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I. Einleitung

1. Der Einfluss des Eltern-Kind Kontaktes auf die Verhaltensentwicklung

Umwelteinfliisse wahrend verschiedener sensitiver Phasen der frithkindlichen Entwicklung
sind von groBler Bedeutung fiir die spétere Entwicklung und das spétere Verhalten (Parker
1993; Parker et al., 1995; 2000). Der bedeutendste Umweltfaktor fiir neugeborene Individuen,
welcher in hohem MaBe zum Uberleben einer Art beitriigt, ist die Interaktion mit ihren
Bezugspersonen, d.h. in der Regel den Eltern oder der Mutter. Die Interaktion mit dieser
Bezugsperson beinhaltet den frithesten emotional modulierten Lernprozess in der
Entwicklung des Individuums, welcher klassisch als Filialpragung bezeichnet wird (Lorenz
1935; Gray 1958). Eltern bzw. Mutter kontrollieren die Umgebung der jungen Individuen,
beeinflussen physiologische Mechanismen ihrer Nachkommen (Hofer 1973; Rosenfeld et al.,
1991) und bieten ihnen dadurch die Moglichkeit sich physisch und mental optimal zu
entwickeln. Fehlen einem Jungtier oder einem Kind Reize, die fiir bestimmte soziale oder
sensorische Erfahrungen wichtig sind, kann dies irreversible Auswirkungen auf dessen
Entwicklung haben. Beispiele fiir solche Stimuli sind die Konstanterhaltung der Herzrate des
Jungtieres durch eine regelméfige Milchgabe durch die Mutter (Hall 1998) und die taktile
Stimulation durch die Mutter, welche die Sekretion von Wachstumshormonen sowie die
ACTH-Antwort des Jungtieres auf Stress beeinflusst (Levine 2001).

Eine fehlende Mutter-Kind Beziehung fiihrt beim Menschen zu Fehlentwicklungen bis hin
zum Hospitalismus (Spitz 1945) und kann spiter zu Sprachstérungen (Brodbeck & Irwin,
1946), Storungen der Personlichkeitsentwicklung (Lowrey 1940; Parker 1993; Parker et al.,
1995; 2000) und zu Defiziten der intellektuellen und sozialen Fihigkeiten (Skeels 1966),
sowie zu psychischen Erkrankungen wie z.B. Depression und Schizophrenie fiihren
(Furukawa et al., 1998, 1999; Agid et al., 1999). Studien an Tiermodellen — Primaten und
Nagern — fiihrten zu vergleichbaren Erkenntnissen im spéteren Verhalten von, in frither
Kindheit durch Mutterentzug deprivierten Tieren (Joffe & Levine, 1973; Suomi 1997;
Anisman et al., 1998; Hall 1998).

Zahlreiche Studien an verschiedenen Tiermodellen untersuchten die Auswirkungen von
Mutterentzug auf die Endokrinologie und das Verhalten von Jungtieren (Meaney et al., 1996;
Kuhn & Schanberg, 1998; Ladd et al., 2000; Lehmann & Feldon, 2000). Einige wenige



Arbeiten untersuchten das Verhalten wihrend und nach dem Fehlen des Vaters bei der

Aufzucht der Jungen (Wilson 1982; Gubernick & Teferi, 2000; Bredy et al., 2002, Abstract).

2. Der Einfluss des Eltern-Kind Kontaktes auf die Entwicklung neuronaler

Verbindungen

Der hohe Grad an Stabilitdt von frithkindlichen Lern- und Erfahrungsprozessen (,,Pragung*)
und die spdtere Unbeeinflussbarkeit durch gleichartige Umwelteindriicke legen einen
Zusammenhang zwischen der Art und dem Ausmal3 von Erfahrungen im friihkindlichen Alter
und der durch diese Lernvorginge beeinflussten Hirnentwicklung nahe. Einige wenige
Studien beschéftigten sich mit den Auswirkungen verschiedener Deprivations- oder
Trainingsformen auf die Morphologie des Gehirns. Insbesondere die Effekte unterschiedlicher
sensorischer Erfahrungen (visuelle und olfaktorische), sowie motorischer Deprivation wurden
in den entsprechenden sensorischen und motorischen Hirnarealen untersucht. So wurden in
sensorischen Regionen bei Ratten, die in einer abwechslungsreichen Umgebung (,,enriched
environment®) aufwuchsen, erhohte Synapsendichten gefunden. Der occipitale Cortex
(Volkmar & Greenough, 1972; Diamond et al., 1975; Turner & Greenough, 1985; Rosenzeig
& Bennett, 1996), das mediale praoptische Areal (Sanchez Toscano et al., 1991) und das
Striatum (Comery et al., 1995, 1996) bilden Beispiele solcher Befunde. Im motorischen
Cortex wurden bei sozialdepriviert aufgewachsenen Affen im Alter von sechs Monaten bei
nicht-spinetragenden Neuronen reduzierte dendritische Verzweigungsmuster nachgewiesen
(Struble & Riesen, 1978). Bei spinetragenden Pyramidenzellen in Schicht IIIb wurden
verminderte Spinedichten in apikalen Dendritenabschnitten gefunden (Bryan & Riesen,
1989).

Analog zu diesen erfahrungsinduzierten Verdnderungen sensorischer und motorischer
Systeme postulieren wir, dass auch die Reifung limbischer Cortexareale durch Erfahrungen,
und zwar durch sozio-emotionale Erfahrungen, z.B. insbesondere durch den Kontakt
zwischen Eltern und ihren Jungtieren, beeinflusst wird. So ist bei Nagern bekannt, dass
miitterliche Pflege die Hauptquelle taktiler Stimulation fiir das sich entwickelnde Jungtier
bildet und sich sowohl auf das korperliche Wachstum als auch auf die neuronale Reifung
auswirkt (Schanberg & Field, 1987; Levine 1994; Suomi 1997). Weiterhin wird postuliert,
dass miitterliches Verhalten aktiv die hippocampale Synaptogenese stimuliert (Liu et al.,
2000). Bisher ist weitgehend ungeklért, in welcher Weise eine Storung des Eltern-Kind

Kontaktes, welche, wie im 1. Kapitel beschrieben, zu langanhaltenden Verhaltensdnderungen



und psychischen Erkrankungen fiihren kann, die funktionelle Reifung limbischer Cortexareale
beeinflusst. Friihkindliche Erfahrungen, wie z.B. das Aufwachsen in einer reizarmen
Umgebung, die Separation von den Eltern und Geschwistern oder das Fehlen eines Elternteils
bei der Aufzucht der Jungen, konnten ebenso wie sensorische Erfahrungen, Veridnderungen
des sich entwickelnden neuronalen Netzwerkes synaptischer Verbindungen induzieren. Ein
Ziel dieser Arbeit war es daher, erfahrungsinduzierte Verdnderungen eines bestimmten
Synapsentyps, den dendritischen Spines, im anterioren cinguldren Cortex (ACd) genauer zu
untersuchen. Dieser limbische Cortexbereich gehort als Subregion des Préfrontalcortex (PFC)
zu den Hirnregionen, deren Reifung sich erst relativ spdt wiahrend der Postnatalentwicklung
vollzieht (Diamond 2000). Es ist zu erwarten, dass solche spétentwickelnden Hirnareale
besonders vulnerabel gegeniiber emotionalen Lern- und Erfahrungsprozessen im

frithkindlichen Alter sein sollten.

3. Funktion und Plastizitit dendritischer Spines

Alle Bereiche eines Neurons, Axon, Soma und Dendriten, konnen synaptische Signale
empfangen und {ibertragen. Die héaufigsten Typen der Kontaktaufnahme zwischen
Nervenzellen sind dabei axoaxonische, axosomatische und axodendritische Synapsen.
Axodendritische Synapsen konnen am Schaft oder an einem Dorn (Spine) des Dendriten
lokalisiert sein. Wie der Name besagt, bilden dendritische Spines winzige dornenartige
Erhebungen auf den Dendriten von Nervenzellen. Etwa 90% aller exzitatorischen Synapsen
des Zentralnervensystems sitzen auf dendritischen Spines (Harris & Kater, 1994), deshalb
werden Spines nahezu ausschlieflich mit exzitatorischer synaptischer Ubertragung assoziiert.
Form und GréBe von Spines variieren je nach Neuronenpopulation betrachtlich. Es treten aber
auch Unterschiede im selben Neuron auf. Im Allgemeinen wird grobmorphologisch zwischen
sogenannten ,,Mushroom-, Stubby- und Thin-“ Spines unterschieden. Alle Formen besitzen
einen mehr oder weniger markant ausgebildeten Spinekopf, der die spezialisierte synaptische
Kontaktzone trdgt und auf dem Spinehals sitzt, welcher wiederum den Kontakt zum
Dendriten herstellt. Jeder Spine trdgt mindestens ein postsynaptisches Terminal auf seiner
Oberflache.

Biochemisch werden Spines als zelluldre Kompartimente betrachtet, die eine abgegrenzte
Umgebung fiir die Wirkung von Calcium und Second-Messengern schaffen und der

Signalverstiarkung dienen (Koch & Zador, 1993). Die Konstruktion des engen Spinehalses ist



der entscheidende Parameter, welcher die biochemische Isolation des Spinekopfes bedingt.
Dabei ist von besonderer Bedeutung, dass durch die geringe Grof3e eines dendritischen Spines
bereits ein sehr geringer Calciumeinstrom in den Spine ausreicht, um eine deutliche Erh6hung
der Calciumkonzentration hervorzurufen. Diese Besonderheit fiihrte zu der inzwischen
experimentell bestdtigten Annahme, dass Spines eine Rolle bei der Lang-Zeit Potenzierung
(LTP) spielen. Die Stimulation von Spinesynapsen fiihrt zu einer anhaltenden Erh6hung der
Calciumkonzentration im Spine, die spiter ebenfalls auftretende Verdnderungen im
Dendritenschaft lange tiberdauert (Miiller & Connor, 1991). Dendritische Spines konnen
somit gewihrleisten, dass die lokale synaptische Konzentration von Calcium und anderen
LTP-relevanten Molekiilen so lange auf einem hohen Level gehalten wird, dass eine
langanhaltende LTP induziert werden kann. Sollte LTP tatséchlich einen signifikanten Beitrag
bei Lernen und Gedéachtnis und damit fiir die Plastizitdt des Gehirns haben, ist es naheliegend,
dass auch die Spines dazu beitragen. Entsprechend dieser Annahme wurde im Hippocampus
von Ratten eine erhohte Anzahl exzitatorischer Spinesynapsen nach LTP gefunden
(Trommald et al., 1996). Contralaterale LTP-Induktion im sensorimotorischen Cortex von
Ratten fiihrte zu qualitativ. und quantitativ  dhnlichen = Verdnderungen der
Dendritenmorphologie und Spinedichte von Schicht-11I Pyramidenzellen (Ivanco et al., 2000)
wie der Einfluss einer komplexen Umgebung (Kolb & Wishaw, 1998) und wirft damit die
Frage auf, ob an beiden Verdnderungen die gleichen zelluliren Mechanismen beteiligt sind.
Dendritische Spines konnen in Abhéngigkeit von bestimmten externen Faktoren erhebliche
Verdnderungen ihre Anzahl bzw. Dichte, aber auch ihre Form oder GroBe betreffend zeigen
(Harris et al., 1992). Letztere Parameter sichern mit ihrer diffizilen Anderung die
Feinabstimmung zwischen Dendrit und dem Spine als Calciumspeicher (Korkotian & Segal,
2000). So fiihrt ein hoher Anstieg der Calciumkonzentration im Spine zu seiner Schrumpfung
und eine sehr geringe Calciumkonzentration zum gegenteiligen Effekt (Segal et al., 2000).
Ultrastrukturelle Verdanderungen der Form und Grof3e von Spines finden sich auch als Folge
von LTP (Fifkova et al.,, 1982; Hosokawa et al., 1995) und wurden nach wiederholter
frithkindlicher Sozialdeprivation, analog zu den hier vorliegenden Versuchen, im ACd von
Octodon degus mithilfe von quantitativer Laserscan-Mikroskopie nachgewiesen (Schnabel et
al., 2002, Abstract). Dendritische Spines konnten die Funktion einer Nervenzelle iiber
Verdnderungen in der Dichte und Morphologie der Spines reflektieren, welche die zelluldre
Basis fiir Lernen und Gedichtnis bilden (Horner 1993). So fiihrt rdumliches Lernen im
Hippocampus (Moser et al., 1994), eine komplexe Umgebung im Cortex (Globus et al., 1973;
Turner & Greenough, 1985) und im Striatum (Comery et al., 1995) von Ratten zu einer



Zunahme der Spinesynapsendichte. Nach akustischer Filialprdgung von Haushuhnkiiken
(WallhduBer & Scheich, 1987; Bock & Braun, 1998) und nach Gesangs- bzw. Sprachlernen
bei Zebrafinken und Beos (Rausch & Scheich, 1982; Rollenhagen & Bischof, 1991, 1994a,
1994b, 1996; WallhduBler-Franke et al., 1995) wurden ebenfalls Veridnderungen der
Spinedichte in lernrelevanten Vorderhirnarealen gefunden.

Die Entscheidung, die morphologischen Untersuchungen der vorliegenden Arbeit an
Pyramidenzellen aus Schicht-II/IIl des ACd vorzunehmen, fiel aufgrund ihrer relativ jungen
phylogenetischen und ontogenetischen Stellung innerhalb des Cortex. Nach dem zeitlichen
»inside-outside-Gradienten* der Schichtentwicklung des Cortex (Angevine & Sidman, 1961;
Caviness & Sidman, 1973; Volpe 1987) beendet die Schicht-IIl Pyramidenzelle ihre
Migration spéter als die Schicht-V Pyramidenzelle und gelangt dementsprechend spéter zur
Ausreifung. Das betrifft sowohl GroBenzunahme des Somas als auch Fortsatz- und
Synapsenbildung (Marin-Padilla 1970; Poljakow 1979). Dieses spite Zeitfenster ldsst eine
besonders hohe Sensibilitidt der Lamina-III fiir umweltinduzierte entwicklungsférdernde oder

—hemmende Einfliisse vermuten (Schulz et al., 1992).

4. Der Einfluss des Eltern-Kind Kontaktes auf die Entwicklung modulatorischer

Systeme: monoaminerge, GABAerge und Corticotropin-Releasing-Hormon

Neuere Befunde aus biochemischen Untersuchungen an Nagern weisen darauf hin, dass die
funktionelle Reifung der modulatorischen Neurotransmittersysteme, insbesondere der
monoaminergen Systeme, durch frithkindliche Sozialdeprivation gestort wird. Isoliert
aufgezogene Jungratten weisen massive Erniedrigungen der DOPAC- und HVA-
Konzentrationen (Metaboliten des Dopamin) im préfrontalen Cortex auf (Miura et al., 2002).
Dies geht einher mit Befunden bei Octodon degus (Braun et al., 2000) und
Wiistenrennméusen (Winterfeld et al., 1998), die eine verminderte dopaminerge Innervation
im Prifrontalcortex (PFC) zeigen. Hingegen kommt es im serotonergen System zu einer
Hochregulation: Sozialdepriviert aufgezogene Ratten zeigen eine vermehrte Serotonin-
Ausschiittung im PFC (Bickerdike et al., 1993) und bei Octodon degus wurde eine erhohte
Dichte serotonerger Fasern nachgewiesen (Braun et al., 2000). Auf Rezeptorebene fiihrt bei
Octodon degus bereits eine kurze Separation von Eltern und Geschwistern zu einer
dramatischen Erhohung dopaminerger D1- und serotonerger 5-HT14-Rezeptoren (Ziabreva et

al., 2003a). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass bei friithkindlichen Lern- und



Erfahrungsprozessen die Aktivitit der monoaminergen und speziell der dopaminergen und
serotonergen Systeme auf ein bestimmtes Niveau einbalanciert wird, so dass die
Voraussetzung fiir eine koordinierte Funktionsweise dieser Systeme im erwachsenen Gehirn
geschaffen wird (Braun & Bogerts, 2001). Inwieweit konnen jedoch Verianderungen dieser
Transmittersysteme mit denen der spinesynaptischen Verbindungen im ACd in
Zusammenhang gebracht werden? Da Serotonin neben seiner Wirkung als Neurotransmitter
vor allem wéhrend der frithen Hirnentwicklung trophisch auf die Synapsenentwicklung
wirken kann (Lauder & Krebs, 1978; Lipton & Kater, 1989; Vu & Tork, 1992), konnte es u.a.
auch die Ausbildung und Stabilisierung von synaptischen Verbindungen innerhalb der
limbischen Schaltkreise beeinflussen. Aus diesem Grund lag ein weiteres Ziel dieser Arbeit
darin, herauszufinden, ob eine Blockade des serotonergen Systems iiber 5-HT14-Rezeptoren
die Entwicklung der Spinedichte im ACd beeinflusst. Weiterhin sollte geklidrt werden, in
welcher Weise dieser Einfluss mit den Verdnderungen der spinesynaptischen Entwicklung

durch die Separation von Eltern und Geschwistern korreliert.

Auch das inhibitorische GABAerge System (GABA: y-Aminobuttersiure) scheint eine Rolle
bei den Auswirkungen von Mutterentzug auf das sich entwickelnde Gehirn zu spielen. So
zeigte sich in Experimenten an Rattenjungen, dass bei Applikation von Benzodiazepin-
Agonisten wihrend des Mutterentzuges, eine Reduktion der im Ultraschallbereich liegenden
Stressvokalisation die Folge ist. Weitere Studien untersuchten bei Octodon degus die
Auswirkungen von Elternentzug auf GABAerge Rezeptoren: Wiederholte Separation von den
Eltern in der zweiten Postnatalwoche fiihrte im limbischen System, i.e. dem prifrontalen
Cortex (Ziabreva et al., 2003a), dem Hippocampus und der Amygdala (Ziabreva et al., 2003b)
zu einer Reduktion von GABA(A)-Rezeptoren. Die Dichte NADPH-Diaphorase-positiver
Neurone, welche teilweise GABAerge Interneurone reprisentieren, war ebenfalls reduziert
und zwar in der Core-Region des Nucleus accumbens und im Préfrontalcortex (Braun et al.,
2000). Aufgrund dieser Beobachtungen lag ein Ziel der vorliegenden Arbeit darin,
langfristige Verdnderungen der Dichte GABAerger Interneurone des Prifrontalcortex nach
wiederholter Separation von den Eltern und Geschwistern zu analysieren. Anhand der
Expression von cytoplasmatischen calciumbindenden Proteinen wurden Interneuron-
Subpopulationen identifiziert, um quantitative Verdnderungen inhibitorischer Komponenten

nachzuweisen.



Ein hormoneller Neuromodulator, Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) sollte in dieser
Arbeit hinsichtlich seiner Rolle bei friihkindlichen Lern- und Erfahrungsprozessen ebenfalls
untersucht werden. Aus endokrinologischen Untersuchungen ist bekannt, dass die
Ausschiittung von CRH aus den hypothalamischen Neuronen unter Stressbedingungen die
Bereitstellung von Energiesubstraten durch adrenale Glucocorticoide induziert (Brindley &
Rolland, 1989; Francis et al., 1999). CRH enthaltende Neurone sind jedoch auch in corticalen
und limbischen Regionen lokal verteilt (Sawchenko et al., 1993), sie exprimieren z.T.
calciumbindende Proteine (Yan et al., 1998), und ihre Schaltkreise scheinen sowohl sensitiv
beziiglich frihkindlicher Erfahrungen (Ladd et al., 2000) zu sein, als auch in die
Verhaltensreaktionen auf Stress und Angst einbezogen zu sein. (Butler et al., 1990; Fisher
1993; Heinrichs et al., 1995; Francis et al., 1999; Yilmazer-Hanke et al., 2002). Somit stellte
sich die Frage, welchen Einfluss eine wiederholte sozio-emotionale Separation wéhrend der
frithkindlichen Entwicklung auf die Dichte von CRH-Neuronen in den Subregionen des

medialen Prafrontalcortex hat.

4.1. Funktionen des serotonergen Systems

Das 5-HT-Neurotransmittersystem (5-HT: Serotonin) der Ratte entwickelt sich hauptsidchlich
postnatal (Hedner & Lundborg, 1980; Dinopoulus & Dori, 1995). 5-HT-enthaltende
Zellkorper sind am Geburtstag nachweisbar, erreichen ihre maximale Dichte am Ende der
zweiten Lebenswoche und es kommt bis zum 45. Lebenstag zu einer leichten Verringerung
der Dichte. Eine &hnliche Entwicklung serotonerger Fasern konnte bei Octodon degus
nachgewiesen werden (Braun et al., 2000). Serotonerge Fasern, welche den cerebralen Cortex
innervieren, haben ihren Ursprung in zwei mesencephalischen Raphekernen (Azmitia &
Segal, 1978; Wilson & Molliver, 1991). Diinne Fasern mit kleinen Varikosititen entspringen
der dorsalen Raphe, wihrend dicke Fasern mit groBen Varikositidten der medialen Raphe
entspringen (Kosofsky & Molliver, 1987) und v.a. limbische Regionen, wie die prafrontalen,
cinguldren und entorhinalen Cortices, sowie den Hippocampus innervieren (Hornung et al.,
1990). Dabei bilden sie um ihre Zielzellen z.T. korbformige Terminalien aus (Mulligan &
Tork, 1988; Hornung et al., 1990). Bei Primaten sind diese besonders zahlreich in den
anterioren und posterioren cinguldren, prafrontalen und sensorimotorischen Gebieten und im
Hippocampus vertreten (Hornung & Celio, 1992). Sie innervieren hauptsdchlich die

Dendriten Calbindin-positiver, aber nicht die Parvalbumin-positiver GABAerger Interneurone



in Schicht I-III des Cortex, sowie den Gyrus dentatus und die Pyramidenschicht des
Hippocampus (Freund et al., 1990; Hornung & Celio, 1992; Smiley & Goldman-Rakic,
1996). Bei Nagern sind korbformige Innervierungen im Hippocampus, jedoch nicht im
Neocortex bekannt.

Bisher sind sieben Hauptgruppen von Serotoninrezeptoren nachgewiesen worden: 5-HT1, 5-
HT2, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5, 5-HT6 und 5-HT7. SHT1-Rezeptoren weisen eine hohe Affinitat
fiir Serotonin auf und werden in sieben Untereinheiten mit z.T. weiteren Subtypen eingeteilt:
5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT1pg, 5-HT1pg, 5-HT1g, 5-HT1gg, 5-HT1g, 5-HT1p und 5-
HTl1s. Werden 5-HT14-Autorezeptoren in der Raphe aktiviert, fithrt das zu einer Reduktion
der Serotoninsynthese (Casanovas et al., 1999), dem Feuern serotonerger Neurone und der
terminalen Ausschiittung von 5-HT (Sprouse & Aghajanian, 1987). Die Wirkung von 5-HT
iiber den 5-HT1a-Rezeptor beinhaltet das Hyperpolarisieren postsynaptischer Zellen iiber
Kaliumkanéle, die Reduktion der eigenen Ausschiittung durch synaptische Terminalien und
die Reduktion der Ausschiittung anderer Neurotransmitter von deren Terminalien (Uphouse
1997).

Zur Zeit ist Way-100635, welcher in dieser Arbeit verwendet wurde, der einzige kommerziell
erhiltliche 5-HT14-Rezeptor-Antagonist, welcher eine hohe Affinitdt zu dem Rezeptor
aufweist. Systemisch gegeben (1 mg/kg subkutan), in Kombination mit Serotonin Reuptake-
Inhibitoren, erhoht er die extrazelludre Serotoninkonzentration im PFC erwachsener Ratten
(Li et al., 1999), und zwar durch Blockade der inhibitorischen somatodendritischen 5-HT1 4-
Autorezeptoren der Raphe. Eine alleinige Administration von Way-100635 induziert keine
Verdnderung der extrazelluldren Serotoninkonzentration, d.h. Way-100635 wirkt nicht
agonistisch (Dawson & Nguyen, 1998).

Im Gehirn von Octodon degus sind 5-HT14-Rezeptoren weit verbreitet, vergleichbar mit
ithrem Vorkommen bei Ratten, Meerschweinchen und Menschen (Ziabreva 2000,
Dissertationsschriff). Entwicklungsstudien an Ratten haben gezeigt, dass die 5-HT1a-
Rezeptordichte in der dritten Postnatalwoche die des erwachsenen Tieres erreicht (Daval et
al.,, 1987). Das Zeitfenster, in dem die Einfliisse von Serotonin auf das sich entwickelnde

Gehirn kritisch sind, erstreckt sich somit iiber die ersten drei Lebenswochen.



4.2. Funktionen des GABAergen Systems

GABA ist der bedeutendste inhibitorische Neurotransmitter des Gehirns und wird von mehr
als einem Drittel aller Neurone fiir die synaptische Kommunikationsiibertragung genutzt; 30
bis 50% aller zentralen Synapsen sind GABAerg (De Luka, et al, 1998). Andere
neuromodulatorische Systeme, wie das serotonerge und das noradrenerge System, stehen
unter der hemmenden Kontrolle von GABA, und vice versa (Abellan et al., 2000; Carette et
al., 2001).

Inhibitorische GABAerge Interneurone konnen immunocytochemisch charakterisiert werden
durch ihren Gehalt an Glutamatdecarboxylase (GAD). Dariiber hinaus enthalten die
GABAergen Interneurone mindestens eins der calciumbindenden Proteine Parvalbumin,
Calbindin-D28k oder Calretinin. Diese Proteine stellen somit die drei wichtigsten Marker zur
Untersuchung und Klassifizierung des GABAergen Systems dar (Kosaka et al., 1987;
DeFelipe 1997).

Calciumbindende Proteine erreichen bei Ratten ihr morphologisch und qualitativ adultes
Reifestadium am Ende der dritten postnatalen Woche (Hof et al., 1999). Eine Stérung der
normalen Umgebung wéhrend dieser ersten drei Wochen im Leben eines Individuums, konnte
daher zu einer verdnderten Entwicklung der GABAergen Interneurone und ihrer synaptischen
Verschaltungsmuster fiihren und damit auch Einfluss auf andere Transmittersysteme ausiiben,
denn GABAergen Interneuronen wird die Kontrolle iiber die exzitatorische Aktivitit von
Schicht-III Pyramidenzellen zugesprochen (Keverne 1999; Lewis et al., 1999). Ein Ziel dieser
Arbeit war es daher, umweltinduzierte Verdnderungen der drei Subpopulationen von

GABAergen Interneuronen zu analysieren.

5. Die Regionen des Priafrontalcortex und ihre Verbindungen zum limbischen System

Die bedeutende Rolle des limbischen Systems bei der Verarbeitung emotionaler Umweltreize,
sowie fiir Lernen und Gedichtnis, erstmals von Papez 1937 postuliert, ist bis heute
unumstritten. Neben Amygdala, Hippocampus, Mamillarkérper, den vorderen
Thalamuskernen und dem cinguliren Gyrus bildet der Préifrontalcortex eine
Hauptkomponente des limbischen Systems. Er spielt eine wesentliche Rolle sowohl fiir die

Losung kognitiver Aufgaben als auch fiir die Regulation des emotionalen Verhaltens (Kolb



1984; Fuster 2001). Klinische Untersuchungen und Lésionsstudien ergaben eine funktionelle
Beteiligung des PFC bei der =zeitlichen Strukturierung von Verhaltensweisen und
Lernvorgéngen (Kolb 1984; Fuster 1985). Zudem ist bekannt, dass der préifrontale Cortex
relativ spiat wéhrend der Postnatalentwicklung zur Reifung gelangt (Diamond 2000). Diese
Eigenschaften des PFC machen ihn zu einem interessanten Gebiet, um den Einfluss
frithkindlicher emotionaler Erfahrungen auf die Synapsenentwicklung, sowie auf die
Entwicklung modulatorischer Systeme zu untersuchen.

Der Prifrontalcortex nimmt beim Menschen mehr als ein Viertel der cerebralen Oberfldche
ein (Goldman-Rakic 1987). Seine Funktion als Assoziationsregion, die mit vielen corticalen
und subcorticalen Gebieten verbunden ist, entspricht seiner Kapazitit, multimodale
Informationen zu verarbeiten. Der PFC unterliegt innerhalb der Saugetierreihe und hier
speziell bei Primaten einer stark progressiven Ausdehnung (Brodmann 1912; Van Eden &
Uylings, 1985a). Bei Primaten ist er Hauptziel der dopaminergen Afferenzen des Hirnstamms
(Brown et al., 1979). Diese bilden symmetrische, also wahrscheinlich inhibitorische Synapsen
an den Spines der Pyramidenzellen (Goldman-Rakic et al., 1992), welche vor allem DI-
Rezeptoren besitzen (Smiley et al., 1994). Wie die Dendriten der Pyramidenzellen empfangen
auch die Dendriten der Interneurone dopaminerge Afferenzen (Smiley & Goldman-Rakic,
1993; Sesack et al., 1995). Der PFC erhélt Input von dopaminergen Neuronen des ventralen
Tegmentum (VTA) und der Substantia nigra (SN) (Lindvall et al., 1978). Die dopaminergen
Afferenzen des VTA enden an distalen Dendriten und Spines von Pyramidenzellen, welche
auBBerdem noch indirekt iiber dopaminerge Modulation durch GABAerge Interneurone
beeinflusst werden (Goldman-Rakic 1996). Serotonerge Afferenzen enden ebenfalls an den
Pyramidenneuronen des PFC (Morilak et al., 1993) und an CaBP-D28k und CaR enthaltenden
Interneuronen (Freund et al., 1990; Hornung & Celio, 1992; Smiley & Goldman-Rakic,
1996). Weiterhin innervieren cholinerge Afferenzen Pyramidenzellen und GABAerge
Interneurone (McCormick & Prince, 1985; McCormick 1992).

Am dorsolateralen PFC der Katze wurde gezeigt, dass er Ziel der grofften insuldren,
limbischen und neocorticalen sensorischen Assoziationsprojektionen ist, und dass der rostrale
PFC Projektionen von allen anderen PFC-Arealen und von den limbischen und insuldren
Cortices erhilt (Cavada & Reinoso-Suarez, 1985). Durch seine direkte Verbindung mit der
Amygdala wird der PFC zum limbischen System gezéhlt (Verwer et al., 1996; Groenewegen
et al., 1997). Weitere wichtige Verbindungen sind die des PFC zur CA-1 Region des
Hippocampus (Swanson 1981) und zum Nucleus accumbens. Uber das sogenannte limbisch-

motorische Interface kann das limbische System Einfluss auf die Motorik und somit auf das
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Verhalten ausiiben (Koob & Swerdlow, 1988). Thalamocorticale Projektionen in neocorticale
Areale bilden synaptische Kontakte mit den Apikal- und Basalspines von Schicht-III und V
Pyramidenzellen. Pyramidenzellen aus Schicht V und VI senden wiederum Projektionen zum
mediodorsalen Nucleus (MD) des Thalamus (Krettek & Price, 1977; Giguere & Goldman-
Rakic, 1988). SchlieBlich hat der PFC Verbindungen mit zahlreichen weiteren Strukturen, wie
den Basalganglien, dem Septum und dem Hypothalamus (Beckstead 1979).
Der PFC der Nagetiere wird im Gegensatz zum PFC hoéherer Sduger nicht aufgrund
morphologischer Besonderheiten, wie Cytoarchitektur und Lage, sondern vor allem durch
seine spezifischen neuronalen Verbindungen mit subcorticalen Strukturen definiert (Divac &
Oberg, 1990). Rose und Woolsey entdeckten 1948, dass in allen untersuchten Siugetieren ein
prominenter Thalamuskern, der Nucleus medialis dorsalis (MD), in das Gebiet der
Frontallappen projiziert. Das gemeinsame Merkmal des gesamten PFC der Nager duflert sich
im Fehlen der inneren Kornerschicht (Schicht IV). Er ldsst sich als agranuldrer Cortex von
allen anderen neocorticalen Arealen, die granuldr aufgebaut sind und die Schichten I bis VI
besitzen, unterscheiden.
Die Differenzierung der corticalen Schichten des PFC der Ratte ist im Wesentlichen, wie die
anderer neocorticaler Gebiete, am Ende der zweiten postnatalen Woche abgeschlossen (Van
Eden & Uylings, 1985b). Bei der Ratte besteht der PFC aus zwei rdumlich getrennten
Hauptabschnitten, einem medialen Anteil und einem orbitalen Anteil im insuldren Cortex,
etwas oberhalb des Sulcus rhinalis (RF). Ab dem sechsten Lebenstag konnen bei der Ratte
innerhalb dieser beiden Hauptabschnitte, wie in Abbildung 1 dargestellt, weitere
Untereinheiten unterschieden werden (Van Eden & Uylings, 1985a).
Medialer Bereich des PFC:

e die mediale pricentrale Area (PrCm),

e die dorsale anteriore cinguldre Area (ACd),

e sowie die pralimbische Area (PL)
Orbitaler Bereich:

e dorsale Insula,

e ventrale Insula
Neben diesen fiinf klassischen Untereinheiten des PFC sind mindestens drei weitere Areale
des frontalen Cortex:

e die infralimbische Area (IL),

e die mediale orbitale Area (MO),

e sowie die laterale orbitale Area (LO)

11



durch umfangreiche reziproke Verbindungen mit dem MD des Thalamus gekennzeichnet
(Groenewegen 1988) und werden als Anteile des PFC betrachtet (Uylings & Van Eden,
1990).

IL

SU)

Abb. 1. Schematische Darstellung einer Hemisphére (Frontalschnitt, rostral vom Corpus Callosum in der
priagenualen Ebene): die farbig markierten Subregionen stellen die Areale dar, welche in dieser Arbeit untersucht
wurden. ACd = anteriorer cinguldrer Cortex, Al = agranulérer insuldrer Cortex, IL = infralimbischer Cortex, M1
= pramotorischer Cortex, PL = prilimbischer Cortex, PrCm = pricentraler medialer Cortex. (Modifiziert nach
Groenewegen 1988)

5.1. Das limbische System

1939 stellte Papez die neuroanatomische Grundlage von Emotionen im sogenannten Papez-
Kreis (kreisartige Geschlossenheit der Strukturen des limbischen Systems) dar (Abb. 2). Die
fiir die emotionalen Komponenten vermutlich wichtigste Struktur ist die Amygdala, wahrend
der Hippocampus, die Mamillarkérper und die vorderen Thalamuskerne offenbar stirker mit
kognitiver Gedédchtnisspeicherung betraut sind. Der Nucleus centralis der Amygdala projiziert

in den orbitofrontalen Cortex und in den Gyrus cinguli. Diese Bahn ist fiir die bewusste
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Wahrnehmung von Emotionen notwendig. Ein weiterer Kern der Amygdala, der Nucleus
lateralis, hat Verbindungen mit dem frontalen Cortex und dem Nucleus accumbens. Die
Eingidnge, welche der PFC aus dem basolateralen Kern der Amygdala erhélt, spielen eine
wichtige Rolle fiir die emotions- und motivationsabhingigen Aspekte des Verhaltens.

Der Nucleus centralis der Amygdala projiziert aullerdem in Regionen des lateralen
Hypothalamus und Hirnstamms, welche die autonomen Reaktionen auf Reize mit emotionaler
Komponente regulieren.

Die meisten sensorischen Informationen aus den sensorischen Kernen des Thalamus und den
primédren sensorischen Cortexgebieten gelangen iiber die basolateralen Kerne in die
Amygdala. Die Efferenzen der Amygdala, ebenso wie die afferenten Einginge, ausgelost
durch die Aktivitit autonomer Effektoren, die den inneren Zustand des Kdorpers beeinflussen,
werden an corticale Strukturen riickgemeldet, um ein bewusstes emotionales Erlebnis
entstehen zu lassen. Das Zusammenspiel zwischen Amygdala, Hypothalamus, Hirnstamm und
autonomem Nervensystem auf der einen Seite und Amygdala, frontalem und limbischem
Cortex auf der anderen Seite bildet die Grundlage fiir die Wahrnehmung und Verarbeitung

von emotionalen Erlebnissen (Abb. 3).

prafrontaler Cortex Assoziationscortex
4 y A

v

Hippocampus-

| formation ]
anteriore
Thalamus-
kerne
Fornix Amygdala
Mamillar-
korper <
Tractus
mamilo- 4—
thalamicus
Hypothalamus |«

Abb. 2. Modell eines neuralen Schaltkreises fiir Emotion. Die Leitungsbahn, die urspriinglich von James Papez
vorgeschlagen wurde, ist durch dicke Linien gekennzeichnet. In jiingerer Zeit beschriebene Verschaltungen
erscheinen mit diilnnen Linien. (Modifiziert nach Kandel et al., 2000)
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(anterior)

Occipital lobe

Frontal lobe

Amygdala Pérahippocampal gyrus

Hippocampus

Temporal lobe

Abb. 3. Medialansicht des menschlichen Gehirns: Prafrontaler Cortex und limbischer Lobus. Der limbische
Lobus besteht aus primitivem corticalem Gewebe (blau), welches einen Ring um den oberen Hirnstamm, sowie
um Hippocampus und Amygdala bildet. (Modifiziert nach Kandel et al., 2000)

6. Tiermodell

Zur Untersuchung von hirnbiologischen Verdnderungen bei Jungtieren nach Eltern- bzw.
Vaterentzug wurde ein Tiermodell etabliert, bei dem beide Elternteile (Abb. 4) an der Pflege
und Aufzucht der Jungen beteiligt sind, und das auch in anderen Eigenschaften dem
Menschen ,,dhnlich* ist. Bei der siidamerikanischen Strauchratte Octodon degus sind die
Viter intensiv an der Pflege und Aufzucht der Jungen beteiligt (Reynolds & Wright, 1979;
Wilson 1982). Die Jungen sind bei der Geburt relativ weit entwickelt, dhnlich wie
menschliche Neugeborene kommen sie mit offenen Augen und Ohren zur Welt, d.h. sie
besitzen bereits funktionsfdhige visuelle, akustische und olfaktorische Systeme. Octodon
degus sind tagaktiv und leben in groBen, familidr strukturierten Kolonien (Fulk 1976). Das
stark ausgepridgte Sozialverhalten der Strauchratten wird u.a. getragen liber ein gut
entwickeltes Vokalisationsverhalten, welches den Sozialkontakt vermittelt (Poeggel & Braun,
1996; Braun & Scheich, 1997). Wihrend der ersten zwei postnatalen Wochen erlernen die
Jungen z.B. die Bedeutung eines miitterlichen Lockrufes, mit dem die Mutter die Jungen zum
Sdugen auffordert. Dieser Lernprozess, welcher durch die Assoziation zwischen dem

miitterlichen Laut und einer positiven emotionalen Situation gebildet wird, ist eines der ersten
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emotionalen Lernereignisse nach der Geburt. 2-Fluoro-deoxyglucose-Experimente zeigten
hohe metabolische Aktivitit im auditorischen Cortex, sowie im medialen Préafrontalcortex und
hier speziell im anterioren cinguldren Cortex, wihrend der Prédsentation des miitterlichen
Rufes (Poeggel & Braun, 1996). Im ACd war diese Aktivierung bei den Jungen normal
vokalisierender Miitter verglichen mit denen verstummter Miitter signifikant hoher (Poeggel
& Braun, 1996). Diese Beobachtungen implizieren, dass der ACd nicht nur in die
Lauterkennung, sondern auch in den damit verkniipften emotionalen Lernprozess einbezogen
ist (Poeggel & Braun, 1996; Braun & Scheich, 1997). Ich habe schon zuvor darauf
hingewiesen, dass sich die funktionelle Reifung des PFC erst relativ spit in der postnatalen
Ontogenese vollzieht. Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass diese Region besonders
vulnerabel gegeniiber emotionalen Einfliissen ist, und dass sich z.B. Elternentzug, Separation
von der Familie u.a. frilhkindliche emotionale Lern- und Erfahrungsprozesse auf die

funktionelle Reifung dieser limbischen Hirnregion besonders auswirken sollten.
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Abb. 4. Octodon degus, Eltern mit Jungtier in der Voliere. Digitalaufnahme (SONY Cyber-shot).
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7. Fragestellungen

A. Postnatale Entwicklung exzitatorischer Systeme und ihre Beeinflussung durch

friithkindliche Erfahrungsprozesse

1. Postnatale Entwicklung dendritischer Spines im anterioren cinguldren Cortex (ACd)
Welche Verdnderungen zeigen Dendritenldngen und die Dichte der dendritischen Spines
der Schicht-II/III Pyramidenzellen im ACd im Verlaufe der friihkindlichen Entwicklung
von Octodon degus?

Lisst sich, wie bei Primaten einschlieflich dem Menschen gezeigt, (Huttenlocher 1979;
1984; Rakic et al., 1986; Zecevic et al., 1989; Bourgeois & Rakic, 1993), ein Maximum
der Spinedichten nachweisen und wenn ja, zu welchem Zeitpunkt wird es erreicht?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden diese morphologischen Parameter bei Tieren am

Tag der Geburt, sowie dem 14., 21. und 45. Lebenstag miteinander verglichen.

2. Einfluss einer reizarmen Umgebung auf die Entwicklung dendritischer Spines im
anterioren cinguldren Cortex (ACd)

Basierend auf Studien am sensorischen und motorischen Cortex (z.B. Struble & Riesen,
1978; Rosenzweig & Bennett, 1996) sollte im Rahmen dieser Studie gekliart werden, ob
sich die Komplexitit der Lebensbedingungen auf die Entwicklung der Spinedichten der
Schicht-II/III Pyramidenzellen im ACd auswirkt. Hierzu wurden Tiere, welche in
Standardkifigen (reizarme Umwelt = impoverished environment) aufwuchsen, mit Tieren
verglichen, denen Zeit ihres Lebens groBle, mit Klettermdglichkeiten ausgestattete

Volieren (komplexe Umwelt = enriched environment) zur Verfligung standen.

3. Einfluss von wiederholtem kurzzeitigem Elternentzug auf die Entwicklung dendritischer
Spines im anterioren cinguldren Cortex (ACd)

Wiederholter kurzzeitiger Elternentzug wéhrend der ersten drei Lebenswochen fiihrt bei
Octodon degus zu signifikant hoheren Apikal- und Basalspinedichten, welche am 45. Tag,
nach drei Wochen ungestorten Familienlebens, noch zu beobachten sind (Helmeke et al.,
2001a,b). Sind die Auswirkungen dieser stressvollen Ereignisse auf die Spinedichten der
Schicht-1I/III Pyramidenzellen im ACd auch schon am 21. Lebenstag, d.h. direkt nach

Beendigung der Separationen nachweisbar?
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Der Zeitpunkt des 21. Lebenstages wurde einerseits deshalb gewéhlt, weil er vor dem
Zeitpunkt des ,,weanings® (Entwohnung von der Mutter) liegt und vermutet wird, dass
wiahrend der Entwohnung ebenfalls Verdnderungen der Spinedichten auftreten. Zum
anderen wurde dieser Stichtag deshalb gewihlt, weil bisher unklar war, ob die am Tag 45
gefundene Spinevermehrung separierter Tiere eine vermehrte Proliferation oder eine
unterdriickte Spineeliminierung reflektiert. Die unter Fragestellung 1. durchgefiihrten
Untersuchungen weisen darauf hin, dass zu diesem Zeitpunkt ein Maximum der
Spinedichten liegt, d.h. die Spineproliferationsphase dem Ende zugeht. Sollte sich also zu
diesem Zeitpunkt bereits eine Spinevermehrung nachweisen lassen, dann wire sie
hochstwahrscheinlich auf eine vermehrte Spinebildung zuriickzufiihren.

Spinedichten und Dendritenlédngen der Schicht-II/IIl Pyramidenzellen im ACd sozial
aufgezogener Kontrolltiere und elternseparierter Tiere wurden zur Beantwortung dieser

Frage miteinander verglichen.

4. Einfluss des Vaters auf die Entwicklung dendritischer Spines im anterioren cinguldren
Cortex (ACd)

Wenn wiederholter kurzzeitiger Elternentzug wéhrend der ersten drei Lebenswochen zu

morphologisch nachweisbaren Verdnderungen am 21. Lebenstag fiihrt, wie wirkt sich der
chronische Verlust eines Elternteils, des Vaters, auf die Entwicklung der synaptischen
Architektur des ACd aus?

Eine Situation wie sie bei Menschen hdufig vorzufinden ist, nimlich das Fehlen einer
zweiten Bezugsperson, dem Vater, bei der Erziehung des Nachwuchses, ist nur sehr
schwer an Tiermodellen zu untersuchen, da bei den meisten Labortieren ausschlieflich die
Mutter fiir die Aufzucht der Nachkommen verantwortlich ist. An unserem Tiermodell
hingegen ldsst sich anhand eines einfachen Experimentes der Einfluss des véterlichen
Brutpflegeverhaltens auf die Entwicklung der Hirnfunktion seiner Nachkommen
untersuchen. Hierzu wurde die Dichte dendritischer Spines, sowie die Dendritenldngen
von Schicht-II/III Pyramidenzellen des ACd bei Jungtieren, welche vom ersten bis zum

21. Lebenstag ohne Vater aufwuchsen, ermittelt.
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5. Beteiligung des serotonergen Systems an den separationsinduzierten Verdnderungen
dendritischer Spines

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit bestand darin, eine Beteiligung des serotonergen
Systems bei den separationsinduzierten Verdnderungen der synaptischen Entwicklung zu
iberpriifen.

In vivo Mikrodialyse-Studien haben gezeigt, dass bei sozialer Isolation eine vermehrte
Ausschiittung von Serotonin im Vorderhirn erfolgt (Gruss & Braun, 1997). Es ist
auBBerdem gezeigt worden, dass Serotonin insbesondere iiber 5-HT1,-Rezeptoren die
Ausbildung und Stabilisierung von synaptischen Verbindungen innerhalb der limbischen
Schaltkreise beeinflusst (Lauder & Krebs, 1978; Lipton & Kater, 1989; Vu & Tork,
1992). Wir vermuteten daher, dass eine stressinduzierte Serotoninausschiittung bei den
Verdnderungen der Spinesynapsen beteiligt ist und untersuchten, ob sich eine Blockade
des serotonergen Systems wihrend der Separation auf die Entwicklung von
Spinesynapsen im ACd dieser Tiere auswirkt.

Hierzu wurden die Dichten dendritischer Spines, sowie die Dendritenldngen der Schicht-
II/IIT Pyramidenzellen des ACd bei Jungtieren untersucht, denen wéhrend der Trennung
von den Eltern ein Antagonist gegen den 5-HT14-Rezeptor injiziert worden war, und mit

denen der verschiedenen Kontrollgruppen verglichen.

B. Einfluss von wiederholtem kurzzeitigem Elternentzug auf die Entwicklung

inhibitorischer Systeme

1. FEinfluss von wiederholtem kurzzeitigem Elternentzug auf die Entwicklung
inhibitorischer Interneurone im medialen Prdfrontalcortex (PFC)

Beeinflusst eine wiederholte Separation von den Eltern und Geschwistern wéhrend der
ersten drei Postnatalwochen die Entwicklung inhibitorischer Interneurone im
Prifrontalcortex? Separationsinduzierte Verdnderungen der Dichte GABAerger
Interneurone wurden iiber die quantitative Erfassung der Dichte von Neuronen analysiert,
welche eines der drei calciumbindenden Proteine Calbindin, Parvalbumin und Calretinin
exprimieren. Hierzu wurden immunohistochemische Fluoreszenzfarbungen von
Hirnschnitten sozial aufgezogener und wiederholtem Elternentzug ausgesetzter Tiere

angefertigt und quantitativ ausgewertet.
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Ausgewertet wurden zusétzlich zum ACd auch weitere Subregionen des PFC, ndmlich der
priacentrale mediale Bereich (PrCm), die prélimbische (PL) und die infralimbische (IL)
Region.

2. Einfluss von wiederholtem kurzzeitigem Elternentzug auf die Entwicklung von CRH
exprimierenden Neuronen im medialen Prdfrontalcortex (PFC)

Beeinflusst die wiederholte Separation von den Eltern und Geschwistern die Entwicklung
von CRH exprimierenden Neuronen im Prifrontalcortex? Wird CRH im PFC von
Octodon ~ degus ~ von  inhibitorischen  Interneuronen  exprimiert?  Uber
Fluoreszenzdoppelfarbungen wurde die Colokalisation von CRH mit je einem der

calciumbindenden Proteine untersucht.
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II. Material und Methoden

1. Aufzucht und Haltung der Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten méinnliche Jungtiere der siidamerikanischen Strauchratte Octodon
degus, welche in einer Kolonie am Leibniz Institut fiir Neurobiologie geziichtet wurden. Die
Familien, bestehend aus den Elterntieren und ihren Nachkommen, lebten in Standardkéfigen
(Hohe x Breite x Tiefe: 24 x 53 x 32 cm) bzw. in, dem natiirlichen Kletterdrang der Tiere
nachkommenden Volieren (Hohe x Breite x Tiefe: 70 x 53 x 43 cm). Frisches Trinkwasser,
ausreichend Rattenpellets, Gemiise und Friichte standen als Nahrung zur Verfligung. Die
klimatisierten Rdaume hatten eine durchschnittliche Temperatur von 22°C und einen Licht-

Dunkel-Zyklus von 12/12 Stunden.

Versuch A - Postnatale Entwicklung exzitatorischer Systeme und ihre Beeinflussung

durch frithkindliche Erfahrungsprozesse

1.1. Postnatale Entwicklung dendritischer Spines im anterioren cinguliren Cortex

(ACA)

Vier Versuchsgruppen sozial aufgewachsener Tiere, welche ungestort mit der Familie in

Standardkéfigen aufwuchsen, wurden bei dieser Studie miteinander verglichen:

e PO (Postnataltag 0), Tag der Geburt (n=4)

o Pl4(n=4)
o P21, (n=3)
o P45 (n=4)
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1.2. Einfluss einer reizarmen Umgebung auf die Entwicklung dendritischer Spines im

anterioren cinguliren Cortex (ACd)

Zwei Versuchsgruppen von Tieren, welche ungestort mit der Familie in

e Standardkifigen (reizarme Umgebung; Abb. 5A) (n=4) bzw.

e Volieren (komplexe Umgebung; Abb. 5B) (n=4) aufwuchsen, wurden an ihrem 21.

Lebenstag miteinander verglichen.
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AbD. 5. Octodon degus (A) Kifighaltung, (B) Haltung in der Voliere. Digitalaufnahme (SONY Cyber-shot).

1.3. Einfluss von wiederholtem kurzzeitigem Elternentzug auf die Entwicklung

dendritischer Spines im anterioren cinguliren Cortex (ACd)
Zwei in Volieren aufgezogene Versuchsgruppen wurden am P21 miteinander verglichen:

e Sozial aufgewachsene Tiere, welche bis zum 21. Lebenstag ungestort in der

Familie blieben (n=4) und
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e Tiere, welche wiederholtem Elternentzug ausgesetzt waren (n=4). Zwischen dem

postnatalen Tag 1 (P1) und P21 wurden diese Jungtiere tdglich fiir jeweils eine Stunde

von den Eltern und Geschwistern separiert. Alle Jungtiere eines Wurfes wurden hierzu

aus dem Elternkdfig entnommen und in einzelne Kéfigschalen (Ldnge x Hohe x

Breite: 37 x 11 x 8,5 cm) in einem separaten Raum gesetzt. Jeglicher sensorischer

Kontakt zu den Eltern war unterbunden, die Geschwister jedoch konnten sich

gegenseitig horen und riechen, aber nicht sehen.

1.4. Einfluss des Vaters auf die Entwicklung dendritischer Spines im anterioren

cinguliren Cortex (ACd)

Auch bei diesem Versuch wurden die in Volieren aufgewachsenen Versuchstiergruppen am

P21 miteinander verglichen:

e Sozial, mit beiden Elternteilen aufgewachsene Tiere (n=4) und

e vaterlos aufgewachsene Tiere (n=4), bei denen der Vater am ersten Tag nach der

Geburt der Jungen aus der Familie entfernt wurde.

1.5. Beteiligung des

Verianderungen dendritischer Spines

serotonergen

Systems

an den

separationsinduzierten

Folgende Gruppen in Volieren aufgezogener Jungtiere wurden am Postnataltag 21 analysiert:

Salineinjizierte Kontrollen

Pharmakologisch behandelte Tiere

2) Elternentzug | 3) EZ+0,1mg/kg 4) EZ+1mg/kg 5) EZ+5mg/kg
1) sozial+Saline )
(EZ)+Saline Way-100635 Way-100635 Way-100635
N=4 n=4 n=4 n=4 n=4
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1) Diesen Tieren wurde von Tag 1 bis Tag 21 einmal tiglich eine Salineinjektion (0,2
ml) intraperitoneal (ip) verabreicht. Im Anschluss an die Injektion wurden sie in den
Elternkéfig zuriickgesetzt, nach 15 Minuten und nach einer weiteren Stunde (in
Anpassung an die Prozedur bei der Kombination von Elternentzug und Injektion)
wurden sie im Kéfig kurz in die Hand genommen (gehéndelt).

2) Diesen Tieren wurde von Tag 1 bis Tag 21 einmal téglich eine Salineinjektion (0,2
ml) ip verabreicht. Im Anschluss daran wurden sie in den Elternkéfig zuriickgesetzt

und nach 15 Minuten fiir eine Stunde separiert.

Den Tieren der folgenden drei Versuchsgruppen wurden vor der Separation verschiedene
Konzentrationen des 5-HT1a-Antagonisten Way-100635, in 0,2 ml Saline geldst, ip

verabreicht:

3) 0,1 mg/kg Way-100635 in 0,2ml Saline bekamen diese Tiere von P1 bis P21 einmal
pro Tag injiziert. Nach der Injektion wurden sie 15 Minuten im Elternkéfig belassen
und im Anschluss eine Stunde separiert.

4) 1,0 mg/kg Way-100635

5) 5,0 mg/kg Way-100635

Die Tiere der Gruppen 4 und 5 wurden bis auf die Konzentration des verabreichten 5-HT14-
Antagonisten ebenso behandelt wie die der Gruppe 3.

Das Aufarbeiten der Hirne begann eine Stunde nach der letzten Separation bzw. dem letzten
Héndling am 21. Lebenstag.

Auf die Auswertung der Tiere der Gruppe 5 musste wegen ihrer hohen Sterberate (50%) in
der ersten postnatalen Woche verzichtet werden. Die {brigen Tiere dieser
Konzentrationsgruppe zeigten Zeichen einer Uberdosierung: erhdhter Muskeltonus der
Gliedmassen, von-sich-Strecken der Gliedmassen, unfdhig zu koordinierter Bewegung, wie
sie bei erwachsenen Ratten erst bei einer Dosis von 20 mg/kg Way-100635 ip injiziert,

beobachtet wurden (Loscher & Honack, 1993).
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Versuch B - Einfluss von wiederholtem kurzzeitigem Elternentzug auf die Entwicklung

inhibitorischer Systeme

1.6. Einfluss von wiederholtem kurzzeitigem Elternentzug auf die Entwicklung

inhibitorischer Interneurone im medialen Prifrontalcortex (PFC)

Vier Versuchsgruppen, aufgezogen in Standardkédfigen, wurden am P45, sowie am P90

miteinander verglichen:

P45 P90

1) sozial 2) Elternentzug (EZ) 3) sozial 4) Elternentzug (EZ)

n=6 n=6 n=5 n=5

1)
2)

3)

4)

Diese Tiere blieben bis zum 45. Lebenstag ungestort in der Familie.

Tiere, welche wiederholtem Elternentzug ausgesetzt waren: zwischen dem postnatalen
Tag 1 (P1) und P21 wurden diese Jungtiere dreimal téglich fiir jeweils eine Stunde von
den Eltern und Geschwistern separiert. Vom 22. Lebenstag bis zum 45. Lebenstag
verblieben diese Jungtiere ungestort im Familienverband.

Diese Tiere blieben bis zum 45. Lebenstag ungestort in der Familie, am 46. Tag
wurden jedoch die Eltern und die weiblichen Jungtiere aus dem Kéfig entfernt, um
Inzucht zu vermeiden. Die ménnlichen Jungtiere lebten bis zum 90. Postnataltag
ungestort im sozialen Verband.

Tiere, welche wiederholtem Elternentzug ausgesetzt waren: zwischen dem postnatalen
Tag 1 (P1) und P21 wurden diese Jungtiere dreimal téglich fiir jeweils eine Stunde von
den Eltern und Geschwistern separiert. Vom 22. Lebenstag bis zum 45. Lebenstag
verblieben diese Jungtiere ungestort im Familienverband. Am 46. Tag wurden die

Eltern und die weiblichen Jungtiere aus dem Kéfig entfernt.
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1.7. Einfluss von wiederholtem kurzzeitigem Elternentzug auf die Entwicklung von

CRH exprimierenden Neuronen im medialen Priafrontalcortex (PFC)

Folgende Gruppen, in Standardkifigen aufgezogener Tiere, wurden untersucht:

1) Sozial aufgewachsene Tiere (P45), vgl. unter Kapitel 1.6. (n=6)
2) Separierte Tiere (P45), vgl. unter Kapitel 1.6. (n=6 )
3) Sozial aufgewachsene Tiere (P90), vgl. unter Kapitel 1.6. (n=5)
4) Separierte Tiere (P90), vgl. unter Kapitel 1.6. (n=5)

2. Die Golgi-Methode

In den sechziger Jahren des 19. Jahrhunderts entwickelte Camillo Golgi eine
Silberfarbungstechnik, die mit Hilfe quecksilberhaltiger Losung nur einen bestimmten
Prozentsatz von Nervenzellen in einem mikroskopischen Feld anfarbt und dadurch die
cytologische Untersuchung des Nervensystems wesentlich erleichtert. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Golgi-Cox-Methode verwendet, eine Methode, die einige Jahre nach Golgis
Entdeckung der Silberfarbetechnik von Cox eingefithrt wurde (1890, 1891), der eine

Mischung aus Kaliumbichromat und Quecksilberchlorid mit Kaliumchromat verwendete.

2.1. Prinzipien der Golgi-Cox-Methode

Die Golgi-Cox-Methode ist dadurch charakterisiert, dass sie einen Niederschlag von
metallischem Quecksilber und wahrscheinlich komplexen Oxiden des Quecksilbers

produziert. Sie wird durch folgende Merkmale gekennzeichnet:

e nur eine kleine Anzahl der Nervenzellen wird angefirbt,

e in den wenigen angefdrbten Zellen ist der metallische Niederschlag sehr massiv und
umfasst das Soma, die von ihm abgehenden Dendriten und das Axon,

e die verbleibenden ungefarbten Strukturen bilden einen transparenten Hintergrund, von

dem sich die gefarbten Zellen deutlich abheben,
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e c¢s gibt keine Farbungsgradienten — Strukturen sind entweder komplett

lichtundurchléssig oder vollstindig transparent.

2.2. Durchfithrung der Golgi-Cox-Fiarbung

Die Versuchstiere wurden entsprechend ihrer Gruppen am letzten Lebenstag gewogen und
anschlieBend dekapitiert. Nach erfolgter Herauspriparierung des Gehirns wurde dieses
gewogen und fiir die Dauer von zwei Wochen in eine modifizierte Golgi-Losung nach Glaser
und Van der Loos (1981) eingelegt (Protokoll im Anhang). Im Anschluss daran wurde das
Hirn in Celloidin eingebettet und nach mindestens einwochiger Aufbewahrung in Alkohol
Transversalschnitte angefertigt, an denen eine Reduktion der Fiarbung vorgenommen wurde

(detailliertes Protokoll im Anhang).

2.3. Analyse und Auswertung der Golgi-gefirbten Neurone

Die Anzahl der dendritischen Spines, sowie die Liangen der ausgewerteten Dendriten wurden
mit Hilfe des computergestiitzten Bildanalysesystems Neurolucida (MicroBrightField, Inc.)
ermittelt, welches die dreidimensionale Analyse mikroskopischer Préparate ermdglicht. Das
System ist so konzipiert, dass iiber einen als ,,Lucivid ™ bezeichneten Spiegel die Oberfliche
des Computerbildschirms in den Strahlengang des Mikroskops projiziert wird. Mit einer
Computermaus konnen so mikroskopische Objekte nachgezeichnet werden (Abb. 6). Die
Besonderheit des Systems liegt darin, dass der Mikroskoptisch, auf dem sich das zu
analysierende Priparat befindet, in allen drei Achsen ebenfalls iiber das Programm gesteuert
wird, so dass jede Mausbewegung automatisch verrechnet wird, und somit das
mikroskopische Priaparat dreidimensional analysiert werden kann. Fiir die Auswertung der in
dieser Arbeit untersuchten Golgi-gefarbten Neurone konnten deshalb die Dendritenbdume in
threr gesamten dreidimensionalen Ausdehnung beriicksichtigt werden. Bei Z&hlung
dendritischer Spines errechnet das Bildanalyseprogramm automatisch die durchschnittliche
Spinefrequenz/um aller ausgewerteten Dendriten eines Neurons, unterteilt nach der jeweiligen
Verzweigungsordnung. Der Vorteil dieses Systems gegeniiber frither angewandten Methoden,
bei denen nur kurze Dendritenabschnitte ausgewertet werden konnten, liegt darin, dass durch

die dreidimensionale Berechnung sehr viel genauere Werte erhalten werden und durch die
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Analyse ganzer Dendritenbdume das in den Quantifizierungen enthaltene Datenmaterial
groBer ist (Bock 1998, Dissertationsschrift). Mit Hilfe dieses Bildanalysesystems wurden die
Dichten der dendritischen Spines auf den zur Auswertung ausgesuchten Neuronen und deren
Dendritenldngen ausgewertet. Das Neurolucida-Programm errechnet fiir eine Pyramidenzelle
die durchschnittliche Spinefrequenz bzw. die Dendritenlinge der gesamten Apikal- und
Basaldendriten und die jeder Verzweigungsordnung (Abb. 7), so dass man zum Beispiel bei
einem Neuron mit vier Dendriten der 2. Ordnung den Mittelwert der Spinefrequenzen dieser
vier Dendritenabschnitte erhélt. Die durchschnittliche Spinefrequenz bzw. Segmentlénge fiir
jede der ersten fiinf Ordnungen und der gesamten Dendritenbdume eines Neurons, unterteilt
in Apikal- und Basaldendriten, ging von zehn ausgewerteten Zellen eines Tieres in die
statistische Auswertung ein.

Die Berechnung der Spinefrequenzen und Dendritenlédngen erfolgte erst, nachdem alle Tiere

einer Versuchsgruppe ausgewertet waren.

Abb. 6. Nachzeichnung einer Pyramidenzelle mit dem Neurolucida-System. Spines wurden durch Punkte an den
Basaldendriten und dem Apikaldendrit markiert.

28



Abb. 7. Modelldendrit mit Verzweigungen bis zur 5. Ordnung.

2.4. Auswahl der Pyramidenzellen

Ausgewertet wurden nur gut und vollstindig impragnierte Pyramidenzellen aus Schicht-1I/111

des ACd mit folgenden qualitativen Merkmalen (Abb. 8):

e cin kegelformiges Perikaryon, dessen Lingsachse nahezu senkrecht zur
Hirnoberfliche steht,

e von der Spitze des Zellkorpers entsteht nach apikal der Hauptdendrit (Apikaldendrit),
der die grofte Kaliberstérke aller Dendriten aufweist und senkrecht zur Hirnoberfléche
verlauft,

e bei den fiir diese Arbeit ausgewihlten Zellen teilt sich der Apikaldendrit in zwei
gleich starke Aste auf, von denen dann apikale Seitendendriten entspringen,

e die basalen Dendriten und das Axon verlassen das Soma schweifartig in Richtung
Mark,

e die Dendritenbdume von Apikal- und Basaldendriten sind gut ausgebildet und nach

Moglichkeit vollstdndig im Schnitt erhalten.
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Abb. 8. (A) Golgi-Cox imprégnierte Vorderhirnhemisphére eines ménnlichen Tieres der Spezies Octodon degus.
Schwarz umrandet sind die Grenzen des Bereichs vom ACd, aus dem die Pyramidenzellen zur Analyse
ausgewihlt wurden. Messbalken = 400 um, d = dorsal, m = medial. (B) Photomontage einer Golgi-Cox
impragnierten Schicht-1I/II1 Pyramidenzelle des ACd mit ihrem Apikal- und den Basaldendriten (Pfeile), sowie
einer Vergroflerung eines Dendritensegmentes. Messbalken = 18 um. (Aus Helmeke et al., 2001b)

2.5. Quantifizierung und statistische Auswertung

Zur Quantifizierung wurden pro Tier fiinf Pyramidenzellen aus Schicht-II/III in jeder der
beiden Hemisphdren untersucht. Die statistische Analyse ergab in keinem der Experimente
signifikante Unterschiede zwischen den Hemisphiren. Daher wurden die Werte aus rechter
und linker Hemisphire gepoolt. Von jedem Tier gingen somit folgende Werte von zehn
Zellen in den statistischen Vergleich zwischen den Versuchsgruppen ein (n = Anzahl der

Zellen pro Versuchsgruppe):

e mittlere Apikal- und Basalspinedichte fiir jede der ersten fiinf Verzweigungsgrade,
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e mittlere durchschnittliche Apikal- und Basalsegmentlidnge fiir jede der ersten fiinf
Verzweigungsgrade,
e mittlere Apikal- und Basalspinedichte der gesamten Dendritenbédume,

e mittlere Apikal- und Basaldendritenléinge der gesamten Dendritenbdume.

Der Apikaldendrit und mindestens ein vollstdndig verfolgbarer Basaldendrit pro Zelle wurden
in der Gesamtheit ihrer Verzweigungen bis zum letzten Verzweigungsgrad ausgewertet. In
der statistischen Auswertung wurden, aufgrund des seltenen Auftretens hdherer
Verzweigungsordnungen als der 5. Ordnung, nur die ersten fiinf Ordnungen (Abb. 7) und der
gesamte Dendritenbaum eines Neurons, unterteilt nach apikal und basal, dargestellt.

Betrug die Anzahl der Versuchsgruppen einer Versuchsreihe mehr als zwei, wurden die Werte
dieser Versuchsgruppen zundchst mit einem Kruskal-Wallis One-Way ANOVA auf
signifikante Unterschiede hin iiberpriift. Ergab dieser Test einen signifikanten Unterschied
von p < 0,05, so wurden die einzelnen Versuchsgruppen anschlieend untereinander mit dem
Mann-Whitney U-Test (SigmaStat) auf signifikante Unterschiede hin iiberpriift. Bestand eine
Versuchsreihe nur aus zwei Versuchsgruppen, so wurden diese gleich mit dem Mann-

Whitney U-Test tiberpriift.

3. Immunohistochemischer Nachweis von Calretinin, Calbindin, Parvalbumin und CRH

3.1. Perfusionsfixierung und Schneiden

Die Tiere wurden durch eine Injektion von Ketanest/Rompun (1:4; 7 ml/kg intraperitoneal)
(Ketanest: Porke-Davis, Berlin, Germany; Rompun: Bayer, Leverkusen, Germany)
andsthesiert und anschliefend gewogen. Zur Entfernung des Blutes aus den Kapillaren wurde
mit 50 ml Tyrode-Puffer (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany) transkardial gespiilt. Dem
Tyrode-Puffer wurde zuvor 1% Liquemin (Roche, Grenzach-Wyhlen, Germany) als
Anticoagulans zugefiigt. Bei der anschlieBenden Wechselfixierung wurden erst 150 ml einer
Losung von 4% Paraformaldehyd (PFA) in 0,1 M Natriumacetat-Puffer (pH=6,5) und
schlieBlich 300-400 ml einer Losung von 4% PFA in 0,1 M Natriumborat-Puffer (pH=9,3)
zugefiihrt.

Die Gehirne wurden gewogen, in der letzten Perfusionslosung mindestens eine Stunde im

Kiihlschrank nachfixiert und anschlieBend in 0,1 M Phoshat-Puffer (PBS, pH=7,4) liberfiihrt.
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Mit einem Vibratom (Leica Instruments GmbH, NuBloch, Germany) wurden vier
alternierende Serien von 50 pum dicken Horizontalschnitten angefertigt und in mit PBS
gefiillten Gewebekulturplatten (Greiner, Frickenhausen, Germany) aufgefangen. Besonderes
Augenmerk wurde auf die freie Beweglichkeit der Schnitte in den Kavititen gerichtet, um

eine gleichméfBige Immunoreaktion zu gewéhrleisten.

3.2. Immunohistochemie

Drei Serien wurden fiir Fluoreszenz doppelgefirbt mit entweder 1) Mouse anti-o-
Parvalbumin (PV, Maus-IgG, Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany), 2) Mouse anti-
Calbindin (CaBP-D28k, Maus-IgG, SWANT, Switzerland) oder 3) Mouse anti-Calretinin
(CaR, Maus-IgG, Transduction Laboratories, USA) und Rabbit anti-Corticotropin-Releasing-
Factor (CRF, Kaninchen-IgG, Peninsula Laboratories, Inc., USA). Die vierte Serie wurde in
einer Einfachfarbung gegen Glutamatdecarboxylase (Rabbit anti-GAD, Kaninchen-IgG,
Chemicon International, Ltd., Hofheim, Germany) gefarbt (Protokoll im Anhang).

3.3. Quantitative Auswertung

Ausgewertet wurden die Dichten von CRH-, CaR-, PV- und CaBP-D28k-immunoreaktiven
Zellen, sowie doppelgefirbte Zellen, welche sowohl immunoreaktiv fiir CRH als auch fiir
eines der calciumbindenden Proteine waren. Von einer Quantifizierung der GAD-
immunoreaktiven Zellen wurde trotz der Spezifitit der Farbung (dargestellt mit DAB-Nickel-
Féarbung), aufgrund groBer Farbintensititsunterschiede zwischen den Zellen, abgesehen.

Fir die quantitative Erfassung der Zelldichten war der PFC frontal in rostro-caudaler
Richtung in Serie geschnitten worden. Von jedem Tier wurden fiir jede Firbung flinf
definierte Hirnschnitte des prigenualen PFC im Abstand von 200 um genutzt. Von diesen
Hirnschnitten wurden die Subregionen des medialen PFC (ACd, PrCm, PL, IL) mit einem
Macintosh-Computer, welcher iiber eine Video Kamera mit einem Olympus Mikroskop
verbunden, sowie mit einer Frame Grabber Karte ausgeriistet war, bei 20facher Vergroflerung
mit Hilfe des Bildverarbeitungssystems NIH-Image (Scion-Corp., USA) eingescannt.
Innerhalb der Grenzen der jeweiligen Region (Abb. 1) wurden definierte Messfelder

kontinuierlich durch die Cortexschichten gelegt und zwar fiir jede Hemisphére der flinf
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ausgewdhlten Hirnschnitte jeder Serie. Im Durchschnitt hatte z.B. der ACd fiinf bis sechs
Messfelder mit einer GroBe von jeweils 163670 pm® innerhalb der Region. Bei fiinf
ausgewerteten Schnitten mit je zwei Hemisphdren wurde also im ACd in mindestens 50
Messfeldern pro Tier die Anzahl der Zellen einer Fiarbung ermittelt. Zellen, die {iber dem
linken und unteren Messfeldrand lagen, wurden nicht gezéhlt. Die Zellen und Flachen aller
Messfelder der Schnittebenen eines Versuchstieres, einer Region und einer Farbung wurden
addiert und daraus die mittlere Zelldichte in Zellen/'mm® berechnet. Fiir jede der vier
ausgewerteten immunohistochemischen Farbungen ergab sich bei jeder der vier Regionen des
medialen PFC pro Tier ein Mittelwert fiir die Zelldichte. CRH-immunoreaktive Zellen
wurden bei drei Serien mit und ohne Colokalisation zu den calciumbindenden Proteinen
ausgewertet. Parallel mit CaR, PV und CaBP-D28k, welche mit einem Fluoreszenzfilter fiir
Alexa 488 aufgenommen wurden, sind auch CRH-Féarbungen mittels einem Filter fiir Alexa
594 eingescannt worden. Somit wurden dreimal so viele Messfelder fiir CRH ausgewertet, als
fir jedes der calciumbindenden Proteine. Doppeltes Zédhlen war bei den CRH-
immunoreaktiven Zellen also moglich, es wurden jedoch nicht die absoluten Zellzahlen
ermittelt, sondern Zelldichten zwischen verschieden experimentellen Tiergruppen verglichen.
Eine Colokalisation von CRH mit PV, CaR oder CaBP-D28k wurde nicht anhand der
eingescannten Bilder ausgewertet, sondern beim Mikroskopieren notiert.

Die doppelte Erfassung von PV-, CaBP-D28k- bzw. CaR-immunogefirbten Zellen wurde

durch die Distanz von 200 um zwischen den Schnitten ausgeschlossen.

3.4. Statistik

Die statistischen Analysen sind unter Verwendung des Statistik-Programms SigmaStat 2.0
(Jandel Scientific) durchgefiihrt worden.

Zwischen den Tiergruppen dieser Versuchsreihe wurden die Zelldichten der jeweiligen
immunohistochemischen Féarbungen mit einem Kruskal-Wallis One-Way ANOVA auf
signifikante  Unterschiede hin iberpriift. =~ AnschlieBend wurden die einzelnen
Versuchsgruppen untereinander mit dem Mann-Whitney U-Test auf signifikante Unterschiede

hin tiberpriift.
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4. Hirn- und Korpergewichte

Bei allen Tieren der Versuche A und B wurden Korper- und Hirngewichte vor bzw. nach dem
Dekapitieren gemessen. In die statistische Auswertung gingen dabei die Werte aller fiir die
Versuche vorbereiteten Tiere ein. Somit lag die Tierzahl hier hoher, als bei dem fiir die
Auswertung der Experimente ausgewéhlten Tiermaterials. Fixierte und unfixierte Hirne
wurden nicht gepoolt.

Die Tiergruppen wurden mittels einem Kruskal-Wallis One-Way ANOVA auf signifikante
Unterschiede hin liberpriift. Ergab dieser Test einen signifikanten Unterschied von p < 0,05,
so wurden die einzelnen Versuchsgruppen anschlieBend untereinander mit dem Mann-

Whitney U-Test (SigmaStat) auf signifikante Unterschiede hin iiberpriift.

5. Untersuchungen zu experimentell induzierten Verinderungen von Cortisol und

ACTH im Blut

Den Volieretieren des Versuches A wurde unmittelbar nach dem Dekapitieren Rumptblut
entnommen. Dieses wurde 30 Minuten bei 7500 Umdrehungen pro Minute und 4°C
zentrifugiert (RC5C, Sorvall Instruments). Das {iberstehende Serum wurde abgenommen und
bei —80°C eingefroren. In Zusammenarbeit mit Prof. C. Luley und Dr. S. Westphal vom
Institut fiir Klinische Chemie und Biochemie der Medizinischen Fakultit der Otto-von-
Guericke-Universitit Magdeburg wurden die Konzentrationen von Cortisol und ACTH fiir
jedes der Tiere festgestellt (Protokoll im Anhang).

Die Tiergruppen wurden mittels einem Kruskal-Wallis One-Way ANOVA auf signifikante
Unterschiede hin tiberpriift. Ergab dieser Test einen signifikanten Unterschied von p < 0,05,
so wurden die einzelnen Versuchsgruppen anschlieBend untereinander mit dem Mann-

Whitney U-Test (SigmaStat) auf signifikante Unterschiede hin iiberpriift.
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Ergebnisse

II1. Ergebnisse

Versuch A — Postnatale Entwicklung exzitatorischer Systeme und ihre Beeinflussung

durch friihkindliche Erfahrungsprozesse

1. Postnatale Entwicklung dendritischer Spines im anterioren cinguliren Cortex (ACd)

Um die FErgebnisse des FEinflusses frilhkindlicher Erfahrungsprozesse auf die
spinesynaptischen Verbindungen der Schicht-II/IIl Pyramidenzellen des ACd (Abb. 9)
interpretieren zu konnen, war es zundchst notwendig, den normalen Entwicklungsverlauf zu
analysieren. Hierzu wurden die Spinedichten und Dendritenlingen von Kéfigtieren vier
verschiedener Altersstadien ausgewertet. Es zeigt sich, dass sowohl die Dichte der
Apikalspines (Abb. 10A) als auch die der Basalspines (Abb. 11A) wahrend der ersten drei
Wochen also bis zum 21. Lebenstag zunimmt und wihrend der folgenden drei Wochen bis

zum 45. Lebenstag abnimmt.

Abb. 9. Virtuell zusammengesetztes Bild (Neurolucida Executable, Confocal Virtual Slice, MicroBrightField,
Inc.), Golgigeférbte Neurone im ACd eines 21tigigen Octodon degus.
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1.1. Apikaldendriten

a) Ein Vergleich der mittleren Spinedichte der gesamten Apikaldendritenbédume {iber alle ihre
Verzweigungsordnungen (Abb. 10A; Tab. 1) zeigt einen signifikanten Anstieg der
Spinefrequenz auf 143% von PO zu P14, auf 168% von PO zu P21 und auf 134% von PO zu
P45. Von P14 zu P21 gibt es immerhin noch einen signifikanten Anstieg auf 118% und von
P21 zu P45 eine signifikante Reduktion der Spinedichte auf 80%. Vergleicht man die
Spinefrequenzen der vier Altersgruppen jeweils in den einzelnen Dendritenabschnitten, ergibt
sich eine genauere Analyse (Abb. 10B; Tab. 1, 3): In der 1. Verzweigungsordnung sind die
Apikalspinedichten in den verschiedenen Altersstadien relativ gleich, lediglich zwischen P14
und P21 ldsst sich ein signifikanter Unterschied nachweisen. Die Apikalspinedichte nimmt
vom 14. bis zum 21. Lebenstag im 1. Segment signifikant ab und steigt bis zum 45. Tag
wieder leicht an. In der 2. Verzweigungsordnung zeigen Tiere am P14, P21 und P45 eine
signifikant hohere Apikalspinedichte als Tiere am P0O. Eine Abnahme der Spinedichte findet
schon nach dem 14. Lebenstag statt. Tiere des Altersstadium P45 haben signifikant geringere
Apikalspinedichten im 2. Segment als Tiere an P14. Die Apikalsegmente der 3., 4. und 5.
Ordnung spiegeln die Ergebnisse des gesamten Apikaldendritenbaums wieder. Wie bei der 2.
Ordnung zeigen Tiere am P14, P21 und P45 eine signifikant hohere Apikalspinedichte als
Tiere am PO. Jedoch weisen hier die 21tégigen Tiere die hochste Apikalspinedichte auf.
Signifikante Unterschiede zwischen P21 und P45 bestehen entlang der 3. bis zur 5.
Verzweigungsordnung. Aulerdem ist der Unterschied zwischen P14 und P21 in der 4. und 5.
Ordnung signifikant.

b) Vergleicht man nun die Lingen der Apikaldendriten, so stellt sich heraus, dass bei der
Betrachtung des gesamten Apikaldendritenbaums (Abb. 10C; Tab. 2) dieser sich von Tag 0
bis Tag 45 signifikant verldngert (zu P14 auf 162%, zu P21 auf 165%, zu P45 auf 212%).
Zwischen P14 und P21 findet keine signifikante Verlingerung statt. 45tagige Tiere weisen
schlieBlich jedoch einen signifikant lingeren Apikaldendritenbaum (auf 132%) als 14téigige
Tiere auf.

Diese Ergebnisse implizieren, dass die signifikant geringere Apikalspinedichte der 45 Tage
alten Tiere im Vergleich zu den 2l1tdgigen u.a. auch durch eine Verldngerung des
Dendritenbaums bis zum P45 verursacht werden konnte.

Bei der Analyse der Einzelsegmente (Abb. 10D; Tab. 2, 3) zeigt sich ein leichter Anstieg in
der Lange des 1. Apikalsegments vom Geburtstag iiber den 14. und 21. zum 45. Lebenstag.
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Dieser Unterschied ist zwischen PO und P45 signifikant. Auch in der 2., 3. und 4.
Verzweigungsordnung sind die Apikalsegmente der 45tdgigen Tiere signifikant ldnger als die
der Otdgigen. In der 2., 3. und 5. Ordnung weisen die 21 Tage alten Tiere zudem signifikant
kiirzere mittlere Apikalsegmente auf als die 14 Tage alten Tiere. Eine signifikante
Verldngerung des 3., 4. und 5. Segments ist zwischen PO und P14 nachzuweisen. In der 2.
Verzweigungsordnung sind schlielich die auch in anderen Ordnungen deutlich ldangeren
Apikalsegmente der 45tigigen Tiere im Vergleich zu den 21tdgigen signifikant. Die Werte
der einzelnen Dendritenabschnitte spiegeln bei keiner Verzweigungsordnung das Bild wieder,
das sich beim gesamten Apikaldendritenbaum ergibt. Dies lédsst sich u.a. auch durch zwar
durchschnittlich ldngere, jedoch zahlenmiaflig weniger Apikalsegmente bei 14tdgigen Tieren
erkliren. Die Anzahl der Verzweigungen erhoht sich von P14 zu P21, so dass die
Gesamtdendritenlénge, trotz kiirzerer durchschnittlicher Segmentldngen am P21, bei beiden

Altersstadien gleich ist.
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Postnataler Entwicklungsverlauf der Apikalspinefrequenzen
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Abb. 10. (A) mittlere Spinedichte der gesamten Apikaldendritenbdume, (B) durchschnittliche Spinedichte der
einzelnen Apikalsegmente, (C) mittlere Lange der gesamten Apikaldendritenbdaume, (D) durchschnittliche Lénge
der einzelnen Apikalsegmente.

Angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler, sowie die P-Werte des paarweisen Vergleichs mittels Mann-
Whitney U-Test. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede zwischen mehreren Gruppen (Kruskal Wallis One-
Way ANOVA).
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1.2. Basaldendriten

a) Ein Vergleich der mittleren Spinedichte der gesamten Basaldendritenbdume {iber alle ihre
Verzweigungsordnungen (Abb. 11A; Tab. 4) zeigt einen signifikanten Anstieg der
Spinefrequenz auf 150% von PO zu P14, auf 192% von PO zu P21 und auf 146% von PO zu
P45. Von P14 zu P21 gibt es einen signifikanten Anstieg auf 128% und von P21 zu P45 eine
signifikante Reduktion der Spinedichte auf 76%. Der Vergleich zwischen den
Spinefrequenzen der vier Altersgruppen jeweils in den einzelnen Dendritenabschnitten (Abb.
11B; Tab. 4, 6), ergibt folgende Resultate: In der 1. Verzweigungsordnung sind die
Basalspinedichten in den verschiedenen Altersstadien relativ gleich, lediglich zwischen P14
und P45 lésst sich ein signifikanter Unterschied nachweisen. Die Basalspinedichte nimmt
vom 14. bis zum 45. Lebenstag signifikant ab. In der 2. bis zur 4. Verzweigungsordnung
zeigen Tiere am P14, P21 und P45 eine signifikant hohere Basalspinedichte als Tiere am PO.
Bei der 5. Segmentordnung weisen nur 21- und 45tdgige Tiere eine hohere
Basalspinefrequenz als PO auf. Die Basalsegmente der 2. und 3. Ordnung spiegeln die
Resultate des gesamten Basaldendritenbaums wieder. Von Tag 21 zu Tag 45 zeigt sich hier
eine signifikante Spinereduktion. AuBerdem haben 2I1tdgige Tiere in der 3. und 5.
Verzweigungsordnung eine signifikant hohere Basalspinedichte als Tiere an P14.

b) Vergleicht man nun die Lingen der Basaldendriten, so stellt sich heraus, dass bei der
Betrachtung des gesamten Basaldendritenbaums (Abb. 11C; Tab. 5), dieser sich von Tag 0 bis
Tag 45 signifikant verldngert (zu P14 auf 276%, zu P21 auf 256%, zu P45 auf 331%).
Zwischen P14 und P21 findet keine signifikante Verlingerung statt. 45tagige Tiere weisen
jedoch einen signifikant langeren Basaldendritenbaum als 14tagige (auf 120%) und 21tégige
(auf 129%) Tiere auf.

Diese Ergebnisse implizieren, dass u.a. auch eine Verldngerung des Dendritenbaums zur
signifikant geringeren Spinedichte am 45. Tag beitragen konnte.

Bei der Analyse der Einzelsegmente (Abb. 11D; Tab. 5, 6) zeigt sich zwischen den
untersuchten Altersstadien keine Verdnderung in der Lange des 1. Basalsegments. In der 2.
bis zur 5. Ordnung weisen die 14, 21 und 45 Tage alten Tiere signifikant ldngere mittlere
Basalsegmente auf als die 0 Tage alten Tiere auf. In der 2. Verzweigungsordnung sind zudem
die Basalsegmente der 45tdgigen Tiere im Vergleich zu denen der 21tdgigen signifikant
langer. Die Werte der einzelnen Dendritenabschnitte spiegeln bei  keiner

Verzweigungsordnung das Bild wieder, das sich beim gesamten Basaldendritenbaum ergibt.

39



Die Ursachen sind in etwa gleich langen durchschnittlichen, jedoch zahlenmiflig weniger
Basalsegmenten bei 14tdgigen Tieren im Vergleich zu den 45tégigen Tieren begriindet. Die
Anzahl der basalen Dendritenverzweigungen steigt von P14/P21 zu P45, wihrend sich die

durchschnittliche Segmentldange fast nicht &ndert.
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Abb. 11. (A) mittlere Spinedichte der gesamten Basaldendritenbdume, (B) durchschnittliche Spinedichte der
einzelnen Basalsegmente, (C) mittlere Lange der gesamten Basaldendritenbdaume, (D) durchschnittliche Lénge
der einzelnen Basalsegmente.

Angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler, sowie die P-Werte des paarweisen Vergleichs mittels Mann-
Whitney U-Test. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede zwischen mehreren Gruppen (Kruskal Wallis One-

Way ANOVA).
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2. Einfluss einer reizarmen Umgebung auf die Entwicklung dendritischer Spines im

anterioren cinguliren Cortex (ACd)

In dem Zeitraum, in dem ich diese Arbeit angefertigte, wurde die Kolonie der Octodon degus
in Anpassung an ihre Lebensbedingungen von Standardkéfigen zu Volieren umgesetzt. Aus
diesem Grund wurde ein Teil der Versuche an Volieretieren durchgefiihrt.

An dieser Stelle soll auf den Unterschied zwischen 21tdgigen Tieren, welche mit einer
reizarmen Umgebung (Standardkéfigen) Vorlieb nehmen mussten und solchen, welche in den
groBeren mit  Klettermoglichkeiten ausgestatteten Volieren (komplexe Umgebung)

aufwuchsen, eingegangen werden.

2.1. Apikaldendriten

a) Ein Vergleich der mittleren Apikalspinedichte der Gesamtdendriten (Abb. 12A; Tab. 1, 7)
zwischen Kifig- und Volieretieren zeigt signifikant hohere Spinedichten bei den Kéfigtieren
(18%). Vergleicht man die Spinefrequenzen von sozial aufgewachsenen 21tigigen Kifig- und
Volieretieren jeweils in den einzelnen Dendritenabschnitten (Abb. 12B; Tab.1, 7), erhdlt man
folgende Resultate: In der 1. Verzweigungsordnung sind die Apikalspinedichten der
Volieretiere signifikant hoher als die der Kéfigtiere. In der 2. und 3. Ordnung lésst sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen nachweisen, wiewohl in der 3.
Ordnung ein Trend zu hoheren Spinedichten der Kéfigtiere besteht. In der 4. und 5.
Segmentordnung bestétigt eine Signifikanz diesen Trend.

b) Vergleicht man nun die Langen der Apikaldendriten, so stellt sich heraus, dass bei der
Betrachtung des gesamten Apikaldendritenbaums (Abb. 12C; Tab. 2, 8) dieser bei den
Volieretieren etwas, aber nicht signifikant linger ist als bei den Kéfigtieren. Bei der
Einzelsegmentanalyse (Abb. 12D; Tab. 2, 8) findet sich nur im 2. Segment ein signifikanter
Unterschied in der durchschnittlichen Apikaldendritenlinge zwischen den beiden
experimentellen Gruppen.

Die hohere Apikalspinedichte der Kéfigtiere konnte demnach u.a. auch durch deren etwas

kiirzere Apikaldendriten verursacht sein.
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Einfluss einer reizarmen Umgebung auf die Apikalspinefrequenzen

A B
13 1 13 - p=0,002
7 p=0,02 ] p=0.017
] .
£71 277
= 7 = T
2 g ]
@ 5 a5 p=0,006
. ; _ﬁ
Gesamtdendrit 1. 2. 3. 4. 5.
Segment
Einfluss einer reizarmen Umgebung auf die Apikaldendritenlingen
C D
1300 1 70 7
g ] £
Eg) 900 - gn 50 il p=0,046
= 500 - 2 30 -
<] 4 .
= ] _ 1
100 - - 10 -
Gesamtdendrit 1. 2. 3. 4. 5.
Segment

B Standardkifig sozial [] Voliere sozial

Abb. 12. (A) mittlere Spinedichte der gesamten Apikaldendritenbdume, (B) durchschnittliche Spinedichte der
einzelnen Apikalsegmente, (C) mittlere Lange der gesamten Apikaldendritenbdaume, (D) durchschnittliche Lénge
der einzelnen Apikalsegmente.

Angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler, sowie die P-Werte des paarweisen Vergleichs mittels Mann-
Whitney U-Test.
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2.2. Basaldendriten

a) Bei der Analyse der FEinzelsegmente (Abb. 13B; Tab. 4, 9) zeigt sich in allen
Verzweigungsordnungen ein Trend zu héheren Basalspinedichten der sozialen Kifigtiere im
Vergleich zu sozialen Volieretieren. Dieser Unterschied ist in der 2. und 3.
Verzweigungsordnung sowie beim gesamten Basaldendritenbaum (28%; Abb. 13A; Tab. 4, 9)
signifikant.

b) Die mittlere Linge der gesamten Basaldendriten (Abb. 13C; Tab. 5, 10) ist bei den
Volieretieren signifikant groBer als bei den Kéfigtieren (23%). Die hohere Basalspinedichte
der Kifigtiere konnte u.a. auch durch deren kiirzere Basaldendritenldngen bedingt sein.

Eine Analyse der einzelnen durchschnittlichen Basalsegmente (Abb. 13D; Tab. 5, 10)

ermittelt keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Tiergruppen.
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Einfluss einer reizarmen Umgebung auf die Basalspinefrequenzen
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Abb. 13. (A) mittlere Spinedichte der gesamten Basaldendritenbdume, (B) durchschnittliche Spinedichte der
einzelnen Basalsegmente, (C) mittlere Lange der gesamten Basaldendritenbdume, (D) durchschnittliche Lénge
der einzelnen Basalsegmente.

Angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler, sowie die P-Werte des paarweisen Vergleichs mittels Mann-
Whitney U-Test.
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3. Einfluss von wiederholtem Kkurzzeitigem Elternentzug auf die Entwicklung

dendritischer Spines im anterioren cinguliren Cortex (ACd)

Wiederholter kurzzeitiger Elternentzug wéhrend der ersten drei Wochen fiihrt zu
Verdnderungen der Spinedichten von Schicht-II/IIl Pyramidenzellen des ACd. Die
lichtmikroskopische Analyse der Apikal- (Abb. 14A) und Basaldendriten (Abb. 15A) von
21tdgigen Volieretieren zeigt signifikant hohere Spinedichten bei separierten im Vergleich zu

sozialen Tieren.

3.1. Apikaldendriten

a) Von der 1. bis zur 5. Verzweigungsordnung (Abb. 14B; Tab. 7) und bei der mittleren
Spinedichte der gesamten Apikaldendritenbdume iiber alle Verzweigungsordnungen (Abb.
14A; Tab. 7) weisen die separierten Tiere signifikant hohere Apikalspinedichten (43%) als die
sozial aufgewachsenen Tiere auf.

b) Lediglich in der 4. Verzweigungsordnung (Abb. 14D; Tab. 8), aber nicht in der mittleren
Lange des gesamten Apikaldendritenbaums (Abb. 14C; Tab. 8) treten signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen auf. In der 4. Ordnung konnten die hoheren
Apikalspinedichten der separierten Tiere u.a. durch deren geringere Dendritenldnge in diesem
Segment bedingt sein. In den tiibrigen Segmentordnungen kann man jedoch von einer

tatsachlich verdnderten Absolutanzahl der Apikalspines ausgehen.
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Einfluss von wiederholtem Elternentzug auf die Apikalspinefrequenzen
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Abb. 14. (A) mittlere Spinedichte der gesamten Apikaldendritenbdume, (B) durchschnittliche Spinedichte der
einzelnen Apikalsegmente, (C) mittlere Lange der gesamten Apikaldendritenbdaume, (D) durchschnittliche Lénge
der einzelnen Apikalsegmente.

Angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler, sowie die P-Werte des paarweisen Vergleichs mittels Mann-
Whitney U-Test.

47



3.2. Basaldendriten

Der Vergleich von sozial aufgewachsenen mit wiederholt separierten 2 1tégigen Volieretieren
fiihrt zu folgenden Ergebnissen:

a) In den ersten fiinf Verzweigungsordnungen (Abb. 15B; Tab. 9) ist die Dichte der
Basalspines von separierten Tieren hoher als die ungestort aufgewachsener Degus. Signifikant
ist dieser Unterschied im 3., 4. und 5. Basalsegment, sowie bei der mittleren Spinedichte der
gesamten Basaldendritenbaume (38%; Abb. 15A; Tab. 9).

b) Zwischen den beiden Gruppen sind in der mittleren Lidnge der gesamten
Basaldendritenbdume (Abb. 15C; Tab. 10) keine Unterschiede nachweisbar. Somit kann hier
davon ausgegangen werden, dass die Verdnderung der Spinedichte der Gesamtdendriten nicht
auf eine Verdnderung der Dendritenlidnge zuriickzufiihren ist.

Im 3. Basalsegment haben die separierten Tiere allerdings signifikant kiirzere
Dendritenlidngen als die sozialen Kontrollen (Abb. 15D; Tab. 10), was hier u.a. auch zu der

erhohten Spinedichte der separierten Tiere beitragen konnte.
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Einfluss von wiederholtem Elternentzug auf die Basalspinefrequenzen
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Abb. 15. (A) mittlere Spinedichte der gesamten Basaldendritenbdume, (B) durchschnittliche Spinedichte der
einzelnen Basalsegmente, (C) mittlere Lange der gesamten Basaldendritenbdume, (D) durchschnittliche Lénge
der einzelnen Basalsegmente.

Angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler, sowie die P-Werte des paarweisen Vergleichs mittels Mann-
Whitney U-Test.
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4. Einfluss des Vaters auf die Entwicklung dendritischer Spines im anterioren

cinguliren Cortex (ACd)

Es konnte bisher gezeigt werden, dass nach wiederholter Trennung der Jungtiere von den
Eltern in den ersten drei Lebenswochen, eine erhdhte Spinefrequenz der Schicht-II/1II
Pyramidenzellen des ACd die Folge ist. In dieser Studie soll nun untersucht werden, welchen
Einfluss es auf die Entwicklung der Jungtiere hat, wenn die viterliche Bezugsperson wihrend
der ersten drei Lebenswochen kontinuierlich fehlt.

Wie auch wiederholter kurzzeitiger Elternentzug fiihrt das Fehlen des Vaters wihrend der
ersten drei Wochen zu signifikanten morphologischen Verdanderungen in der Entwicklung der
Schicht-II/III Pyramidenzellen des ACd. Der Effekt auf die Spinedichten ist jedoch
umgekehrt wie beim wiederholten kurzzeitigen Elternentzug. Die Analyse der Apikal- (Abb.
16A) und Basaldendriten (Abb. 17A) 21tégiger Volieretiere zeigt hier signifikant niedrigere

Spinedichten bei deprivierten Tieren im Vergleich zu sozialen Tieren.

4.1. Apikaldendriten

a) Ein Vergleich der mittleren Spinedichte der gesamten Apikaldendritenbdume {iber alle ihre
Verzweigungsordnungen (Abb. 16A; Tab. 11) zeigt eine 15% geringere Spinefrequenz bei
den deprivierten Tieren. Betrachtet man den gesamten Dendritenverlauf und vergleicht die
Spinefrequenzen der beiden Versuchsgruppen jeweils in den einzelnen Dendritenabschnitten
(Abb. 16B; Tab. 11), so ergeben sich die groBiten Unterschiede in den Apikalsegmenten der 3.
(15 %) und 5. (20 %) Verzweigungsordnung. Die deprivierten Tiere weisen hier signifikant
niedrigere Spinedichten auf als die sozialen Kontrollen.

b) Vergleicht man nun die Lingen der Apikaldendriten, so stellt sich heraus, dass Vaterentzug
zu keinen Verdnderungen in der Lénge des Apikaldendritenbaums (Abb. 16C; Tab. 12), auch
nicht der durchschnittlichen Langen seiner Einzelsegmente (Abb. 16D; Tab. 12) fiihrt.

Es ist somit nachweisbar, dass die geringere Apikalspinedichte vaterloser Tiere ihre Ursache

nicht in verlangerten Dendritensegmenten hat.
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Einfluss des Vaters auf die Apikalspinefrequenzen
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Abb. 16. (A) mittlere Spinedichte der gesamten Apikaldendritenbdume, (B) durchschnittliche Spinedichte der
einzelnen Apikalsegmente, (C) mittlere Lange der gesamten Apikaldendritenbdaume, (D) durchschnittliche Lénge
der einzelnen Apikalsegmente.

Angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler, sowie die P-Werte des paarweisen Vergleichs mittels Mann-
Whitney U-Test.
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4.2. Basaldendriten

Ein Vergleich der Basalspinefrequenzen der beiden Versuchsgruppen spiegelt die Ergebnisse
der Apikaldendriten wieder:

a) Vergleicht man die mittlere Spinedichte der gesamten Basaldendritenbdaume {tiber alle ihre
Verzweigungsordnungen (Abb. 17A; Tab. 13), zeigt sich eine 15% geringere Spinefrequenz
bei den deprivierten Tieren. Signifikante Unterschiede zwischen sozial und vaterlos
aufgewachsenen Tieren bestehen in der 2. (26 %) und 4. (17 %) Verzweigungsordnung (Abb.
17B; Tab. 13).

b) Vaterentzug filhrt nicht zu einer Verdnderung der mittleren Linge des
Basaldendritenbaums (Abb. 17C; Tab. 14). Die Einzelsegmentanalyse (Abb. 17D; Tab. 14)
zeigt lediglich in der 2. Verzweigungsordnung signifikant kiirzere Basaldendriten der
deprivierten Tiere auf.

Somit kann auf jeden Fall davon ausgegangen werden, dass die geringere Spinedichte

vaterloser Tiere nicht auf eine Verldngerung der Dendriten zuriickzufiihren ist.
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Einfluss des Vaters auf die Basalspinefrequenzen

A p=0,021 B p=0,026
9 - _— 9 - p=0,002 —

Spines/10pm
n
|
Spines/10pm
n
|

1 1
Gesamtdendrit 1. 2. 3. 4. 5.
Segment
Einfluss des Vaters auf die Basaldendritenlingen
C D
500 - 90 ]
E ] CRE
g i ]
P =70 1
Y 7 50 ] p=0,053
: : i —
= 1 o il
£ 300 - £ 50 1
= i = ]
: R
= ] 2 30 7
100 : 10 - [
Gesamtdendrit 1. 2. 3. 4. 5.
Segment

[1sozial M ohne Vater

Abb. 17. (A) mittlere Spinedichte der gesamten Basaldendritenbdume, (B) durchschnittliche Spinedichte der
einzelnen Basalsegmente, (C) mittlere Lange der gesamten Basaldendritenbdume, (D) durchschnittliche Lénge
der einzelnen Basalsegmente.

Angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler, sowie die P-Werte des paarweisen Vergleichs mittels Mann-
Whitney U-Test.
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5. Beteiligung des serotonergen Systems an den separationsinduzierten Verinderungen

dendritischer Spines

Der Nachweis signifikant hoherer Apikal- und Basalspinedichten von Schicht-II/I1T
Pyramidenzellen am 21. Lebenstag von in den ersten drei Wochen tiglich von Eltern und
Geschwistern separierten Tieren im Vergleich zu sozialen 21tidgigen Kontrolltieren (vgl.
Ergebnisse unter 3.) bildete die Grundlage fiir die Versuche, deren Ergebnisse im Folgenden
dargelegt werden sollen. Bevor mit den eigentlichen pharmakologischen Experimenten
begonnen wurde, stellte sich die Frage, ob dieser Unterschied der Spinedichten auch zwischen
sozialen/salineinjizierten und separierten/salineinjizierten Tieren nachweisbar ist. Sofern dies
der Fall wire, wire damit die methodische Voraussetzung geschaffen, pharmakologisch die
Beteiligung des serotonergen Systems bei erfahrungsinduzierten synaptischen Verédnderungen
zu analysieren.

Nachdem im Statistiktest mit dem Kruskal-Wallis Anova keine signifikanten Unterschiede
beziiglich der Apikal- (Abb. 18) und Basaldendritenlingen (Abb. 19) zwischen den vier
verschiedenen injizierten Volieregruppen nachzuweisen waren, sind diese nicht paarweise mit

dem Mann Whitney U-Test iiberpriift worden.

5.1. Apikaldendriten

I. Voruntersuchungen

Es zeigt sich, dass wiederholte Separation von Eltern und Geschwistern auch bei
salineinjizierten Tieren zu hoheren Apikal- (Abb. 18) und Basalspinedichten (Abb. 19) fiihrt,
wenn auch der Unterschied nicht so groB3 ist wie zwischen nichtinjizierten, sozialen und

separierten Tieren.

Vergleich zwischen sozialen/salineinjizierten Tieren und separierten/salineinjizierten Tieren
(Abb. 18; Tab. 15-17)

a) Im Vergleich zu sozialen, salineinjizierten Tieren weisen separierte, salineinjizierte Tiere
im 3. und 4. Apikalsegment sowie bei den gesamten Apikaldendritenbdumen (13%)

signifikant hohere Spinedichten auf.
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b) Die mittlere Apikaldendritenldnge der gesamten Dendritenbdaume ist nicht unterschiedlich
zwischen den beiden Gruppen und die verdnderte Apikalspinedichte weist somit auf eine

groBBere Anzahl von Apikalspines der separierten, salineinjizierten Tiere hin.

II. Pharmakologische Untersuchungen: Blockade der 5-HT14-Rezeptoren

Tiere, welche vor den Separationen mit 0,1 bzw. 1 mg/kg Way-100635 behandelt wurden,
weisen keine erhohten Apikal- (Abb. 18) und Basalspinedichten (Abb. 19) auf. Eine Blockade
des serotonergen Systems verhindert also die Auswirkungen friihkindlicher

Separationserfahrungen auf die Spinefrequenzen der Schicht-II/II1 Pyramidenzellen im ACd.

Vergleich zwischen sozialen/salineinjizierten Tieren und separierten, mit 0,1 mg/kg Way-
100635 injizierten Tieren (Abb. 18, Tab. 15-17)

Zwischen sozialen, salineinjizierten und pharmakologisch mit 0,1 mg/kg Way-100635
behandelten Tieren, welche nach der tiglichen Injektion eine Stunde separiert wurden,
bestehen keine Unterschiede in a) der Dichte der Apikalspines und b) der mittleren
Gesamtldnge der Apikaldendriten von Schicht-II/III Pyramidenzellen. Im Vergleich zu
sozialen, salineinjizierten Tieren &ndert sich somit die absolute Apikalspineanzahl durch die

Separation nicht, wenn das serotonerge System blockiert wurde.

Vergleich zwischen sozialen/salineinjizierten Tieren und separierten, mit 1 mg/kg Way-
100635 injizierten Tieren (Abb. 18, Tab. 15-17)

a) Bei einer 10fachen Konzentration des 5-HT14-Antagonisten Way-100635 vor der tdglichen
Separation weisen die so behandelten Tiere im 1. Apikalsegment signifikant hdhere
Spinefrequenzen als die sozialen, salineinjizierten Tiere auf. In den Verzweigungen der 2. bis
5. Ordnung, in der mittleren Apikalspinedichte und b) der mittleren Apikaldendritenldnge der
gesamten Dendriten bestehen keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Im
Vergleich zu sozialen, salineinjizierten Tieren #dndert sich somit die absolute
Apikalspineanzahl durch die Separation auch dann nicht, wenn das serotonerge System durch

eine 10fache Konzentration des Antagonisten blockiert wurde.
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Vergleich zwischen separierten/salineinjizierten Tieren und separierten, mit 0,1 mg/kg Way-
100635 injizierten Tieren (Abb. 18, Tab. 15-17)

a) Im Vergleich zu Tieren, welche vor der Separation mit Saline injiziert wurden, ist die
Apikalspinedichte der vor der Separation pharmakologisch mit 0,1 mg/kg Way-100635
behandelten Tiere in den Verzweigungsordnungen 2 bis 5 geringer. Im 5. Segment und bei
der mittleren Spinedichte der gesamten Dendritenbdume (12%) ist dieser Unterschied
signifikant.

b) In der Apikaldendritenlénge sind keine Verdnderungen nachweisbar.

Vergleich zwischen separierten/salineinjizierten Tieren und separierten, mit 1 mg/kg Way-
100635 injizierten Tieren (Abb. 18, Tab. 15-17)

Ahnliche Ergebnisse lassen sich bei einer 10fachen Konzentration des 5-HT14-Antagonisten
nachweisen:

a) Die Apikalspinedichte dieser Tiere ist in den Verzweigungsordnungen 2 bis 5 geringer als
die der separierten, salineinjizierten Tiere. Im 3. Segment und bei der mittleren Spinedichte
der gesamten Dendritenbdume (14%) ist dieser Unterschied signifikant.

b) In der Apikaldendritenldnge sind keine Verdnderungen nachweisbar.

» Eine Blockade der 5-HT1,-Rezeptoren verhindert also die durch die wiederholte

Separation von den Eltern und Geschwistern induzierten erhohten Apikalspinedichten.

Vergleich zwischen separierten, mit 0,1 mg/kg Way-100635 injizierten Tieren und
separierten, mit 1 mg/kg Way-100635 injizierten Tieren (Abb. 18, Tab. 15-17)

Weder in a) der Dichte der Apikalspines noch in b) der Lange der Apikaldendriten lassen sich
Unterschiede zwischen mit 0,1 mg/kg und mit 1 mg/kg Way-100635- injizierten, separierten

Tieren finden.

» Die Wirksamkeit der niedrigeren Konzentration reicht bereits aus, die

erfahrungsinduzierten Verinderungen zu blockieren.
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Einfluss von 5-HT1 ,-Blockade auf die separationsinduzierten
Verinderungen der Apikalspinefrequenzen
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Abb. 18. (A) mittlere Spinedichte der gesamten Apikaldendritenbdume, (B) durchschnittliche Spinedichte der
einzelnen Apikalsegmente, (C) mittlere Lange der gesamten Apikaldendritenbaume, (D) durchschnittliche Lénge
der einzelnen Apikalsegmente.

Angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler, sowie die P-Werte des paarweisen Vergleichs mittels Mann-
Whitney U-Test. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede zwischen mehreren Gruppen (Kruskal Wallis One-
Way ANOVA).
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5.2. Basaldendriten

I. Voruntersuchungen

Vergleich zwischen sozialen/salineinjizierten Tieren und separierten/salineinjizierten Tieren
(Abb. 19; Tab. 18-20)

a) Im Vergleich zu sozialen, salineinjizierten Tieren weisen separierte, salineinjizierte Tiere in
den Basalsegmenten 1 bis 4 sowie bei den gesamten Basaldendritenbdumen (18%) signifikant
hohere Spinedichten auf.

b) Die mittlere Basaldendritenldnge der gesamten Dendritenbdume ist nicht unterschiedlich
zwischen den beiden Gruppen. Die verdnderte Basalspinedichte weist auf eine groflere Anzahl
von Basalspines der separierten, salineinjizierten Tiere im Vergleich zu sozialen,

salineinjizierten Tieren hin.

II. Pharmakologische Untersuchungen: Blockade der 5-HT14-Rezeptoren

Vergleich zwischen sozialen/salineinjizierten Tieren und separierten, mit 0,1 mg/kg Way-
100635 injizierten Tieren (Abb. 19; Tab. 18-20)

Zwischen sozialen, salineinjizierten und pharmakologisch mit 0,1 mgkg Way-100635
behandelten Tieren, welche nach der tdglichen Injektion eine Stunde separiert wurden,
bestehen keine Unterschiede in a) der Dichte der Basalspines und in b) der mittleren
Gesamtldnge der Basaldendriten von Schicht-II/III Pyramidenzellen. Im Vergleich zu
sozialen, salineinjizierten Tieren &ndert sich somit die absolute Basalspineanzahl durch die

Separation nicht, wenn das serotonerge System blockiert wurde.

Vergleich zwischen sozialen/salineinjizierten Tieren und separierten, mit 1 mg/kg Way-
100635 injizierten Tieren (Abb. 19; Tab. 18-20)

Auch bei der 10fachen Konzentration des 5-HT1x-Antagonisten Way-100635 vor der
tdglichen Separation &ndert sich a) die Dichte der Basalspines und b) die mittlere
Gesamtldnge der Basaldendriten nicht im Vergleich zu sozialen, salineinjizierten Tieren. Die
absolute Basalspineanzahl dndert sich somit auch dann nicht durch die Separation, wenn das

serotonerge System durch eine 10fache Konzentration des Antagonisten blockiert wurde.
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Vergleich zwischen separierten/salineinjizierten Tieren und separierten, mit 0,1 mg/kg Way-
100635 injizierten Tieren (Abb. 19; Tab. 18-20)

a) Im Vergleich zu Tieren, welche vor der Separation mit Saline injiziert wurden, ist die
Basalspinedichte der vor der Separation pharmakologisch mit 0,1 mg/kg Way-100635
behandelten Tiere in allen Verzweigungsordnungen geringer. Im 2. und 3. Segment und bei
der mittleren Spinedichte der gesamten Dendritenbdume (15%) ist dieser Unterschied
signifikant.

b) In der Basaldendritenldnge ist kein Unterschied nachweisbar. Die geringere Spinedichte
der mit 0,1 mg/kg Way-100635 behandelten, separierten Tiere ist nicht auf eine Verlangerung
der Dendritensegmente zuriickzufiihren, sondern spiegelt eine Verdnderung der absoluten

Spineanzahl wieder.

Vergleich zwischen separierten/salineinjizierten Tieren und separierten, mit 1 mg/kg Way-
100635 injizierten Tieren (Abb. 19; Tab. 18-20)

Ahnliche Ergebnisse lassen sich bei einer 10fachen Konzentration des 5-HT1-Antagonisten
nachweisen:

a) Die Basalspinedichte dieser Tiere ist in allen Verzweigungsordnungen geringer als die
separierter, salineinjizierter Tiere. Im 3. und 4. Segment und bei der mittleren Spinedichte der
gesamten Dendritenbdume (15%) ist dieser Unterschied signifikant.

b) In der Basaldendritenldnge sind keine Verdnderungen nachweisbar.

» Eine Blockade der 5-HT14-Rezeptoren unterdriickt also die durch die wiederholte

Separation von Eltern und Geschwistern induzierten erhohten Basalspinedichten.

Vergleich zwischen separierten, mit 0,1 mg/kg Way-100635 injizierten Tieren und
separierten, mit 1 mg/kg Way-100635 injizierten Tieren (Abb. 19; Tab. 18-20)

Weder in a) der Dichte der Basalspines noch in b) der Linge der Basaldendriten lassen sich
Unterschiede zwischen mit 0,1 mg/kg und mit 1 mg/kg Way-100635- injizierten, separierten

Tieren finden.

»Die Wirksamkeit der niedrigeren Konzentration reicht bereits aus, die

erfahrungsinduzierten Verinderungen zu blockieren.
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Einfluss von 5-HT1 ,-Blockade auf die separationsinduzierten
Verianderungen der Basalspinefrequenzen
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Abb. 19. (A) mittlere Spinedichte der gesamten Basaldendritenbdume, (B) durchschnittliche Spinedichte der
einzelnen Basalsegmente, (C) mittlere Lange der gesamten Basaldendritenbdaume, (D) durchschnittliche Lénge
der einzelnen Basalsegmente.

Angegeben sind Mittelwerte und Standardfehler, sowie die P-Werte des paarweisen Vergleichs mittels Mann-
Whitney U-Test. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede zwischen mehreren Gruppen (Kruskal Wallis One-
Way ANOVA).
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6. Hirn- und Korpergewichte

6.1. Postnatale Entwicklung der Hirn- und Korpergewichte

In der folgenden Abbildung (Abb. 20) sind die Mittelwerte der Hirn- und Korpergewichte 0,
14, 21 und 45 Tage alter sozialer Tiere dargestellt.

Der Vergleich der Korpergewichte zeigt signifikante Unterschiede zwischen allen
Altersstadien (Abb. 20B; Tab. 21). Bei den Hirngewichten besteht nur zwischen P21 und P45
kein signifikanter Unterschied (Abb. 20A; Tab. 21).
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Abb. 20. Postnatale Entwicklung von (A) Hirn- und (B) Korpergewichten. Angegeben sind Mittelwerte und
Standardfehler, sowie die P-Werte des paarweisen Vergleichs mittels Mann-Whitney U-Test.

6.2. Einfluss einer reizarmen Umgebung auf Hirn- und Korpergewichte

Hirn- und Korpergewichte (Tab. 21) der sozialen, 2Itdgigen in Standardkéfigen
aufgewachsenen Tiere sind signifikant hoher (Hirngewicht: p=0,042; Korpergewicht:
p=0,003) als die der sozialen, 21tdgigen Tiere aus den Volieren (Tab. 22). Mdglicherweise
sind die hoheren Korpergewichte der Kéfigtiere das Resultat der beschrinkten

Bewegungsfreiheit in threr Umgebung.
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6.3. Einfluss von wiederholtem Kkurzzeitigem Elternentzug auf Hirn- und

Korpergewichte

In Tabelle 22 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Hirn- und Korpergewichte
21tdgiger sozialer und separierter Tiere angegeben. Weder bei den Hirn- noch bei den
Korpergewichten lassen sich  signifikante Abweichungen zwischen den zwei
Versuchsgruppen nachweisen.

Es kann somit davon ausgegangen werden, dass wiederholter Elternentzug die korperliche

Entwicklung nicht beeintrachtigt hat.

6.4. Einfluss des Vaters auf Hirn- und Korpergewichte

Der Vergleich der Korpergewichte zeigt einen signifikanten Unterschied (p = 0,014) zwischen
den beiden Versuchsgruppen. Tiere, welche ohne Vater aufwuchsen, sind schwerer als sozial
aufgewachsene Tiere. Bei den Hirngewichten besteht kein signifikanter Unterschied. Es kann
somit davon ausgegangen werden, dass das Fehlen des Vaters die korperliche Entwicklung
unter Laborbedingungen nicht beeintrachtigt. Moglicherweise hatten diese Tiere aber weniger
Bewegung, weil ihnen der Vater als Spielgefahrte fehlte.

In Tabelle 23 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Hirn- und Korpergewichte

21 Tage alter, sozial und vaterlos aufgewachsener Tiere angegeben.

6.5. Einfluss wiederholter intraperitonealer Injektionen auf Hirn- und Korpergewichte

Ein Kruskal-Wallis Anova zeigte keine signifikanten Unterschiede bei den Hirngewichten der
vier verschiedenen injizierten Tiergruppen, so dass auf den statistischen Vergleich jeweils
zweier Gruppen mittels Mann-Whitney U-Test beziiglich der pharmakologisch behandelten
Tiere verzichtet wurde (Tab. 24, 25).

Separierte, mit 1 mg Way-100635 injizierte Tiere haben ein hoheres Korpergewicht als die
anderen Versuchsgruppen und dieser Trend wird signifikant im Vergleich mit der

salineinjizierten Gruppe (Tab. 24, 25).
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass der Vergleich von Korper— und Hirngewichten eine

unzureichende korperliche Entwicklung der separierten und injizierten Tiere ausschlief3t.

7. Untersuchungen zu erfahrungsinduzierten Verinderungen von Cortisol und ACTH

im Blut

7.1. Einfluss von wiederholtem kurzzeitigem Elternentzug auf Cortisol und ACTH im

Blut

Octodon degus besitzen dhnlich dem Menschen und im Gegensatz zu anderen Nagern
Cortisol (Kenagy et al., 1999).

In Tabelle 26 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Blut-Cortisol-Werte 21
Tage alter sozialer und separierter Volieretiere angegeben. Die beiden Versuchsgruppen sind
am P2 Inicht signifikant unterschiedlich (Abb. 21).

Die statistische Auswertung der ACTH-Werte war nicht moglich, da die Konzentrationen von

ACTH zu oft unter dem Detektionslimit der Messeinrichtung lagen.
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Abb. 21. Mittelwerte und Standardfehler der basalen Cortisol-Werte.
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7.2. Einfluss des Vaters auf Cortisol und ACTH im Blut

Statistisch ldsst sich kein signifikanter Unterschied beziiglich der basalen Cortisol-
Konzentrationen, gemessen im Blutplasma sozialer und vaterlos aufgewachsener 21tigiger
Volieretiere nachweisen (Abb. 22; Tab. 27).

Eine statistische Auswertung der ACTH-Werte war nicht mdglich, da die Konzentrationen

von ACTH oft unter dem Detektionslimit der Messeinrichtung lagen.
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Abb. 22. Mittelwerte und Standardfehler der basalen Cortisol-Werte.

7.3. Einfluss wiederholter intraperitonealer Injektionen auf Cortisol und ACTH im Blut

Salineinjizierte, elternseparierte Tiere zeigen eine geringere Cortisol-Konzentration im Blut
als die Tiere der anderen experimentellen Gruppen (Voliereaufzucht) am P21 (Abb. 23; Tab.
28). Mittels eines Kruskal-Wallis Anovas konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede
der basalen Cortisol-Werte zwischen den vier injizierten Versuchsgruppen nachgewiesen
werden, so dass auf den paarweisen Vergleich mittels Mann-Whitney U-Test verzichtet
wurde.

Eine statistische Auswertung der ACTH-Werte war aus den oben genannten Griinden nicht

moglich.
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Abb. 23. Mittelwerte und Standardfehler der basalen Cortisol-Werte.

Versuch B — Einfluss von wiederholtem kurzzeitigem Elternentzug auf die Entwicklung

inhibitorischer Systeme

1. Einfluss von wiederholtem Kkurzzeitigem Elternentzug auf die Entwicklung

inhibitorischer Interneurone im medialen Prafrontalcortex (PFC)

1.1. Deskriptive Beobachtungen Parvalbumin-, Calbindin- und Calretinin-positiver

Neurone in den Subregionen des medialen PFC

An dieser Stelle sollten calciumbindende Proteine enthaltende Neurone des PFC von Ratten
und Degus, beziiglich ihrer Form wund Verteilung deskriptiv verglichen werden.
Colokalisationen der verschiedenen calciumbindenden Proteine untereinander, wie sie bei
Ratten nachgewiesen wurden (Kubota et al., 1994), sollten liberpriift werden. In Versuch A
wurde der 5-HT1x-Rezeptor pharmakologisch untersucht. Eine Lokalisation des 5-HT1,-
Rezeptors auf Calbindin- und Parvalbumin-positiven Neuronen, wie sie bei Ratten

beobachtete wurde (Abb. 24), sollte im PFC von Degus nachgewiesen werden, um eventuelle
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Zusammenhdnge der Einfliisse von serotonergen und GABAergen Systemen auf die

Spineentwicklung aufzuzeigen.

VIP/CCK
GABA

Raphe

Abb. 24. Verbindungen GABAerger Interneurone (dicke, schwarze Linien) untereinander und mit
Pyramidenzellen (griin), sowie serotonerger Input (5-HT) aus der Raphe (rote Linien). Kreise markieren
Kontakte zwischen den Zellen (schwarz = GABA(A)- bzw. (B)-Rezeptoren, rot = SHT14-Rezeptoren). CaR =
Calretinin, CaBP = Calbindin, PV = Parvalbumin, VIP = vasoaktives intestinales Polypeptid, CCK =
Cholecystokinin. (Freund & Gulyas, 1997; Aznar et al., 2003; teilweise bestitigt durch eigene Befunde
(schwarze Sternchen) im PFC von Octodon degus)
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Parvalbumin

Eine hohe Konzentration PV-immunoreaktiver, meist groler multipolarer Zellen ist in Schicht
V und VI des PFC zu beobachten, aber auch die Schicht-II/III weist viele Neurone auf,
welche das Protein Parvalbumin enthalten (Abb. 25A,B). Auf Soma und Dendriten PV-
positiver Zellen im PFC sind 5-HT14-Rezeptoren lokalisiert (Abb. 25C).

Im PFC von Octodon degus sind PV-Terminalien um die Somata von Pyramidenzellen

qualitativ nachweisbar (Abb. 25D).

/1

67



P

20 pm

68



e

20 pm

Abb. 25. (A-C) Fluoreszenzfarbung Parvalbumin-positiver Neurone (Alexa 488, griin),

(A) Verteilung iiber die Zellschichten des PFC am Beispiel des IL, Aufnahme mit Axiocam und Axioskop
(Zeiss),

(B-D) Zusammengesetzte Bildstapel, Aufnahme mit Laserscan-Mikroskop LSM 510 META (Zeiss),

(C) Neuron, immunopositiv fiir Parvalbumin (Alexa 488, griin) und 5-HT14 (Alexa 546, rot),

(D) Pfeile markieren Parvalbumin-positive Terminalien um die Zellkérper Parvalbumin-negativer
Pyramidenzellen (Alexa 488, griin).
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Calbindin

In allen Subregionen des PFC sind am 45. und am 90. Tag CaBP-D28k-positive Zellen
prasent, sie verteilen sich relativ gleichmidBig iiber die Zellschichten und sind meist
multipolar, z.T. auch bipolar (Abb. 26A,B). Teilweise scheint CaBP-D28k schwach in
Pyramidenzellen vorhanden zu sein, wie es auch bei Ratten beschrieben wurde (Hof et al.,
1999).

Qualitativ lassen sich, wie u.a. bei Ratten (Hof et al., 1999) Colokalisationen von CaBP-D28k
und Parvalbumin im PFC von Octodon degus nachweisen, und PV-Terminalien kann man um
die Somata CaBP-D28k-positiver, PV-negativer Neurone beobachten (Abb. 26C). Auf den
Zellkorpern CaBP-D28k-positiver Zellen sind auBBerdem 5-HT14-Rezeptoren lokalisiert (Abb.
26D).

/1T
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Abb. 26. (A, B) Fluoreszenzfiarbung CaBP-D28k-positiver Neurone (Alexa 488, griin),

(A) Verteilung iiber die Zellschichten des PFC am Beispiel des IL, Aufnahme mit Axiocam und Axioskop
(Zeiss),

(B-D) Zusammengesetzter Bildstapel, Aufnahme mit Laserscan-Mikroskop LSM 510 META (Zeiss),

(C) Colokalisation von CaBP-D28k (Alexa 546, rot) und Parvalbumin (Alexa 488, griin), colokalisierte Zellen
erscheinen gelb, Pfeile markieren Parvalbumin-positive Terminalien um CaBP-D28k-positive Neurone,

(D) Colokalisation von CaBP-D28k (Alexa 488, griin) und 5-HT1, (Alexa 546, rot), 5-HT1,-Rezeptoren
befinden sich auf den Zellkorpern CaBP-D28k-negativer (weifle Pfeile) und CaBP-D28k-positiver Zellen (gelbe
Pfeile).

Calretinin
Zumeist bipolar geformt, sind Calretinin enthaltende Zellen vor allem in Schicht II/IIT der

untersuchten Hirnregionen zu finden (Abb. 27A,B).
Colokalisationen von Calbindin und Calretinin, wie sie u.a. bei Ratten beobachtet wurden
(Hof et al., 1999), konnte ich bisher nicht nachweisen. Colokalisationen von Calretinin und

CRF sind im PFC von Octodon degus qualitativ nachweisbar (Abb. 27B-D).
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Abb. 27 (A-D) Fluoreszenzfiarbung CaR-positiver Neurone (Alexa 488, griin),

(A) Verteilung iiber die Zellschichten des PFC am Beispiel des IL, Aufnahme mit Axiocam und Axioskop
(Zeiss),

(B-D) Zusammengesetzter Bildstapel, Aufnahme mit Laserscan-Mikroskop LSM 510 META (Zeiss),

(B,C) Einzelbilder und (D) Colokalisation von CaR (Alexa 488, griin) und CRF (Alexa 546, rot), colokalisierte
Zellen erscheinen gelb (Pfeile).

1.2. Prozentuale Verteilung von Parvalbumin-, Calbindin- und Calretinin-positiven

Neuronen in den Subregionen des medialen PFC

Parvalbumin-, Calretinin-, und Calbindin- immunoreaktive Zellen sind in den vier
untersuchten Subregionen des PFC (Abb. 1) bei sozialen und separierten 45tdgigen und
90tagigen Kifigtieren nachweisbar. Setzt man die Verteilung aller calciumbindenden Proteine
als 100%, so zeigt sich, dass, abhidngig von der Versuchsgruppe und der untersuchten
Teilregion, bis zu 70% dieser Neurone Parvalbumin enthalten, bis zu 53% Calbindin und bis

zu 16% Calretinin (Abb. 28; Tab. 29). Da calciumbindende Proteine auch colokalisiert sein
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konnen (Kubota et al., 1994), ist die Gesamtdichte aller calciumbindenden Proteine (Tab. 29)
kein realer Wert und wurde nicht statistisch ausgewertet. Es zeigt sich jedoch eine Tendenz,
dass die Gesamtdichte aller calciumbindenden Proteine sowohl bei 45tdgigen separierten
Tieren als auch bei 90tdgigen separierten Tieren im Vergleich zu den gleichaltrigen
Normaltieren in allen untersuchten Subregionen des PFC hoher ist (Tab. 29). Zwischen dem
45. und dem 90. Lebenstag nimmt die Dichte aller calciumbindenden Proteine in den

untersuchten Subregionen ab (Tab. 29).
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Anteriorer cingulirer Cortex
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Prilimbischer Cortex
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Infralimbischer Cortex
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Abb. 28. Mittelwerte von Zelldichten und prozentuale Verteilung der GABAergen Interneurone (dargestellt

durch den immunocytochemischen Nachweis calciumbindender Proteine) der vier Versuchsgruppen in
Abhingigkeit von der untersuchten Teilregion.
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1.3. Veranderungen der Dichten Parvalbumin-, Calbindin- und Calretinin-positiver

Interneurone in den Subregionen des medialen PFC

Parvalbumin

P45: In den Subregionen ACd, PrCm und PL zeigt sich ein nichtsignifikanter Trend zu
hoheren Zelldichten bei separierten Tieren im Vergleich zu sozialen Tieren. Die quantitative
Auswertung des infralimbischen Cortex weist keine Verdnderung bei separierten Tieren nach
(Abb. 29; Tab. 29).

P90: Im Vergleich zu sozialen Tieren sind signifikant hohere Zelldichten im ACd und im
PrCm separierter Tiere nachweisbar. Im PL besteht ein solcher, jedoch nichtsignifikanter
Trend. Die quantitative Auswertung des infralimbischen Cortex weist auch in diesem
Altersstadium keine Verdanderung bei separierten Tieren nach (Abb. 29; Tab. 29).

Die Dichte PV-immunoreaktiver Zellen im ACd nimmt bei sozialen Tieren vom 45. bis zum
90. Lebenstag nahezu signifikant (p=0,052) ab. Dieser Trend besteht auch in den {ibrigen
Subregionen des PFC, sowie zwischen separierten 45tdgigen und 90tdgigen Tieren (Abb. 29;
Tab. 29).
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Abb. 29. Mittelwerte und Standardfehler der Dichte PV-immunopositiver Zellen sozialer und separierter
Kafigtiere. Die P-Werte des paarweisen Vergleichs mittels Mann-Whitney U-Test sind angegeben.

Calbindin

P45: Signifikant geringere Dichten CaBP-D28k-positiver Neurone sind im ACd sowie im
PrCm von separierten im Vergleich zu sozialen Tieren zu beobachten. Diese Verdnderungen
sind im PL und IL nur als nichtsignifikanter Trend zu verzeichnen (Abb. 30; Tab. 29).

P90: In diesem Altersstadium sind in keiner der Subregionen des PFC signifikante
Unterschiede in der Dichte CaBP-D28k-positiver Zellen zwischen sozialen und separierten
Tieren nachweisbar (Abb. 30; Tab. 29).

90tiagige sozial aufgewachsene Tiere weisen in allen Subregionen des PFC geringere Dichten
CaBP-D28k-immunoreaktiver Zellen auf als 45tidgige Tiere. Dieser Trend ist im ACd und im
PrCm signifikant. Zwischen separierten 45- und 90tdgigen Tieren bestehen keine

signifikanten Unterschiede (Abb. 30; Tab. 29).
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Abb. 30. Mittelwerte und Standardfehler der Dichte CaBP-D28k-immunopositiver Zellen sozialer und
separierter Kéfigtiere. Die P-Werte des paarweisen Vergleichs mittels Mann-Whitney U-Test sind angegeben.

Calretinin

P45: In der Dichte von Calretinin-positiven Zellen ist zwischen der sozialen und der
separierten Gruppe in keiner Subregion des PFC ein signifikanter Unterschied nachweisbar
(Abb. 31; Tab. 29).

P90: Auch in diesem Altersstadium gibt es keine signifikanten Unterschiede zwischen
sozialen und separierten Tieren (Abb. 31; Tab. 29).

In allen Subregionen des PFC ist die Dichte Calretinin-positiver Neurone am 90. Lebenstag
geringer als am 45. Lebenstag. Dieser Trend besteht sowohl bei sozialen als auch bei
separierten Tiergruppen. Im ACd und im IL 90tdgiger sozialer Tiere sind signifikant
Unterschiede im Vergleich zu sozialen 45tigigen Tieren nachweisbar. Separierte 90tigige
Tiere weisen im PL signifikant geringere Dichten CaR-immunoreaktiver Neurone als
45tégige separierte Tiere auf (Abb. 31; Tab. 29).

Calretinin ist das einzige der untersuchten calciumbindenden Proteine, das bei Octodon degus

sehr hiufig mit CRF colokalisiert ist (Abb. 27D; Tab. 30).

82



Calretinin

80 7 p=0,010
W p=0,052
= 07 00w
=
R
2 i
N

40 -

20

ACd PrCm PL 1L

O sozial P45 M Elternentzug P45 [ sozial P90 M Elternentzug P90

Abb. 31. Mittelwerte und Standardfehler der Dichte CaR-immunopositiver Zellen sozialer und separierter
Kifigtiere. Die P-Werte des paarweisen Vergleichs mittels Mann-Whitney U-Test sind angegeben.

2. Einfluss von wiederholtem kurzzeitigem Elternentzug auf die Entwicklung von CRH

exprimierenden Neuronen im medialen Prifrontalcortex (PFC)

Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH)

P45: Zwischen Kontrolltieren und separierten Tieren ldsst sich in keiner der untersuchten
Subregionen des PFC ein signifikanter Unterschied in der Dichte CRH enthaltender Neurone
nachweisen (Abb. 32; Tab. 30).

P90: Auch zwischen 90tigigen sozialen und separierten Tieren lédsst sich kein signifikanter
Unterschied in der Dichte CRH enthaltender Neurone nachweisen (Abb. 32; Tab. 30).

Sowohl bei sozialen als auch bei separierten Tieren nimmt die Dichte CRH exprimierender
Neurone in allen Subregionen des medialen PFC vom 45. zum 90. Lebenstag hin ab. Im PrCm

sind diese Unterschiede zwischen den Altersstadien signifikant (Abb. 32; Tab. 30).
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Abb. 32. Mittelwerte und Standardfehler der Dichte CRH-immunopositiver Zellen sozialer und separierter
Kifigtiere. Die P-Werte des paarweisen Vergleichs mittels Mann-Whitney U-Test sind angegeben.

Colokalisation von CRH und Calretinin

Wie zuvor beschrieben, ist CRH im PFC von Degus sehr oft mit CaR colokalisiert, selten
jedoch mit Calretinin oder Parvalbumin (Abb. 27D; Tab. 30).

P45: Bei beiden experimentellen Gruppen sind etwa 50-70%, in Abhdngigkeit von der
untersuchten Teilregion, der CRH-positiven Zellen mit CaR doppelgefdrbt. Signifikante
Verdnderungen zwischen Kontrolltieren und separierten Tieren in Bezug auf die Dichte
colokalisierter Zellen, sind in keiner Teilregion des PFC nachzuweisen. Im ACd und im PL
besteht jedoch ein Trend zu einer hoheren Dichte CaR/CRH colokalisierter Zellen bei
separierten Tieren im Vergleich zu Kontrollen (Abb. 33; Tab. 30).

P90: Bei sozialen 90tigigen Tiere liegen die Colokalisationen von CaR und CRH zwischen
30 und 50%, bei separierten zwischen 17 und 34%. In allen untersuchten Subregionen des
PFC sind die Dichten colokalisierter Zellen bei separierten Tieren geringer als bei sozialen.

Im PrCm ist dieser Unterschied signifikant (Abb. 33; Tab. 30).
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Sowohl bei sozialen als auch bei separierten Tieren nimmt die Dichte CaR/CRH
colokalisierter Zellen vom 45. zum 90. Lebenstag hin ab. Im PrCm, PL und IL sozialer Tiere,
sowie im ACd, PrCm und PL separierter Tiere ist dieser Unterschied signifikant (Abb. 33;
Tab. 30).

Colokalisation von Calretinin und CRF
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Abb. 33. Mittelwerte und Standardfehler der Dichte CaR/CRH-colokalisierter immunopositiver Zellen sozialer
und separierter Kéfigtiere. Die P-Werte des paarweisen Vergleichs mittels Mann-Whitney U-Test sind
angegeben.

3. Hirn- und Korpergewichte

P45: Separierte Tiere dieses Altersstadiums haben signifikant hohere Hirn- und
Korpergewichte als soziale Tiere (Abb. 34A,B; Tab. 31).

P90: Beziiglich der Hirngewichte ist kein signifikanter Unterschied zwischen
elternseparierten und sozialen Tieren nachweisbar (Abb. 34A; Tab. 31). Letztere weisen

jedoch hohere Korpergewichte auf (Abb. 34B; Tab. 31).
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Vom 45. zum 90. Lebenstag nehmen die Hirn- und Korpergewichte der sozialen Tiere
signifikant zu (Abb. 34A,B; Tab. 31). Bei separierten Tieren dndert sich nur das
Korpergewicht im Verlaufe der Entwicklung (Abb. 34A,B; Tab. 31).
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Abb. 34. Entwicklung von (A) Hirn- und (B) K&rpergewichten sozialer und separierter Tiere. Angegeben sind
Mittelwerte und Standardfehler, sowie die P-Werte des paarweisen Vergleichs mittels Mann-Whitney U-Test.
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IV. Diskussion

1. Postnatale Entwicklung dendritischer Spines und ihre Beeinflussung durch

friithkindliche Erfahrungsprozesse

1.1. Postnatale Entwicklung dendritischer Spines im anterioren cinguliren Cortex

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu kldren, welche morphologischen Verdnderungen
der Schicht-1I/III Pyramidenzellen des ACd im Verlaufe der frithkindlichen Entwicklung von
Octodon degus auftreten. Es gelang in dieser Studie erstmals, einen Anstieg und eine spitere
Reduktion der Spinedichte bei einem Nagetier nachzuweisen. Die zwischen dem 21. und 45.
Tag beobachtete Verringerung der Spinedichten ist vermutlich u.a. auch das Resultat
verldngerter Dendriten und nicht ausschlielich die Folge eines Spine-Abbaus. Auch im ACd
von Ratten wurde die stirkste Zunahme der Spinedichte zwischen dem 10. und dem 20.
Postnataltag beschrieben, wihrend die stirkste Zunahme des dendritischen Wachstums, wie
bei Degus, bis zum 14. Lebenstag erfolgte (Schonheit & Haensel, 1988).

Synaptische Eliminierungsprozesse sind neben der Synapsenneubildung ein grundlegendes
Prinzip bei der erfahrungsgesteuerten funktionellen Reifung neuronaler Netzwerke (Scheich
1987; Segal 2001). Sie wurden z.B. in diversen Hirnarealen von Primaten im Verlaufe der
frithkindlichen Entwicklung gefunden (Huttenlocher 1984; Bourgeois & Rakic, 1993). Die
funktionelle Bedeutung scheint dabei darin zu liegen, durch eine initiale Uberproduktion jede
der vorgesehenen Zielzellen zunichst mit Kontakten zu versorgen. Das Uberangebot an
Synapsen wird schlieBlich wihrend der Entwicklung auf die relevanten Verbindungen
reduziert, und zwar werden diejenigen erhalten, welche durch Stimulation mit relevanten
Umweltreizen stabilisiert worden sind (Changeux & Danchin, 1976; Lohof et al., 1996).
Quantitative elektronenmikroskopische Untersuchungen der Synapsendichte wéhrend der
postnatalen Entwicklung von Affen zeigten in préfrontalen, visuellen, somatosensorischen
und motorischen Cortices einen Anstieg der Synapsenzahl bis einige Monate nach der Geburt,
gefolgt von einer Plateauphase bis zum dritten Lebensjahr und einer Abnahme der
Synapsendichte in der Pubertét bis ins Erwachsenenalter von vier Jahren (Rakic et al., 1986;
Zecevic et al., 1989; Bourgeois & Rakic, 1993). Auch bei Menschen wurde in verschiedenen
Hirnarealen eine initiale Synaptogenese, gefolgt von einer Reduktion synaptischer

Verbindungen beobachtet (Huttenlocher 1979; 1984; Huttenlocher & de Courten, 1987).
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Studien am Cortex von Nagern, wie der Ratte, zeigen postnatal einen Anstieg der
synaptischen Verbindungen wihrend der ersten Lebenswochen (Adams & Jones, 1982;
Markus et al., 1987), jedoch ohne anschlieBende Synapsenreduktion. Diese trat erst bei alten
Tieren (17 Monate) auf (Adams & Jones, 1982). Eine selektive Eliminierung nichtrelevanter
Verbindungen und eine zeitgleiche Neubildung relevanter Verbindungen ist jedoch bei der
Nagerentwicklung nicht auszuschlieBen, denn Auf- und Abbau der Spines laufen viel
dynamischer ab (Segal 2001) als bisher angenommen wurde. Diese gegenldufigen, vermutlich
immer parallel, d.h. zeitgleich ablaufenden Prozesse konnten eine messbare Anderung der

Spinedichte verhindern.

1.2. Einfluss einer reizarmen Umgebung auf die Entwicklung dendritischer Spines im

anterioren cinguliren Cortex

Eine Form von Umweltdeprivation besteht in der Aufzucht in kleinen, reizarmen Kéfigen, wie
sie in Tierversuchslaboren Standard sind. Ich konnte zeigen, dass ein ungestortes Aufwachsen
in kleinen Standardkéfigen im Gegensatz zum Aufwachsen in grofen Volieren, welche eine
komplexere Umgebung bieten, am Postnataltag 21 zu héheren Spinedichten im ACd dieser
Tiere fiihrt. Die kiirzeren Dendritenldngen der in einer reizarmen Umgebung aufgewachsenen
Tiere konnten u.a. zu den hoheren Spinedichten beitragen. Diese Befunde zeigen, dass die
Komplexitit der frithkindlichen Umwelt die Entwicklung der Schicht-II/III Pyramidenzellen
in einer limbischen corticalen Region moduliert. Sie indizieren eine umwelt- und
aktivitatsinduzierte verstdrkte Spinebildung wihrend der ersten drei Lebenswochen und/oder,
dass der moglicherweise gleichzeitig ablaufende Spineabbau in diesem assoziativen
Hirngebiet durch fehlende Umweltreize unterdriickt wird. Frithere Studien (Bock & Braun,
1998) haben gezeigt, dass das Fehlen entsprechender Umweltreize einem selektiven
Spineabbau in assoziativen Vorderhirnarealen entgegenwirkt.

Im limbischen ACd scheint eine reizarme Umgebung im Vergleich zu sensorischen
Hirnarealen genau gegensétzliche Auswirkungen auf die Entwicklung der Spinedichten zu
haben, auf die Entwicklung der Dendriten jedoch &hnliche Effekte: Nach somatosensorischer
und motorischer Deprivation in einer reizarmen Umgebung wurden geringere Spinedichten
bei Schicht-III Pyramidenzellen somatosensorischer und motorischer Regionen von Affen

gefunden (Bryan & Riesen, 1989). Im motorischen Cortex wurden bei sozialdepriviert
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aufgewachsenen Affen im Alter von sechs Monaten bei nicht-spinetragenden Neuronen
reduzierte dendritische Verzweigungsmuster nachgewiesen (Struble & Riesen, 1978).

Das Aufwachsen in einer komplexen Umgebung fiihrt in sensorischen Regionen zu héheren
Spinedichten und ldngeren Dendritenbdumen, wie im occipitalen Cortex (Volkmar &
Greenough, 1972; Diamond et al., 1975; Turner & Greenough, 1985; Rosenzeig & Bennett,
1996), im medialen prioptischen Areal (Sanchez Toscano et al., 1991) und im Striatum
(Comery et al., 1995; 1996) von Ratten gezeigt wurde.

Insgesamt lassen sich diese Studien jedoch nur bedingt mit den vorliegenden Ergebnissen
vergleichen, da das Aussetzen in eine reizarme bzw. komplexe Umgebung meist zum
Zeitpunkt der Entwohnung von der Mutter stattfand und nicht wahrend der friihkindlichen
Entwicklung. Moglicherweise lassen sich die Auswirkungen verdnderter Umweltreize in
sensorischen und motorischen Regionen auch erst wihrend der spéteren Entwicklung
induzieren, denn im somatosensorischen Cortex der von mir untersuchten Tiere fand sich kein
Unterschied zwischen den in einer reizarmen Umgebung und den in einer komplexeren

Umgebung aufgewachsenen Tieren (Abraham, unveroffentlichte Ergebnisse).

1.3. Einfluss von wiederholtem Kkurzzeitigem Elternentzug auf die Entwicklung

dendritischer Spines im anterioren cinguliren Cortex

Die wiederholte kurzzeitige Separation von den Eltern und Geschwistern induziert einen
Anstieg der Spinedichten, jedoch keine Verdnderung der Dendritenldngen von Schicht-II/II1
Pyramidenzellen im ACd. Dieses Ergebnis untermauert unsere Arbeitshypothese, dass
frithkindliche sozio-emotionale Erfahrungen die Entwicklung der synaptischen Architektur in
limbischen corticalen Regionen beeinflussen. Dariliber hinaus zeigen diese Befunde an
21tégigen Tieren, dass die synaptischen Verdnderungen relativ schnell vonstatten gehen. Da
die hier am Postnataltag 21 gemessene Spinerhdhung bei separierten Tieren selbst noch nach
dreiwdchiger ungestorter Haltung in der Familie am Postnataltag 45 (Pubertét) nachgewiesen
werden kann (Helmeke et al., 2001a,b), handelt es sich offenbar um einen relativ stabilen
Effekt.

Bisher ist unklar, welche Auswirkungen wiederholter Elternentzug und die hier
beschriebenen, resultierenden neuromorphologischen Verdnderungen auf das spétere
Verhalten und die kognitiven Leistungen von Degus haben. Verhaltensinderungen,

einschlieBlich emotionaler und kognitiver Verdnderungen, sind zu erwarten, da auch in
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anderen limbischen Regionen separationsinduzierte Verdnderungen gemessen wurden (Braun
et al., 2002, Abstract). Diesbeziiglich werden zur Zeit Verhaltensexperimente an Degus
durchgefiihrt, welche notwendig sind, um eine Aussage im Hinblick auf positive oder
negative Auswirkungen frithkindlicher, kurzzeitiger Separationen und den nachgewiesenen
Verdanderungen im ACd stellen zu konnen. Acht Tage alte Degujungen, welche wéhrend der
ersten Woche wiederholt kurzzeitig (eine Stunde) separiert wurden, zeigten &hnliche
Verhaltensédnderungen, z.B. eine hohe Explorations- und Aufrichtungsrate (Braun et al., 2003)
wie Jungtiere von Miittern mit starkem Pflegeverhalten (Francis & Meaney, 1999). Diese
Ergebnisse sind jedoch zum einen wegen des unterschiedlichen Zeitfensters und zum anderen
wegen verschiedener Interpretationen in Bezug auf erhohtes Explorationsverhalten
(Denenberg 1969; Liebsch et al., 1998; Escorihuela et al., 1999) diskrepant.

Vor allem bei Ratten, die im Gegensatz zu Degus unter Laborbedingungen stets ohne Vater
aufwachsen, wurden in einer Vielzahl von Studien die Auswirkungen von Mutterentzug auf
die Endokrinologie und das Verhalten von Jungtieren (Hall 1998) untersucht.
Unterschiedliche Paradigmen wie z.B. die Dauer der Separation und die Art der Separation
(Hall 1998) erschweren jedoch den Vergleich zu den vorliegenden Ergebnissen: Die
Bezeichnung ,,Maternal Separation” wird in unzdhligen Arbeiten sowohl fiir die Separation
der Jungtiere von der Mutter als auch fiir die Separation eines Jungtieres von der Mutter und
den Geschwistern verwendet. Aullerdem variiert die Lidnge der Separation betrdchtlich
zwischen den verschiedenen experimentellen Studien. Eine einmalige 24stiindige Separation
wird ebenso als ,,friihzeitiger Mutterentzug” definiert, wie taglich stattfindende Separationen,
die wiederum je 15 Minuten, eine Stunde oder drei bis sechs Stunden andauern kdénnen.
Dementsprechend verschieden sind auch die Folgen von kurzzeitigem (15 Minuten) und
langzeitigem (3-6 Stunden) Mutterentzug, wobei hier auch wieder zwischen den akuten und

den Spitfolgen unterschieden werden muss.
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1.3.1. Positive Auswirkungen erfahrungsinduzierter Verinderungen dendritischer

Spines

Bindungsverhalten zwischen Eltern und ihren Kindern wird nicht durch das Ausmaf3 der

gemeinsamen Interaktion, sondern durch deren Qualitdt bestimmt (Blanz et al., 1986).

Einige Studien belegen, dass kurzzeitige Separationen durchaus positive Effekte auf das sich
entwickelnde Individuum haben konnen, wenn das Pflegeverhalten der Mutter positiv
beeinflusst wurde. Eine starke ,Bemutterung’ der Jungtiere nach dem Zuriicksetzen im
Anschluss an die Separation, wie sie z.B. bei Ratten beschrieben wurde (Pryce et al., 2001),
konnte die Ursache fiir die hoheren Spinedichten der wiederholt kurzzeitigem Elternentzug
ausgesetzten Degus sein und nicht oder nicht ausschlieBlich die tdgliche einstiindige
Separation. Erste Beobachtungen an elternseparierten Octodon degus weisen auf einen
erhohten sozialen Kontakt zwischen dem viterlichen Tier und in geringerer Auspragung auch
zwischen der Mutter und zwischen den Geschwistern hin (Becker et al., 2003, Abstract).
Somit ist auch bei Degus keinesfalls auszuschlieBen, dass erhohter Sozialkontakt durch die
Eltern, welchen die Jungtiere nach ihrer kurzzeitigen Separation erfahren haben konnten, die
Effekte des traumatischen Separationserlebnisses reduziert oder kompensiert und seinerseits
zusitzlich positive Auswirkungen ausiibt, die zu einer verstidrkten Spinebildung im ACd
fiihren. In dieser Region, welche in die sozio-emotionale Kommunikation zwischen Eltern-
und Jungtieren involviert ist (Poeggel & Braun, 1996), wire das nicht verwunderlich. Die
erhohten Spinedichten im ACd separierter Degus wiren in diesem Fall nicht die Folgen einer
unkontrollierten Synaptogenese, sondern lieen sich als eine den Anforderungen angepasste,
komplexere Reifung der Pyramidenzellen, induziert durch erh6hten sozio-emotionalen Input
und den damit verbundenen Lern- und Erfahrungsprozessen interpretieren.

Diese Hypothese initiiert weitere Uberlegungen, welche den Unterschied in den Spinedichten,
gefunden zwischen Kéfig- und Volieretieren erkldren konnten. Moglicherweise fithren nicht
die Einfliisse einer komplexeren Umgebung zu den geringeren Spinedichten bei Volieretieren,
sondern weniger soziale Kontakte zwischen Eltern- und Jungtieren. Es ist durchaus denkbar,
dass sich die Tiere in der groBeren Voliere besser ,aus dem Weg gehen’ konnen und weniger

,Bemutterung’ durch die Eltern stattfindet.
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Bei Menschen ist erwiesen, dass addquate elterliche Pflege die kognitive Entwicklung von
Kindern begiinstigt (Bowlby 1977; Suomi 1997).

Adédquates Mutterverhalten scheint ein bedeutender Faktor zu sein, welcher
Langzeitauswirkungen auf das Verhalten und die physiologischen Funktionen der
Nachkommen hat (Smotherman 1977). Diese friih erhobene Theorie wurde inzwischen von
zahlreichen Studien an Menschen und Tieren belegt: So ist bekannt, dass miitterliche Pflege
die Hauptquelle taktiler Stimulation fiir das sich entwickelnde Jungtier bildet und sich sowohl
auf das korperliche Wachstum als auch auf die neuronale Reifung auswirkt (Schanberg &
Field, 1987; Levine 1994; Suomi 1997). Die Auswirkungen von langanhaltendem
Mutterentzug (tdglich 3-6 Stunden), sind u.a. reduzierte Wachstumshormonlevel, erhohte
Spiegel katabolischer adrenaler Glucocorticoide und reduzierte BDNF-Expression (Kuhn et
al., 1990; Roceri et al., 2002). Diese Verdnderungen kdnnen durch Streicheln der separierten
Jungtiere mit weichen Haarpinseln - eine Imitation der taktilen Stimulation durch die Mutter -
verhindert werden (van Oers et al., 1998).

Miitter kurzzeitig (tdglich 15 Minuten) separierter Jungtiere verbringen genauso viel Zeit mit
ihnen wie die Kontrollmiitter, weisen aber ein stirkeres Pflegeverhalten auf (Liu et al., 1997).
Eine weitere Studie bestdtigte, dass sich infolge tdglicher 15miniitiger Separation junger
Ratten zwischen dem 1. und dem 12. Lebenstag, das Pflegeverhalten der Miitter insgesamt
erhohte. Nach einer zeitgleich stattfindenden vierstlindigen Separation stieg die Bemutterung
lediglich kurz nach dem Zuriicksetzen der Jungtiere, aber nicht dauernd an (Pryce et al.,
2001).

Bei Ratten und Méusen reduziert eine tégliche kurzzeitige Separation (3-15 Minuten) in den
ersten Lebenswochen endokrine Funktionen und Verhaltensreaktionen auf Stress im adulten
Alter (Meaney et al., 1996). In einer vergleichenden Studie an Rattenjungen zeigte sich, dass
eine tigliche 15miniitige Separation die gleichen Folgen fiir das Jungtier hervorruft wie ein
ungestortes  Aufgewachsen bei Miittern, welche ein iiberdurchschnittlich hohes
Pflegeverhalten aufwiesen: Die Nachkommen beider Versuchsgruppen hatten im
Erwachsenenalter geringere ACTH- und Corticosteron- Antworten auf Stress als ungestort
aufgewachsene Ratten von Miittern mit durchschnittlichem oder geringen Pflegeverhalten

(Francis & Meaney, 1999).

Liu et al. 2000 postulierten, dass miitterliches Verhalten aktiv die hippocampale
Synaptogenese stimuliert und zwar durch Systeme, welche die erfahrungsabhidngige neurale

Entwicklung steuern: Jungtiere von Miittern mit hohem Pflegeverhalten wiesen am 8. und am
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90. Postnataltag einen Anstieg von NMDA-Rezeptoren, BDNF mRNA, Synaptophysin und
damit der hippocampalen Synaptogenese, der cholinergen Innervation des Hippocampus und
schlieBlich besseres rdumliches Lernen und ein besseres Geddchtnis als Jungtiere von Miittern
mit geringem Pflegeverhalten auf.

Inwieweit sich diese Ergebnisse auf die limbischen Areale junger Degus, die zwar auch nur
kurzzeitige, aber einstiindige Separationen erfahren und eine erhéhte Synaptogenese im ACd
(vorliegende Arbeit), sowie in der CA-1 Region des Hippocampus unter Verwendung der
21tagigen Tiere dieser Arbeit (Braun et al., 2002, Abstract) haben, iibertragen lassen, bedarf
weiterer, vor allem Verhaltensuntersuchungen. Diese konnten iiberpriifen, ob eine tigliche
einstiindige Separation der Jungtiere zu erhohtem elterlichen Pflegeaufwand und wenn ja
welchen Ausmalles fiihrt. Erste Resultate verstirkter sozialer Kontakte des Vatertieres zu den
zuriickgesetzten Jungen (Becker et al., 2003, Abstract) wurden schon erwihnt. Eine Studie an
Ratten, die dhnlich wie in dieser Studie in den ersten Lebenswochen tiglich eine Stunde
separiert wurden und erhohte Spinedichten im ACd aufwiesen (Braun & Bock, 2000,
Abstract) und die geringeren Spinedichten der vaterlosen Degus, welche weniger elterliche
Pflege erfuhren, bestirken die Vermutung, dass erhdhte elterliche Pflege zu den beobachteten

Verianderungen im ACd kurzzeitig separierter Degus fiihrt.

1.3.2. Negative Auswirkungen erfahrungsinduzierter Verinderungen dendritischer

Spines

Mit der Ausbildung der ersten sozio-emotionalen Bindung zur Mutter bzw. Mutterattrappe
(Filialprdgung) kommt es in einer lernrelevanten, assoziativen Vorderhirnregion bei
Haushuhnkiiken zu einer Abnahme der Spinedichte, und zwar durch die selektive
Eliminierung nichtrelevanter Verbindungen (Bock & Braun, 1998). Das heil}t, nicht nur der
Aufbau von Spines, sondern auch der Abbau von Spines wird von emotionalen Umweltreizen
moduliert. Fiir einen optimalen Verlauf des synaptischen Selektionsprozesses ist ein
addquates Reizangebot von essenzieller Bedeutung. Unterbleibt diese Umweltstimulation, so
erfolgt keine synaptische Umstrukturierung des neuronalen Netzwerkes, reizdepriviert
aufgezogene Haushuhnkiiken besitzen erhdhte Synapsendichten in einem, dem PFC analogen,
lernrelevanten Vorderhirngebiet (WallhduBer & Scheich, 1987; Bock & Braun, 1998).

Die wiederholt stattfindende Unterbrechung des sozio-emotionalen Kontaktes junger Degus

zu ihren Eltern konnte somit auch eine Storung der neuronalen Entwicklung bedingen, welche
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die fir eine Spezifizierung der synaptischen  Verschaltungen notwendige
Synapseneliminierung blockiert. Eine ,,unkontrollierte” Spinebildung bzw. ein unterdriickter
Spineabbau konnte den beobachteten erhohten Spinedichten zugrunde liegen.

Je nach Hirnregion, Form, Zeitraum und Dauer der Deprivation konnen diese synaptischen
Selektionsprozesse jedoch in ganz unterschiedliche Richtungen laufen. So besitzen Neurone
im motorischen bzw. sensorischen Cortex von depriviert aufgewachsenen Ratten und Affen
weniger Synapsen und dendritische Verzweigungen als Tiere, die in einer
abwechslungsreichen Umgebung aufwuchsen (Globus et al., 1973; Struble & Riesen, 1978;
Sirevaag & Greenough, 1988). Bei friihkindlich deprivierten Ratten zeigte sich in der
dorsomedialen Amygdala eine Verminderung der perforierten Synapsen und der Linge der
synaptischen Kontaktzonen (Ichikawa et al., 1993). Solche regionsspezifischen verdnderten
Verschaltungsmuster innerhalb des limbischen Systems konnten die fiir eine normale
Verhaltensentwicklung notwendige koordinierte Interaktion zwischen diesen Regionen
dauerhaft storen (Braun & Bogerts, 2001). Sensorische Deprivation beim erwachsenen
Versuchstier zeigt dagegen auch nach einer Dauer von mehreren Wochen eine
vergleichsweise nur sehr geringe Beeintrichtigung.

Die wiederholte Separation von den Eltern und Geschwistern flihrt bei Octodon degus in noch
weiteren limbischen Arealen zu synaptischen Verdnderungen: Analog zu den erhohten
Spinedichten im ACd 21tdgiger und 45tigiger frithkindlich separierter Tiere (Helmeke et al.,
2001a,b) zeigten sich in einer weiteren préfrontalen Region, dem infralimbischen Cortex,
hohere Dichten von Spine- und Schaftsynapsen (Ovtscharoff Jr. & Braun, 2001). Im
Hippocampus wurden bei den 21tdgigen Tieren aus dieser Studie nach Separation erhohte
Spinedichten in der CA-1 Region und geringere Spinedichten im Gyrus dentatus gefunden
(Braun et al., 2002, Abstract). Dagegen wurden in einer nicht-limbischen Region, dem
somatosensorischen Cortex, keine Verdnderungen der Spinedichten wiederholt kurzzeitig
separierter 21tégiger Octodon degus, welche in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden,
festgestellt (Abraham et al., 2003, Abstract).

Es gibt erste Hinweise dafiir, dass Storungen solcher synaptischer Umstrukturierungen im
Verlauf der postnatalen Hirnentwicklung eine der Ursachen fiir bestimmte psychische
Erkrankungen, z.B. fiir neurotische, depressive und dissoziale Entwicklungen sein konnten
(Bogerts 1996). Feinberg (1982-83) postulierte eine gestorte perinatale Synapsenselektion als
eine denkbare Ursache fiir Schizophrenie, dagegen sprechen jedoch die geringeren
Spinedichten im dorsolateralen préafrontalen Cortex von Schizophreniepatienten (Glantz &

Lewis, 2000). Auch muss die vor allem aus den chronischen Deprivationsstudien stammende
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Interpretation, dass das Vorhandensein von vielen Synapsen sich positiv auf die
intellektuellen und psychosozialen Kapazititen auswirkt, revidiert und differenzierter
betrachtet werden. Beispielsweise finden sich beim Fragilen X Syndrom sowohl abnormal
erhohte Spinedichten, als auch Verdnderungen ihrer Form und GréBe (Comery et al., 1997;
Nimchinsky et al., 2001). Auch im ACd manisch depressiver Patienten lie3 sich eine erhohte
Dichte von Spinesynapsen feststellen (Aganova & Uranova, 1990). Bei der Pathogenese
verschiedener psychischer Erkrankungen werden pri- und/oder postnatale Schiadigungen bzw.
Fehlentwicklungen der Emotionsschaltkreise, insbesondere der Kerngebiete des meso-
limbischen corticalen Systems diskutiert (Maeda 1994). Die Mechanismen, die bei frith
psychosozial induzierten Erkrankungen, wie z.B. bestimmte Depressionsformen, zu solchen
fehlerhaften synaptischen Verschaltungen fiihren, konnten den Prinzipien der synaptischen
Selektion folgen, deren normaler oder pathologischer Verlauf durch verschiedene exogene
und endogene Faktoren wihrend der Individualentwicklung reguliert wird.

Friihkindlicher Mutterentzug ist ein etabliertes Tiermodell fiir Depression, da dessen
Auswirkungen mit den Eigenschaften verschiedener Depressionsformen in Verbindung
gebracht werden kénnen (Lehmann & Feldon, 2000). Mutterentzug induziert bei Jungtieren
physiologische, endokrine, metabolische, neurochemische und Verhaltensanderungen, welche
nicht das Resultat sensorischer Deprivation, sondern sozio-emotionaler Deprivation in
Kombination mit emotionalem Stress zu sein scheinen (Hofer 1994). Die Separation von der
Familie und das Aussetzen in eine fremde Umgebung repridsentieren eine traumatische
Erfahrung fiir das Jungtier und eine Vielzahl von Studien indiziert, dass frither Mutterentzug
negative Auswirkungen auf die Entwicklung des Verhaltens und auf physiologische
Funktionen hat (Hofer 1975; 1987; Trause et al., 1981; Kalin et al., 1987; Bowlby 1988;
Kuhn et al., 1990; Levine et al., 1993). Insbesondere langzeitiger Mutterentzug (tiglich 3-6
Stunden) scheint irreversible pathologische Auswirkungen auf die Entwicklung und das
spatere Verhalten der Tiere zu haben. Dementsprechend unterschiedlich sind die Folgen
kurzzeitiger und langanhaltender Separationen: Bei Ratten und Méusen reduzieren tigliche
kurzzeitige Separationen (3-15 Minuten) in den ersten Lebenswochen endokrine und
Verhaltensreaktionen auf Stress im adulten Alter (Meaney et al., 1996). Dagegen fiihren
langer wéhrende Separationen (tidglich 3-6 Stunden) zu erhdhten endokrinen und
Verhaltensreaktionen auf Stress (Plotsky & Meaney, 1993; van Oers et al., 1998). Diese
Effekte langanhaltender Separationen wéhrend bestimmter Phasen der frithkindlichen
Entwicklung bleiben zeitlebens erhalten und sind mit einer anfilligen Gesundheit in

Stresssituationen assoziiert (Meaney et al., 1988; Laban et al., 1995; Bhatnagar et al., 1996).
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Auch das Suchtverhalten dndert sich langfristig nach friihkindlichem Mutterentzug:
Erwachsene Ratten, welche in den ersten zwei Lebenswochen téglich drei Stunden von der
Mutter separiert wurden, zeigen eine hohere Préiferenz zum Alkoholkonsum als
nichtseparierte bzw. kurzzeitig (tdglich 15 Minuten) separierte Ratten (Huot et al., 2001).
Inwieweit sich diese Auswirkungen langzeitigen Mutterentzugs bei Ratten auf die wiederholte
einstiindige Elternseparation junger Degus iibertragen lassen, muss in weiteren, vor allem

Verhaltensversuchen geklart werden.

1.4. Einfluss des Vaters auf die Entwicklung dendritischer Spines im anterioren

cinguliren Cortex

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, induziert wiederholter Elternentzug beim sich
entwickelnden Jungtier eine erhdhte Anzahl spinesynaptischer Verbindungen im ACd. Eine
folgerichtige Frage war nun, was passiert wihrend der Entwicklung des Gehirns, wenn nur
ein Elternteil, der Vater, und zwar nicht nur kurzzeitig, sondern chronisch fehlt? In der
vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass sich das Fehlen des Vaters bei der
»Erziehung* der Jungtiere signifikant auf die synaptische Entwicklung im ACd auswirkt
(Helmeke et al., 2002, Abstract): Das Fehlen des Vaters bei der Aufzucht der Jungtiere fiihrte
zu geringeren Spinedichten im ACd. Dieses Ergebnis bestitigt wiederholt die
Empfanglichkeit des dorsalen anterioren cinguldren Cortex, als Teil des limbischen Systems,
fiir emotionale Umwelteinfliisse wihrend friiher Phasen der Hirnentwicklung. Wie schon
zuvor zitiert wurde, spielt die synaptische Umgestaltung des corticalen Netzwerkes eine
Schliisselrolle bei der durch Umwelteinfliisse regulierten Spezialisierung der neuronalen
Verbindungen (Huttenlocher 1979; Bourgeois & Rakic, 1993; Granger et al., 1995; Webb et
al., 2001). Als Antwort auf die verminderten Sozialkontakte, die bei Jungtieren ohne Vater
stattfinden, scheint das sich entwickelnde Gehirn mit unterdriickter Synapsenproliferation zu
reagieren, also weniger exzitatorische neuronale Verbindungen, weniger Spines zu bilden.

Die Interaktion zwischen dem Vater und seinen Nachkommen ist bereits gut untersucht bei
der Tierart Octodon degus. Diese Spezies ist charakterisiert durch komplexe Familien- und
Sozialstrukturen, sowie ein vielféltiges Spielverhalten (Wilson 1982), und es wurde
beschrieben, dass die médnnlichen Elternteile zu einem Grofteil an der Erziehung der Jungen
beteiligt sind (Reynolds & Wright, 1979; Wilson 1982). Dariiber hinaus stellte Wilson in ihrer

Studie von 1982 sogar fest, dass der Kontakt der Mutter zu den Jungtieren postnatal abnimmt,
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wiéhrend der des Vaters zunimmt, und dieser sich doppelt so oft mit den Jungtieren
beschiftigt wie die Mutter. Ebenso wurde dies bei der California mouse gezeigt (Wright &
Brown, 2002). Auch bei Menschen nimmt die erzieherische Bedeutung des Vaters mit dem
Alter des Kindes zu (Blanz et al., 1986).

Die fehlenden Sozialkontakte, insbesondere die Verhaltensweisen, die nur der Vater
vermittelt, nicht aber die Mutter, konnten ausschlaggebend fiir die Verdnderungen im
somatosensorischen Cortex von Octodon degus sein: Chronischer Vaterentzug fiihrte auch in
dieser Region zu signifikant geringeren Spinedichten (Abraham, unveroffentlichte
Ergebnisse), wiahrend bei den wiederholt elternseparierten Tieren im somatosensorischen
Cortex kein Unterschied gefunden wurde (Abraham et al., 2003, Abstract).

Der Kontakt, den Deguviter zu ihren Jungtieren haben, beinhaltet nicht nur die Pflege der
Jungtiere, sondern umfasst auch ein ausgeprégtes und vielféltiges Spielverhalten zwischen
den Vitern und den Jungen (Reynolds & Wright, 1979). Untersuchungen aus unserer eigenen
Arbeitsgruppe bestitigen diese Beobachtungen (Becker et al., 2003, Abstract). Deguviter
sorgen also fiir eine komplexe sensorische und emotionale Stimulation bei ihren Jungen und
tragen damit im Prinzip auch zu einer komplexen vielfdltigen sozialen Umgebung, welche
von den Jungen wahrgenommen wird, bei. Denkt man einen Schritt weiter, liegt es auf der
Hand, dass das Fehlen des Vaters dazu fiihrt, dass die Jungtiere weniger Pflege erhalten, bei
Maiusen wurde dies inzwischen bewiesen (Wright & Brown, 2000; Bredy et al., 2002,
Abstract), und somit im Vergleich zu Jungtieren, welche von beiden Elternteilen erzogen
werden, sowohl sensorisch als auch emotional gewissermallen depriviert sind. Bei diesen
Uberlegungen mochte ich nicht vergessen darauf hinzuweisen, dass bisher nicht bekannt ist,
in welchem Ausmal} die Mutter durch das Fehlen des Partners beeinflusst oder gar gestresst
wird. Dies wird derzeit in unserer Arbeitsgruppe untersucht. Verdnderungen des

Brutpflegeverhaltens der Mutter konnten auch zu den beobachteten Verdnderungen beitragen.

Eine Beteiligung des Vaters an der Erziehung der Jungtiere, wie sie auch bei einigen anderen
Tierarten wie z.B. der California mouse (Trainor & Marler, 2001) und Préirieméiusen
(Lonstein & De Vries, 1999) beobachtet wird, erhoht die Pflege die den Jungen zuteil wird
und entlastet moglicherweise auch die Mutter (Wright & Brown, 2000). Kiirzlich zeigte eine
Studie an der California mouse einen Zusammenhang zwischen dem Fehlen des Vaters bei
der Aufzucht der Jungen und deren spéterer Leistungsfdhigkeit rdumliches Lernen und
Objekterkennung betreffend (Bredy et al., 2002, Abstract). So erhoht sich normalerweise bei
gehdndelten Jungtieren (Handling = tiglich 15 Minuten Separation) die Féhigkeit zu
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rdaumlichen Lernen und Objekterkennung (Liu et al., 2000). Bei minnlichen Jungtieren,
welche ohne Vater aufwuchsen, wurde dieser Effekt nicht beobachtet. Weibliche Jungtiere,
welche ohne Vater aufwuchsen, zeigten interessanterweise ein &hnlich gutes rdaumliches
Lernvermogen wie gehéndelte weibliche Jungtiere. Dies kdnnte das Resultat einer stérkeren
Bemutterung der weiblichen Jungtiere wihrend des Aufwachsens ohne Vater sein (Bredy et
al., 2002, Abstract).

Beobachtungen an Menschen bewiesen, dass vaterlos aufgewachsene Kinder Defizite im
Bereich der sozialen Fahigkeiten aufweisen (Blanz et al., 1986). Eine epidemiologische
Studie an 8 und 13jdhrigen Kindern zeigte, dass Knaben, welche ohne Vater aufwuchsen,
signifikant hdufiger psychisch auffillig werden. Bei Maddchen wurde in dieser Beziehung kein
Unterschied gefunden.

Weitere klinische Studien an Menschen fanden eine Korrelation zwischen dem Fehlen eines
Elternteils und der Entwicklung von Verhaltensstorungen, Depression (Bifulco et al., 1987),
Alkoholismus (Tennant & Bernardi, 1988), Schizophrenie (Furukawa et al., 1998) und

Personlichkeitsstorungen (Paris et al., 1994).

2. Beteiligung des serotonergen Systems an den separationsinduzierten Verinderungen

dendritischer Spines

Beziiglich einer Beteiligung des serotonergen Systems an Lern- und Erfahrungsprozessen
wéhrend der frithkindlichen Entwicklung sind aus der Literatur einige, wenn auch bisher
diskrepante Ergebnisse bekannt: So beobachteten einige Studien eine Hochregulation dieses
neuromodulatorischen Transmitters bzw. seiner Metabolite (Spear & Scalzo, 1985;
Bickerdike et al., 1993) andere den gegenteiligen Effekt (Andersen et al., 1999; Heinz 1999)
nach bzw. wéhrend akuter und chronischer Sozialdeprivation. Ratten, welche in der frithen
Kindheit wiederholt kurzzeitig separiert wurden, zeigen einen erhohten Serotoninumsatz und
geringere Serotoninkonzentrationen im Hippocampus und im frontalen Cortex (Smythe et al.,
1994). Die Gabe von 5-HT1s-Agonisten vor der Separation reduziert die Ultraschalllaute
(quantifizierbares Mal} flir Stress/Angst) von Rattenjungen (Fish et al., 2000). Eine Vielzahl
von Studien hat gezeigt, dass Stress bzw. eine Aktivierung des HPA-Achsen-Systems, wie sie
z.B. wihrend des Mutterentzuges auftritt, das serotonerge System modulieren kann.
Beispielsweise fiihrt die chronische Gabe externer Corticosteroide oder synthetischer

Glucocorticoide bei erwachsenen Ratten zu Verdnderungen der Konzentrationen spezifischer
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5-HT-Rezeptoren, inklusive der 5-HTI1a-Rezeptoren im Gehirn (Lopez et al., 1997).
Langzeitiger Mutterentzug (einmal 24 Stunden) in den ersten zwei Lebenswochen von Ratten,
welcher eine Aktivierung des HPA-Achsen-Systems induziert (Pihoker et al., 1993; Vazquez
et al., 2000), fihrte schon 24 Stunden nach dem Ende der Separation zu erhohten
Konzentrationen von 5-HT14- und 5-HT2, mRNA in der CA-1 Region des Hippocampus und
im parietalen Cortex (Vazquez et al., 2000).

Eine stressinduzierte Modulation des serotonergen Systems konnte eine Rolle bei den
synaptischen Verdnderungen spielen, die bei den elternseparierten Degus dieser Studie
nachgewiesen wurden. Tatsdchlich konnte ich in dieser Arbeit erstmalig nachweisen, dass die
verstdrkte Spinebildung, welche als Folge kurzzeitiger Separation im ACd gefunden wurde,
durch die Gabe des 5-HT1a-Antagonisten Way-100635 verhindert wird. Wiederholte
kurzzeitige Separation in der zweiten Postnatalwoche fiihrt bei Degus zu einer erhdhten
Dichte von 5-HT1a-Rezeptoren im Hippocampus (Ziabreva et al., 2003b) und im
Préfrontalcortex einschlielich des ACds (Ziabreva et al., 2003a). Diese separationsinduzierte
Hochregulation der 5-HT14-Rezeptoren konnte die trophische Wirkung von Serotonin auf die
Synaptogenese verstirken, und zwar moglicherweise direkt iiber die 5-HT14-Rezeptoren, die
auf den Zellkdrpern von Pyramidenzellen (Aznar et al., 2003) lokalisiert sind. Durch die
pharmakologische Blockade der 5-HT14-Rezeptoren wédhrend der Separation wird dieser
serotonerge stimulatorische Effekt auf die Spinebildung blockiert.

Wegen seiner trophischen Wirkung auf die neuronale Proliferation (Lauder et al., 1981),
sowie auf die Synapsenentwicklung (Lauder & Krebs, 1978; Lipton & Kater, 1989; Vu &
Tork, 1992; Whitaker-Azmitia & Azmitia, 1994), vor allem widhrend der frithen
Hirnentwicklung, konnte Serotonin die Ausbildung und Stabilisierung von synaptischen
Verbindungen innerhalb der limbischen Schaltkreise beeinflussen. Experimente an
Zellkulturen (neuronales Embryonengewebe) haben bereits gezeigt, dass 5-HT die
Synapsenbildung im Hippocampus und im cerebralen Cortex fordern (Chubakov et al., 1986)
oder hemmen (Haydon et al., 1984) kann. Im Gyrus dentatus von Ratten, welche wihrend der
zweiten Postnatalwoche téglich mit PCA (Parachloramphetamin, senkt den Serotoninspiegel)
bzw. mit dem 5-HT14-Rezeptor-Antagonisten NAN-190 behandelt wurden, fand sich eine
vergleichbare Spinereduktion am 14., 21. und 60. Lebenstag (Yan et al., 1997) und eine
Reduktion von Spinesynapsen am 14. und 21. Lebenstag, welche am 60. Tag nicht mehr
beobachtet wurde (Faber & Haring, 1999). Die Spinereduktion konnte im Falle der PCA-
behandelten Tiere durch die Gabe eines 5-HT14-Agonisten (Buspirone) verhindert werden

(Yan et al., 1997). Die Autoren dieser Studie vertreten die Hypothese, dass die
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neurotrophische Wirkung von Serotonin {iber astrocytische 5-HT1x-Rezeptoren unter
Beteiligung des S100B Proteins (Marshak 1990; Whitaker-Azmitia & Azmitia, 1994; Wilson
et al., 1998) vermittelt wird. AuBBerdem stiitzen diese Ergebnisse die Vermutung, dass 5-HT
iiber den 5-HTI1-Rezeptor an der Uberproduktion von Spines wihrend einer fiir die
hippocampale Entwicklung frithen kritischen Phase beteiligt ist (Faber & Haring, 1999).
Ahnliche Mechanismen konnten auch den von mir beobachteten Spineveridnderungen

zugrunde liegen.

3. Einfluss von wiederholtem kurzzeitigem Elternentzug auf die Entwicklung

inhibitorischer Systeme

3.1. Deskriptive Beobachtungen zu Interneuronen, die calciumbindende Proteine oder

CRH im medialen Prifrontalcortex enthalten

Calbindin-, Calretinin,- und Parvalbumin-immunoreaktive Zellen werden in der Literatur
meist als nicht-pyramidale Interneurone charakterisiert (DeFelipe 1997). Meine
Beobachtungen im PFC von Octodon degus stehen damit in FEinklang. Analog zu
Untersuchungen bei Ratten (Celio 1990; Gabbott et al., 1997) und Primaten (Cond¢ et al.,
1994) ist Parvalbumin bei Octodon degus in groflen multipolaren, wahrscheinlich Korb- und
Chandelierzellen, Calretinin v.a. in kleinen spindelformigen bipolaren Zellen und Calbindin
in bi- und multipolaren, wahrscheinlich Martinottizellen, sowie schwach in Schicht-II/I1I
Pyramidenzellen (Hof et al., 1999) vorhanden. Calbindin und Parvalbumin sind teilweise
colokalisiert und Parvalbumin-Terminalien konnten um die Zellkdrper Parvalbumin-negativer
CaBP-D28k-positiver Zellen beobachtet werden. Aulerdem wurden, wie auch bei Studien im
PFC und Hippocampus von Ratten beschrieben (Freund & Gulyas, 1996; Gabbott et al.,
1997), Parvalbumin-Terminalien um die Somata Parvalbumin-negativer Pyramidenzellen
nachgewiesen.

Auch die Verteilung und Morphologie CRH enthaltender Neurone gleicht bei Octodon degus
der, wie sie bei Ratten gefunden wurde (Sawchenko et al., 1993; Yan et al., 1998): Sie sind,
wenn auch spérlich, iiber alle Regionen des PFC wverteilt und meistens als kleine
spindelformige bipolare Zellen in Schicht-1I/III bzw. als etwas gréfere, multipolare Zellen in
Schicht-V/VI lokalisiert. Charakteristisch ist jedoch das dichte Neuropil dieser Zellen in allen

corticalen Schichten, oft finden sich punktformige Strukturen um die Somata von ungefarbten
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Neuronen herum. Im Gegensatz zu Ratten (Yan et al., 1998; Hof et al., 1999) findet man CRH
bei Octodon degus dullerst selten mit CaBP-D28k oder Parvalbumin colokalisiert, hdufig

jedoch mit Calretinin.

3.2. Einfluss von wiederholtem kurzzeitigem Elternentzug auf die Entwicklung

inhibitorischer Interneurone im medialen Prafrontalcortex

Parallel zu den Verdnderungen exzitatorischer spine-(synaptischer) Verbindungen nach
Elternentzug (Helmeke et al., 2001a,b) wurden auch Verdnderungen des inhibitorischen
GABAergen Systems im sich entwickelnden Gehirn tiberpriift. Die Ergebnisse dieser Studie,
in der Verdnderungen der Dichte von Zellen, immunopositiv fiir calciumbindende Proteine,
quantifiziert ~wurden, untermauern unsere Arbeitshypothese, dass frithkindliche
Separationserfahrungen in spezifischen Subregionen des PFC zu Verdnderungen des
inhibitorischen Systems fithren (Helmeke et al., 2000, Abstract). Diese Verdanderungen sind
zudem abhingig vom Alter der untersuchten Tiere: Wiederholt kurzzeitig separierte Jungtiere
besitzen am 45. Postnataltag signifikant geringere Zelldichten CaBP-D28k-immunopositiver
GABAerger Interneurone, deren Anzahl am 90. Postnataltag wieder der von Normaltieren
entspricht. Im Gegensatz dazu zeigen die Parvalbumin-immunopositiven GABAergen
Interneurone im ACd und im PrCm erst am 90. Postnataltag eine erhohte Dichte, d.h. in
diesem Fall handelt es sich um eine verzogerte, langfristige Verdnderung. Die CaR/CRH-
immunoreaktiven Neurone zeigen bei den elternseparierten Tieren keine Verdnderungen.
Innerhalb der Normalentwicklung ldsst sich jedoch bei allen drei calciumbindenden Proteinen
eine Abnahme der Dichte vom 45. bis zum 90. Lebenstag nachweisen, ein Indiz fiir eine
langanhaltende Beeinflussbarkeit der inhibitorischen Subsysteme im Verlaufe der
Entwicklung.

Eine Verdnderung der Dichten von Zellen, immunopositiv fiir calciumbindende Proteine,
reflektiert jedoch hochstwahrscheinlich nicht eine Verdnderung der tatsdchlichen Anzahl der
Interneurone. Die gemessenen Verdnderungen sind eher ein Indikator fiir eine
aktivitatsinduzierte verdnderte Regulation dieser Proteine in den Interneuronen, welche
wiederum Auswirkungen auf die Calcium-Pufferung dieser Neurone hat (Heizmann & Braun,
1995). Die im Folgenden diskutierten Verdnderungen der Zelldichten sollen deshalb als eine

Herab- bzw. Hochregulation der inhibitorischen Aktivitit von Interneuronen definiert werden.
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Bisher beobachteten einige wenige Studien eine Beeinflussung des GABAergen Systems
durch Mutterentzug: Bei Applikation von Benzodiazepin-Agonisten wihrend des
Mutterentzuges, ist eine Reduktion der im Ultraschallbereich liegenden Stressvokalisation
von Rattenjungen die Folge (Olivier et al., 1998). Western Blot Analysen an Rattenjungen,
welche in den ersten zwei Lebenswochen wiederholt langzeitig (sechs Stunden pro Tag) von
der Mutter separiert wurden, zeigten signifikant groflere Konzentrationen von Calbindin und
Calretinin im Hippocampus (Lephart & Watson, 1999). Weitere Studien untersuchten bei
Octodon degus die kurzfristigen Auswirkungen von Elternentzug auf das GABAerge System:
In Regionen des limbischen Systems, dem préfrontalen Cortex (Ziabreva et al., 2003a), dem
Hippocampus und der Amygdala (Ziabreva et al., 2003b) war eine Reduktion von GABA(A)-
Rezeptoren die Folge wiederholter Separationen in der zweiten Postnatalwoche. Die Dichte
NADPH-Diaphorase-positiver Neuronen, welche teilweise GABAerge Interneurone
repriasentieren, war ebenfalls reduziert und zwar in der Core-Region des Nucleus accumbens
und im Préfrontalcortex 45tidgiger Degus (Braun et al., 2000). Diese Ergebnisse korrelieren
nur bedingt mit denen, die ich innerhalb dieser Arbeit gefunden habe. Zwar verringerte sich
die Dichte CaBP-D28k enthaltender Neurone bei 45tdgigen elternseparierten Jungtieren,
insgesamt stieg jedoch die Zelldichte aller calciumbindenden Neurone, d.h. aller GABAergen
Zellen, an. Dieses Ergebnis indiziert ein verschobenes Gleichgewicht der Aktivitdt
verschiedener inhibitorischer Interneurone als Folge wiederholten Elternentzugs. Insgesamt
zeigen diese Studien, dass sich die Aktivitit des GABAergen Systems in limbischen
Regionen durch Mutter- bzw. Elternentzug verindert, diese Verdnderungen jedoch mit dem
Zeitpunkt der Untersuchung, der Dauer der Separation und dem untersuchten Hirngebiet
variieren.

Die Dichte der CRH-Interneurone, die iiberwiegend mit Calretinin colokalisiert waren,
anderte sich wie die der Gesamtpopulation der Calretinin enthaltenden Neurone nach
wiederholtem kurzzeitigem Elternentzug nicht. Auch die basalen Cortisol-Werte friihkindlich
separierter Degus waren, zumindest an deren 21. Lebenstag unverdndert. Es wird in
weiterfilhrenden Untersuchungen tiberpriift, ob sich separationsinduzierte Einfliisse auf das
CRH-System und auf die HPA-Achsen-Aktivierung von Octodon degus, dhnlich wie bei
Ratten, erst in einem spiteren Altersstadium und nach ldnger anhaltenden Separationen
(Ehlers et al., 1993; Pihoker et al., 1993; Plotsky & Meaney, 1993) messen lassen.
Verdnderungen der GABAergen Neurotransmission werden auch mit verschiedenen
Erkrankungen bei Menschen in Verbindung gebracht: So fanden sich geringere Dichten von

Parvalbumin und Calbindin enthaltenden Neuronen, nicht aber von Calretinin enthaltenden
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Neuronen im PFC von Schizophreniepatienten (Beasley et al., 2002), weniger Parvalbumin-
positive thalamocorticale Projektionsneurone bei Schizophreniepatienten (Danos et al., 1998),
reduzierte Dichten von Calbindin enthaltenden Neuronen im anterioren cinguldren Cortex von
Schizophreniepatienten und von Patienten mit bipolaren Storungen (Cotter et al., 2002), sowie
geringere GABA-Konzentrationen im occipitalen Cortex von Patienten mit Depression
(Sanacora et al., 1999).

GABAergen Interneuronen wird die Kontrolle iiber die exzitatorische Aktivitit von Schicht-
III Pyramidenzellen zugesprochen (Keverne 1999; Lewis et al., 1999). Uber die Aktivitit
GABAerger Interneurone konnten diese Mechanismen dem Anstieg der (iiberwiegend
exzitatorischen) Spinedichten im ACd der separierten Degus (Helmeke et al., 2001a,b),
entgegen wirken.

Sofern sich schon in den ersten drei Lebenswochen eine herabregulierte Aktivitit von
Calbindin-positiven Interneuronen nachweisen liee, kdnnte dies u.a. auch fiir einen Anstieg
der Spinedichten in den ersten drei Lebenswochen verantwortlich sein. Die Herabregulation
der inhibitorischen Aktivitit von Interneuronen durch eine verringerte Produktion von GABA
fiihrt in den CA-3 Pyramidenzellen von Schnittkulturen junger Ratten zu geringeren
spontanen inhibitorischen postsynaptischen Stromen (Engel et al., 2001) und indiziert eine
geringere Hemmung der Pyramidenzellen durch GABA. Inhibitorische Interneurone senden
multiple Terminalien zu den Dendriten und Zellkorpern von Pyramidenzellen (Abb. 24), und
es ist bekannt, dass calciumbindende Proteine enthaltende Interneurone die Aktivitidt von
Pyramidenzellen, ihren exzitatorischen Input und Output, beeinflussen (Condé et al., 1994;
DeFelipe 1997; Freund & Gulyas, 1997). In Hippocampuskulturen von Ratten wurde durch
eine Blockade des GABAergen Systems, nach Gabe von GABA(A)-Antagonisten oder
Bicucullin, ein Anstieg der Spontanaktivitét, gefolgt von einem Anstieg der Spinedichten
induziert (Papa & Segal, 1996). Ahnliche Mechanismen kénnten zu der beobachteten héheren
Spinedichte separierter Degus fiihren, indem durch die geringere Aktivitdit CaBP-D28k
enthaltender Interneurone die Spontanaktivitit der Pyramidenzellen ansteigt und mehr Spines

gebildet werden.
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4. Mogliche Interaktionen serotonerger und GABAerger Mechanismen bei den

separationsinduzierten Spineverinderungen

Neben der Wirkung von 5-HT als neurotrophischem Faktor oder dem Effekt einer
verringerten Inhibition der Pyramidenzellen durch weniger GABA-aktive CaBP-D28k
enthaltende Interneurone bzw. einer Kombination aus diesen Mdglichkeiten, konnte auch eine
Interaktion der serotonergen und GABAergen Systeme zu hoheren Spinedichten fiithren. Die
erhohten Spinedichten nach Elternentzug am 21. bzw. am 45. Lebenstag (Helmeke et al.,
2001a,b) konnten ihre Ursache in einer verminderten Inhibition von Pyramidenzellen haben,
und zwar durch eine verstirkt iiber 5-HT1,-Rezeptoren (Ziabreva et al., 2003a) vermittelte
Inhibition GABAerger CaBP-D28k enthaltender Interneurone. Blockiert man diese Inhibition
der Interneurone  durch  5-HT1s-Rezeptorantagonisten, wie 1im  vorliegenden
pharmakologischen Experiment, werden die Pyramidenzellen weiterhin inhibiert und die
separationsinduzierte Spinevermehrung unterbleibt.

Erhohte Spontanaktivitdt der Neurone im Hippocampus von Rattenneuronenkulturen,
ausgelost durch eine Blockade des GABAergen Systems, filhrte zu einem Anstieg der
Spinedichte um 60% (Papa & Segal, 1996), und aus elektrophysiologischen Arbeiten an
Ratten ist 5-HT induzierte GABAerge Inhibition im piriformen Cortex (Sheldon &
Aghajanian, 1990) und Hippocampus (Ropert & Guy, 1991) bekannt. Anatomische Tracing
und Doppelfirbungsstudien liefern zudem den Beweis fiir eine spezifische Innervation
GABAerger Interneurone durch serotonerge Afferenzen aus der Raphe. Sie innervieren
hauptsdchlich die Dendriten CaBP-D28k-positiver GABAerger Interneurone in Schicht I-11I
des Cortex (Freund et al., 1990; Hornung & Celio, 1992; Smiley & Goldman-Rakic, 1996).
Weitere immunohistochemische Studien (Aznar et al.,, 2003), sowie qualitative
Beobachtungen im Rahmen dieser Arbeit, zeigen 5-HT1,-Rezeptoren auf den Somata CaBP-
D28k- und Parvalbumin-positiver Interneurone. Wéhrend GABAerge Interneurone im
Hippocampus, welche GABA(A) vermittelte schnelle IPSPs produzieren, 5-HT3-Rezeptoren
besitzen (Ropert & Guy, 1991; McMahon & Kauer, 1997) und durch Serotonin aktiviert
werden, wurde in anderen Studien gefunden, dass Serotonin spdte, hdchstwahrscheinlich
GABA(B) vermittelte IPSPs tiber 5-HT14-Rezeptoren reduziert (Segal 1990; Ghadimi et al.,
1994). Letzterer Befund ist fiir die vorliegende Studie auBlerordentlich interessant, denn sollte
dieser auch fiir den anterioren cinguldren Cortex zutreffen, vermitteln vermutlich GABA(B)-

Rezeptoren an Pyramidenzellen eine spéte Inhibition (Lacaille & Schwartzkroin, 1988) durch
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CaBP-D28k-positive Interneurone. Wird die Aktivitit dieser CaBP-D28k-positiven
Interneurone iiber einen separationsinduzierten Anstieg von 5-HT14-Rezeptoren (Ziabreva et
al., 2003a) gehemmt, konnte dies die geringere immunocytochemische Nachweisbarkeit
(Herabregulation des Proteins) dieser Neurone nach Elternentzug, sowie eine erhdhte
Aktivitdt der Pyramidenzellen und die daraus resultierenden erhohten Spinedichten erkldren.

Die hier angestellten Uberlegungen konnen, wie bereits erwihnt, beim derzeitigen
Kenntnisstand lediglich hypothetisch bleiben. Um zu beweisen welche Mechanismen
letztendlich den erfahrungsgesteuerten synaptischen Verdanderungen limbischer Hirnareale
zugrunde liegen sind weitere morphologische, pharmakologische und moglicherweise
elektrophysiologische Untersuchungen weiterer Transmittersysteme und Zeitfenster

notwendig.

5. Ausblick

Aufbauend auf den in dieser Arbeit dargelegten Befunden bleibt es nun zu klédren, ob die
durch Umwelteinfliisse induzierten hirnmorphologischen Verdnderungen in noch weiteren
limbischen Hirnregionen zu beobachten sind. Dariiber hinaus miisste analysiert werden, auf
welche Weise das Ausmall und die Art der Verdnderungen abhingig sind von der Qualitét
und der Dauer der Umweltverdnderungen und den dabei gemachten Erfahrungen, und
inwieweit es besonders sensible oder vulnerable Zeitfenster im Verlauf der
Postnatalentwicklung gibt, in denen solche frithen Erfahrungen zu massiven Verdnderungen
der Hirnfunktion fithren konnen. Letztlich muss auch noch geklart werden, ob die
nachgewiesenen hirnbiologischen Verianderungen zu Verhaltensinderungen in positiver oder
in negativer Richtung fiihren, und inwieweit sich diese iiber den gesamten Lebenszeitraum
erstrecken.

Diese Erkenntnisse konnten unser Verstindnis {iber den Einfluss sozio-emotionaler
Beziehungen auf die neuronale- und Verhaltensentwicklung erweitern und hoffentlich nutzen
lassen. Beispielsweise wiren sie fiir die Erziehung von Kindern im Vorschul- und
Grundschulalter von Bedeutung, um diese optimal auf das spdtere Leben vorzubereiten und
Begabungen friihzeitig wihrend des Entwicklungsprozesses zu fordern.

Aber auch bei der Untersuchung der Entstehung von psychischen Krankheiten spielen
Tiermodelle eine bedeutende Rolle. Diese liegt in der Moglichkeit, neuronale Verdnderungen

zu liberpriifen und quantitativ auf zellulédrer, synaptischer und molekularer Ebene zu erfassen.
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Friihkindliche Separationserfahrungen, Verdanderungen des serotonergen und des GABAergen
Sytems, insbesondere in limbischen Hirnregionen, werden mit verschiedenen pathogenen
Erscheinungsbildern, wie z.B. Epilepsie, Schizophrenie, Depression und Alzheimer (Bogerts
1999; Keverne 1999; Lewis et al., 1999; Braun & Bogerts, 2001; Avoli et al., 2002; Baumann
et al., 2002; Schechter et al., 2002) in Verbindung gebracht. Tierexperimentelle Analysen
dieser Systeme sollten dazu beitragen die Zusammenhidnge zwischen verdnderten Hirn-
(Transmitter)-Funktionen und psychosozialen Faktoren bzw. neurologischen Krankheiten zu

klaren.

106



V. Zusammenfassung

Ein fiir das Uberleben der Nachkommen bedeutender Lernprozess ist die Herausbildung einer
emotionalen Bindung zwischen dem Neugeborenen und seinen Eltern. Unsere
Arbeitshypothese postuliert, dass diese emotionale Bindung iiber die kontinuierliche
Interaktion mit der Bezugsperson nicht nur das spétere emotionale Verhalten, sondern auch
die Reifung limbischer Hirnregionen prigend beeinflusst. Diese Hypothese sollte im Rahmen
der vorliegenden Arbeit mithilfe verschiedener methodischer Ansitze iiberpriift werden. Am
Tiermodell Octodon degus untersuchte ich, welche Art von Verdnderungen der frith
postnatalen sozio-emotionalen Umgebung die synaptische Entwicklung im limbischen
anterioren  cingulidren Cortex beeinflussen konnen. Darliber hinaus wurden
erfahrungsinduzierte Verdnderungen der neuromodulatorischen Systeme quantitativ
untersucht.

Die Fragestellung ldsst sich in folgende Fragenkomplexe aufgliedern:

e Lassen sich im Verlauf der Postnatalentwicklung des anterioren cingulidren Cortex
Phasen des Spineauf- und -abbaus beobachten, vergleichbar zu den Befunden an
Primaten?

e Wirkt sich die wiederholte kurzzeitige bzw. chronische Trennung von einem oder
beiden Elternteilen auf die Entwicklung exzitatorischer Synapsen im anterioren
cinguldren Cortex aus?

e Wirkt sich die wiederholte kurzzeitige Trennung von den Eltern auf die Entwicklung
inhibitorischer Systeme, d.h. auf die Anzahl GABAerger Interneurone aus?

e Wirkt sich die wiederholte kurzzeitige Trennung von den Eltern auf die Entwicklung
stressrelevanter Systeme, d.h. auf die Dichte von Neuronen die Corticotropin-
Releasing-Hormone enthalten, aus?

e Inwieweit sind serotonerge Mechanismen bei den separationsinduzierten synaptischen

Verdnderungen involviert?

Die Hauptbefunde sind wie folgt zusammenzufassen:

e Die Entwicklung der dendritischen Spines (exzitatorische Spinesynapsen) zeigt
zwischen dem ersten und dem 21. Lebenstag einen kontinuierlichen Anstieg und
nimmt bis zum 45. Lebenstag wieder ab. Hiermit wurde erstmals fiir einen Nager
nachgewiesen, dass der Prifrontalcortex eine dhnliche phasenspezifische synaptische

Reifung wie bei Primaten durchliuft.
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e Eine, beginnend mit dem ersten Tag nach der Geburt, tigliche einstiindige Trennung
von den Eltern fiihrt am 21. Lebenstag (Zeitpunkt vor der Entwohnung von der
Mutter) zu einer erhohten Dichte dendritischer Spines im limbischen anterioren
cinguldren Cortex. Die chronische Trennung vom Vater, beginnend mit dem ersten
Tag nach der Geburt, bewirkt hingegen eine Reduktion dendritischer Spines im
anterioren cinguldren Cortex. Die Aufzucht in GroBvolieren fithrt zu signifikant
geringeren Spinedichten im Vergleich zur Aufzucht in Standardkéfigen.

e FEine tigliche einstiindige Trennung von den Eltern fiihrt am 45. Lebenstag zu einer
phasenspezifischen und regionsspezifischen verdnderten Balance von neuronalen
GABAergen Subpopulationen in den verschiedenen Subregionen des
Priafrontalcortex, einschlieflich dem anterioren cinguldren Cortex. Bei den
elternseparierten Tieren ist die Gesamtpopulation der GABAergen Neurone erhoht.

e Separationsinduzierte Verdnderungen stressrelevanter neuronaler Subsysteme, d.h.
Neurone die Corticotropin-Releasing-Hormone enthalten (und zum Teil auch
GABAerg sind), zeigten sich im préfrontalen Cortex in diesem Altersstadium nicht.

e Die pharmakologische Studie ergab, dass die Gabe eines Antagonisten gegen den
serotonergen SHT1s-Rezeptor die separationsinduzierte Vermehrung von
exzitatorischen Spinesynapsen blockieren kann.

Diese Resultate stehen prinzipiell im Einklang mit unserer Arbeitshypothese, dass friihe
postnatale Verdnderungen der sozio-emotionalen Umgebung die Entwicklung von
exzitatorischen synaptischen Verbindungen und von inhibitorischen Interneuronen in
limbischen Cortexarealen modulieren konnen. Die beobachteten erfahrungsinduzierten
Verdnderungen im anterioren cinguldren Cortex konnen als Anpassung der neuronalen
Verbindungen an verdnderte sozio-emotionale Umweltbedingungen interpretiert werden. Es
ist zu vermuten, dass solche erfahrungsinduzierten Verdnderungen des limbischen Systems
die psychosozialen und kognitiven Kapazititen im Erwachsenenalter determinieren. Da
anzunehmen ist, dass dhnliche Mechanismen auch bei der erfahrungsgesteuerten funktionellen
Reifung des menschlichen Gehirns beteiligt sind, sind die aus dieser Arbeit hervorgehenden
Erkenntnisse von allgemeiner und fundamentaler Bedeutung fiir die Erforschung von
erfahrungs- und lernabhéngiger synaptischer Plastizitit im sich entwickelnden Gehirn,

einschlieBlich ihrer pathologischen Formen.
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ACd

Al
CaBP-D28k
CaR
CRH/CRF
EZ
GABA
GAD
5-HT

IL

ip

LO

LTP

Ml

MD

MO

PBS
PCA
PFA
PFC
PL
PrCm
PV

SN
VTA

V1. Abkiirzungsverzeichnis

anteriorer cinguldrer Cortex
agranuldrer insuldrer Cortex
Calbindin

Calretinin
Corticotropin-Releasing-Hormon/Factor
Elternentzug
y-Aminobuttersdure
Glutamatdecarboxylase
5-Hydroxytryptamin, Serotonin
infralimbischer Cortex
intraperitoneal

laterale orbitale Area
Lang-Zeit Potenzierung
pramotorischer Cortex
mediodorsaler Nucleus
mediale orbitale Area
Postnataltag
Phosphat-Puffer
Parachloramphetamin
Paraformaldehyd
préafrontaler Cortex
préalimbischer Cortex
pracentraler medialer Cortex
Parvalbumin

Sulcus rhinalis

Substantia nigra

ventrales Tegmentum
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VIII. Anhang

Durchfiihrung der Golgi-Cox-Farbung

Imprdgnierung

Es wurden drei verschiedene, wiéssrige Losungen angesetzt:

Losung A: 5% K,Cr,0O4 (Kaliumbichromat)
Losung B: 5% HgCl, (Quecksilber-2-chlorid)
Losung C: 5% K,CrO (Kaliumchromat)

Die Prozentangaben sind als Gewichtsprozente zu verstehen. Aus den drei Losungen wurden
zwel neue gemischt.

Losung D: Losung A + Losung B (1:1)

Losung E: Losung C + aqua dest. (1:2,5)

Aus diesen Losungen wurde die eigentliche Golgi-Cox-Losung hergestellt, indem 1000 ml
von Losung D unter Riithren zu 1400 ml von Losung E gegeben wurden. Diese Losung wurde
im Dunkeln bei Zimmertemperatur in einer braunen Auslaufflasche aufbewahrt. Bis zur

erstmaligen Verwendung musste sie, wegen der Prizipitatbildung, mindestens 5 Tage stehen.

Die unfixierten Gehirne wurden 14 Tage bei Zimmertemperatur im Dunkeln in der Golgi-
Losung aufbewahrt. Das Volumen der Losung betrug 50 ml. AnschlieBend wurden die Hirne
in einer aufsteigenden Alkoholreihe und einem Ethanol-Ether-Gemisch nach folgendem

Protokoll entwéssert und in Celloidin (Fluka Chemie AG, Switzerland) eingebettet:

1. Waschen in aqua dest. 3 xje 2 min

2. langsames Entwéssern im Kiihlschrank (4-6°C)

50% Ethanol 4h

70% Ethanol iiber Nacht
80% Ethanol tiber Nacht
96% Ethanol iiber Nacht

96% Ethanol uber Nacht
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3. Einbettung der Gehirne im Dunkeln bei Zimmertemperatur

100% Ethanol-Diethylether (1:1) 2h
2% Celloidin 3d
4% Celloidin 3d
8% Celloidin 3d

Danach wurden die Gehirne in 8-10%iger Celloidinmasse in einem Eindampfglas orientiert
und in einem Exikator iiber Nacht bei gedffnetem Hahn stehen gelassen. Im Anschluss daran
wurde in einem zweiten Schilchen bei geschlossenem Hahn das Trocknungsmittel
Phosphorpentoxid (Fluka Chemie AG, Switzerland) dazugestellt, bis die Celloidinmasse etwa
auf die Halfte reduziert war. Nach Entfernen des Phosphorpentoxids wurde in einer Schale
Chloroform in den Exikator gegeben. Dadurch polymerisierte das Celloidin in 1-2 Tagen aus.
Der ausgehirtete Celloidinblock wurde dann in der gewiinschten Form zugeschnitten und in
70%igem Alkohol im Kiihlschrank einige Tage aufbewahrt, wodurch das Celloidin zur
volligen Aushirtung gelangte. Der schneidfdhige Block kann in 70%igem Ethanol im
Kiihlschrank (4-6°C) unbegrenzt aufbewahrt werden.

Zum Schneiden wurde der Block auf einen Holzklotz geklebt (Kleber: Roticoll, Carl-Roth
GmbH, Karlsruhe, Germany).

Mit einem Schlittenmikrotom (Microm, Heidelberg) wurden 150 pm dicke
Transversalschnitte angefertigt. Das Messer wurde wihrend des Schneidens mit 70%igem
Ethanol befeuchtet, um ein Austrocknen zu verhindern. Die Schnitte wurden in 70%igem
Ethanol aufgefangen und bis zur weiteren Verarbeitung am folgenden Tag kiihl (4-6°C) und
dunkel autbewahrt.

Reduktion der Gehirnschnitte

1. Wissern mit aqua dest. 2 x je 5 min

2. Reduktion in alkalischer Losung NH; : H,O (1:1) 40 — 50 min

3. Vertiefen der Schwirzung 0,5% Phenylendiamin I (Merck, Germany) 1 min
Vertiefen der Schwirzung 0,5% Phenylendiamin II 4 min

4. Wissern mit aqua dest. 2 x je 2 min

5. Stabilisieren der Impriagnation 1% Dektol (Kodak, Germany) 2 min

6. Wissern mit aqua dest. 2 xje 1 min

7. Stabilisieren der Impriagnation 5% Tetenal (Kodak, Germany) 5 min

8. Wissern mit aqua dest. 3 xje 5 min

9. Entwissern der Schnitte
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50% Ethanol 3 min

70% Ethanol 3 min
80% Ethanol 3 min
96% Ethanol 3 min

10. Kléren der Schnitte
Isopropanol (Optal) : 96% Ethanol (2:1) 2 xje 5 min
Isopropanol (Optal, Roth, Germany) 1 x 5 min
Xylol 3 x 5 min

AnschlieBend wurden die Schnitte zwischen zwei Deckgldschen in Merckoglas (Merck,

Darmstadt, Germany) eingedeckelt, um sie spiter unter dem Mikroskop von zwei Seiten

betrachten zu konnen.

Immunohistochemie

Drei Serien wurden fiir Fluoreszenz doppelgefirbt mit entweder 1) Mouse anti-o-
Parvalbumin (PV, Maus-IgG, Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany), 2) Mouse anti-
Calbindin (CaBP-D28k, Maus-IgG, SWANT, Switzerland) oder 3) Mouse anti-Calretinin
(CaR, Maus-IgG, Transduction Laboratories, USA) und Rabbit anti-Corticotropin-Releasing-
Factor (CRF, Kaninchen-IgG, Peninsula Laboratories, Inc., USA). Die vierte Serie wurde in
einer Einfachfarbung gegen Glutamatdecarboxylase (Rabbit anti-GAD, Kaninchen-IgG,
Chemicon International, Ltd., Hofheim, Germany) geférbt.
Bei den folgenden Reaktionsschritten wurde fiir alle nicht anders gekennzeichneten Wasch-
und Inkubationsschritte 0,1 M PBS mit einem pH-Wert von 7,4 verwendet. Fiir eine bessere
Spiilung und Reaktion wurden bei allen Wasch- und Inkubationsschritten die
Gewebekulturplatten  auf  einen  Schiittler  gestellt. ~Zur  Vermeidung  von
Reaktionsunterschieden durchliefen alle Schnittserien exakt die gleiche Behandlung:
e dreimal Waschen in PBS
e Inkubation mit 10% Methanol und 1% H,O; in PBS zur Unterdriickung der endogenen
Peroxidase-Aktivitit (45 min)
e Waschen in PBS bis dieses blasenfrei war
e Vorinkubation mit 2% Ziege-Normal-Serum (ZNS, DAKO, Hamburg, Germany) und
0,3% Triton-X-100 (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany) zur Perforierung der
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Zellmembranen ermoglicht es den Antikorpern tiefer in das Gewebe einzudringen, in
PBS (1 h)

Primérantikérperinkubation: 1% ZNS, 0,05% Triton-X-100 und 1) Maus-anti-PV
(1:5000) und Kaninchen-anti-CRF (1:8000), 2) Maus-anti-CaBP-D28k (1:2500) und
Kaninchen-anti-CRF (1:8000), 3) Maus-anti-CaR (1:2500) und Kaninchen-anti-CRF
(1:8000) tiber Nacht bei 4°C, 4) Kaninchen-anti-GAD (1:2000) zwei Tage bei 4°C.
dreimal Waschen in PBS

ZweitantikOrperinkubation/Serien  1-3: Alexa 488 (anti-Maus-Ig, 1:250, griin

fluoreszierend) und Alexa 594 (anti-Kaninchen-Ig, 1:375, rot fluoreszierend), 1% ZNS
und 0,01% Triton-X-100 in PBS (25 min)

Serien 1-3: dreimal Waschen in PBS, Aufziehen der Schnitte aus aqua dest. auf
unbeschichtete Objektrager im Dunkeln, Eindeckeln in Fluoromount (Fluka Chemie
AG, Switzerland)

ZweitantikGrperinkubation/Serie 4: Ziege-anti-Maus-Immunglobulin (Ig), biotinyliert
(1:200, Amersham, Little Chalfont, UK), 1% ZNS und 0,01% Triton-X-100 in PBS (2
h)

Serie 4: einmal Waschen in PBS, zweimal Waschen in PB (pH=7,6)

Serie 4: Inkubation mit einem Extravidin/Peroxidase Komplex (1:200, Sigma-Aldrich,
Deisenhofen, Germany) in PB (2 h)
DAB-Nickel-Reaktion/Serie 4:

e zweimal Waschen in PB

e zweimal Waschen in 50 mM Tris-HCL-Puffer

(pH=7,6)
Chemikalien:
e 0,05 mM Tris- HCL (pH=7,6) (Sigma-Aldrich, Deisenhofen,
Germany)
e Ammmoniumnickelsulfat (Riedel-de Haén AG, Seelze, Germany)
e DAB (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany)
e H,0,(Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany)
e PB- Puffer (pH =7,4)
Reaktionslosung:

e 0,5 g Ammmoniumnickelsulfat in etwas Tris-HCL Puffer vorlosen
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e 0,0125 g DAB ebenfalls in Tris-HCL Puffer vorlosen (extra Gefal3)

e beide Losungen zusammen mit Tris-HCL auf 25 ml ins Becherglas
auffiillen

e Losung durch ein Millipore-Filter (Sartorius, Germany) mit einer
Einwegspritze filtrieren

e 250 ul einer 1%igen H,O,-Losung (erst kurz vor dem Auftragen auf
die Schnitte) zur fertigen Reaktionslosung dazugeben (2-5 min)

e Abstoppen durch Waschen mit PB

e Schnitte auf Chrom-Alaun-Gelatine beschichtete Objektrdager aus
Leitungswasser aufziehen und trocknen lassen

o Entwisserung: aufsteigende Alkoholreihe (70%, 96%, Optal,
Xylol)

e Einbettung tiber Histoclear in Histomount (Life Sciences

International, Frankfurt, Germany)
Parallel wurden jeweils einige Kontrollschnitte angefertigt. Die Behandlung erfolgte wie oben

beschrieben, allerdings ohne die Zugabe des Primédrantikdrpers. Als Ergebnis zeigte sich

keine immunopositive Farbreaktion.

Messung von ACTH und Cortisol im Blutplasma

Die Messungen der basalen Blutwerte von ACTH und Cortisol wurden in Zusammenarbeit
mit Prof. Claus Luley und Dr. Sabine Westphal vom Institut fiir Klinische Chemie und
Biochemie der Medizinischen Fakultit der Otto-von-Guericke-Universitit Magdeburg

durchgefiihrt.

ACTH-IMMULITE-Test

e langsames Auftauen der tiefgefrorenen Plasma-Proben im Eisbad

e Lagerung der Proben bis zur Messung bei < 4°C

e Proben mit ACTH-Konzentrationen von tiiber 1250 pg/ml miissen mit ACTH-
Verdiinnungspuffer verdiinnt und erneut bestimmt werden

o crforderliche Probenmenge: 75 pl
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e Messbereich bis: 1250 pg/ml
e Analytische Sensitivitét: 9 pg/ml
e Kontrollen: DPC ACTH-Kontrollmodul

Der vollautomatische Festphasen-Sandwich-Chemilumineszenz-Enzymimmunoassay (DPC
Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA, DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim,
Germany) dient zur quantitativen Bestimmung von ACTH in EDTA-Plasma. Als Festphase
wird eine mit spezifischen, monoklonalen ACTH-Antikérpern von der Maus beschichtete
Polystyrolkugel verwendet. Diese Kugel ist Bestandteil des IMMULITE-Testrohrchens.
ACTH aus der Probe wird wéhrend der ersten 3Ominiitigen Inkubation an den
Festphasenantikorper gebunden. In der darauffolgenden 30miniitigen Inkubation bindet ein
zweiter, mit alkalischer Phosphatase markierter polyklonaler Antikdrper (Kaninchen) an das
gebundene ACTH. Es entsteht ein sogenannter Sandwichkomplex. Beide Reaktionen laufen
bei 37°C ab.

Ungebundene Komponenten werden anschlieBend mittels einer speziellen Zentrifugal-
Waschtechnik entfernt.

Zugegebenes Chemilumineszenz-Substrat wird vom gebundenen Enzym wihrend der
folgenden 10miniitigen Inkubation umgesetzt. Die dabei ausgeldste Lichtemission ist der

ACTH-Konzentration in den Proben direkt proportional.

Bestandteile des Tests:

e ACTH-Testrohrchen enthalten Polystyrolkugeln beschichtet mit ACTH-Antikorpern
(monoklonal, Maus), barcodiert

e ACTH-Reagenzmodul A enthélt Protein-Puffer/Serum-Matrix, barcodiert

e ACTH-Reagenzmodul B enthdlt ACTH-Antikérper (polyklonal, Kaninchen),
konjugiert mit alkalischer Phosphatase, barcodiert

e ACTH-Kalibratoren, Sollwerte im Barcode des Kits gespeichert in 2 Konzentrationen,
Rinderprotein-Matrix, lypophylisiert

e ACTH-Verdiinnungspuffer, ACTH-freie, bovine proteinbasierte Matrix

e Chemilumineszenz-Substratmodul, Adamantyldioxetanphosphat in Puffermatrix

e Waschmodul, Konzentrat

e Reinigungsmodul

e Reinigungslosung
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e Probentriger, barcodiert, wiederverwendbar

e Probenrdhrchen, Einwegmaterial

IMMULITE 2000 Cortisol

e langsames Auftauen der tiefgefrorenen Plasma-Proben im Eisbad
e Lagerung der Proben bis zur Messung bei < 4°C

e crforderliche Probenmenge: 10 pul Serum

e Messbereich bis: 1 - 50 pg/dl

e Analytische Sensitivitét: 0,20 pg/dl

Zur Diagnostik bzw. Quantitativen Bestimmung von Cortisol im Serum wird das IMMULITE
2000-System genutzt. Der kompetitive Immunoassay hat einen Inkubationszyklus von 30

Minuten und ist hochspezifisch fiir Cortisol.

Bestandteile des Tests:

e barcodierter Cortisol Kugel-Container, mit polyklonalem Cortisol-Antikdrper (Hase)
beschichtete Kugeln

e barcodierter Behélter fiir Cortisol-Reagenzien, enthélt 11,5 ml alkalische Phosphatase,
konjugiert mit Cortisol in einem Puffer

e Cortisol-Justierstandards mit jeweils 3 ml Cortisol in behandeltem Serum

e Chemilumineszenz-Substratmodul

e  Waschmodul

e Reinigungsmodul

e Reaktionsgefile, Einwegmaterial

e Testrohrchen zur Probenverdiinnung

e Kontrollen
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Tabellen

Tabelle 1: Mittelwerte und Standardabweichungen der Dichte von Apikalspines, angegeben
in der Anzahl der Spines/10um:

Verzweigungsordnun
Kifig 1. 2. 3. 4. 5. Gesamt
PO sozial 24+1,9 4,1+1,9 54=+1,7 5,8+1,6 6,3+1,8 5,613
P14 sozial 29+2,1 74+3,5 8,5+2,8 8,3+3,1 8,4+32 8,0+ 2,6
P21 sozial 1,8+1,5 6,3+3,5 9,7+3,3 10,1 £2,6 10,6 £2,8 94+22
P45 sozial 25+1,9 5,7+3,0 7,7+2,2 8,4+23 8,1£2,1 7,5+1,6

Tabelle 2: Mittelwerte und Standardabweichungen der durchschnittlichen Apikalsegment-
lange, angegeben in pm:

Verzweigungsordnun
Kifig 1. 2 3. 4. 5. Gesamt
PO sozial 2224+152 | 392+32,7 | 43,9+244 | 52,1+32,2 | 53,0+25,7 492,6 + 206,5
P14 sozial | 25,4+17,9 | 454+£32,7 | 68,5+32,9 | 652+30,5 | 69,7 +33,7 790,6 +£210,5
P21 sozial | 27,1 +16,1 | 30,9 +30,1 | 46,9+21,3 | 58,6 +£26,8 | 52,8 +248 810,5£222,3
P45 sozial | 34,8+26,4 | 58,5+489 | 654+42,1 | 66,9+31,7 | 63,2+30,4 | 1044,1 £4443

Tabelle 3: P-Werte nach dem Mann-Whitney U-Test, im Vergleich die unterschiedlichen
Altersstadien von Kéfigtieren (n. s. = nicht signifikant):

Apikalspinedichte
Vergleich 1. Segment 2. Segment 3. Segment 4. Segment 5. Segment
PO /P14 n. s. <0,001 <0,001 <0,001 0,003
PO/ P21 n.s. 0,005 <0,001 <0,001 <0,001
PO / P45 n.s. 0,013 <0,001 <0,001 0,001
P14 /P21 0,009 n.s. n. s. 0,009 0,003
P14 / P45 n.s. 0,034 n.s. n.s. n.s.
P21 /P45 n. s. n. s. 0,026 0,014 0,003
Durchschnittliche Apikalsegmentlinge

Vergleich 1. Segment 2. Segment 3. Segment 4. Segment 5. Segment
PO /P14 n.s. n.s. <0,001 n. s. (0,052) 0,033
PO/ P21 n.s. n.s. n.s. n. s. n. s.

PO / P45 0,022 0,033 0,012 0,012 n. s.
P14 /P21 n.s. 0,01 0,005 n. s. 0,042
P14/ P45 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
P21 / P45 n.s. 0,002 n.s. n.s. n.s.

Tabelle 4: Mittelwerte und Standardabweichungen der Dichte von Basalspines, angegeben in
der Anzahl der Spines/10um:

Verzweigungsordnun
Kifig 1. Do 3. 4. 5. Gesamt
PO sozial 3,8+ 1,8 51+1,8 5,7+1,8 49+20 53+1,8 52=+1,6
P14 sozial 4,7+2,2 7,7+2,7 7,9+2,7 8,8+3,2 7,1+£23 7,8+23
P21 sozial 48+32 9,2+3,2 10,6 £ 3,0 9,3+32 92+23 10,0+ 2,6
P45 sozial 3,5+1,8 7,1£2,1 8,020 79+22 8,8+£1,7 7,6 1,7
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Tabelle 5: Mittelwerte und Standardabweichungen der durchschnittlichen Basalsegment-
lange, angegeben in pm:

Verzweigungsordnun
Kifig 1. 2o 3. 4. 5. Gesamt
PO sozial 194+89 | 29,8+239 | 29,7175 | 18,4+17,0 | 16,2+ 13,0 126,9 £ 71,9
P14 sozial | 25,6+16,8 | 49,1 £248 | 64,6 +34,4 | 64,1 £34,1 | 61,5+453 350,2 +£157,7
P21 sozial | 24,4+17,2 | 450+225 | 59,1+19,2 | 52,1 +£26,3 | 57,0+37,0 325,4+£102,0
P45 sozial | 24,0+ 14,8 | 55,6 +£26,9 | 63,7+20,4 | 60,7 +26,8 | 60,8 +40,8 419,7 £ 156,3

Tabelle 6: P-Werte nach dem Mann-Whitney U-Test, im Vergleich die unterschiedlichen
Altersstadien von Kéfigtieren (n. s. = nicht signifikant):

Basalspinedichte
Vergleich 1. Segment 2. Segment 3. Segment 4. Segment 5. Segment
PO /P14 n. s. <0,001 <0,001 <0,001 n. s.
PO/ P21 n. s. <0,001 <0,001 <0,001 0,004
PO / P45 n. s. <0,001 <0,001 <0,001 0,005
P14 /P21 n.s. n.s. <0,001 n.s. 0,038
P14 / P45 0,01 n.s. n.s. n.s. n.s.
P21 /P45 n.s. 0,009 <0,001 n.s. n.s.
Durchschnittliche Basalsegmentlinge

Vergleich 1. Segment 2. Segment 3. Segment 4. Segment 5. Segment
PO /P14 n. s. <0,001 <0,001 <0,001 0,01
PO/ P21 n. s. <0,001 <0,001 <0,001 0,011
PO / P45 n. s. <0,001 <0,001 <0,001 0,007
P14 /P21 n. s. n.s. n.s. n.s. n.s.
P14 / P45 n.s. n. s. n.s. n.s. n.s.
P21 / P45 n.s. 0,041 n.s. n.s. n.s.

Tabelle 7: Mittelwerte und Standardabweichungen der Dichte von Apikalspines, angegeben
in der Anzahl der Spines/10um:

Verzweigungsordnun
P21 Voliere 1. 2 3. 4. S. Gesamt
sozial 2,7+1,7 6,8 +3,1 8,4+24 8,4+3,1 8,2+3,0 8,0+2,1
Elternentzug| 4,8+2)7 8,8+4,6 12,5+3,5 12,9+3,9 11,3+4,0 11,4+2,9

Tabelle 8: Mittelwerte und Standardabweichungen der durchschnittlichen Apikalsegment-
lange, angegeben in um:

Verzweigungsordnun
P21 Voliere 1. 2. 3. 4. 5. Gesamt
sozial 27,3+20,7 | 36,8 +20,2 | 52,7+ 18,4 | 63,9+259 | 56,7 +232 924,6 £317,3
Elternentzug| 23,1 +12,7 | 35,0 £16,0 | 52,0+22,5 | 50,8+20,7 | 54,2+ 26,6 899,3 + 338,5

Tabelle 9: Mittelwerte und Standardabweichungen der Dichte von Basalspines, angegeben in
der Anzahl der Spines/10um:

Verzweigungsordnun
P21 Voliere 1. Do 3. 4. 5. Gesamt
sozial 3,723 7,4 +3,4 7,724 7,8 £2,2 6,7+2,9 7,8 £2,6
Elternentzug| 5,2+4,3 9,1+£4)5 11,3+3,5 11,5+ 34 11,2+43 10,8 + 3,1
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Tabelle 10: Mittelwerte und Standardabweichungen der durchschnittlichen Basalsegment-
lange, angegeben in pm:

Verzweigungsordnun
P21 Voliere 1. 2 3. 4. 5. Gesamt
sozial 17,9+ 10,0 | 47,8 +30,7 | 68,1 +29,3 | 57,3+26,6 | 57,1 £28.8 421,6 = 160,2
Elternentzug | 15,0+6,3 | 43,2+31,9 | 53,7+29,6 | 60,7+26,1 | 46,5+23,7 425,9 +168,4

Tabelle 11: Mittelwerte und Standardabweichungen der Dichte von Apikalspines, angegeben

in der Anzahl der Spines/10um:

Verzweigungsordnun
P21 Voliere 1. 2 3. 4. 5. Gesamt
sozial 2,7+1,7 6,8 +3,1 8,4+24 8,4+3,1 8,2+3,0 8,0+2,1
Vaterentzug| 2,6+1,3 54+25 7,1+1,9 7,7+£1,6 6,7+ 1,5 6,8 £ 1,4

Tabelle 12: Mittelwerte und Standardabweichungen der durchschnittlichen Apikal-
segmentlidnge, angegeben in um:

Verzweigungsordnun
P21 Voliere 1. 2. 3. 4. 5. Gesamt
sozial 27,3+20,7 | 36,8+20,2 | 52,7+18,4 | 63,9+25,9 | 56,7+23,2 924,6 £317,3
Vaterentzug | 23,2+12,5 | 34,8+204 | 53,9+26,4 | 57,7+ 18,8 | 63,5+30,8 | 1094,4 +392,9

Tabelle 13: Mittelwerte und Standardabweichungen der Dichte von Basalspines, angegeben

in der Anzahl der Spines/10um:

Verzweigungsordnun
P21 Voliere 1. Do 3. 4. S. Gesamt
sozial 3,7£23 74+34 7,7+£24 78+22 6,7+2,9 7,8+2,6
Vaterentzug | 2,8+1,2 55+2,2 7,0+ 1,6 6,5+1,6 59+1,5 6,6 £1,4

Tabelle 14: Mittelwerte und Standardabweichungen der durchschnittlichen Basalsegment-
lange, angegeben in um:

Verzweigungsordnun
P21 Voliere 1. Do 3. 4. S. Gesamt
sozial 17,9+10,0 | 47,8+30,7 | 68,1+293 | 57,3+26,6 | 57,1 +£28,8 421,6 £ 160,2
Vaterentzug | 17,2+89 | 36,8+275 | 62,1+272 | 59,8+19,8 | 71,2+30,4 406,8 +212,9

Tabelle 15: Mittelwerte und Standardabweichungen der Dichte von Apikalspines, angegeben

in der Anzahl der Spines/10pum:

Verzweigungsordnung
P21 Voliere 1. 2: 3. 4. 5. Gesamt
sozial+Saline 1,513 5,0£23 6,6 + 1,8 58+1,8 6,5+ 1,8 6,4+23
EZ+Saline 24+1,8 5,6 £2,0 7,6 1,2 75+1,3 72+1,6 7,2+0,8
EZ+0,1mg Way 22=+1,6 48+2,1 6,7+2,1 6,7+1,6 6,4+1,6 6,3+14
EZ+1mg Way 2620 | 4719 | 6513 | 6716 | 65+17 | 6211
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Tabelle 16: Mittelwerte und Standardabweichungen der durchschnittlichen Apikal-

segmentlidnge, angegeben in um:

Verzweigungsordnung
P21 Voliere 1. 2. 3. 4. 5. Gesamt
sozial+Saline 23,5+13,4 | 37,1+£239 | 51,4+21,8 | 53,3+20,5 | 53,9+30,3 | 817,5 +£280,1
EZ+Saline 30,5+17,7 | 33,8+17,0 | 48,0219 | 61,2+34,5 | 51,2+21,1 | 913,2 +260,7
EZ+0,1 mg Way | 27,5+ 12,2 | 40,7+28,1 | 54,0+29,5 | 59,8 +31,7 | 51,6 23,4 | 913,7+357,3
EZ+1 mg Way | 29,1+15,0 | 39,8+27,6 | 59,2+21,7 | 57,5+21,9 | 53,4+27,4 | 910,1 +303,9

Tabelle 17: P-Werte nach dem Mann-Whitney U-Test, im Vergleich die unterschiedlichen
Versuchsgruppen, 21tdgiger Volieretiere (n. s. = nicht signifikant):

Apikalspines
Vergleich 1. Segment | 2. Segment | 3. Segment | 4. Segment | 5. Segment
sozial+Saline/EZ+Saline n.s. n.s. 0,029 0,009 n.s.
sozial+Saline/EZ + 0,1mg Way n. s. n. s. n. s. n. s. n. s.
sozial+Saline/EZ + 1 mg Way 0,041 n. s. n. s. n. s. n. s.
EZ+Saline/EZ + 0,1 mg Way n. s. n. s. n. s. n. s. 0,049
EZ+Saline/EZ+1 mg Way n. s. n. s. 0,002 n. s. n. s.
EZ+0,1mg Way/EZ+1mg Way n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Durchschnittliche Apikalsegmentlinge
Vergleich 1. Segment | 2. Segment | 3. Segment | 4. Segment | 5. Segment
sozial+Saline/EZ+Saline kein Test kein Test | kein Test kein Test kein Test
sozial+Saline/EZ + 0,Img Way | kein Test kein Test | kein Test kein Test kein Test
sozial+Saline/EZ + 1 mg Way kein Test kein Test | kein Test kein Test kein Test
EZ+Saline/EZ + 0,1 mg Way kein Test kein Test | kein Test kein Test kein Test
EZ+Saline/EZ+1 mg Way kein Test | kein Test | kein Test | kein Test | kein Test
EZ+0,1mg Way/EZ+1mg Way | kein Test kein Test | kein Test kein Test kein Test

Tabelle 18: Mittelwerte und Standardabweichungen der Dichte von Basalspines, angegeben
in der Anzahl der Spines/10pum:

Verzweigungsordnung
P21 Voliere 1. 2: 3. 4. 5. Gesamt
sozial+Saline 1,6 +14 50+ 1.4 59+1,2 58+1,5 6,3+2,6 6,0+ 1,7
EZ+Saline 28+1,9 6,3+1,9 7,6 1,6 7,1 £0,8 73+1,6 7,1+£1,3
EZ+0,1 mg Way 20+14 46+272 6,4+2,0 6,7+1,9 6,0+2,1 6,0+1,7
EZ+1 mg Way 24+1,6 54+1,6 59+1,7 6,1 1,2 59+1,5 6,0+1,2

Tabelle 19: Mittelwerte und Standardabweichungen der durchschnittlichen Basalsegment-
lange, angegeben in um:

Verzweigungsordnung
P21 Voliere 1. e 3. 4. 5. Gesamt
sozial+Saline 14,7+7,7 | 42,0£29,5 | 52,4+23,2 | 554+27,5 | 53,0 +£22,5 |441,8+144,7
EZ+Saline 16,6 + 11,0 | 42,9+29,2 | 66,6 +24,7 | 53,0+31,6 | 69,5+ 14,6 |369,9+171,2
EZ+0,1 mg Way 14,1+6,9 | 38,3+18,6 | 58,0+27,6 | 58,9+37,1 | 39,4 +17,4 |428,1+223,0
EZ+1 mg Way 21,0+ 10,6 | 53,8+33,0 | 63,3+28,4 | 57,7+29,1 | 53,0+ 19,6 |437,4+177,8
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Tabelle 20: P-Werte nach dem Mann-Whitney U-Test, im Vergleich die unterschiedlichen
Versuchsgruppen, 2 1tdgiger Volieretiere (n. s. = nicht signifikant):

Basalspines
Vergleich 1. Segment | 2. Segment | 3. Segment | 4. Segment | 5. Segment
sozial+Saline/EZ+Saline 0,037 0,03 0,005 0,03 n. s.
sozial+Saline/EZ + 0,1mg Way n.s n. s n.s n. s n.s
sozial+Saline/EZ + 1 mg Way n. s n. s n. s n.s n. s
EZ+Saline/EZ + 0,1 mg Way n. s. 0,012 0,029 n. s. n. s.
EZ+Saline/EZ+1 mg Way n.s. n.s. 0,002 0,031 n.s.
EZ+0,1mg Way/EZ+1mg Way n. s n.s n.s n. s n.s
Durchschnittliche Basalsegmentlinge
Vergleich 1. Segment | 2. Segment | 3. Segment | 4. Segment | 5. Segment
sozial+Saline/EZ+Saline kein Test kein Test | kein Test kein Test kein Test
sozial+Saline/EZ + 0,Img Way | kein Test | kein Test | kein Test | kein Test | kein Test
sozial+Saline/EZ + 1 mg Way kein Test kein Test | kein Test kein Test kein Test
EZ+Saline/EZ + 0,1 mg Way kein Test | kein Test | kein Test | kein Test | kein Test
EZ+Saline/EZ+1 mg Way kein Test kein Test | kein Test kein Test kein Test
EZ+0,1lmg Way/EZ+1mg Way | kein Test kein Test kein Test kein Test kein Test

Tabelle 21: Mittelwerte und Standardabweichungen von Hirn- und Korpergewichten,

angegeben in g:

Kifig Hirngewichte [g] n-Zahl Korpergewichte [g] n-Zahl
PO sozial 0,9 £ 0,04 4 15,1 +0,35 4
P14 sozial 1,3+ 0,06 7 32,0+£3,5 7
P21 sozial 1,5+ 0,02 7 57,1 £3.,8 7
P45 sozial 1,6 +0,3 8 1042+ 6,1 14

Tabelle 22: Mittelwerte und Standardabweichungen von Hirn- und Korpergewichten
21tagiger Volieretiere, angegeben in g:

P21 Voliere Hirngewichte [g] n-Zahl Korpergewichte [g] n-Zahl
sozial 1,5+ 0,09 11 43,8+5,9 11
Elternentzug (EZ) 1,4+0,06 7 473+23 7

Tabelle 23: Mittelwerte und Standardabweichungen

angegeben in g:

von Hirn- und Korpergewichten,

P21 Voliere Hirngewichte [g] n-Zahl Korpergewichte [g] n-Zahl
sozial 1,5+ 0,09 11 43,8+5,9 11
Vaterentzug 1,5+0,03 6 53,3+3,5 6

Tabelle 24: Mittelwerte und Standardabweichungen

angegeben in g:

von Hirn- und Korpergewichten,

P21 Voliere Hirngewichte [g] n-Zahl Korpergewichte [g] n-Zahl
sozial+Saline 1,4 +0,05 8 445+2.4 8
EZ+Saline 1,4+0,1 6 448+ 7,2 6
EZ+0,1 mg Way 1,4+0,2 5 420+7,1 5
EZ+1 mg Way 1,5+ 0,05 9 50,6 £2.8 9
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Tabelle 25: P-Werte nach dem Mann-Whitney U-Test, im Vergleich
die unterschiedlichen Versuchsgruppen, 21tdgiger Volieretiere

(n. s. = nicht signifikant):

Vergleich Hirngewichte Korpergewichte
sozial+Saline/EZ+Saline kein Test n.s.
sozial+Saline/EZ+0,1 mg Way kein Test n.s.
sozial+Saline/EZ+1 mg Way kein Test 0,002
EZ+Saline/EZ+0,1 mg Way kein Test n. s.
EZ+Saline/EZ+1 mg Way kein Test n.s.
EZ+0,1 mg Way/EZ+1 mg Way kein Test n. s.

Tabelle 26: Mittelwerte und Standardabweichungen von Cortisol,

gemessen aus dem Rumpfblut:

P21 Voliere Cortisol [nmol /1] n-Zahl
sozial 1084,3 +£248,9 11
Elternentzug (EZ) 1051,6 +=331,8 7

Tabelle 27: Mittelwerte und Standardabweichungen von Cortisol,

gemessen aus dem Rumpfblut:

P21 Voliere Cortisol [nmol /1] n-Zahl
sozial 1084,3 +£248,9 11
Vaterentzug 994,2 +453,1 6

Tabelle 28: Mittelwerte und Standardabweichungen von Cortisol,

gemessen aus dem Rumpfblut:

P21 Voliere Cortisol [nmol /1] n-Zahl
sozial+Saline 879,3 £345,1 8
EZ+Saline 534,8 +206,3 4
EZ+0,1 mg Way 772,0 £ 300,9 1
EZ+1 mg Way 997,3 £415,5 7
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Tabelle 29:

Mittelwerte und Standardabweichungen der

Dichte von Neuronen,

calciumbindende Proteine enthaltend. AuBlerdem ist der prozentuale Anteil der einzelnen
calciumbindenden Proteine im Verhiltnis zu ihrer angenommenen Gesamtheit angegeben:

P45 Kiifig sozial [Zellen/mm’]

P45 Kiifig Elternentzug [Zellen/'mm’]

Regionen des

PEC ACd |PrCm |PL IL ACd PrCm IL
Calbindin 83,4 84.9 1465 |1702 |65.7 54.6 1111 140,7
(CaBED 28K 4 +42 +6,5 +194 |27 +5 +11,8  [+209
(28%) | (29%) |(36%) |(46%) |@1%) |(18%) |(25%) |(42%)
Calretinin 47.1 36,3 57.9 50,6 41,5 36,4 64,6 492
(CaR) +3.8 +4.0 +35 +6,1 +4.0 +4.7 +7.4 +7.4
(16%) | (12%) |(14%) |(14%) |(13%) [(12%) |(15%) | (15%)
Parvalbumin | 1640 | 1693 2020 1450 2075 (2115 [2634 [1478
e +6.8 +159  |+16,1 |£11,7 |+26,5 |+24.5  |+345  |+263
(56%) | (59%) |(50%) |(40%) |(66%) |(70%) |(60%) |(43%)
I;Aillll‘zlelfdaicl:“m' 2954 |290,5 |406,4 |3658 [314,7 3025  [439.1 3377
Proteine (100%) | (100%) |(100%) |(100%) |(100%) [(100%) |(100%) |(100%)

P90 Kﬁﬁg sozial [Zellen/mm?]

P90 Kiifig Elternentzug [Zellen/'mm’|

Regionen des

PEC ACd |Prcm |PL IL ACd PrCm |PL IL
Calbindin 60.5 61.3 1244 |142.8 |77.9 63.8 117.5 136,6
(CaBP-D 281 -5 +53 +11,5  [+248 |+66 +3.9 +13.6 | +143
Q7%)  |(26%) |(38%) |(53%) |@6%) |(22%) |(31%) | (49%)
Calretinin 31.1 29.7 41.1 27.7 36.3 312 43.5 38.1
i +4.,0 +3.2 +6,6 +5.4 +1,8 425 +4.2 +4.1
(14%) | (13%)  |(12%) |(10%) |(12%) |[(11%) |(11%) | (14%)
Parvalbumin | 135° | 1413 1636|985 187.1 1932 (2190 1045
e +10,8  [£15,0 |£212 |+26,0 |+7.3 499 +16,0  [+102
(56%) |(61%) |(50%) |(37%) |(62%) |(67%) |(58%) |(37%)
l;“‘illll‘:le:gﬁ“m' 2275 (2323 (3291 [269,0 |301,3 2882 380,0 2792
Proteine (100%) | (100%) |(100%) |(100%) |(100%) [(100%) |(100%) |(100%)
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Tabelle 30: Mittelwerte und Standardabweichungen der Dichte von CRH enthaltenden
Neuronen. Aullerdem sind die prozentualen Anteile mit calciumbindenden Proteinen
colokalisierter CRH-Zellen angegeben:

P45 Kiifig sozial [Zellen/mm’]

P45 Kiifig Elternentzug [Zellen/'mm’]

Regionen des

o ACd |Prcm |PL IL ACd  |Prcm |PL L
CordeowoRInT 407|365 |573  |s22 [473 381 [665  |626
poensings las0 (137 |#69  |£72 |+6] +42  |+86 |86
e (100%) |(100%) |(100%) |(100%) |(100%) |(100%) |(100%) |(100%)
CRH colokali- | 0.9 13 0.7 0.8 0.9 0.9 5 1.9
o mit| 03 |06  |+03  |+02  |x02 |03 +0.3 +0,5
CaBP-D28k |(2%) |(3%) |(1%) Q%) |@%) %) |e%)  |G%)
CRH 205 228 363 322 |27.0 23.7 46.8 317
colokalisiert |+29  |432  |+64  |+64  |+52 |51 00 |+87
mit CaR (50%)  |(63%) |(64%) |(61%) |(57%) |(63%) |(70%) |(51%)
CRH 0.7 1.0 0.3 0.6 0.7 0.9 03 03
colokalisiert |+03  |+05  |£03  |+01 |03 104|402 |202
mit PV % lew) %) 0% lew) e |aw) | ©0%)
filc‘lﬂ 18,6  |114 194  |186  |186 12,7 18,0 28.8
o alisiort | (46%) |G2%) |G4%) |G6%) [G9%)  |(33%) |@7%) | (46%)

P90 Kifig sozial [Zellen/mm’] P90 Kifig Elternentzug [Zellen/'mm’|
1;;%“’“"“ des| xcd  |PrCm |PL IL ACd PrCm |PL IL
oraeOtropInT 077 227|413 [3s2 |24 179|395 |42
Hormong +3,1 423 +6,0 +52 +7.6 £1,5 +4.0 +7.6
e (100%) | (100%) |(100%) |(100%) |(100%) |(100%) |(100%) |(100%)
CRH colokali- | 0,3 0.1 03 0.2 0.4 0.05 0.08 0.1
Sient mit|+02  |£0,06 |+0,1  |+0.1 |02  |2005 |£0,08 |0,1
CaBP-D28k |(1%) |(0%) |(1%) |(1%) |(1%)  |[©0%) |©%) |0©%)
CRH 143 137|166 |104 |68 6.1 9.1 75
colokalisiert |=£2,6 +2.4 +3,2 +3,1 +1,6 +1,0 +1,8 +2.4
mit CaR (52%)  |(61%) |(40%) |(29%) |(25%) |(34%) |(23%) |(17%)
CRH 0.6 0.2 0.6 008 10,05 0.05 0.0 0.08
colokalisiert |+03  |+02  |£04  |+008 |+0,05 |x005 |+0.0 |01
mit PV % la%w) 1w 0% 0% 0% 0%  |©0%)
Eil;ﬂ 125 |87 238 (245  [202 11,78 [304 35.0

0 0 0 0, 0 0 0 V)
B liier | (45%) |G8%)  |(57%)  |(70%) | (74%)  [(66%) | (T7%) |(83%)

Tabelle 31: Mittelwerte und Standardabweichungen von Hirn- und Korpergewichten,

angegeben in g:

Kiifig Hirngewichte [g] n-Zahl Korpergewichte [g] n-Zahl
P45 sozial 1,6 £ 0,1 10 1042 +6,1 14
P45 Elternentzug 1,7+0,1 8 122,7+7,1 12
P90 sozial 1,9+0,1 6 186,8 £ 7,5 6
P90 Elternentzug 1,8 £0,04 6 161,7 £ 12,7 6
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