sowohl das veranderte 5-HT1a-Rezeptor-
Bindungsverhalten, die Expression und die Funktion, als auch der Grad der
Komorbiditaten und Verhaltensanderungen den Schweregrad der Epilepsie widerspiegeln
kénnen. Im hier vorliegenden Datensatz wurde eine Korrelation zwischen der

Anfallsaktivitat der Tiere und der 5-HT1a-Rezeptorexpression im Septum und der CA1-
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Region im elektrischen Post-SE-Modell festgestellt. Die Korrelation zwischen den Werten
der 5-HT1a-Rezeptorexpression und der Anfallsdauer konnte darauf hindeuten, dass die 5-
HT1a-Rezeptorfunktion einen negativen Einfluss auf endogene Mechanismen zur
Terminierung von Anfallen hat. Mit Hinblick auf die Tatsache, dass der 5-HT1a-Rezeptor
eher als hemmender Serotoninrezeptor betrachtet wird, ist eine Korrelation zwischen der
5-HT1a-Rezeptorexpression und der Anfallsaktivitat eher Gberraschend. Basierend auf
dem aktuellen Stand der Wissenschaft lasst sich demzufolge eher auf eine Hochregulation
des postsynaptischen 5-HT1a-Rezeptors als kompensatorischer Mechanismus schlief3en.
Dies ist jedoch aufgrund des Ergebnisses der hier vorliegenden Korrelationsanalyse in
Frage gestellt. In einer anderen Studie wurde zudem der Faktor Zeit im Verlauf der
Entwicklung der Epilepsie und der Rezeptorexpression diskutiert (FONSECA et al., 2017).
Es scheint also notwendig zu sein, weitere, detaillierte Analysen zu den funktionellen

Konsequenzen der Regulation des postsynaptischen 5-HT1a-Rezeptors anzustellen.

Bezugnehmend auf die Arbeitshypothesen lasst sich sagen, dass die Manifestation von
Stress durch den Transport oder Transport mit Restraint sowie die der chronischen
Epilepsie in den beschriebenen Modellen nicht mit einer ausgepragten und weit
verbreiteten, veranderten 5-HT1a-Rezeptorexpression in Verbindung zu bringen ist. Ein
modellspezifischer Einfluss auf die 5-HT1a-Rezeptorexpression ist lediglich in der CA1- und
der CA3-Region des Hippocampus erkennbar. In Hinblick auf die vorherigen uPET-
Studienergebnisse, welche ein erhdhtes Bindungspotential des 5-HT1a-
Rezeptorradioliganden zeigten, weisen die aktuellen Ergebnisse eher auf reduzierte
Spiegel von endogenem, extrazellularem Serotonin hin. Dies erscheint anhand der
diskutierten Aspekte naheliegender als eigentliche Veranderungen der 5-HT1a-
Rezeptordichte. Die Korrelationsanalyse deutet auf eine mogliche Assoziation von 5-HT1a-
Rezeptorexpression mit UPET-Daten, Anfallsgenerierung, Anfallsterminierung und
einzelnen Verhaltensparametern hin. Da diese Ergebnisse jedoch nur fir einzelne
Modelle nachgewiesen werden konnten, sollten in der Zukunft weitere Studien zu

anderen Modellen und Tierarten durchgefiuhrt werden.
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VII. ZUSAMMENFASSUNG

Experimentelle und klinische Daten suggerieren einen Einfluss von serotonerger
Neurotransmission auf die Stressantwort sowie die Anfallsschwelle bei Patienten mit
Epilepsie und Epilepsie-assoziierten psychiatrischen Komorbiditaten. Moglicherweise
eignet sich die 5-HT1a-Rezeptorexpression als Biomarker fiir die Belastungseinschatzung
in Tiermodellen. In uPET-Studien unserer Arbeitsgruppe konnte in Stress- und
Epilepsiemodellen ein erhéhtes Bindungspotential des 5-HT1a-Rezeptor-Liganden
[*8F]MPPF bei Ratten nachgewiesen werden. Ursachlich dafiir kann die Erhéhung der
Rezeptorexpression oder eine Reduktion der extrazellularen Serotoninkonzentration, und
dadurch Reduktion der kompetitiven Hemmung durch den endogenen Liganden, sein. Auf
Basis dieser Ergebnisse sollte untersucht werden, ob die potentielle Nutzung der 5-HT1a-
Rezeptorexpression als Biomarker zur Belastungseinschatzung in Nagermodellen bestatigt
werden kann. Unter Anwendung stereologischer Prinzipien wurde die 5-HT1a-
Rezeptorexpression in immunhistochemisch gefarbten Gehirngewebeschnitten von
Ratten aus einem Restraint-Stressmodell sowie zwei Post-Status-Epilepticus-Modellen
quantifiziert. Die Auswahl der untersuchten Gehirnregionen erfolgte auf Grundlage der
MPET-Studienergebnisse. Es wurden das Septum und verschiedene Subregionen des
Hippocampus untersucht. Die Quantifizierung der 5-HT1a-Rezeptorexpression zeigte eine
reduzierte optische Dichte in der CA3-Region im elektrischen Post-Status-Epilepticus-
Modell und in der CA1-Region im Restraint-Stressmodell. In dem chemischen Post-Status-
Epilepticus-Modell zeigte die Analyse keine Unterschiede zwischen den experimentellen
Gruppen. Modellspezifisch wies eine Korrelationsanalyse auf eine Verbindung zwischen
der 5-HT1a-Rezeptorexpression und einigen der uPET-Daten sowie Anfalls- und
Verhaltensparametern hin. Zusammenfassend sprechen die vorliegenden Ergebnisse
gegen eine ausgepragte Veranderung der 5-HT1a-Rezeptorexpression in den untersuchten
Gehirnregionen. Die erhobenen Daten legen nahe, dass die zuvor gezeigten
Veranderungen der Bindung des puPET-Tracers auf eine Reduktion des endogenen
Serotonins zurtickzufiihren ist. Die Korrelationsanalyse deutet auf eine mogliche
Verbindung zwischen der 5-HT1a-Rezeptorexpression und der Anfallsgenerierung,
Anfallsterminierung und Verhaltensanderungen hin. Da es sich dabei um
modellspezifische Ergebnisse handelt, sollte die Generalisierbarkeit in zukinftigen

Untersuchungen mit anderen Modellen und Spezies Gberprift werden.
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VIIl.  SUMMARY

Experimental and clinical data suggest an impact of serotonergic neurotransmission on
stress response and seizure susceptibility in patients with epilepsy, as well as on epilepsy-
associated comorbidities. 5-HT1a receptor expression is a potential biomarker candidate
for severity assessment in animal models. In WPET studies, previously completed by our
group, an increased binding potential of the 5-HT1areceptor ligand [*¥F]MPPF was shown
in stress and epilepsy models in rats. The reason for an increased binding potential could
be an enhanced 5-HT1a receptor expression or reduced endogenous serotonin levels and
therefore a reduction of the competitive inhibition by the endogenous ligand. Based on
these results, the potential use of the 5-HT1a receptor expression as a biomarker
candidate for severity assessment in animal models was evaluated. Applying stereologic
principles, the 5-HT1a receptor expression was quantified in immunohistochemically
stained rat brain sections. These were derived from two post-status epilepticus models
and one restraint stress model. Selection of the regions of interest was based on UPET
results. Septum and subregions of the hippocampus were analysed.
Immunohistochemically based quantification showed a reduced optical density in the
hippocampal CA3 subregion in the electrical post-status epilepticus model and in the
hippocampal CA1 subregion in the restraint stress model. In the chemical post-SE model,
expression rates were comparable in all brain regions of interest. Model specific
correlations indicated a potential link of 5-HT1a receptor expression with uPET data, as
well as ictogenesis, seizure and behavioural parameters.

In conclusion, the results obtained in this study do not indicate widespread alterations of
the receptor expression in the examined brain regions. In regard of previously assessed
MPET data, the results indicate reduced serotonin levels rather than enhanced receptor
density as an explanation for changes in [*8F]MPPF binding. The correlation analysis
points to a potential connection between 5-HT1areceptor expression and ictogenesis,
seizure termination and behavioural patterns. Since these findings are model-specific, the
generalizability should be further evaluated in future studies using other models and

species.
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X. ANHANG
1. Gerate
Gerate Hersteller

Eppendorf Zentrifuge 5418

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Haake SWB25 Wasserbad

Thermo Haake GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Kamera MBF CX9000

MBF Bioscience, Williston, VT, USA

KEYENCE Mikroskop

Modell BZ-X710

KEYENCE GmbH, Neu-Isenburg, Deutschland

Konfokales Lasermikroskop LSM

880 mit Airyscan

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Deutschland

Kryostat

Microm GmbH, Walldorf, Deutschland

Leica Mikroskop Typ DMLB

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Magnetrihrer mit Heizplatte

VWR International GmbH, USA

Motorisierter Objekttisch

MBF Bioscience, Williston, VT, USA

Personal Computer

Diverse

pH-meter

Hanna Instruments GmbH, Véhringen, Deutschland

Qualitron Micro Centrifuge

Model DW-41-115

Impexron GmbH, Pfullingen, Deutschland

Schittler Unimax 1010

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach,

Deutschland

Vortexer LMS® VTX-3000L Mixer

Uzusio

LSM Technologies, Brisbane, Australien
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2. Software
Software Hersteller
KEYENCE GmbH, Neu-Isenburg,
BZ-X-Viewer

Deutschland

EndNote Version X9.3.3

Clarivate Analytics, USA

Fiji

National Institutes of Health, USA

Graph Pad Prism Version 5.04

GraphPad, San Diego, CA, USA

Microsoft Office® fur Windows

Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

Microsoft Office® fir Mac

Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

RStudio Version 1.2.1335

RStudio Team, Boston, MA, USA

Stereo Investigator® Version 2017.03.3

MBF Bioscience, Williston, VT, USA

Zen software: Digital Imaging for Light

Microscopy - Black edition Version 2.3.

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Deutschland

3. L6ésungen und Substanzen

Losungen

30-prozentige Zuckerlésung fiir perfundierte Gehirne (Angaben pro Gehirn)

e 6 g Haushaltszucker

e ad 20 ml 0.1 M Phosphatpuffer

4-prozentiges Paraformaldehyd (PFA) in 0.1 M Phosphatpuffer

e 200 ml 8-prozentiges Paraformaldehyd

e verdiinnen mit 200 ml 0.2 M Phosphatpuffer

0.01 M phosphatgepufferte Kochsalzlésung

e 9gNaCl
e 50 ml 0.2 M Phosphatpuffer
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e mit destilliertem Wasser auf 1000 ml auffillen

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS, pH 7.4)
e 8.0 g NaCl
o 0.2gKCl
e 1.44 g NayHPO,
e 0.24 g KH2PO,4

e mit destilliertem Wasser auf 1000 ml auffullen

Kryoprotektivum im Verhdltnis 3:3:1:3
e 98% Glycerin
e Ethylenglykol
e 0.2 M Phosphatpuffer

e destilliertes Wasser

Phosphatgepufferte Salzl6sung mit Tween®-20 (PBST)
e PBS
e 0.1% Tween®-20

10 mM Natriumcitratpuffer (pH 6.0)
e 10 mM tri-Natriumcitrat-Dihydrat
e Bidestilliertes Wasser

e mithilfe von 2 M HCL auf pH 6.0 anpassen

Tréigerlésung
e 1%BSA
e 0.3 % Triton™ X-100
e 1% normales Ziegenserum S-1000

e PBS1X

3%-prozentige Wasserstoffperoxid Losung
e 1 ml30% H,0;

e 9 ml destilliertes Wasser

Blockpuffer
e BSA2%

e Tragerlosung
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DAB-Lésung

e Merck DAB-Tabletten auf Raumtemperatur bringen

e 20 ml bidestilliertes Wasser pro Tablette

o 40 ul 3%ige H20, Losung pro 20 ml DAB-LOsung

DAPI Arbeitslésung
e 0.2 ul Hoechst® 33342

e 1mlPBS
Chromgelatine
e 7g Gelatine

e 900 ml destilliertes Wasser

e 0,7 g Chrom (lll)-Kaliumsulfat Dodecahydrat

e 2 Spatelspitzen Thymol

Substanzen

Substanz

Hersteller

3,3’-Diaminobenzidin (DAB) Tabletten

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Bidestilliertes Wasser

eigene Herstellung

Bovines Serumalbumin

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Chrom(lll)-Kaliumsulfat Dodecahydrat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPOa4)

Merck Millipore, Burlington, USA

Entellan

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Gelatine

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Hoechst® 33342

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Immunfluoreszenzmedium

DIANOVA GmbH, Hamburg, Deutschland

Kaliumchlorid (KClI)

Merck Millipore, Burlington, USA
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Kaliumdihydrogenphosphat

(KH2PO4)

Merck Millipore, Burlington, USA

Natriumchlorid (NaCl)

Merck Millipore, Burlington, USA

Natronlauge (NaOH)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Normales Ziegenserum S-1000

Vector Labs, Burlingame, USA

Paraformaldehyd

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Pentobarbital (Narcoren®)

Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH,

Ingelheim, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Salzsaure

Deutschland

Besamungsstation Miinchen/Grub,
Stickstoff (flissig)
Deutschland
Tissue-Tek® Sakura Finetek, Europa
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Thymol

Deutschland

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Merck Millipore, Burlington, USA

Triton™ X-100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf,

Deutschland

Tween®-20

Merck Millipore, Burlington, USA

Wasserstoffperoxid (H203)

AppliChem GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Xylol (Isomerengemisch)

VWR Chemicals, Radnor, USA
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Antikdrper
Antikorper Bestellnummer Hersteller Wirtspezies

Primare Antikorper

Polyklonaler Anti-5-HT1a-

Rezeptor-AK

abcam 227165 Abcam, Cambridge, UK Kaninchen

Monoklonaler Anti-GFAP-AK ab4648 Abcam, Cambridge, UK Maus
Monoklonaler Anti-NeuN-AK MAB377 Merck Millipore, Maus
Burlington, USA
Sekundare Antikorper
Polyklonaler Ziege-anti- BA-1000 Vector, Burlingame, Ziege
Kaninchen-AK, biotinyliert USA
Polyklonaler Ziege-anti- A-27040 Thermo Fisher Ziege
Kaninchen-AK, Alexa Fluor® Scientific, Waltham,
647 USA
Polyklonaler Ziege-anti-Maus- ab97035 Abcam, Cambridge, UK Ziege
AK, Cyanine3
Polyklonaler Ziege-anti-Maus- A-11029 Thermo Fisher Ziege

AK, Alexa Fluor® 488

Scientific, Waltham,

USA

Verwendete Kits

Kit

Bestellnummer Hersteller

VECTASTAIN® ABC-HRP-Kit

PK-4000

Vector, Burlingame, USA
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4. Etablierung der Farbungen
Protokoll der Etablierung der Enzym-Substrat-Farbung
1. AK (Wirt) Konzentration Ergebnis Nachste
Schritte
Anti-5-HT1a- 1:200 Keine spezifische Farbung in Hippocampus und Neuen AK
Rezeptor 1:500 Septum ab227165
(Kaninchen) 1:1000 testen
ab85615
Anti-5-HT1a- 1:200 Spezifische Farbung in Septum und Hippocampus.
Rezeptor 1:500 Eine Verdlinnung bis zu 1:1000 ist zur Darstellung
(Kaninchen) 1:1000 der Strukturen geeignet.

ab227165
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Protokoll der Etablierung der Immunfluoreszenzfarbung
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5.

Protokolle

Enzym-Substrat-Farbung

Farbung in 12-Well-Platten mit NetWells®

3 x 5 min in PBST waschen

1 x 30 min hitzeinduzierte Epitopdemaskierung in Natriumcitratpuffer
(pH 6) im vorgeheizten Wasserbad bei 80°C

1 x 10 min abkihlen lassen

3 x5 min in PBST waschen

?'p 30 min in 3% H20; in PBS inkubieren
" 3 x 5 min in PBST waschen
1 x 60 min in Blockpuffer inkubieren
Priméarer Anti-5-HT1a-Rezeptor-Antikorper (Wirtspezies: Kaninchen,
ab227165, Abcam, Cambridge, UK) 1:1000 in Tragerlosung tGber Nacht
bei 4°C inkubieren
4 x 3 min in PBST waschen
Inkubation in dem biotinylierten, sekundaren Anti-Kaninchen-Antikérper
(Wirtspezies: Ziege, BA-1000, Vector, Burlingame, USA) 1:1000 in
Tragerlosung fiir 60 min bei Raumtemperatur
4 x 3 min in PBST waschen
Inkubation in ABC-Kit (PK-4000, Vector, Burlingame, USA) 1:100 in PBST
flir 60 min bei Raumtemperatur
?é’ ABC-Kit entsprechend der Anleitung 30 min vor Verwendung vorbereiten
=

4 x 3 min in PBS waschen

1 1 min Inkubation in DAB-L&sung (bis zur gewlinschten Farbintensitat)
kurz mit bidestilliertem Wasser ausspilen und so die Reaktion stoppen

2 x 5 min in PBS waschen

Schnitte in PBS-Puffer auf vorbehandelte Objekttrager (z.B. Starfrost,
Superfrost oder andere) aufziehen

Praparate Uber Nacht trocknen lassen

Tag3

eine Minute in Xylol verbringen
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Objekttrager mit Entellan und Menzel Deckglas Starke 1 (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, USA) eindecken

Immunfluoreszenzfarbung

Farbung in 12-Well-Platten mit NetWells®

Tagl

3 x 5 min in PBST waschen

1 x 30 min hitzeinduzierte Epitopdemaskierung mit Natriumcitrat (pH 6)
im vorgeheizten Wasserbad bei 80°C

1 x 10 min abkihlen lassen

3 x 5 min in PBST waschen

1 x 60 min in Blockpuffer inkubieren

Erster primarer AK (anti-GFAP, Wirtspezies Maus, ab4648, Abcam,
Cambridge, UK) 1:3000 und zweiter primarer AK (anti-5-HT1a-Rezeptor,
Wirtspezies Kaninchen, ab227165, Abcam, Cambridge, UK) 1:500 in

Tragerlosung Gber Nacht bei 4° inkubieren

Tag 2

4 x 3 min in PBST waschen

Ab diesem Zeitpunkt sollte im Dunklen gearbeitet werden, um die

Fluorophore zu schiitzen.

Erster sekundarer Ziege-anti-Maus-AK (Cy3, ab97035, Abcam,
Cambridge, UK) 1:1000 und zweiter sekundarer Ziege-anti-Kaninchen-AK
(Alexa Fluor® 647, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) 1:500 in
Tragerl6sung bei Raumtemperatur fiir 60 min inkubieren

4 x 3 min in PBST waschen

Dritter primarer AK (NeuN, Wirtspezies: Maus, MAB377, Merck
Millipore, Burlington, USA) 1:500 in Tragerlosung tiber Nacht bei 4°

inkubieren lassen

Tag3

4 x 3 min in PBST waschen

Dritter sekundarer Ziege-anti-Maus-AK (Alexa Fluor® 488, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) 1:1000 in Tragerlosung bei Raumtemperatur
far 60 Minuten inkubieren lassen

2 x 3 min in PBST waschen
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e 2 x 3 minin PBS waschen
e 30 s in DAPI-Arbeitslosung inkubieren

e 3 x 3 minin PBS waschen

o gefarbte Schnittpraparate mit Chromgelatine auf Objekttrager aufziehen

e 15 min auf einer Heizplatte bei 45°C trocknen lassen

e eindecken mit Immunfluoreszenz-Eindeckmedium (DIANOVA GmbH,

Hamburg, Deutschland) und Menzel Deckglas Starke 1,5 (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, USA)
e Deckglas fixieren

e Lagerungim Kiihlschrank

6. Fehlerkoeffizienten der  Volumenbestimmung des
Referenzraumes nach Cavalieri
Sept CA1 CA3 GD Hil
Restraint-Stressmodell Naiv 0.15 0.15 0.5 0.15 0.14
Transport 0.17 0.16 0.14 0.15 0.14
Restraint 015 0.16 0.16 0.13 0.14
Post-SE-Modell Naiv 014 0415 0.5 0.3 0.3
(elektrisch) Sham 0.13 0.15 014 0.14 0.14
SE 015 0415 0.14 013 0.14
Post-SE-Modell Naiv 021 014 014 013 0.13
(chemisch) Sham 0.25 0.14 014 0.13 0.13
SE 026 014 0.14 013 0.14

Tabelle 7: Fiir die stereologische Volumenbestimmung des Referenzraumes nach CAVALIERI (1635) wurde

der Fehlerkoeffizient (Gundersen, m = 0) fiir die einzelnen Messungen bestimmt. In dieser Tabelle werden

fiir die untersuchten Modelle und Hirnregionen, die Fehlerkoeffizienten (CE) in den experimentellen

Gruppen dargestellt. Im Mittel war der CE in allen Modellen, Gruppen und Regionen 0.15.

Sept: Septum, CAl: Cornu ammonis 1, CA3: Cornu ammonis 3, GD: Gyrus dentatus, Hil: Hilus, SE: Status

Epilepticus.
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7. R-Skripte

Einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni Korrektur

#Vorbereitungen

rm(list=Is())

setwd("")

#0ne-way ANOVA

##Septum (Beispiel)

aov_Sept <- aov(Sept ~ Group, data = d)

summary(aov_Sept)

#Bonferroni Korrektur

##Septum (Beispiel)

BonferroniSept <- pairwise.t.test(dSSept, dSGroup, pool.sd =T,
p.adjust.method = "bonferroni")

BonferroniSept

Kastengrafik (engl. box-plot)

#Vorbereitungen

rm(list=Is())

library("ggplot2")
install.packages("XLConnect")
library("reshape2")
library(ggtext)

setwd("")
d<-read.csv2(".csv", header=T)
dSGroup<-as.factor(dSGroup)
dSSept <- as.numeric(dSSept)
dSCA1 <- as.numeric(dSCA1)
dSCA3 <- as.numeric(dSCA3)
dSDG <- as.numeric(dSDG)
dSHil <- as.numeric(dSHil)

#Reihenfolge anpassen




X. Anhang 137

dSGroup <- factor(dSGroup, levels=c("Naive", "Sham", "SE"))
str(d)
d

#Darstellung der Kastengrafik

##Optische Dichte (OD)

##Septum (Beispiel)

Sept<-ggplot(d, aes(x=Group, y=Sept, colour=Group, shape=Group)) +
geom_boxplot(outlier.colour = "white",na.rm=TRUE) +
geom_jitter(width=0.12,size=1.5, na.rm=TRUE) +
labs(y = "Optical density [OD] \n Septum", x ="") +
lims(y=c(0,0.8))+
theme_classic()+
theme(axis.text = element_text(size=14),

axis.title.x = element_markdown(size=14),
axis.title.y=element_markdown(size=14))+
scale_shape_manual(values=c(1,15,17)) +
scale_color_manual(values=c("forestgreen","darkblue","brown2")) +
theme(legend.position=("")) +
theme(plot.title = element_text(color="black",size=14, face="bold",hjust=0.5))

Sept

##Absolutes Rezeptorvolumen (VTotal)

##Septum (Beispiel)

Sept<-ggplot(d, aes(x=Group, y=Sept, colour=Group, shape=Group)) +
geom_boxplot(outlier.colour = "white",na.rm=TRUE) +
geom_jitter(width=0.12,size=1.5, na.rm=TRUE) +
labs(y = "Total receptor volume in mmA3 \n Septum", x="") +
lims(y=c(0,0.5))+
theme_classic()+
theme(axis.text = element_text(size=14),

axis.title.x = element_markdown(size=14),
axis.title.y=element_markdown(size=14))+

scale_shape_manual(values=c(1,15,17)) +
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scale_color_manual(values=c("forestgreen","darkblue","brown2")) +
theme(legend.position=("")) +
theme(plot.title = element_text(color="black",size=14, face="bold",hjust=0.5))

Sept

##Layout

install.packages("gridExtra")
library(gridExtra)
grid.arrange(Sept, CA1, CA3, DG, Hil, nrow=2)

Korrelationsmatrix

#Vorbereitungen

rm(list=Is())
setwd("")
library("corrplot")
library("caret")
library("made4")
library("Hmisc")

library("gridExtra")

#Daten einlesen

C1 <- read.csv(".csv", sep=";', dec=",",check.names = F)

#wdhlt nur die Daten ohne Tiernummer oder experimentelle Gruppe aus

rownames(C1) <- C1SID
all_C1 <- C1[,3:NCOL(C1)]

#Korrelationsanalyse

cor <- rcorr(as.matrix(all_C1), type="spearman")

cormat <- round(corsSr,2)

#Schreiben der p und r Werte

write.csv2(round(corSr,2), "cor_matrix_r.csv")

write.csv2(corSP, "cor_matrix_p.csv")

#Auswahl der Zeilen

cormat <- cormat[1:10,]

#Darstellung der Korrelationsmatrix
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corrplot(cormat, method="color", tl.col="black", tl.cex=1.0, cl.cex = 1.0, type="upper")

#Speichern der Korrelationsmatrix als PDF

pdf(file="cor_matrix.pdf", width=15, height=15)
corrplot(cormat, method="color", tl.col="black", tl.cex=1.0, cl.cex = 1.0, type="upper")

dev.off()
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