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Abstract

Abstract

Chronic social stress (CSS) in rodents can lead to impairments in social interaction and other
behaviors that may be part of major depressive disorder (MDD). Not all animals exposed to
CSS develop these impairments, and maintenance of social interaction skills in some animals
is often used as a model of resilience to stress-related mental disorders. To date, animals have
been studied primarily shortly after CSD exposure, and longitudinal development of behavioral
phenotypes in individual animals has been largely neglected. In this work, social interaction
ability and novel object recognition were analyzed in stressed mice at different time points after
CSS. Very dynamic behavioral trajectories were found in individual animals. Instead of the two
groups, resilient or susceptible, found at early time points, our data suggest four groups, with
(i, ii) animals behaving resilientely or susceptibly at early and late time points, respectively, (iii)
animals that are initially susceptible and recover over time, or (iv) animals that are resilient at

early time points but develop susceptibility later.

Protein biochemical analysis of proteins of the mTOR signaling cascade in different stress-
associated brain regions indicated differences in regulation between resilient and susceptible
animals, particularly in the nucleus accumbens shortly after termination of the stress paradigm.
However, effects in other regions were small. In addition, the effect of manipulating the mTOR
signaling cascade was also examined. For this purpose, the mTOR inhibitor rapamycin was
used for pharmacological intervention after stress exposure. By this intervention, stress
resilience was significantly increased in the animals. We were thus able to confirm the pro-
resilient effects of the inhibitor described in the literature. However, protein biochemical
analysis of proteins of the mTOR signaling cascade after the intervention showed broad effects
and no targeted regulation in the parenchyma of the studied brain regions. It has been
previously shown that mTOR inhibition also leads to peripheral effects, in which mTOR
appears to be an important mediator of blood-brain barrier (BBB) integrity by regulating the
expression of matrix metalloproteases. Rapamycin and other rapalogues can maintain or
restore BBB integrity. There has been previous evidence in the literature that BBB integrity is
disrupted in susceptible wild-type animals. We used a mouse model with an altered EPCR
receptor. EPCR is part of the blood coagulation cascade. It also mediates cytoprotective effects
on BBB endothelial cells. Our results showed that loss of the cytoprotective effects of EPCR
signaling leads to increased stress vulnerability and, consequently, decreased social
interaction capacity after stress exposure. On the one hand, this result confirms that increased
BBB permeability leads to a susceptible phenotype. Second, it establishes a direct link
between blood coagulation and stress resilience. We subsequently demonstrated that

pharmacological inhibition of thrombin, which mediates barrier-disrupting effects, led to an
1



Abstract

improvement in the social interaction ability of stressed animals. These results provide a basis
for further investigation of BBB integrity using tracers, as well as pharmacological interventions

with additional thrombin inhibitors and mTOR inhibitors.

Thus, the results of this work indicate new approaches for the therapy of stress-induced

depression.



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Chronisch sozialer Stress (CSS) kann bei Nagetieren zu Beeintrachtigungen der sozialen
Interaktion und anderer Verhaltensweisen flihren, die Teil einer schweren depressiven Stdrung
(MDD) sein kodnnen. Nicht alle Tiere, die CSS ausgesetzt sind, entwickeln diese
Beeintrachtigungen, und die Aufrechterhaltung der sozialen Interaktionsfahigkeit bei einigen
Tieren wird haufig als Modell fir die Widerstandsfahigkeit gegeniber stressbedingten
psychischen Stérungen verwendet. Bislang wurden die Tiere hauptséchlich kurz nach der
CSD-Exposition untersucht, und die Langsschnittentwicklung von Verhaltensphénotypen bei
einzelnen Tieren wurde weitgehend vernachlassigt. In dieser Arbeit wurde das soziale
Interaktionvermdégen und das Erkennen neuer Objekte bei gestressten Mausen zu
verschiedenen Zeitpunkten nach CSS analysiert. Dabei wurden sehr dynamische
Verhaltensverlaufe bei einzelnen Tieren festgestellt. Anstelle der zwei Gruppen, Resiliente
oder Anféllige, die zu frihen Zeitpunkten gefunden werden, deuten unsere Daten auf vier
Gruppen hin, mit (i, i) Tieren, die sich zu friilhen und spaten Zeitpunkten resilient bzw. anfallig
verhalten, (iii) Tieren, die anfangs anfallig sind und sich mit der Zeit erholen oder (iv) Tieren,

die zu friihen Zeitpunkten resilient sind, aber spater eine Anfalligkeit entwickeln.

Eine proteinbiochemische Analyse von Proteinen der mTOR-Signalkaskade in verschiedenen
stressassoziierten Gehirnregionen zeigte Unterschiede in der Regulierung zwischen
resilienten und anfélligen Tieren insbesondere im Nucleus accumbens kurz nach Beendigung
des Stressparadigmas an. Die Effekte in anderen Regionen waren jedoch gering. Zusatzlich
wurde auch der Effekt einer Manipulation der mTOR Signalkaskade untersucht. Dazu wurde
der mTOR-Inhibitor Rapamycin nach der Stressexposition zur pharmakologischen Intervention
eingesetzt. Durch diese Malinahme war die Stressresilienz in den Tieren signifikant erhoht.
Wir konnten damit die in der Literatur beschriebenen pro-resilienten Effekte des Inhibitors
bestétigen. Jedoch zeigte die proteinbiochemische Analyse von Proteinen der mTOR-
Signalkaskade nach der Intervention breite Effekte und keine gezielte Regulation im
Parenchym der untersuchten Gehirnregionen. Es konnte bereits zuvor gezeigt werden, dass
die mTOR Inhibition auch zu peripheren Effekten fiihrt. mMTOR scheint dabei ein wichtiger
Vermittler der Integritat der Blut-Hirn-Schranke (BHS) zu sein, da es die Expression von Matrix-
Metalloproteasen reguliert. Rapamycin und andere Rapaloga kdnnen die Integritdt der BHS
aufrechterhalten bzw. wiederherstellen. Es gab in der Literatur bereits Hinweise darauf, dass
bei anfalligen wildtypischen Tieren die Integritdt der BHS gestort ist. Wir verwendeten ein
Mausmodell mit einem verdnderten EPCR Rezeptor. EPCR ist Teil der
Blutgerinnungskaskade. Es vermittelt zudem zytoprotektive Effekte an den Endothelzellen der
BHS. Unsere Ergebnisse zeigten, dass ein Verlust der zytoprotektiven Effekte der EPCR
3



Zusammenfassung

Signalisierung zu einer erhéhten Stressanfalligkeit und folglich zu einer verringerten sozialen
Interaktionsféahigkeit nach Stressexposition fihrt. Dieses Ergebnis bestatigt zum Einen, dass
eine erhthte BHS Permeabilitédt zu einem anfalligen Phéanotyp fihrt. Zum Anderen stellt es
eine direkte Verbindung zwischen Blutkoagulation und Stressresilienz her. Wir konnten in der
Folge zeigen, dass die pharmakologische Inhibition von Thrombin, welches Barriere-stérende
Effekte vermittelt, zu einer Verbesserung der sozialen Interaktionsfahigkeit der gestressten
Tiere fUhrte. Diese Ergebnisse bilden eine Grundlage fur weitere Untersuchungen der BHS
Integritat mittels Tracer, sowie pharmakologischer Interventionen mit weiteren
Thrombininhibitoren und mTOR Inhibitoren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen somit neue Ansatzmdglichkeiten zur Therapie von

stressinduzierten Depressionen auf.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Begriff der Stressresilienz

Der Begriff der ,Resilienz® im Kontext von Stress ist als adaptive Aufrechterhaltung von
Physiologie und Verhalten ohne Entwicklung von Krankheitszeichen trotz Stresses, Traumata
und Widrigkeiten definiert (Liu et al., 2018). Man kdnnte zundchst denken, dass hierfur
besondere biologische und soziale Fahigkeiten und Bewaéltigungsstrategien notwendig waren
(Bonanno, 2004). Allerdings zeigt sich, dass viele Menschen keine Angstzustinde oder
Depressionen entwickeln. Das was wir als resilientes Verhalten erleben ist die erfolgreiche
Anwendung korpereigener adaptiver Prozesse zur Aufrechterhaltung einer gesunden
physiologischen Funktion infolge einer Stressreaktion. Diese biologischen Prozesse die zur
Aufrechterhaltung der Homoostase als Reaktion auf einen Stressor dienen, werden in der

Literatur als Allostase bezeichnet (McEwen, 2002).

Resilienz wurde dabei lange als statische Personlichkeitseigenschaft beschrieben, die vor
aversiven Stressreaktionen schitzt - ein Ja oder Nein in der Fahigkeit des Einzelnen, sich zu
verteidigen. Es wird jedoch immer deutlicher, dass Resilienz das Ergebnis eines dynamischen
Prozesses ist, der im Laufe der Zeit zu einer erfolgreichen Anpassung an Stressoren fuhrt.
Dies wurde in einem Konzeptpapier von Kalisch et al. zusammengefasst, die ein sogenanntes
"hybrides Symptom- und Resilienzfaktorenmodell" entworfen haben (Kalisch et al., 2019).
Darin werden psychiatrische Symptome in einem gut vernetzten Netzwerk beschrieben, das
sich gegenseitig beeinflusst, und Resilienzfaktoren als Knotenpunkte, die an variablen
Ankerpunkten in das Netzwerk eingreifen. Dies bedeutet jedoch, dass die Netzwerke zu
verschiedenen Zeitpunkten individuell unterschiedliche Stadien erreichen kénnen, indem sie
entweder in einen verletzlichen, anfélligen Zustand Ubergehen oder einen Punkt der

Anpassung und Funktionalitat erreichen.

Da stressbedingte Stérungen wie Angstzustande und Depressionen sowohl fir die Patienten
als auch die Gesellschaft eine grofe Belastung darstellen ist die Erforschung der
Resilienzmechanismen in den letzten beiden Jahrzehnten immer weiter in den Fokus gertickt.
Laut American Psychiatric Association erkrankt in den Vereinigten Staaten von Amerika 1 aus
6 Personen im Laufe ihres Lebens an einer klinischen Depression (major depressive disorder,
MDD). Unbehandelt kann eine solche klinische Depression zu einer chronischen Erkrankung
werden, die das Leben der Betroffenen stark einschrankt. Eine Behandlung mit Antidepressiva
fuhrt nur bei ca. einem Drittel der Patienten zu einer Verbesserung der Symptomatik. Ein

besseres Verstandnis der allostatischen Resilienzmechanismen konnte hierbei helfen
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Therapien und Behandlungsstrategien, bzw. Interventionen zur Resilienzstarkung fir

besonders vulnerable Gruppen zu finden.

Depressionen und Angstzustande werden zunehmend ganzheitlich betrachtet. Man betrachtet
dabei verschiedene Organe und Organsysteme und wie diese reguliert bzw. dysreguliert sind.
Im Falle der Stressresilienz sind es insbesondere allostatische Mechanismen im autonomen
Nervensystem, der Hypothalamo-Hypophysen-Nebennieren (HPA) Achse, dem Gehirn und
dem Immunsystem (McEwen, 2002).

1.2 Untersuchung von Resilienz im Tiermodell

Die humane Resilienzforschung hat bisher schon viele Erkenntnisse tber die Rolle diverser
Neurotransmitter, Neuropeptide und Hormone sowie unterschiedlicher genetischer Faktoren
erbracht (Russo et al., 2012). Jedoch gibt es in Bezug auf die praktische Durchfiihrung und
ethische Richtlinien, Grinde fur den Einsatz von Tieren in der Resilienzforschung. Fur diese
Arbeit wurde als Modell das Chronic Social Defeat Stress (CSDS) Modell verwendet. Das
Chronic Social Defeat Paradigma induziert chronisch sozialen Stress in ménnlichen adulten
Nagetieren wie Mausen und Ratten. Die Tiere zeigen daraufhin einen stressanfalligen oder
resilienten Phanotyp. Im urspringlich im Labor von Eric Nestler entwickelten CSDS-Modell
wird eine C57BL/6J-Maus an 10 aufeinanderfolgenden Tagen wiederholt von einer gréReren,
aggressiven CD-1-Maus attackiert und sozial unterworfen (Golden et al., 2011). AnschlieRend
an den physischen Kampf werden die Mause Uber Nacht in einem Kéafig gehalten. Sie sind
dabei, um physische Interaktion zu unterbinden, durch eine Plastikwand vom Tier des
Aggressorstammes getrennt. Ein sensorischer Kontakt ist gegeben. Nach chronisch sozialem
Stress zeigen etwa 80% der Mause einen stressanfalligen Phanotyp (anfallige Tiere). Sie
weisen dabei verschiedene depressionsahnliche Verhaltensweisen wie Anhedonie oder ein
vermindertes soziales Interesse auf (Krishnan et al., 2007). Neben den Verhaltensanderungen
wurde auch das Auftreten eines metabolischen Syndroms, welches durch Gewichtszunahme
oder Insulinresistenz gekennzeichnet ist, beobachtet (Chuang et al., 2010). Dabei ist jedoch
zu beachten, dass der chronisch soziale Stress bei C57BL/6 Mausen zu einer
Gewichtszunahme fuhrt, bei anderen Stammen wie den DBA Ma&usen jedoch zu einer
Gewichtsabnahme (Misiewicz et al., 2019). Die Tiere, die keine stressanfalligen
Erscheinungen zeigten, wurden als ,resliliente Tiere* definiert. Sie weisen geringere
Corticosteronwerte auf und zeigen geringeres Angstverhalten (Krishnan et al., 2007) als die
anfalligen Tiere. Die chronische Gabe von Antidepressiva fuhrt bei den anfélligen Tieren zu
einer Remission der CSDS-induzierten Depressionen (Berton et al., 2006, Tsankova et al.,
2006). Einige Biomarker, die in Patienten mit MDD gefunden wurden, waren auch bei
stressanfalligen Mausen nach CSD dysreguliert (Krishnan et al., 2007, Golden et al., 2013,

Robison et al.,, 2014). Dies unterstreicht den Nutzen des Paradigmas hinsichtlich der
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Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen bei der Untersuchung

depressionséahnlicher Verhaltensweisen.
1.3 Resilienz als Folge von Angstléschung

Die Tiere wurden im Anschluss an das CSD-Modell in einem sozialen Interaktionstest mit einer
unbekannten CD-1 Maus als Interaktionspartner getestet und in Resiliente und suszeptibile
(anfallige) Tiere unterteilt (Golden et al., 2011). Das Verstandnis der zugrunde liegenden
Mechanismen, welche das individuelle Abschneiden der Tiere bedingt sind jedoch
weitestgehend ungeklart (Ayash et al., 2020, Journal of psychiatric research). Ayash et al.
vermuteten, dass das CSDS Paradigma, wie es im Labor von Prof. Nestler und in der Folge
auch in vielen anderen Laboren benutzt wird, auf einer Angstkonditionierung der Tiere beruht.
Die Autoren der Studie untersuchten daher inwieweit das durch den CSD verursachte
Vermeidungsverhalten durch konditioniertes Lernverhalten bedingt sein kénnte. Zudem sollte
darauf aufbauend untersucht werden, ob sich diese aversive Erinnerung auch wieder l6dschen

lassen kénnte (Extinktion).

Konditioniertes Lernen ist eine evolutiondr konservierte Form des Lernens, uber die Tiere
verfigen, um Bedrohungen zu erkennen und auf sie zu reagieren (Ayash et al., 2020, Journal
of psychiatric research). Kontinuitdt, welches in der Psychologie als das zeitliche
Zusammenkommen zweier Reize definiert ist, ist dabei der zentrale Punkt. Konditioniertes
Lernen findet nur dann statt, wenn die Wahrscheinlichkeit des unkonditionierten Reizes
(potenzieller Angriff) in Anwesenheit des konditionierten Reizes (phénotypische Merkmale des
Aggressors) anders ist als in seiner Abwesenheit (Ayash et al. 2020, Journal of psychiatric
research; Hofmann, 2008). Dies ist durch die Natur des CSD-Paradigmas gegeben und fiihrt
schlie3lich zu einer konditionierten Reaktion (soziale Vermeidung). Konditioniertes Lernen ist
jedoch nicht nur das Ergebnis von Kontinuitat, sondern es spielen auch noch andere Faktoren
eine Rolle. Neben dem zeitlichen Zusammenkommen der Reize ist zudem entscheidend
inwieweit das Indivuum die Situation kontrollieren und abschatzen kann (Ayash et al., 2020,
Journal of psychiatric research; Mineka und Zinbarg, 2006; Lucas et al., 2014).
Generalisierung und Probleme mit der Extinktion der Erinnerungen wurden bereits zuvor als
Vulnerabilitatsfaktoren nach dem Auftreten traumatischer Ereignisse diskutiert (Ayash et al.,
2020, Journal of psychiatric research; Banerjee et al., 2017). Im Gegensatz dazu wurden die
Fahigkeit zur Unterscheidung und Extinktion als resilienzférdernde Faktoren betrachtet (Ayash
et al., 2020, Journal of psychiatric research; Banerjee et al., 2017). Ayash et al. entwickelten
ein Paradigma bei welchem wahrend des Tests sowohl die Interaktion mit CD1 als auch mit
einer unbekannten Maus des Stammes Sv129 mdglich war. Dies ermdglichte die Unterteilung
der anfélligen Mause anhand ihres Verhaltens gegeniber anderen Artgenossen in

Diskriminierer (Interaktion mit Sv129 aber, vermindert gegeniiber CD-1) bzw. Generalisierer
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(verminderte Interaktion mit beiden Stammen). Resiliente Mause zeigten ein homogenes
Verhalten gegenlber allen Mausen. Eine genauere Untersuchung dieser Unterteilung kénnte
zu einer Neudefinition der resilienten Untergruppe im Mausmodell fihren, und zwar in einer
Weise, die mit der menschlichen Literatur Ubereinstimmt, insbesondere im Hinblick auf
Diskriminierung und Léschung als vorgeschlagene resilienzférdernde Faktoren. Die Autoren
schlagen vor, dass Mause, die in der Lage sind, den Hinweis/Kontext innerhalb eines
traumatischen Ereignisses zu spezifizieren, mit groRerer Wahrscheinlichkeit einen resilienten
Phanotyp aufweisen als solche mit einer generalisierten Reaktion an beiden Enden des
Spektrums. Die Ergebnisse des modifizierten Tests und die Stabilitat des
Vermeidungsphéanotyps in der gestressten Gruppe wurden durch Testung mit dem in der
Literatur zuvor beschriebene sozialen Interaktionstest bestatigt. Zudem zeigte sich, dass das
Arbeitsgedachtnis, das raumliche Gedachtnis und die Kontaktfreudigkeit mit einem
jugendlichen Tier im Vergleich zu einem unbelebten Objekt bei den gestressten Tieren intakt
waren. Die Autoren interpretierten die Ergebnisse so, dass das Verhalten wahrend des
modifizierten sozialen Interaktionstests nicht auf eine allgemeine, durch chronischen Stress
verursachte Beeintrachtigung der kognitiven Fahigkeiten und des Sozialverhaltens
zuriickzufuhren war, sondern auf ein kontextbasiertes Lernverhalten wéhrend eines
traumatischen Ereignisses. In einem zweiten Experiment untersuchten die Wissenschatftler ob
die Loschung der wahrend des CSDs gebildeten negativen Assoziation (soziale Vermeidung)

erreicht werden konnte.
1.3.1. Eine CSDS-induzierte soziale Vermeidung kann ausgeléscht werden

Beim konditionierten Lernen wird eine Reaktion auf einen konditionierten Reiz ausgeldst, wenn
dieser konsequent das Auftreten eines unkonditionierten Reizes signalisiert. Wird der
konditionierte Reiz wiederholt dargeboten, aber nicht mehr mit dem unkonditionierten Reiz
kombiniert, wird diese Reaktion anschlieBend geléscht (Ayash et al., 2020, Journal of
psychiatric research). Um die Hypothese des konditionierten Lernens weiter zu untermauern,
untersuchten Ayash et al, ob die Loschung der gebildeten negativen Erinnerung (soziale
Vermeidung) erreicht werden konnte. Zu diesem Zweck konzipierten sie ein unabhéngiges
Experiment, in dem die Tiere nach dem CSDS und dem Test zur sozialen Interaktion zufallig
in zwei Gruppen aufgeteilt wurden, von denen eine eine Extinktionsbehandlung erhielt.
Expositionstherapiesitzungen beim Menschen deuten darauf hin, dass eine emotionale
Aktivierung des Systems fur das Umlernen erforderlich ist (Ayash et al., 2020, Journal of
psychiatric research). Bei der Stressinokulation handelt es sich um eine Form der kognitiven
Verhaltenstherapie, bei der Menschen, die unter Bedingungen arbeiten, in denen sie trotz
widriger Umsténde leistungsfahig sein muissen, wie z. B. medizinisches und militdrisches

Personal, Polizisten, Feuerwehrleute und Rettungskrafte, zeitweise leichten Stresssituationen
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ausgesetzt werden (Brockhurst et al., 2015). Auf Tiermodelle {bertragene
Stressinokulationsstudien wurden in der Literatur schon beschrieben und beeinflussten das
Studiendesign bei Ayash et al. entsprechend (Brockhurst et al., 2015). Die
Stressinokulationssitzungen zeigten, dass die ausschlief3liche Verwendung der sensorischen
Phase des CSD ausreicht, um das Stressreaktionssystem zu aktivieren (emotionale
Aktivierung). Gleichzeitig ermdglichte es den C57BL/6J Mausen eine Gelegenheit zum Lernen
der Kontrollierbarkeit dieser Stresssituation. Die Kontrollierbarkeit der Situation beeinflusst die
Wahrnehmung des Stressors und in der Folge die Bewaltigung bzw. die Extinktion dieses
Stressors. (Ayash et al., 2020, Journal of psychiatric research; Lucas et al., 2014; Hofmann,
2008). Die Ergebnisse des madifizierten sozialen Interaktionstests wurden von Ayash et al. so
interpretiert, dass die kollektiven phanotypischen Merkmale der Aggressoren der Ausldser fur
den Stress sind. Die Autoren gehen desweiteren davon aus, dass Mause, die in der Lage sind,
ihre aversiven Erinnerungen zu ldschen einen widerstandsfahigeren Phanotyp aufweisen, als
Méause die generalisierten. Bei der Extinktion geht es um das Erlernen von Assoziationen
zwischen beobachteten Ereignissen, die zu neuen Erwartungen an den konditionierten
Stimulus und den unkonditionierten Stimulus fuhren (Ayash et al.,, 2020, Translational
psychiatry). Auf den Ergebnissen ihrer ersten Studie aufbauend sollte in einer zweiten Studie
ein Stressinokulationstraining eingesetzt werden. Auch hier war die Annahme, dass eine
verlangerte und wiederholte  Exposition gegenuber Ereignissen, zu einem
erfahrungsabhangigen Lernprozess filhrt. Die Autoren konnten zeigen, dass die Extinktion
durch das Stressinokulationsprogramm verstarkt werden kann. Die durch Stressinokulation
induzierte Bewaltigung der Stresssituation sollte das Ergebnis von Lern- und
Gedachtnismechanismen sein, die auch bei der Extinktion eine Rolle spielten. Ayash et al.
vermuteten, dass hier der Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)/extrazellulare
signalregulierte Kinase (ERK)-Signalweg involviert sein kénnte. Es konnte bereits zuvor
gezeigt werden, dass der MAPK/ERK-Signalweg bei der Gedachtniskonsolidierung in der
basolateralen Amygdala, dem dorsalen Hippocampus und dem medialen prafrontalen Cortex
eine Rolle spielt (Yamada et al., 2019). Der selektive Delta-Opioidrezeptor-Agonisten (KNT-
127) erleichterte das Extinktionslernen des kontextuellen Furchtgedachtnisses. KNT-127
erhohte hierbei die Menge an phosphoryliertem ERK in der Amygdala und im Hippocampus.
Yamada et al. vermuteten daher, dass die MAPK/ERK-Signalubertragung im Amygdaloid und
im Hippocampus als Schlisselvermittler fir die Verstarkung des Extinktionslernens des
Kontext-bezogenen Furchtgedachtnisses dient. In einer weiteren Studie konnte gezeigt
werden, dass drei verschiedene schnell wirkende Antidepressiva die ERK- und mTORC1
Signalisierung sowie die BDNF-Freisetzung in einer aktivitdtsabh&ngigen Weise steigerten,

was zu einer erhfhten neuronalen Komplexitat fuhrte (Lepack et al. 2016).
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1.4 Stress- und Resilienzmechanismen
1.4.1 Stress- und Resilienzmechanismen des neuroendokrinen Systems

Stressreaktionen werden vom autonomen Nervensystem, der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren (HPA) Achse und neuronalen Schaltkreisen des Hypothalamus, Hirnstamms und
Vorderhirns vermittelt (Ulrich-Lai und Herman, 2009). Dabei werden zunachst praganglionare
sympathische Nerven des Riuckenmarks aktiviert. Diese wiederum projezieren auf pra- oder
paravertebrale gangliondre Neuronen, welche an kardiovaskulédren und viszeralen Organen
oder am Nebennierenmark enden und dort die Freisetzung von Adrenalin aus dem
Nebennierenmark und Noradrenalin aus sympathischen Nervenfasern stimulieren. Dies fuhrt
zu Veranderungen der Herzfrequenz und zu Gefaldverengungen, wodurch der Blutdruck
ansteigt. Innerhalb der HPA Achse fuhrt Stress zu einer Aktivierung von Neuronen des
paraventrikularen Kerns (paraventricular nucleus PVN) des Hypothalamus. Diese produzieren
den Corticotropin-Releasing-Faktor (CRF) und Arginin-Vasopressin (AVP) und sondern diese
in den Kreislauf ab. Daraufhin wird der Hypophysenvorderlappen zur Ausschittung von
adrenocorticotropem Hormon (ACTH) angeregt. ACTH wiederum aktiviert die Synthese und
Freisetzung von Glukokortikoiden aus der Nebennierenrinde. Zwischen dem autonomen
Nervensystem und der HPA Achse kommt es so zu verschiedenen Wechselwirkungen. Die
Nebennierenrinde wird vom sympathischen Nervensystem innerviert, welches die
Glukokortikoidfreisetzung reguliert.  Glukokortikoide vermitteln  Stressreaktionen des
autonomen Nervensystems, einschliellich der Vasokonstriktion. Veranderungen innerhalb
dieser Systeme wurden sowohl bei Patienten mit klinischer Depression als auch bei Patienten

mit posttraumatischer Belastungsstérung gefunden (Russo et al., 2012).
1.4.2 Stress- und Resilienzmechanismen des zentralen Nervensystems

Die bisherigen Erkenntnisse tiber Resilienzmechanismen im ZNS beziehen sich insbesondere
auf das mesokortikolimbische System des Gehirns. Das mesokortikolimbische System
vermittelt positiv motivierte Verhaltensweisen und Verstarkungslernen im Hinblick auf
Belohnungsreize (Volman et al., 2013; Russo und Nestler, 2013). Die neuronalen Schaltkreise
des mesokortikolimbischen Systems verbinden den lateralen Hypothalamus, das ventrale
tegmentale Areal, den Nucleus accumbens, die Amygdala, den Hippocampus, den medialen
préafrontralen Cortex und andere Regionen (siehe Abb. 1.1). Diese Gehirnregionen vermitteln
verschiedene psychologische und kognitive Prozesse, welche durch Stress beeintréchtigt
werden. (Christoffel et al., 2011).
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Abbildung 1.1: Ein vereinfachtes Schema der wichtigsten dopaminergen, glutamatergen und GABAergen Verbindungen
zum und vom ventralen tegmentalen Areal (VTA) und Nucleus accumbens (NAc) im Nagetiergehirn. Der primare
Belohnungskreislauf umfasst dopaminerge Projektionen vom VTA zum NAc, die Dopamin als Reaktion auf
belohnungsbezogene Reize (und in einigen Fallen auch auf abwehrbezogene Reize) freisetzen. Es gibt auch GABAerge
Projektionen vom NAc zum VTA; Projektionen Gber den direkten Weg (vermittelt durch MSNs vom Typ D1) innervieren das
VTA direkt, wahrend Projektionen Uber den indirekten Weg (vermittelt durch MSNs vom Typ D2) das VTA (ber
dazwischenliegende GABAerge Neuronen im ventralen Pallidum innervieren (nicht gezeigt). Der NAc enthélt auch zahlreiche
Arten von Interneuronen (Abb. 2). Der NAc erhélt eine dichte Innervation durch glutamaterge monosynaptische Schaltkreise
aus dem medialen préfrontalen Kortex (mPFC), dem Hippocampus (Hipp) und der Amygdala (Amy) sowie aus anderen
Regionen. Das VTA erhalt solche Inputs vom lateralen dorsalen Tegmentum (LDTg), der lateralen Habenula (LHb) und dem
lateralen Hypothalamus (LH) sowie sowohl GABAerge als auch glutamaterge Verbindungen von der erweiterten Amygdala
(nicht gezeigt). Diese verschiedenen glutamatergen Eingdnge steuern Aspekte der belohnungsbezogenen Wahrnehmung und
des Gedachtnisses. Die gestrichelten Linien zeigen interne hemmende Projektionen an. Der glutamaterge Schaltkreis von der
LH zum VTA wird auch durch Orexin vermittelt (nicht gezeigt). Weitere Einzelheiten zu diesen monosynaptischen
Schaltkreisen fiir NAc und VTA sind in Abb. 2 dargestellt. RTMg, rostromediales Tegmentum. (aus Scott und Russo, 2013)

1.4.2.1 Stress- und Resilienzmechanismen von VTA-NAc

Innerhalb des mesokortikolimbischen Systems gehdren die neuronalen Verknipfungen des
ventralen tegmentalen Areals zum Nucleus accumbens zu den am Besten untersuchten. Hier
projizieren dopaminerge Neuronen des ventralen tegmentalen Areals auf GABAerge
mittelgroRe dornentragende (medium spiny neurons, MSN) Projektionsneurone des Nucleus
accumbens. Die Neuronen des ventralen tegmentalen Areals setzen dabei als Antwort auf
belohnungsbezogene, aber auch aversive Reize Dopamin frei. Der Nucleus accumbens kann
sowohl direkt als auch indirekt wieder Signale an das ventrale tegmentale Areal zurtickgeben.
Der direkte Weg erfolgt tiber mittelgrof3e dornentragende Neurone vom Typ D1. Der indirekte
Weg erfolgt Gber mittelgroBe dornentragende Neurone vom Typ D2, welche zunéchst

GABAerge Interneuronen im Palladium innervieren. Diese Interneuronen wiederum vermitteln

11



Einleitung

das Signal Uber ihre Synapsen zu Neuronen innerhalb des ventralen tegmentalen Areals. Im
Tiermodell konnte gezeigt werden, dass chronisch sozialer Stress die Erregbarkeit und die
spontane Feuerrate der dopaminergen Neuronen innerhalb des ventralen tegmentalen Areals,
zumindest akut, erhdhte (Krishnan et al.,, 2007). Diese durch den Stress ausgeltsten
Veranderungen normalisierten sich in den resilienten Tieren wieder. In den stressanfélligen
Tieren hingegen blieben die Veranderungen bestehen. Die Normalisierung bei den resilienten
Tieren war dabei das Ergebnis aktiver kompensatorischer Prozesse, die in der
Hochregulierung bestimmter lonenkanédle in den Tagen nach Stressexposition bei den
resilienten Tieren bestand (Chaudhury et al., 2013; Friedman et al., 2014). Die Erregbarkeit
der dopaminergen VTA Neurone kann sowohl exogen akut (Sekunden bis Minuten) mittels
optogenetischer Manipulation, als auch chronisch (mehrere Tage) Uber Viren herunterreguliert
werden. Dies fiihrte zu einer Renormalisierung des beeintrachtigten Verhaltens in anfalligen
Méausen. Durch diese Ergebnisse wurde ein Zusammenhang zwischen der
Erregbarkeitsregulation der VTA Neurone und resilientem Verhalten bestétigt. Die Kontrolle
der Erregbarkeit erfolgt sowohl auf Netzwerkebene uber tausende synaptische Kontakte als
auch intrinsisch tber die Expression von lonenkanélen (Paladini und Roeper, 2014). In vivo
Aufnahmen von DA-VTA-Neuronen in resilienten und nicht-resilienten Mausen zeigten, dass
die dopaminergen VTA-Neuronen der stressanfalligen Mause - im Vergleich zu nicht-
gestressten Kontrolltieren - nach einem Zeitraum von 10 Tagen chronisch sozialen Stresses
dauerhaft hyperaktiv blieben (Cao et al.,, 2010). Sie wiesen sowohl eine héhere mittlere
Frequenz bei den Aktionspotenzialen, als eine erhéhte Rate an starkeren Bursts auf (Cao et
al., 2010). Bursts sind dabei vortibergehende hochfrequente Phasen von Aktionspotenzialen,
die sehr effektiv die Freisetzung von Dopamin steuern kénnen (Paladini und Roeper, 2014).
Bei den resilienten Tieren zeigten sich im Vergleich zu den ungestressten Kontrollen keine
dauerhaften Unterschiede in der mittleren Frequenz oder dem Burstmuster (Cao et al., 2010).
Diese Ergebnisse stiitzten vergleichbare Resultate aus in vitro Experimenten (Krishnan et al.,
2007). Zusammen stellen diese Ergebnisse einen Zusammenhang zwischen dem
zellautonomen Feuern der Neuronen und der Aufrechterhaltung ihrer Erregbarkeit hin. Die
dopaminergen Neuronen von resilienten Tieren wiesen im Vergleich zu ungestressten Tieren
eine verminderte Anzahl an Aktionspotenzialen, erhohte Kaliumstrome und durch HCN
lonenkanéle vermittelte Kationenstrome auf (Friedman et al., 2014). Zusammengenommen
zeigten die Ergebnisse, dass die intrinsische Erregbarkeit, welche durch veranderte Kalium-
und Kationenstréme vermittelt wird, einen Mechanismus zur Ausbildung resilienten Verhaltens
nach Stressexposition darstellt. Die genauen Signalprozesse, welche eine wiederholte
Stressexposition mit Induktion und Aufrechterhaltung des veranderten
Erregbarkeitsphénotyps der dopaminergen Neuronen vermitteln, konnten jedoch bisher nicht

identifiziert werden. Vergleichende mRNA-Expressionsstudien zeigten die transkriptionelle
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Hochregulierung verschiedener Kaliumkanaluntereinheiten bei resilienten aber nicht bei
anfalligen oder ungestressten Tieren (Krishnan et al., 2007). Wie bereits zuvor erwéhnt, erhalt
der Nucleus accumbens nicht nur dopaminerge Reize aus dem ventralen tegmentalen Areal
sondern vor Allem auch glutamaterge Reize aus anderen Hirnregionen. So kénnen der
prafrontale Cortex, die Amygdala, der Thalamus und der Hippocampus den Nucleus
accumbens Uber glutamaterge Neuronen beeinflussen. Glutamat ist ein erregender
Neurotransmitter in afferenten Signalwegen des Nucleus accumbens, welcher beim
Belohnungslernen und der Motivation involviert ist. Das glutamaterge System und die
synaptische Plastizitat der glutamatergen Neuronen haben folglich eine entscheidende Rolle
bei der Entstehung und Behandlung von Depressionen sowie auch Suchterkrankungen. (Le
et al., 2020). Auch fur GABAerge Neuronen des Nucleus accumbens wurden bereits Effekte
beschrieben. GABAerge Neurone im Nucleus accumbens von Mausen mit
depressionsahnlichem Verhalten, welcher durch chronisch unvorhersagbaren Stress induziert
wurde, zeigten im Vergleich mit GABAergen Neuronen von resilienten Mausen eine Abnahme
ihnrer GABA-Freisetzung, ihrer Spike-Fahigkeit und ihrer Erregungsaufnahme (Zhu et al.,
2017). Die Menge an Decarboxylase und vesikularen GABA-Tranportern nehmen bei
Depressiven, nicht aber bei Resilienten, ab.

1.4.2.2 Stress- und Resilienzmechanismen im Prafrontalen Cortex

Die Stressignalwege im Gehirn werden vom medialen prafrontalen Cortex (mPFC) stark
gehemmt. Maladaptive Verhaltensweisen als Reaktion sind somit auf eine Dysfunktion des
mPFC zurlickzuftihren (Wang et al., 2014). Im Tiermodell fihrte chronischer Stress zu einer
Atrophie und Synapsenverlust in glutamatergen Neuronen im prafrontalen Cortex (Christoffel
et al., 2011b; McEwen und Morrison, 2013; Duman und Li, 2012). Zudem zeigte sich eine
Reduktion in der Expression sogenannter immediate early genes (IEGs) cFos, Zif268 und Arc
sowohl im Mausmodell als auch in postmortalem Gewebe des anterioren zingularen Cortex
depressiver Patienten (Covington et al., 2010). IEGs sind Gene, die als Reaktion auf neuronale
Aktivitat und neuronale Schadigung koordiniert aktiviert (dynamisch reguliert) werden (Zukin
et al. 2004). Die verminderte IEG Expression war aber nur im ventromedialen PFC von
anfalligen Mausen nach chronisch sozialem Stress zu finden. Bei resilienten Tieren war sie
hingegen unverandert. Da die IEG-Expression als Aquivalent der Gehirnaktivitat angesehen
werden kann, kann man daraus schlieRen, dass die Aktivitat bei anfalligen Mausen, wie bei
depressiven Patienten, reduziert ist, aber in resilienten Mausen aufrechterhalten wird. Die
optogenetische Stimulation des PFC in anféalligen Tieren konnte den durch soziale Vermeidung
und Anhedonie gekennzeichneten depressiven Phanotyp verbessern. Die Ergebnisse zeigten
zudem, dass eine erhohte Burst-Rate in den glutamatergen Neuronen des PFC mit einer

erhdhten Expression von cFos assoziiert war. Die durch optogenetische Stimulation induzierte
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erhohte Feuerrate der Projektionsneuronen, welche in andere limbische Gehirnregionen und
zu subkortikalen monoaminergen Kernen projezierten, fuhrte letztlich zu antidepressiven
Effekten.

1.4.2.3 Stress- und Resilienzmechanismen im Hippocampus

Der Hippocampus ist eine der wichtigsten Gehirnregionen, die die HPA-Achse regulieren. Die
Stressoren aktivieren die parvozellularen Neuronen des paraventrikularen Nukleus des
Hypothalamus und regen diese zur Ausschittung von Corticotropin-releasing Factor und
Vasopressin an, was zu einer Ausschittung von adrenocorticotropem Hormon aus dem
Hypophysenvorderlappen  fiihrt. Dieses wiederum fordert die Freisetzung von
glukokortikoidalen Stresshormonen aus der Nebennierenrinde in den Blutkreislauf. Der
Hippocampus hat Uber polysynaptische Verbindungen sowohl direkten als auch indirekten
Kontakt mit dem paraventrikularen Nukleus des Hypothalamus und kann so die HPA Achse
Uber Glucocorticoide und Mineralcorticoide regulieren (Franklin et al., 2012; Levone et al.,
2015).

Es hat sich gezeigt, dass der Hippocampus eine fir Stress besonders anfallige Region ist. Bei
Patienten mit stressassoziierten Erkrankungen wie MDD lassen sich maladaptive strukturelle
und funktionelle Veranderungen innerhalb der neuronalen Schaltkreise nachweisen. Zudem
zeigen sich abnormale glutamaterge synaptische Reize. Auch eine Verringerung des
Volumens ist moglich (Franklin et al., 2012). Glutamaterge Projektionen vom ventralen
Hippocampus (vHIP) zum Nucleus accumbens (NAc) regulieren die Anfélligkeit fir chronisch
sozialen Stress. Bagot et al. konnten zeigen, dass resiliente Mause eine verringerte Aktivitat
im Hippocampus aufweisen (Bagot et al., 2015). Eine Unterdriickung der synaptischen
Signalisierung vom ventralen Hippocampus zum Nucleus accumbens mittels optogenetischer
Hilfsmittel hatte einen pro-resilienten Effekt. Das Gegenteil, also eine Hyperaktivierung der
Signalisierung beglinstigte hingegen suszeptibiles Verhalten. Hier zeigte sich auch, dass der
Effekt von der jeweiligen Gehirnregion abhangt. Im Gegensatz zum Hippocampus flihrte eine
Aktivierung des mPFC oder der basolateralen Amygdala namlich zu pro-resilienten Effekten
(Bagot et al., 2015).

Diverse postsynaptische Rezeptoren des Hippocampus, wie z.B. G-Protein-gekoppelte Gama-
Aminobuttersdure-B (GABA-B)-Rezeptoren sind an der Stressregulation beteiligt. Eine
Deletierung der GABA-B 1la Rezeptoruntereinheit fihrt zu einer erhohten Anfalligkeit
gegeniber Stress, wahrend eine Deletierung der Rezeptoruntereinheit GABA-B 1b die
Resilienz erhoht (O'Leary et al., 2014).

14



Einleitung

In vielen Studien wurde jedoch nicht untersucht, welche Signalwege an der Regulierung
beteiligt sein kénnten. Die mTOR-Signalkaskade wurde als vielversprechender Kandidat
genannt (Krishnan et al., 2007; Der-Avakian et al., 2014).

1.5 Die mechanistic target of Rapamycin (nTOR) Signalkaskade

Im Jahre 1964 sammelte eine kanadische Expedition auf der Sudpazifikinsel Rapa Nui
Bodenproben. Die Proben enthielten das Bodenbakterium Streptomyces hygroscopicus aus
dem die Wissenschaftler ein Makrolid mit antimykotischen, immunsupressiven und
antitumoralen Eigenschaften isolierten (Vezina et al., 1975). Das Makrolid wurde in Anlehnung
an seinen Fundort Rapamycin benannt und erste Studien ergaben, dass es einen Komplex
mit der Peptidyl-Prolyl-lIsomerase FKBP12 bildet und so die Signalisierung fur Zellwachstum
und Proliferation hemmt (Chung et al., 1992). Der vollstandige Wirkmechanismus blieb jedoch
zunachst ungeklart. Erst zwei Jahre spater konnten biochemische Studien das mammalian
target of Rapamycin (MTOR) als Ziel des Rapamycin-FKBP12 Komplexes identifizieren.
(Brown et al., 1994; Sabatini et al., 1994). mTOR ist eine 259 kD grof3e hoch konservierte
Serin/Threonin-Kinase aus der Familie der PI3K-verwandten Kinasen, die ubiquitar in allen
eukaryotischen Zellen vorkommt. Die Proteinkinase bildet die katalytische Untereinheit der
MTOR-Proteinkomplexe 1 und 2 (IMTORC1 und mTORC2). mTORCL1 setzt sich aus drei
Hauptkomponenten zusammen: mTOR, Raptor und mLST8 (mammalian lethal with Sec13
protein 8, auch bekannt als GREL) (Kim et al.,, 2002; Kim et al., 2003; Hara et al., 2002;
Yonezawa et al., 2003). Raptor erleichtert die Bindung von Substraten an mTORC1. mLST8
ist mit der katalytischen Domé&ne von mTOR assoziiert und stabilisiert die Aktivierungsschleife
(auch T-Schleife genannt) der Proteinkinase (Yang et al., 2013). mMTORC1 enthélt zudem auch
die hemmenden Untereinheiten PRAS40 (proline-rich Akt substrate of 40 kDa) (Sancak et al.,
2007; Vander Haar et al., 2007; Wang et al., 2007) und DEPTOR (DEP domain containing
MTOR interacting protein) (Peterson et al. 2009).

Genau wie mTORC1 enthalt auch mMTORC2 mTOR und mLST8. Im Gegensatz zu mTORC1
enthalt dieser Komplex aber Rictor (rapamycin insensitive companion of mTOR), mSIN1 und
die mitmTOR assoziierten Proteine PROTOR 1 und 2 (Jacinto et al., 2004; Jacinto et al., 2006;
Sarbassov et al., 2004). Der Rapamycin-FKBP12 Komplex kann mTORCL1 direkt hemmen.
MmTORC2 wird hingegen bei einer akuten Gabe von Rapamycin nicht beeinflusst. Eine
langfristige Gabe von Rapamycin fiuhrt jedoch ebenfalls zu einer Hemmung von mTORC2.

Dabei wird anscheinend die Komplexbildung von mTORC2 verhindert (Lamming et al., 2012).

Die mTOR Signalkaskade kann von verschiedenen extrazellularen Faktoren aktiviert werden.
Zu diesen Faktoren gehoéren BDNF (brain derived neurothrophic factor), Insulin, IGF1 (insulin-

growth factor 1), VEGF (vascular endothelial growth factor), CNTF (ciliary neurotrophic factor)
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und Glutamat (Lenz und Avruch, 2005; Nie et al., 2010; Quevedo et al., 2002; Takei et al.
2004).

Der mTORC1 wird von Rheb (Ras homolog enriched in brain), einer GTPase, aktiviert. Die
Aktivitat der GTPase selbst wird vom Tubertse-Sklerose-Komplex (tuberous sclerosis
complex; TSC) inhibiert. Der TSC Komplex besteht aus den drei Kompartimenten TSC1
(Hamartin), TSC2 (Tuberin) und TBC1D7. Der TSC wandelt aktives Rheb-GTP in inaktives
Rheb-GDP und unterdriickt so die mTOR Aktivitat (Inoki et al., 2003; Li et al., 2004). TSC
selbst wird wiederum von verschiedenen anderen Kinasen reguliert. Unter anderem wird TSC
durch den ERK (extracellular signal-related kinase) Signalweg, durch S6, durch AKT und den
Wingless (Wnt) Signalweg gehemmt (Oshiro et al., 2007; Sancak et al., 2007; Van der Haar
et al., 2007). Die Hemmung von TSC fihrt schlieRlich zu einer erhéhten mTOR Aktivitat. Bei
AKT gibt es zudem noch eine Besonderheit. Es kann die mTOR-Aktivitat nicht nur mittels TSC

fordern, sondern auch tber PRAS 40 hemmen.

Die Abnahme der zellularen Energieladung, z.B durch Zuckerentzug, aktiviert die AMP-
abhangige Kinase (AMPK), welche den mTORC1 direkt Gber Phosphorylierung von Raptor
oder alternativ tber die Phosphorylierung von TSC2 hemmt (Gwinn et al., 2008). Die durch
Zuckerentzug induzierte Hemmung von mTORC1 kann aber auch ohne AMPK vermittelt
werden (Efeyan et al.,, 2013). Dabei werden die Rag-GTPasen durch einen lysosomal
gebundenen Komplex namens "Ragulator" inaktiv gehalten und erst durch einen
Multiproteinkomplex aus GATOR1 und GATOR2 aktiviert.

MTOR reguliert die mRNA Translation. Dies geschieht Uber die p70 ribosomalen S6-
Proteinkinasen 1 und 2 und / oder den eukaryotischen Initiationsfaktor 4E-bindende Proteine
(4E-BPs). Die p70 Kinasen haben sowohl gemeinsame als auch unterschiedliche Substrate.
Das ribosomale Protein S6 kann von Beiden phosphoryliert werden (Fenton und Gout, 2011).
Kinase 1 kann zusatzlich noch elF4B und eEF2K (eukaryotische Elongationsfaktor-2-Kinase)

binden, welche die Translation der Proteine weiter verstarken (Ma und Blenis, 2009).

Die Mehrheit der eukaryotischen mRNAs besitzen ein sogenanntes ,Cap“. Dabei handelt es
sich um methylierte Guanosin-Wiederholungen innerhalb der 5'- untranslatierten Bereichen
der mRNA. Die Struktur des ,,Cap“ wird von elF4 reguliert. Die von mTOR regulierten 4E-BPs
wiederum hemmen die Bindung von elF4 an das “Cap“ und somit den Start der Translation.
MTOR phosphoryliert die 4E-BPs, welche elF4E nicht mehr binden kénnen. elF4E kann dann

an das ,,Cap“ binden und zusammen mit elF4G und elF4A die Translation anregen.
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Neben der Proteinsynthese kann mTOR auch die Genexpression beeinflussen. Unter
Anderem werden SREBPs (sterol-response-binding-proteins) durch mTORCL1 reguliert. Diese
sind an der Lipogenese beteiligt (Peterson et al., 2011). Weitere durch mTORCL1 beeinflusste
Transkriptionsfaktoren sind z.B. der hypoxieinduzierbare Faktor 1 (HIF1 a) (Hudson et al.,
2002) oder YY1 (Cunningham et al., 2007).

1.5.1 Die mTOR- Signalkaskade als Resilienzregulator

Die mTOR Signalkaskade nimmt eine Schlisselrolle bei der Regulation lokaler
Proteintranslation in Neuronen ein. Sie setzt dabei neuronale Stimuli in entsprechende
Signalkaskaden um. In der Literatur werden verschiedene, zum Teil widerspruchliche
Verbindungen zwischen der Aktivitdt von mTOR und resilientem Verhalten aufgezeigt. mTOR-
aktivierende Faktoren wie BDNF, IGF-1, metabotrope Glutamatrezeptoren und
Endocannabinoide spielen bei der Stressresilienz nachweislich eine Rolle (Taliaz et al., 2011,
Baldini et al., 2013; Harvey und Shahid, 2012; Hill, 2012). Zudem konnte gezeigt werden, dass
das Verhaltnis zwischen GIuA1l- und GIuAZ2 fiir die Entwicklung Resilienten Verhaltens relevant
ist (Schmidt et al., 2010). Beide sind porenbildende Untereinheiten fiir postsynaptische AMPA.-
Rezeptoren. Es zeigte sich, dass ein h6heres GIuA1/A2-Verhaltnis zu héherer Resilienz fihrte.
Die Translation von GluAl-haltigen AMPA-Rezeptoren ist nachweislich von der Aktivierung
von mTOR abhangig (Peng et al., 2011; Fortin et al., 2012). Desweiteren haben sowohl das
GIuA1l/GIuA2 Verhdltnis als auch die mTOR-abhangige Synthese von PSD95 und
Neuroliginen einen Einfluss auf die neuronale Erregbarkeit und somit die Stressresilienz
(Popoli et al., 2012).

Neben diesen direkten Verbindungen lassen sich aufgrund genetischer Krankheiten, die durch
eine Dysregulation von mTOR verursacht werden, ebenfalls Ruckschlisse auf eine
Verbindung zwischen der mTOR Kinase und der Fahigkeit zu resilientem Verhalten ziehen.
Patienten mit mTOR Hyperaktivitat (Fragiles X-Syndrom und Tuberdse Sklerose) oder mTOR-
Hypoaktivitat (Rett Syndrom) zeigen signifikante Verhaltensverédnderungen, die zu einer
verminderten Stressresilienz fuhren (Chen et al., 2014). Auch im Tiermodell wurde gezeigt,
dass in Mausen mit einer heterozygoten Mutation im Tsc2 Gen (Tsc2 +/-) ein hdheres
Angstverhalten zeigten als wildtypische C57BL6 Mause (Ehninger und Silva, 2011). Dies
deutet darauf hin, dass die Homoostase der mTOR Aktivitat entscheidend fir resilientes
Verhalten ist. FUr diese Arbeit sollte daher ebenfalls ein heterozygotes Tsc2 Mausmodell
genutzt werden um die Auswirkungen der mTOR-Regulation nach chronisch sozialem Stress

Zu untersuchen.

Der-Avakian et al. konnten zeigen, dass stressanféllige Ratten im Vergleich mit nicht-

gestressten Kontrolltieren eine groBere Menge an phosphorylietem mTOR im VTA
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aufwiesen (Der-Avakian et al., 2014). Die chronische Gabe des mTOR-Inhibitors Rapamycin
hatte bei Mausen im Forced Swim Test eine resilienzfordernde Wirkung (Cleary et al., 2008).
Andere Studien zeigten, dass die Aktivierung des mTOR-Signalwegs nachweislich auch die
Expression funktioneller neuronaler lonenkandle, wie z.B. spannungsabh&ngiger

Kaliumkanale, reguliert (Yao et al., 2013; Wang et al., 2014).

Neben seiner Rolle bei der neuronalen Regulation mittels lonenkanélen, postsynaptischer
Rezeptoren und synaptischer Proteine beeinflusst die mTOR-Kinase auch die Integritat der
BHS. In verschiedenen Studien wurde festgestellt, dass die Hemmung der mTOR-Kinase die
BHS Integritat erhdhen kann (Chi et al., 2017; Chi et al., 2016; Van Skike et al., 2018; van Vliet
et al., 2012).

1.6 Blut-Hirn-Schranke

Die Blut-Hirn-Schranke (BHS) stellt eine morphologische und funktionelle Einheit dar, die aus
den zerebralen mikrosvaskularen Endothelzellen der Gefal3e, den Astrozytenfortsatzen, den
Perizyten und den Basalmembranen besteht (Baumgartner 2007). Die Endothelzellen sind
dabei Gber sogenannte ,tight junctions” miteinander verbunden, die den Raum zwischen den
Zellen abdichten.die Zellen der BHS bilden zusammen mit Neuronen eine neurovaskulare
Einheit (NVU) (s. Abb. 1.2). Die BHS schitzt das ZNS vor systemischen Einflissen,
insbesondere auch vor immunologischen Reaktionen. Bei einer Schadigung der BHS kdnnen
entziindliche Prozesse auf das Gehirnparenchym ubergreifen. Im Folgenden soll im Detail auf

die an der Bildung der BHS beteiligten Zelltypen eingegangen werden.
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der neurovaskuldren Einheit. Mikrovaskuldare Endothelzellen des Gehirns bilden
die Blut-Hirn-Schranke (BHS). Das Konzept der neurovaskuldren Einheit (NVU) unterstreicht die Bedeutung der engen
Wechselwirkungen zwischen Hirnendothel und Astrozyten, Perizyten, Neuronen, perivaskuldaren Mikroglia und Basallamina.
Das perivaskuldre Netzwerk der Astrozyten stellt die Verbindung zwischen den Neuronen und der BHS her. Die Basallamina
besteht hauptsdchlich aus extrazellularen Matrixproteinen wie Kollagen Typ IV, Laminin, Fibronektin und Heparansulfat.
Endothelzellen und Perizyten sind in die Basallamina eingebettet, eine Struktur, die mechanischen Halt bietet und als Barriere
fungiert. Perivaskulare Mikrogliazellen stehen in Kontakt mit der Mikrovaskulatur des Gehirns und modulieren die Funktion
der BHS. Im Blut befindliche Immunzellen wie Lymphozyten (T- und B-Zellen), Monozyten und Neutrophile kénnen diese
Barriere nicht durchdringen. Die geringe parazelluldare Permeabilitdit der BHS wird durch die engen und adharenten
Verbindungsstellen (Tight Junctions) gewahrleistet, die benachbarte Hirnendothelzellen miteinander verbinden. Tight
Junction-Proteine (TJP) bilden eine komplexe Matrix von Proteinen, die mit dem Aktin-Zytoskelett verbunden sind. Claudine
und Occludin verbinden zwei benachbarte Endothelzellen miteinander. Diese Proteine sind iber akzessorische Proteine wie
Zona Occludens (Z0)-1, ZO-2, AF6, 7H6, Cingulin und andere mit dem Zytoskelett verbunden. Als Teil der TJPs vermittelt die
Familie der junktionalen Adhasionsmolekile (JAM) die Bindung von Zellmembranen (iber homophile Interaktionen.
Vaskuldres endotheliales Cadherin (VE-Cadherin), Thrombozyten-Endothelzellen-Adh&sionsmolekiil-1 (PECAM-1) und
Catenine sind die wichtigsten Komponenten der adhdrenten Verbindungen, die fiir die strukturelle Integritdt und Bindung
zwischen Endothelzellen sorgen und die Bildung von Tight Junctions erleichtern. (aus Yang et al., 2019)
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1.6.1 Zellen und Bestandteile der BHS
1.6.1.1 Endothelzellen

Endothelzellen (ECs) sind mesodermal abgeleitete modifizierte einfache Plattenepithelzellen,
welche die Wande der Blutgefalie bilden. Grol3e Arterien und Venen kénnen im Durchmesser
aus Dutzenden von ECs bestehen. Die kleinsten Kapillaren hingegen werden nur durch
einzelne Endothelzellen gebildet. Die Zellen falten sich dabei so auf, dass sie das Lumen des
GefalRes bilden (Aird, 2007 a, b). Eine weitere Besonderheit der mikrovaskularen
Endothelzellen des ZNS besteht darin, dass sie extrem diinn sind (39 % weniger dick als
muskuldre Endothelzellen) und das Lumen von der parenchymattsen Oberflache nur durch
einen Abstand von ca. 0,25 mm getrennt ist (Coomber und Stewart, 1985). AuRerdem haben
die Endothelzellen des ZNS im Vergleich zu den Endothelzellen anderer Gewebe besondere
Eigenschaften. Diese Eigenschaften ermdéglichen eine genaue Regulation der Passage von
lonen, Molekilen und Zellen zwischen Blut und Gehirngewebe. Die Gehirnendothelzellen
werden dabei durch sogenannte ,tight junctions® und ,adherens junctions“ miteinander
verbunden. Die ,tight junctions® sind Proteinkomplexe, welche zur Abdichtung des
Extrazellularraumes dienen und den selektiven Transport von Wasser und anderen Molekulen
mittels  parazellularer  Diffusion durch die Barriere erméglichen. Zu den
Transmembranproteinen der Tight Junctions gehdren Occludin, Claudin-3, Claudin-5, Claudin-
12, Tricellulin, marvelD3 sowie JAM-A, JAM-B und JAM-C (Tietz et al. 2015). Die ,Adherens
Junction® ist eine Zell-Zell-Adhasion, die durch enge Aneinanderlagerung der
Plasmamembranen benachbarter Zellen entsteht, wobei der Zell-Zell-raum mit
stabchenférmigen Molekilen gefiillt ist. Zu den Transmembranproteinen der ,Adherens
Junctions® gehoren E-Cadherin, VE-Cadherin und N-Cadherin (Meng und Takeichi, 2009;
Hartsock und Nelson, 2008). Zu den zytoplasmatischen Komponenten der ,tight und adherens
junctions” gehdren Zonula occludens (ZO)-1, Z0O-2, Z0O-3, Cingulin, Afadin(AF-6) und 7H6
Proteine. Die zytoplasmatischen Proteine stellen Verbindungen mit dem Aktinskelett der
Endothelzellen her. Dariliber hinaus stellen die ,adherens junction“ Proteine haufig auch Gber
Proteine mit Armadillo Repeats Kontakt zum Zytoskelett her. Dabei wird die Funktion der
zytoplasmatischen und Transmembranproteine, die fir die Zell-Zell-Verbindungen
verantwortlich sind, durch verschiedene Signalmolekile, wie G-Proteine, Proteinkinasen,
Phosphatasen und microRNAs beeinflusst (Hawkins und Davis 2005). Um die Integritat der
BHS aufrechtzuerhalten, kommunizieren die Endothelzellen mit den Endflf3en von Astrozyten
aber auch mit Perizyten, perivaskularen Mikroglia, perivaskularen Oligodendrozyten und den
umgebenden Neuronen sowie der Basalmembran durch entsprechende Knotenpunkte,
Verbindungskomplexe und Matrixrezeptoren (Maki et al., 2015; Faraco et al., 2017; Abbott et

al., 2006). Die Zellen der BHS exprimieren auch zahlreiche Transporter, lonenkanale und

20



Einleitung

Rezeptoren sowie Enzyme, die an der Bildung einer funktionellen Barriere beteiligt sind
(Sanchez-Covarrubias et al., 2014). Folglich spielen die Komponenten der BHS eine wichtige
Rolle bei der Regulierung des Zu- und Abflusses von Wasser, lonen, Nahrstoffen, Metaboliten
und anderen Molekulen tber diese histochemische Barriere hinweg. Auf diese Weise schaffen
sie eine hochregulierte Mikroumgebung im ZNS, die fur die koordinierte Aktivitét von Neuronen

und Gliazellen erforderlich ist (McConnell et al., 2017).
1.6.1.2 Murale Zellen

Zu den muralen Zellen gehdren zum Einen vaskulare glatte Muskelzellen, welche die grof3en
Gefalle umgeben und zum Anderen die sogenannten Perizyten, welche die
Endothelzellwdnde der Mikrogefale unvollstandig bedecken. Perizyten sitzen auf der
abluminalen Seite des mikrovaskularen Endothelzellschlauches und sind dort in die
Basalmembran eingebettet. (Sims, 1986). Perizyten haben lange zellulare Fortsatze entlang
der abluminalen Oberflache des Endothels, die sich oft iber mehrere Endothelzellen erstreckt.
Die Zellen haben aufgrund von Proteinen, welche eine Kontraktion ermdglichen, die
Mdglichkeit sich zusammenzuziehen, und den Kapillardurchmesser entsprechend verandern
zu konnen (Peppiatt et al.,, 2006; Hall et al., 2014). Die Perizyten ummanteln das
Endothelzellrohr. Dabei ist jedoch zu beachten, dass der Uberwiegende Teil des Zellkdrpers
und der Fortsatze das Endothel nicht berihrt. Stattdessen sind die Perizyten in die
Basalmembran eingebettet. Die Zellfortsatze der Perizyten haben stattdessen definierte
Kontaktstellen mit dem Endothel. Die Kontakte werden Uber das Zelladhasionsmolekil N-
Cadherin vermittelt. (Gerhardt et al., 2000). Darlber hinaus wurden weitere zellulare
Adhasionen zwischen Perizyten und Endothelzellen identifiziert. Dazu gehdren
Adhasionsplaques, Gap Junctions und Tight Junctions (Courtoy und Boyles, 1983; Cuevas et
al.,, 1984; Larson et al., 1987; Diaz-Flores et al., 2009). Die Perizyten des ZNS zeigen im
Vergleich zu den Perizyten anderer Gewebe spezielle Eigenschaften. Im Gegensatz zu den
Perizyten vieler peripherer Gewebe haben die Perizyten des Nervensystems ihren Ursprung
nicht im Mesoderm, sondern in der Neuralleiste (Majesky, 2007). Zudem hat sich gezeigt, dass
die kleinen Gefal3e des ZNS eine grof3e Menge an Perizyten im Verhaltnis zu Endothelzellen
aufweisen. Wahrend in Muskelzellen das Verhéltnis Endothelzellen zu Perizyten bei circa 100
zu 1 liegt, betragt es im ZNS zwischen 3 zu 1 und 1 zu 1 (Shepro und Morel, 1993). Perizyten
spielen eine wichtige Rolle bei der Regulierung der Angiogenese, der Ablagerung von
extrazellularer Matrix, Wundheilung, Regulierung der Infiltration von Immunzellen und der
Regulierung des Blutflusses als Reaktion auf neuronale Aktivitat. AulRerdem deuten einige
wissenschaftlichen Artikel darauf hin, dass sie auch multipotente Stammzellen des ZNS sein
kénnen (Armulik et al., 2011). Die Perizyten regulieren zudem die Bildung der BHS wahrend

der Entwicklung und sind dann spater im Leben an der Aufrechterhaltung ihrer Funktion

21



Einleitung

beteiligt (Armulik et al., 2010; Daneman et al., 2010b). Hierbei ist jedoch nicht genau geklart,
ob es verschiedene Untergruppen mit jeweils spezialisierten Funktionen gibt oder ob die
verschiedenen Aufgaben von denselben Zellen ausgefiihrt werden. Eventuell kdnnten auch

einige der Funktionen von anderen Zelltypen tbernommen werden.
1.6.1.3 Basalmembran

Der Gefal3schlauch ist von zwei Basalmembranen umgeben, der inneren vaskularen
Basalmembran und der dufReren parenchymalen Basalmembran (Del Zoppo et al., 2006;
Sorokin, 2010). Bei der vaskularen Basalmembran handelt es sich um eine extrazellulare
Matrix, die von Endothelzellen und Perizyten sezerniert wird. Die parenchymale
Basalmembran hingegen wird durch Astrozyten sezerniert. Die parenchymale Basalmembran
wird aus verschiedenen Bestandteilen wie Kollagenen, Laminin, Nidogen,
Heparinsulfatproteoglykanen und anderen Glykoproteinen gebildet. Dabei unterscheiden sich
die beiden Membranen jedoch in ihrer Zusammensetzung, durch die Verwendung
unterschiedlicher Laminine (Wu et al., 2009; Sorokin, 2010). Die Basalmembranen stellen zum
einen einen Ort dar an dem Signalprozesse ablaufen kdnnen. Zum anderen stellen sie auch
eine weitere physische Barriere fir Molekile und Zellen dar. Die Zerstdérung der
Basalmembranen durch Matrixmetalloproteasen fihrt zu einer Stérung der Barrierefunktion.
Diese Storung ist mit einer Infiltration peripherer Immunzellen verbunden, wie sie bei diversen

neurologischen Stérungen zu finden ist.
1.6.1.4 Astrozyten

Astrozyten sind spezialisierte Gliazellen, die mit ihren polarisierten Zellfortsatzen neuronale
Fortsédtze oder Blutgefalle umschlieBen kénnen (Abbott et al., 2006). Die EndfiiRe des
Basalfortsatzes umhiillen den GefaRschlauch fast vollstandig. Sie enthalten dabei bestimmte
Proteine, darunter Dystroglykan, Dystrophin und Aquaporin 4. Dystroglykan und Dystrophin
bilden zusammen einen Komplex. Dieser Komplex verbindet das Zytoskelett der EndfiRe
mittels Agrin mit der Basalmembran (Noell et al., 2011; Wolburg et al., 2011). Die Verbindung
koordiniert Aquaporin 4 zu orthogonalen Komplexen. Diese Komplexe regulieren den
Wasserhaushalt des ZNS. Die Astrozyten stellen eine zellulare Verbindung zwischen den
neuronalen Schaltkreisen und den BlutgefaRen her. Aufgrund dieser Verbindung kénnen
Astrozyten Signale, die den Blutfluss als Reaktion auf neuronale Aktivitdt regulieren,
weiterleiten. (Attwell et al., 2010; Gordon et al., 2011). Zu den Funktionen, die dort reguliert
werden, gehort das Kontrahieren bzw. Entspannen der Muskelzellen der Arteriolen oder der
Perizyten der Kapillaren. In Transplantationsstudien konnte zudem gezeigt werden, dass
Astrozyten wichtig bei der Bildung und Funktion der BHS sind. Die Transplantation von

Astrozyten in BlutgefalRe, die nicht zum ZNS gehdorten, fihrte zur Induktion von BHS-&hnlichen
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Barriereeigenschaften (Janzer und Raff, 1987) Eine Co-kultivierung mit Endothelzellen in vitro
induzierte Barriereeigenschaften in diesen Zellen (Abbott et al., 2006). Problematisch bei
diesen Studien ist, dass die Astrozyten als Vorlauferzellen aus Mausgehirnen isoliert wurden
und zunéachst einige Reifeteilungen durchliefen. Es handelte sich also nicht um reife
Astrozyten, sondern um Vorlauferzellen. Neuere Daten legen nahe, dass die Bildung der BHS
zum Zeitpunkt der Astrozytenreife bereits abgeschlossen ist und die Astrozyten selbst, weniger
an der Bildung der BHS als vielmehr ihrer Modulation und Regulation beteiligt sind. (Daneman
et al., 2010b)

1.6.1.5 Immunzellen

Es gibt sowohl im Blut als auch im Gehirngewebe Immunzellen die nach ihrer Aktivierung mit
den Blutgefal3en interagieren. Innerhalb des ZNS sind perivaskulare Makrophagen und
Mikroglia die wichtigsten Zelltypen. Die perivaskularen Makrophagen stammen von Monozyten
ab und befinden sich auf der ablumenalen Gefal3seite im Virchow-Robin-Raum. Der Virchow-
Robin"sche Raum umschlie3t Arterien, Arteriolen, Venen und Venolen. (Baumgartner 2007)
Mikroglia sind im ZNS beheimatete parenchymale Immunzellen. Sie entstehen aus
Vorlauferzellen des Dottersacks und wandern wahrend der Embryogenese in das Gehirn ein.
(Ginhoux et al., 2010). Die Mikroglia tbernehmen verschiedene Funktionen in der neuronalen
Entwicklung und sind Teil der angeborenen Immunantwort. Sie regulieren die Wundheilung
und prasentieren Antigene als Teil des adaptiven Immunsystems (Streit et al., 2005; Ajami et
al., 2007) im Hirnparenchym. Neben den Immunzellen des ZNS befinden sich im Blut
Immunzellen wie Neutrophile, T-Zellen und Makrophagen, welche ebenfalls mit den
Gefalizellen interagieren kénnen. Eine Aktivierung der Immunzellen ist in der Regel mit einer

Erhdhung der Barrierepermeabilitat verbunden.

1.6.2 Mechanismen (einschlieBlich molekularer und signalisierender Wege die der

stressbedingten Stérung der Blut-Hirn-Schranke zugrunde liege

Eine erhohte Permeabilitit der Blut-Hirn-Schranke fuhrt zu einem unkontrollierten
Einschwemmen verschiedener Substanzen wie z.B Zytokinen aus dem Blutkreislauf in das
Gehirnparenchym. Diese aktivieren innerhalb des Gehirnparenchyms proinflammatorische

Signalwege was letztlich zu einer Schadigung der Neuronen flhrt. (Ritsner 2010)

1.6.3 Stressinduzierte Hochregulierung und Transport von proinflammatorischen

Molekulen in das Gehirn als kritischer Faktor fur die Stérung der Blut-Hirn-Schranke

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass eine stressbedingte Beeintrachtigung der
Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke durch den Transport von proinflammatorischen Faktoren

u. a. verschiedener Interleukine und Tumornekrosefaktoren vermittelt wird, die aus der
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Peripherie in die BHS eingeschwemmt werden. Die Literatur zeigt, dass periphere
Entziindungsprozesse ein wichtiger Faktor in der Atiopathogenese von stressinduzierten
Stérungen wie der klinischen Depression (MDD) sind. Menard et al. konnten in wildtypischen
C57BL/6 Mausen zeigen, dass es nach chronisch sozialem Stress zu einer erhdhten
Permeabilitdét der BHS im Nucleus accumbens kommt und diese auf eine verminderte
Expression des Tight-Junction Proteins Claudin-5 zurlickzufuhren ist (Menard et al., 2017).
Sie konnten zudem zeigen, dass Infiltration von Interleukin 6 (IL-6) zu einem
depressionséhnlichen Phanotyp fuhrte. Ein erhéhter IL-1B-Spiegel im Blutkreislauf flhrte zu
einer verstarkten Signalisierung zum Gehirn, Rekrutierung von Makrophagen und folglich zu
einer Aktivierung von Gehirnendothelzellen und Mikroglia (Wohleb et al.,, 2014). Dies
wiederum fihrte zu einer erhdhten Produktion von IL-13, IL-6 und TNF-alpha im Gehirn der
Mause.

Die erhtéhten Werte proinflammatorischer Zytokine gingen dabei mit entsprechenden Angst-
assizierten Verhaltensweisen einher (Wohleb et al.,, 2014). Die Autoren konnten zudem
zeigen, dass in Tieren mit Funktionsverlust des IL-1-Rezeptors der Phanotyp in stark
abgeschwachter Form auftrat. Eine weitere Studie wies erhdhte TNF-a, IL-17a und IL-23
Spiegel im Hippocampus von gestressten Mausen nach (Cheng et al., 2018). Die Studie zeigte
zudem, dass die Gabe des TNFalpha Inhibitors Etanercept zu einer Reduktion von Zytokinen
und zu einer Abschwachung des Stresseffektes auf die BHS flhrte. Stressinduzierte
Neuroinflammation und in der Folge eine Stérung der BHS kdnnen durch die Aktivierung vieler
Signalwege entstehen. Einer dieser Signalwege ist der NF-kB-Signalweg. NF-kB ist ein
proinflammatorischer Transkriptionsfaktor, der die Expression von Genen aktiviert, die die
Aktivitaten des Immun- undNervensystems als Reaktion auf negative Stimuli aktiviert. Es ist
bekannt, dass mehr als 150 verschiedene Stimuli, einschlie8lich psycho-emotionaler
Stressoren, pathogener Produkte, Zytokine und reaktiver Spezies, die NF-kB aktivieren, die
Transkription von Uber 400 Genen steuern. So induzieren erhdhte proinflammatorische
Zytokine (z. B. IL-1B) aufgrund chronischer Stressbelastung und affektiven Stérungen die
Aktivierung von NF-kB. Die Daten zeigen dabei einen Zusammenhang zwischen
depressionséhnlichen Verhaltensweisen und der Hochregulierung proinflammatorischer
Gene, bei gleichzeitiger Herunterregulierung antimikrobieller Gene durch erhéhte Aktivitat von
NF-kB. Wichtig ist, dass die Hemmung von NF-kB die durch Stress verursachten depressiven
Verhaltensweisen unterdriickt und die IL-1B-Spiegel senkt. NF-kB wird vermehrt in Mikroglia,
Astrozyten, Neuronen und anderen peripheren, auf das Immunsystem reagierenden Zellen

exprimiert.

Pan et al. zeigten, dass Ratten, die 12 Wochen lang chronischem unvorhersehbarem mildem

Stress ausgesetzt waren, depressionsdhnliches Verhalten und eine signifikante Aktivierung
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von NF-kB mit entsprechendem Anstieg der IL-18 mRNA- und Proteinspiegel im prafrontalen
Kortex zeigten (Pan et al., 2014). In einer neueren Studie berichteten Johnson et al., dass
akute oder chronische Stressbelastung IL-1B hochreguliert und IL-6 und TNF-a im
Hypothalamus, Hippocampus und prafrontalen Kortex von Versuchstieren erhéht (Johnson et
al., 2019).

Folglich stol3t die Aktivierung des NF-kB-Wegs die Entziindungsreaktionen an und es werden
in der Folge entziindungsfordernde Faktoren sezerniert. Die stressbedingte Aktivierung des
NF-kB Signalwegs stimuliert daraufhin weitere Signalwege die an der Produktion von
porenbildenden Proteinen und der Aktivierung von Alarminen und Matrix-Metalloproteinasen
(MMPs) fuhren (Welcome und Mastorakis, 2020). Diese zerstoren zellulare und extrazellulare
Komponenten der BHS, einschlieBlich Zell-Zell-Verbindungsproteinen wie Adherens- und
Tight Junction-Proteinen. Die Folge ist eine erhdhte Durchlassigkeit der BHS in der betroffenen

Hirnregion.
1.7 Die Blutgerinnungskaskade

Blut zirkuliert in den GefaRen des Korpers normalerweise als Flussigkeit und ermdglicht so
den Transport und die Verteilung von Nahrstoffen, Sauerstoff, Warme und Botenstoffen. Im
Falle einer Verletzung der GefalRe muss das Blut jedoch schnell gerinnen kénnen, um so eine
Blutung zu verhindern (Norris, 2003). Bei einer Beschadigung des Endothels heften sich
Blutplattchen an das Subendothel und dies fihrt zu einer Aktivierung der Gerinnungskaskade.
Die Aktivierung der Gerinnungskaskade fiihrt in der Folge zu einer Produktion von Fibrin,
welches ein Netz Giber dem Thrombozytenpropf bildet und die verletzte Stelle so abdichtet. Die
Freisetzung von Chemokinen ermdéglicht die Rekrutierung von Leukozyten zur verwundeten
Stelle. Die Leukozyten verhindern Infektionen und unterstiitzen den Heilungsprozess. Die
Aktivierung der Blutgerinnungskaskade muss jedoch fein justiert werden. Auf der einen Seite
ist eine schnelle explosionsartige Aktivierung des hamostatischen Systems notwendig, um
einen zu groRRen Blutverlust zu verhindern. Andererseits kann eine Uberreaktion auch zu
thrombotischen Problemen fihren. Um das Gleichgewicht herzustellen wirkt das gesunde
Epithel als antithrombotische Oberflaiche. Die Aktivierung der Gerinnungskaskade wird
zunéachst durch Freisetzung von Gewebefaktor (Tissue Factor, TF) aus der verletzten Stelle
ausgeldst. Bei entsprechendem Vorhandensein von gerinnungsfordernden Zelloberflachen
wird die Produktion von Fibrin in wenigen Sekunden ermdglicht. Diese rasche Aktivierung des
antikoagulativen Systems wird durch ein Kaskadensystem vermittelt. Hierbei werden
verschiedene inaktive Zymogene und Kofaktoren nacheinander durch proteolytische Spaltung
aktiviert. Fast sofort wird auch das fibrinolytische System stimuliert und die Ablagerung des

Fibrins an der verletzten Stelle begrenzt. Dies fuhrt auRerdem zu einer Rickkopplung in einem
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System mit verschiedenen naturlichen Antikoagulanzien, welche die weitere Aktivierung der

Gerinnungskaskade blockieren.

Es wurden zwei Wege beschrieben tber die die Blutgerinnung hauptsachlich vermittelt wird.
Der Eine ist der intrinsische Weg (Kontaktweg), der Andere ist der extrinsische Weg
(Gewebefaktor Weg) (s. Abb. 1.3).

INTRINSIC PATHWAY

EXTRINSIC PATHWAY

Negatively charged surface TF Vil
X Xi HMWK IX l v, X
Xlla HMWKa I:I TF"’”"'\[
Xla
I » ‘ ’ R
TFPI TFPI
! Cl-inh
IXa
—:I—’ Prothrombin
CaPL
Tenase complex Villa P AT

/ Xa
Vil A Va | |

Prothrombinase /
PL

v A Thrombin

AT

Fibrinogen —————————p Fibrin

Abbildung 1.3: Extrinsisches und intrinsisches Gerinnungssystem mit Zusammenfiihrung bei der Umwandlung von Faktor
X zu Xa (Norris, 2003)

Zunachst ging man davon aus, dass beide Signalwege unabhangig voneinander aktiviert
wurden. Diese Hypothese wurde mit der Zeit jedoch entkraftet. Der intrinsische Signalweg wird
aktiviert, wenn Blut mit einer negativ geladenen Oberflache in Bertihrung kommt. Dies flhrt zu
einer Aktivierung von Faktor Xll zu Faktor Xlla. Ein Mangel an Faktor XIlI wurde bisher aber
nicht mit einer erhéhten Blutung in Verbindung gebracht, sondern fiihrte im Gegenteil eher zu
einem erhdhten Thromboserisiko. Die Aktivierung von Faktor IX kann sowohl Uber den
intrinsischen Signalweg, als auch den extrinsischen Signalweg erfolgen. Der intrinsische
Signalweg dient in der Regel dazu, den durch Gewebefaktor initiierte Gerinnungsaktivierung

zu verstarken
1.7.1 Extrinsischer Weg

Der extrinsische Weg wird aktiviert, wenn das membrangebundene Gewebefaktorprotein mit
Plasma in Berihrung kommt, welches Faktor VIl oder Vlla enthéalt. Gewebefaktor istimmer ein
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aktiver Kofaktor und entsprechend obligat. Gewebefaktor wird normalerweise nicht in den
Zellen exprimiert die mit Plasma in Kontakt kommen. Kommt es jedoch zu einer
Gefallverletzung, koénnen Zellen, welche den membrangebundenen Gewebefaktor
exprimieren Faktor VIl binden. AuRerdem kénnen Monozyten und glatte Muskelzellen durch
Zytokine und andere Entzindungsmediatoren zur Produktion von Gewebefaktor angeregt
werden. Die Bindung von Faktor VII an den Gewebefaktor fihrt zur Bildung des Komplexes
TF-Vlla. Dieser wird, sofern er an die Zellmembran gebunden ist, zum starksten Aktivator der
Blutgerinnungskaskade. Faktor VIl ist ein in der Leber sezerniertes, Vitamin-K-abhangiges
Plasmaprotein. Dabei liegt nur 1% des Faktors VIl als aktive Serinprotease vor. In freiem
Zustand, also ohne Bildung des Komplexes mit TF, hat die Serinprotease jedoch nur eine
geringe enzymatische Aktivitat. Der TF-Vlla-Komplex hat nach seiner Bildung zwei potentielle
Substrate auf der Zelloberflache. Das ist zum Einen Faktor IX, welcher in Faktor IXa
umgewandelt wird und zum Anderen Faktor X, der in Xa tberfuhrt wird. Dabei ist vor Allem
Faktor X das bevorzugte Substrat.

1.7.2 Intrinsischer Weg

Der intrinsische Signalweg kann ebenfalls Faktor 1X aktivieren. Die Bindung von Faktor Xl
(Hageman-Faktor) an eine negativ geladene Oberflache fiihrt zu einer lokalen Erhéhung der
Konzentration und zu einer Autoaktivierung von Faktor XII zu Faktor Xlla. Nach Bindung auf
einer negativ geladenen Oberflaiche bewirkt Xlla die Umwandlung von Prakallikrein zu
Kallikrein und Faktor Xl in Xa. Zudem wird auch hochmolekulares Kininogen gespalten. Dies

fuhrt letztlich zur Bildung von Faktor IXa.
Bildung des ,Tenase® Komplexes

Wird Faktor IX Uber den intrinsichen oder den extrinsichen Weg zu 1Xa aktiviert, bildet er einen
Komplex mit Faktor Vllla, Kalzium und Phospholipiden. Der Komplex kann dann wiederum
Faktor X zu Xa aktivieren. Der Komplex wird als Tenase Komplex bezeichnet und nimmt eine
zentrale Rolle bei der Hamostase ein. Faktor VIII liegt im Plasma mit dem von Willebrand
Faktor (VWF) als nicht kovalenter Komplex vor. Die Bindung von VWF verhindert dabei die
proteolytische Aktivierung zu Vllla. Die Bindung von vVWF an Thrombozyten flhrt zur
Aktivierung von VIII und in der Folge zur Dissoziation der beiden Faktoren. Eine Aktivierung

ist auRerdem durch Thrombin méglich.
1.7.3 Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin

Im n&chsten Schritt wird dann Thrombin gebildet. Hierfir muss zunéchst ein sogenannter
Prothrombinase-Komplex gebildet werden. Der Komplex besteht aus Faktor Xa, sowie Faktor

Vv mit dem entsprechenden Kofaktor, Kalzium und wieder einer
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Phopholipidmembranoberflache. Anionische Phospholipide initieren die Umwandlung von
Faktor V in seine aktive Form. Thrombin kann Faktor V, ahnlich wie der TF-Vila-Komplex
ebenfalls aktivieren. Faktor V Mutationen gehdren zu den an den haufigsten vererbten
Risikofaktoren flir Thrombose. Bei den Meisten, wie z.B auch dem Faktor V Leiden, wird die
Inaktivierung durch den Inhibitor Protein C beeinflusst. Faktor X ist ein Vitamin-K-abhangiger
Gerinnungsfaktor, welcher durch den TF-Vlla- Komplex oder den Tenase-Komplex in die
aktive Serinprotease Faktor Xa umgewandelt werden kann. Die direkte Aktivierung von Faktor
X wird durch TF-Vlla von TFPI (Tissue factor Pathway Inhibitor) vergleichsweise schnell
herunterreguliert. Daher gilt der Tenase-Komplex als wichtigster Aktivator von Faktor X. Faktor
Xa kann die Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin auch allein katalysieren. Diese
Reaktion lauft jedoch sehr langsam ab und wird durch die Bildung des Komplexes mit Faktor
Va und Bindung an aktivierte Thrombozyten und Monozyten stark beschleunigt. Die
Aktivierung von Thrombin erfolgt in mehreren Schritten. Nach der ersten Spaltung entsteht
zunéachst Meizothrombin als Zwischenprodukt. Nach der zweiten Spaltung entsteht dann das
aktive Thrombinenzym und ein Prothrombinfragment als Nebenprodukt. Aktives Thrombin
kann dann Fibrinogen in Fibrin umwandeln. Zudem kann aktives Thrombin auch Blutplattchen,
die Gerinnungsfaktoren V, VIII und IX sowie die Koagulanzinhibitoren Protein C und TAFI
(thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor) aktivieren. Im letzten Schritt wird in mehreren
Schritten Fibrinogen durch Thrombin in Fibrin umgewandelt.

1.7.4 Regulierung der Blutgerinnung

Um eine unspezifische Aktivierung des Systems und in der Folge massive Fibrinablagerungen
zu vermeiden, muss die Blutgerinnung engmaschig reguliert und kontrolliert werden. Das
System darf dabei nur an der verletzten Stelle aktiv sein und nur so viel Fibrin produzieren wie
bendtigt wird, um die Wunde zu verschlieRen. Um dies zu erreichen gibt es verschiedene
Regulierungsmechanismen. Zu diesen Regulierungsmechanismen gehort auch der Protein C
Antikoagulanzsignalweg. Der Protein-C-Antikoagulanz-Weg ist vermutlich der wichtigste
Mechanismus, um eine Thrombose in der Mikrozirkulation zu verhindern. Beim Protein C
handelt es sich um ein Vitamin-K-abhangiges Plasmaprotein, welches zunachst als inaktives
Zymogen im Blut zirkuliert. Zur Aktivierung muss es zunéchst tber seine GLA Doméane an den
Transmembranrezeptor EPCR (endothelial protein ¢ receptor) binden. Fir die Aktivierung wird
zudem Thrombin bendétigt. Freies Thrombin bindet an Thrombomodulin, einem weiteren von
Endothelzellen exprimierten Transmembranprotein. EPCR prasentiert inaktives Protein C und
dieser Komplex wirkt als Inhibitor. Der Thrombin-Thrombomodulin Komplex kann Protein C
aktivieren. In seiner aktiven Form kann Protein C von EPCR dissoziieren und an seinen
Cofaktor Protein S binden. Dieser Komplex aus aktivem Protein C und Protein S kann

wiederum durch Inhibition des Tenase- komplexes bzw. der Prothrombinase sowohl Faktor

28



Einleitung

Va, als auch Faktor Vllla inaktivieren. Auf diese Weise verhindert Thrombin durch Aktivierung

des Protein-C-Antikoagulanzweges seine eigene Produktion.
1.7.5 Der Endothel-Protein-C-Rezeptor

Urspringlich wurde der Endothelzellen-Protein-C-Rezeptor (EPCR) als
endothelzellenspezifisches Transmembran-Glykoprotein, welches Protein C binden und
aktivieren kann, entdeckt (Fukudome und Esmon, 1994). Der EPCR st ein
Transmembranprotein vom Typ 1. Er besitzt eine Sequenz- und dreidimensionale
Strukturhomologie mit der Familie der Proteine der Haupthistokompatibilititsklasse 1/CD1
(Oganesyan et al 2002). Es konnte gezeigt werden, dass EPCR eine wichtige Rolle bei der
Aktivierung von Protein C durch den Thrombin-Thrombomodulin (TM) Komplex spielt (Stearns-
Kurosowa et al 1996). Die primére Rolle von EPCR bei der Zellsignalisierung besteht darin,
seinen Proteaseliganden die Aktivierung von PARs, insbesondere PARL1, zu erleichtern, indem
es die Protease in der Néhe der PARs verankert. Der priméare Signalligand von EPCR ist APC.
EPCR spielt eine wichtige Rolle bei der Umsetzung von APC-vermittelten zytoprotektiven
Effekten, welche durch Protease-aktivierten-Rezeptor (PAR) vemittelte Zell Signalisierung

erfolgt.
1.7.5.1. EPCR-Expression und Lokalisierung

Zunéchst wurde berichtet, dass die Expression von EPCR bis auf wenige Ausnahmen wie dem
sinusoidalen Endothel der Leber und der Milz, vor allem auf das Endothel von grof3en
BlutgefaRen beschrankt bliebe (Laszik et al., 1997). Diese Ergebnisse wurden mit der Zeit
erganzt und es konnte gezeigt werden, dass der Rezeptor auch im Mikroendothel und weiteren
Zelltypen wie Neutrophilen, Monozyten, Keratinozyten, glatten Muskelzellen, Kardiomyozyten
und Neuronen expremiert wird (Gleeson et al 2012). Zudem wird er auch in hematopoetischen,
neuronalen und epithelialen Vorlauferzellen exprimiert (Balasz et al., 2006; Park et al., 2010).
Die Rezeptoren finden sich dabei vor allem auf der Oberflache in Mikrodomanen zusammen
mit Caveolin-1 und somit Bereichen der Caveolae (Nayak et al., 2009). Der weit geringere
Anteil von EPCR st intrazellular am Recycling beteiligt. EPCR besitzt nur einen kurzen
zytoplasmatischen Schwanz (Arg-Arg-Cys-COOH). Die Induktion einer direkten
Zellsignalisierung hierdurch erscheint eher unwahrscheinlich. Allerdings konnte die
zytoplasmatische Domane eine indirekte Rolle bei der Modulation der EPCR-abhé&ngigen
Signalkaskade spielen. Dies erscheint schlissig, da die Palmitoylierung des COOH-terminalen
Cys-Rests den Rezeptor wie erwahnt in den Lipid rafts und Caveolae lokalisieren kann und
diese mit einer groRen Anzahl an Signalmediatoren angereichert sind. Die Bindung eines
Liganden an EPCR fihrt zu einer EPCR-vermittelten Endozytose Uber die

Endothelzellbarriere. Auf diese Weise ist EPCR am Katabolismus und Bioverfligbarkeit seines
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Liganden in der Zelle beteiligt. Der nachgeschaltete Transport erfolgt dabei Uber Rab-
GTPasen.

1.7.5.2 Signaliibertragung und zytoprotektive Effekte von EPCR

Joyce et al. konnten zeigen, dass aktiviertes Protein C neben seiner klassischen Rolle als
rickgekoppelter Inhibitor der Thrombingenerierung innerhalb der Blutgerinnungskaskade
auch direkt auf Signalkaskaden und Genexpression der Immunantwort und Apoptose einwirkt
(Joyce et al., 2001). Darauf basierend konnte gezeigt werden, dass die Zytoprotektion in den
Endothelzellen durch die Aktivierung von PAR1 mittels APC vermittelt wird (Riewald et al.,
2002) (s. Abb. 1.4). Dabei wird EPCR als Ko-Rezeptor fir die Spaltung von PAR1 verwendet.
In entsprechenden Folgestudien konnte in mehreren Zelltypen zytoprotektive Effekte wie (1)
die Anderung des Genexpressionsprofils, (2) der anti-inflammatorischen Aktivitat, (3) der
antiapoptotische Aktivitat und (4) des Schutzes der endothelen Barrierefunktion nachgewiesen
werden (Mosnier et al., 2007).

=3 m

v v v

Proinflammatory Anti-inflammatory Barrier protection

gEnecxpression Barrier protective 7
Barrier disruption Anti-apoptotic

Altered gene expression

Abbildung 1.4: Die zytoprotektive Signalwirkung von EPCR-APC. EPCR-gebundenes APC spaltet PAR1, und diese PAR1-
Spaltung aktiviert spezifisch den Rac1-Signalweg, hemmt die Aktivierung des Nuklearfaktor-kB-Signalwegs (NF-kB) und bietet
Barriereschutz. Die Kreuzaktivierung von S1P1 durch Sphingosinkinase-1, die durch die EPCR-APC-Aktivierung von PAR1
stimuliert wird, konnte zur EPCR-APC-vermittelten Barriereschutzwirkung und zum Zellliberleben beitragen. FVlla, das an
EPCR gebunden ist, kann ebenfalls PAR1 spalten und die schiitzende Wirkung der Barriere bewirken. Die mechanistischen
Details der FVIla-EPCR-induzierten Barriereschutzwirkung sind jedoch unbekannt. Im Gegensatz zur EPCR-abhdngigen PAR1-
Signalisierung fuhrt die Thrombin-Spaltung von PAR1 zur RhoA-Aktivierung und zur Aktivierung des nuklearen Faktors-kB,
was zu einer proinflammatorischen Genexpression und einer Stérung der Barriere fuhrt. (Rao et al., 2014)

Zunachst wurde PARL1 als Thrombinrezeptor identifziert. Im Gegensatz zur Spaltung durch
APC fuhrt die Spaltung von PAR1 durch Thrombin zu proinflammatorischen Effekten,
Apoptose und zu einer erhdéhten Durchlassigkeit der Barriere. Es erscheint daher zunéchst
verbliffend, dass die Aktivierung von PAR1 durch EPCR-APC das genaue Gegenteil bewirken
soll. Eine entscheidende Beobachtung war, dass EPCR und PAR1 gemeinsam in den

LipidRafts bzw. Caveolae der Endothelzellen lokalisiert waren (Bae et al. 2007, Russo et al.
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2009). Es wurde daher angenommen, dass die gemeinsame Lokalisierung von EPCR mit
PAR1 in den Caveolae oder Caveolin-1-reichen Membranmikrodoméanen und die APC-
Aktivierung von PARL1 in diesen spezifischen Mikrodomanen fur die EPCR-APC-vermittelte
Zytoprotektion verantwortlich sind. Dabei sollte die EPCR-APC vermittelte Signalisierung tUber
die Transaktivierung von Sphingosin-1-Phosphat (S1P1) Rezeptor und Tie2 geschehen. Dazu
passte, dass die PAR1 Aktivierung durch Thrombin nicht zu einer Aktivierung von S1P1 fuhrte.
Jedoch konnte dies noch nicht die vollstandige Erklarung fur diese komplexe Interaktionsweise
mit PAR1 sein. Daher wurde postuliert, dass die Bindung von APC (iber dessen Gla Domane
zu EPCR die Reaktion des PAR1 Rezeptors bestimmt. Rezaie et al. konnten zeigen, dass eine
Bindung von EPCR durch APC zu einer zytoprotektiven Antwort Gber eine Thrombinvermittelte
Spaltung von PARL fuihrte (Rezaie 2011; Bae et al. 2007). Normalerweise ist EPCR, wie oben
beschrieben in den lipid rafts zu finden und interagiert dort mit Caveolin-1. Die Bindung von
APC fihrt in der Folge zu einer Dissoziation von EPCR und Caveolin-1. Das wiederum
beeinflusst die PAR1 abhéangige Signaltransduktion von Thrombin und APC. Dies fuhrt in der
Folge zu einem Wechsel von einer die Permeabilitit erhbhenden zu einer die Barriere
stabilisierenden Zellantwort. Die Bindung von EPCR konnte zum Beispiel dazu fuhren, dass
PAR1 an Gjo bindet, anstatt Gq oder Gi213 (Rezaie 2011; Bae et al.,, 2007). Eine andere
Moglichkeit der zytoprotektiven Signalkaskade wéare die Bindung von [-Arrestin und
Aktivierung von dishevelled-2 (Dvl-2) in den kaveolaren Mikrodomé&nen und nicht tber die G
Protein-abhangigen Transduktionsmechanismen wie bei der Aktivierung von PAR1 durch
Thrombin. Es kdnnte sein, dass die Bindung von APC zu einer APC abhéngigen Bindung von
PAR1 an B-Arrestin flhrt. Soh und Trejo konnten hier zeigen, dass die APC-Aktivierung von
PARL1 Uber 3 Arrestin 2 und nicht tiber die G-Proteine, wie bei Thrombin initiiert (Soh und Trejo,
2011), vermittelt wird. Alternativ ware hier auch eine Thrombin vermittelte Antwort Uber PAR1
und 3 Arrestin/Dishevelled-2 mdglich. Die Aktivierung von PAR1 durch APC-EPCR leitet die
SignalUbertragung von B-Arrestin ein und fihrt letztlich zur Aktivierung des Phospatidyl-3-
Kinase/Akt/mTOR Signalweges, zur Transaktivierung des Gi-Protein-gekoppelten Sphingosin-
1-Phosphat-Rezeptors (S1P1) und zur Aktivierung der Racl GTPase. Zusammengenommen
beglinstigen alle diese Signalprozesse das Uberleben der Zellen, erhéhen den Schutz vor
Barrierestérungen und unterdriicken den pro-inflammatorischen NF-kB-Signalweg (Griffin et
al. 2015, Rezaie et al. 2014). Neben der klassischen Signalisierung von APC-EPCR ist dieser
zudem in der Lage die Bildung neutrophiler Fallen durch intrazellulare zytoprotektive Signale
zu hemmen (Healy et al., 2017). Dieser Mechanismus wird jedoch nicht Gber PAR1, sondern
Uber PAR3 und Mac1l vermittelt.

Weitere Studien untersuchten die Bindestellen von PAR1 Uber die eine Signaltransduktion
vermittelt wird. Mosnhier zeigten, dass eine Spaltung von PAR1 durch APC sowohl Uber eine

neuartige nicht-kanonische Bindestelle an Arg46 als auch die kanonische Bindestelle an Arg41
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vermittelt wird. Thrombin hingegen nutzt die klassische Bindestelle Arg41 zur Spaltung von
PARL. Es ist denkbar, dass die Anderung in der raumlichen Konformation von PAR1, die durch
die APC-Spaltung an der alternativen Bindestelle hervorgerufen wird, die B-Arrestin 2/Dvl-2-
abhangige Signalgebung spezifisch initiiert. Die Rekrutierung von R-Arrestin statt der
Interaktion mit den G Proteinen wirde in der Folge zu spezifischen Anderungen in der
Signalkaskade mit entsprechenden funktionellen Konsequenzen fihren. Die Kopplung von
EPCR und seinem Liganden Protein C und verschiedenen Proteinen innerhalb der Caveolae
konnten die allosterische Modulation von PAR1 ebenfalls beeinflussen (Bae et al., 2007;
Russo et al., 2009). Wie bereits erwdhnt konnte gezeigt werden, dass EPCR mit Caveolin-1 in
den Lipid rafts der Endothelzellen miteinander interagiert und dass die Bindung von Protein C
an EPCR zur Dissoziation von EPCR und Caveolin fiuhrt. Hierdurch kommt es zu einer
Aktivierung zytoprotektiver Signalwege. Dabei ist es unwichtig ob PAR1 durch Thrombin oder
APC gespalten wurde (Bae et al., 2007, Blood; Rezaie 2014). Roy et al konnten zeigen, dass
die Bindung von EPCR durch Protein C eine 3-Arrestin-2-vermittelte PAR1-Signalisierung in
Gang setzt (Roy et al., 2016) (s. Abb. 1.5)
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Abbildung 1.5: Hypothetisches Modell der EPCR-abhdngigen PAR1-Signalisierung durch APC und Thrombin in
Endothelzellen. Wenn EPCR nicht durch Protein C/APC ligiert wird, ist EPCR mit Caveolin-1 in Lipid Rafts von Endothelzellen
assoziiert.21 In diesem Fall koppelt die Thrombin-Spaltung von PAR1 nach der Arg-41-Erkennungsstelle den Rezeptor an Gqg
und/oder G12/13, wodurch die zelluldre Permeabilitidt durch die Aktivierung der RhoA GTPase und der NF-kB-Signalwege
erhoht wird. Wenn EPCR durch Protein C/APC besetzt ist, dissoziiert der Rezeptor von Caveolin-1,21 ein Prozess, der in
gewisser Weise mit der Rekrutierung von GRK5 an der Plasmamembran verbunden ist. In diesem Fall fihrt die Spaltung von
PAR1 entweder durch Thrombin nach Arg-41 oder APC nach Arg-46 zu einer GRK-abhdngigen Phosphorylierung der N-
terminalen zytoplasmatischen Doméane des gespaltenen PAR1 und zur Hemmung seiner Interaktion mit einer der Ga-
Untereinheiten der heterotrimeren G-Proteine. Die EPCR-abhdngige Spaltung der Arg-41- oder Arg-46-Stellen rekrutiert B-
Arrestin-2 und Dvl-2, wodurch das PAR1-Signal liber einen so genannten "B-Arrestin-2-gesteuerten" Signalmechanismus
Uibertragen wird. Die PAR1-abhidngige B-Arrestin-2/Dvl-2-Signalisierung aktiviert die Rac1-GTPase, hemmt NF-kB und erhdht
die Barriere-Integritdt von Endothelzellen. Die EPCR- und PAR1-abhdngigen zytoprotektiven Reaktionen sowohl von APC als
auch von Thrombin erfordern ein Cross-Talking mit der Gi-Protein-gekoppelten S1P1-Signalgebung. Ob diese letztere GPCR-
Signalisierung direkt Uber Sphingosin-1-Phosphat selbst oder indirekt Uber die Phosphorylierung/Aktivierung der
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zytoplasmatischen Domane von S1P1 durch eine aktivierte Kinase (d. h. Phosphatidylinositol-3-Kinase/Proteinkinase B [PI-
3K/Akt]) vermittelt wird, ist nicht bekannt und bedarf weiterer Untersuchungen. Weitere Einzelheiten sind dem Text zu
entnehmen. Cav-1, Caveolin-1; Exo |, Exosit I; PC, Protein C; S1P, Sphingosin-1-Phosphat. (aus Roy et al., 2016)

Hierbei ist es egal ob PAR1 an der klassischen oder der alternativen Bindestelle gespalten
wird. Die Autoren zeigten, dass die Bindung von aktivem Protein C oder eines katalytisch
inaktiven Zymogen zu einer Rekrutierung von GRK5 (G-Protein-gekoppelte Kinase 5) an die
Plasmamembran fuhrte. Wurde GRKS5 an die Plasmamembran rekrutiert, fihrte die Spaltung
von PAR1 durch Thrombin an der Arg41l Stelle oder durch APC an der Arg46 Stelle zu einer
GRK-abhéngigen Phosphorylierung der N-terminalen zytoplasmatischen Doméne von PAR1
durch GRK5 und hemmte die Interaktion zwischen der zytoplasmatischen Doméne und den
G-Proteinen. Die Bindung von EPCR durch seinen Liganden Protein C fuhrt zudem zu einer
Rekrutierung von B-Arrestin-2 und Disheveled 2 Gerlstproteinen an die zytoplasmatische
Domédne von PAR1 und Ubertrdgt das PAR1 Signal Uber den R-Arrestin-abhéngigen
Signalweg. Die PAR1 vermittelte Signalliibertragung Uber R-Arrestin-2 fuhrt zu einer
Aktivierung der Racl-GTPase und in der Folge zu einer Hemmung des NF-kB-Signalwegs
was letztlich dem Schutz der Barriere der Endothelzellen dient. Bei dieser Signalisierung ist
auch eine Signalisierung Uiber S1P1 (Sphingosin-1-Phosphat Rezeptor 1) notwendig. Ob diese
letztere GPCR-Signalkaskade direkt tiber Sphingosin-1-Phosphat selbst oder indirekt Uber die
Phosphorylierung/Aktivierung der zytoplasmatischen Doméane von S1P1 durch eine aktivierte
Kinase (d. h. Phosphatidylinositol-3-Kinase/Proteinkinase B P1-3K/Akt) vermittelt wird, ist nicht
bekannt.

Da EPCR noch weitere Proteaseliganden binden kann beschrénkt sich seine Rolle nicht nur
auf die Aktivierung der Protein C induzierten Signalkaskade, sondern schlief3t auch die von
Faktor Vlla induzierten Prozesse mit ein (Lopez-Sagaseta et al., 2007; Ghosh et al., 2007).
EPCR wird dabei von Faktor Vlla mit der gleichen Affinitat wie Protein C gebunden. Ahnlich
wie Protein C fuhrt die Bindung von Faktor Vila an EPCR ebenfalls zu einer zytoprotektiven
Sighalgebung tber PAR1 in priméren Endothelzellen (Sen et al., 2011). Neben den bisher
genannten Alternativen der Zellsignalisierung tber EPCR gibt es noch die Mdglichkeit die
Signalisierung des terndren Tissue Factor (TF)-FVlla-Faktor Xa (FXa)-Komplexes zu
modulieren. EPCR begunstigt hier die Spaltung von PAR1 und PAR2 durch TF-FVlla-FXa
(Disse et al., 2011). Dabei scheint EPCR ein wichtiger Korezeptor fir die durch den TF-
Koagulationskomplex vermittelte Zellsignalisierung zu sein. Hierbei scheint EPCR
verschiedene Signalwege wie den p44/42 MAPK (mitogenaktivierter Proteinkinase) Signalweg
und den NF-kB-Signalweg unterschiedlich zu beeinflussen (Yuan et al., 2017). Wahrend die
durch TF-FVlla-FXa initiilerte Aktivierung der p44/42 MAPK auf aktivierte Endothelzellen von
EPCR abhéangig war, wurde die TF-FVlla-FXa-Inhibition der p65 NF-kB-Signalisierung nicht
von EPCR vermittelt.
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1.7.5.3. Verwendete Endothelzellen-Protein-C-Rezeptor-Mausmodelle

Zur Untersuchung des Einflusses der EPCR Signalisierung auf das Verhalten nach chronisch
sozialem Stress wurden verschiedene Mausmodelle verwendet. Zum Einen wurde ein
Mausstamm (EPCRI(lfl-Tie2-Cre) verwendet bei dem das Gen Procr, welches fiir EPCR kodiert
in allen hAmatopoetischen und endothelialen Zellen deletiert war. Die EPCR{l/fl-M&use wurden
aus dem EUCOMM Procrtmla(EUCOMM)Wtsi Embryonalstammzellen EPD0480_1_ A01
durch Blastozysteninjektion und Keimbahnverpaarung mit Albino-C57BL/6-M&usen generiert
(Bochenek et al., 2022). Nach der Umwandlung in das konditionale Procrtmlc-Allel durch
Kreuzung mit einer Flippase-expremierenden Linie wurden die EPCRfl/fl M&use mit Tie2.Cre
(The Jackson Laboratory; B6.Cg-Tg[Tek-cre]12FIv/J; Nr. 004128) verpaart (Bochenek et al.,
2022; Koni et al., 2001). Da Cre im parentalen Stamm heterozygot vorliegt, erhalt man sowohl
Tiere bei denen die Cre-Rekombinase vorhanden und Procr gewebespezifisch deletiert wird
als auch Tiere bei denen Procr aufgrund des Fehlens der Cre-Rekombinase expremiert wird.
Bei Ersteren wurde eine erhthte BHS-Permeabilitdit angenommen. Zweitere wurden als

wildtypische Kontrollenn verwendet.

Als zweites Modell wurde ein Mausstamm mit ver&nderter Lokalisation von EPCR verwendet.
Bei diesen Mausen ist das erste Cystein des carboxyterminalem Rests zu Serin mutiert
(Procr®® oder EPCR C/S). Der Stamm wurde, unter Verwendung eines modifizierten
Konstruktes fur das Procr™® durch Knock-In Mutagenese des aus dem 129er Stammes
isolierten Exons 4 erzeugt (Muller-Calleja et al., 2021; Gu et al., 2002). Der Stamm ohne C>S
Transition (Procr'VT, EPCRflox129) wurde nach Ruickkreuzung mit C57BL/6J als Kontrollen fur
die EPCRC/S Mause verwendet. Die Mutation in der Palmitoylierungsstelle von EPCR
verursacht eine veranderte subzellulare Lokalisation und in der Folge einen Funktionsverlust

in der Signaltransduktion.

1.7.6 Nematoden Antikoagulanz Protein c2 (NAPc2)

Das Nematoden Antikoagulanz Protein c2 (NAPc2), ein ein 8,7 kD groRRes Polypeptid, das
ursprunglich aus dem Hakenwurm des Hundes (Ancylostomacanium) isoliert wurde (Cappelllo
et al., 1995). Die raumliche Struktur des Proteins weist dabei eine verkirzte Helix, zwei 3-
Faltblatter sowie extrem flexible Bereiche in der Substratbindestelle und an den C- und N-
terminalen Enden auf (Duggan et al., 1999). NAPc2 vermittelt seine Antikoagulanzaktivitat
durch die Inhibition von FXa oder des FVIla/TF Komplexes (Lee et al., 2003). Es inaktiviert
den katalytischen Komplex von FVIla/TF mittels eines einzigartigen Mechanismus, welcher die
initiale Bindung von NAPc2 an FX oder FXa vor der Bildung des finalen quartaren hemmenden
Komplexes mit FVIla/TF (FVIla/TF-Xa-NAPc2) (Lee et al., 2003) vorsieht. Im Gegensatz zum
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Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) bendtigt NAPc2 dabei keine freie Bindestelle im aktiven
Zentrum von FX bzw. FXa, sondern bindet Uber eine weitere Exo-Bindestelle an das Zymogen
(Bergum et al., 2001). Das hat zur Folge, dass das katalytische Zentrum der Protease frei ist
und sie innerhalb des Komplexes weiterhin enzymatisch aktiv bleibt. Peptidylsubstrate kénnen
also, im Gegensatz zu Prothrombin, weiterhin von FXa, welches tUber NAPc2 an FVIla/TF
gebunden ist, gespalten werden. Diese Form von FXa (gebunden an FVIla/TF-NAPc2) ist
somit auch in der Lage verschiedene Mitglieder der Protease-aktivierten Rezeptorfamilie
(PAR), wie z.B. PAR1 zu spalten.

Die Bindung des FX(a)-NAPc2 Komplexes mit FVIla/TF hangt dabei spezifisch von den
makromolekularen Interaktionen zwischen dem FX Derivat und FVIla/TF ab. Diese
Interaktionen werden Uber eine y-Carboxyglutaminsauredoméne von FX und den anionischen
Phosphotidylserinképfen der Zellmembran vermittelt (Bergum et al., 2011). Die Bindedomane
von NAPc2 bindet nach Prasentation des FVIla/TF in das aktive Zentrum des FVIla/TF-
Komplexes und erlaubt so die Bildung eines fest gebundenen quartdren hemmenden
Komplexes (s. Abb. 1.6).
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung eines vorgeschlagenen Mechanismus fiir die substratvermittelte Freisetzung des
rekombinantem Fadenwurm-Antikoagulans-Protein c2 (rNAPc2) an aktivierten Faktor VII/Gewebefaktor (FVIla/TF) und
den Aufbau des quaternaren Hemmkomplexes. In Schritt 1 des Schemas bindet rNAPc2 mit hoher Affinitat an das Zymogen
FXin Losung (die Bindung an FXa als inhibitorisches Gerist ist nicht dargestellt). In diesem Beispiel wird der Komplex in Lésung
(z. B. im Plasma) gebunden, bevor er an die Membran gebunden wird, da dies nachweislich der Hauptmechanismus der
Komplexbildung in vivo ist. Der resultierende stabile bimolekulare Komplex zwischen NAPc2/FX dient als hemmendes Gerust,
das das Andocken an den membrangebundenen FVlla/TF-Komplex erleichtert. Dieses Andocken ist in hohem MaRe von
spezifischen anionischen Phosphotidylserinkopfgruppen der Membran abhangig und wird durch die Gla-Doméane des
hemmenden Gerusts vermittelt. Die Gla-Domane des NAPc2/FX-Komplexes dockt dann an eine Bindungsschnittstelle an, die
vermutlich durch die Gla-Doméne von FVIla und TF gebildet wird. Auf diese Weise nutzt die hemmende Struktur sowohl einen
dhnlichen Andockmechanismus wie das natirliche Substrat (FX) als auch die anschlieRende Prasentation an der aktiven Stelle
von FVIla/TF (Schritt 2). Im letzten Schritt des mechanistischen Schemas dockt die kanonische reaktive Schleife von NAPc2 an
das aktive Zentrum von FVIla/TF an und ermdéglicht die Bildung eines fest gebundenen quaterndren Hemmkomplexes (aus
Lee et al. 2003)
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1.8 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war das Studium der longitudinalen Phanotypentwicklung
hinsichtlich Sozialverhalten und Gedachtniskonsolidierung nach chronisch sozialem Stress im
Mausmodell und die anschlieende Analyse der Aktivitat der mTOR-Signalkaskade im
suszeptiblen wie im resilienten Tier. Desweiteren sollte untersucht werden inwieweit eine
Dysregulation mittels pharmakologischer Intervention oder aufgrund genetischer Disposition
im Mausstamm das Verhalten nach chronisch sozialem Stress beeinflusst. Fur die
Experimente wurden hierfir der mTOR Inhibitor Rapamycin und das konstitutive Tsc2*" -
Mausmodell des Stamms B6;129S4-Tsc2™Pi/J verwendet. Im letzten Abschnitt sollte dann
noch die Rolle des Protein-C Antikoagulanzweges im Kontext der BHS-Permeabilitat und der
Stressanfalligkeit untersucht werden. Hierflr wurde zum einen ein Mausmodell mit komplettem
Funktionsverlust des endothelialen Protein C Rezeptors in allen endothelialen und
hamatopoetischen Zellen verwendet. Zum anderen wurde ein Mausmodell verwendet bei dem
aufgrund einer Mutation in der Palmitoylierungsstelle die Lokalisation von des EPCR in der
Zellmembran verhindert wird. Die Mausstamme sollten in verschiedenen Verhaltensdomanen
getestet werden und ein Zusammenhang zwischen BHS-Permeabilitdt und Stressresilienz
bzw. Stressanfalligkeit hergestellt werden. Auch hier sollte durch pharmakologische
Intervention mithilfe des Thrombin Inhibitors NAPc2 der Einfluss der Blutgerinnungskaskade

auf die Stressresilienz weiter untersucht werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien
Tabelle 2.1.1: Chemikalien

Agarose

Albumin Fraktion V, proteasefrei
Ampuwa Sterilwasser
Bromphenolblau

Calciumchlorid

3 -Mercaptoethanol

cOmplete Tablets EASYpack (Protease
Inhibitor Cocktail Tablets)

DPBS

EDTA

Essigsaure 100 %

Ethanol absolut

Ethanol denaturated
Ethidiumbromid

Glycerin

Glycin

Harnstoff

Isopropanol/2-Propanol
Magnesiumchlorid

Milchpulver

Natriumchlorid

Natronlauge

PBS Tabletten

PhosSTOP EASYpack (Phosphatase Inhibitor
Cocktail Tablets)

Rapamycin

RNase AWAY

RotiphoreseR Gel 30 (Acrylamidstamml6sung)
Salzsaure 32 %

SDS

Sucrose
Trichlormethan/Chloroform
Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound
TRIS

Trizol

Tween-20

TEMED

Wasserstoffperoxid 30 %
Western Lightning Plus-ECL-
Detektionsreagenz
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Carl Roth

Carl Roth
Fresenius-Kabi
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Roche

Gibco® Life Technologies
AppliChem GmbH
AppliChem GmbH
Honeywell

AppliChem GmbH

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Merk

Gibco (life technologiesTM)
Roche

LC Laboratories (Biozol)
Molecular Bioproducts
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Sigma

Carl Roth

Sakura

Carl Roth

Ambion (life technologies)
Carl Roth

Invitrogen

Merk

PerkinElmer
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2.1.2 Zellkultur
Tabelle 2.1.2: Zellkultur

DMEM Sigma Aldrich

DMSO Sigma-Aldrich

DPBS Gibco® Life Technologies

FBS (Fetal Bovine Serum) Gibco® Life Technologies

Trypsin-EDTA (0,05 %) Gibco® Life Technologies
2.1.3 Enzyme

2.1.3.1 weitere Enzyme

Tabelle 2.1.3: weitere Enzyme

FastStart Taqg DNA Polymerase Roche Diagnostics GmbH
Proteinase K AppliChem GmbH

2.1.4 Zelllinien und Mausstamme
Fur diese Arbeit wurden die nachstehenden Zelllinien und Mausstamme verwendet.

Tabelle 2.1.4.1: Zelllinien

Name Herkunft
HEK293-T AG Schweiger

Tabelle 2.1.4.2: Mausstamme

Name Herkunft
Hsd:ICR (CD1) Envigo
C57BL/6JR]j Janvier
EPCR(ifl-TieCre AG Ruf
R16neu EPCRC/S AG Ruf
R17neu EPCRIlfl WT AG Ruf

Tsc2 AG Schweiger

2.1.5 Langenstandards
Tabelle 2.1.5: Bakterienkultivierung

GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Thermo Scientific
PageRuler™ Plus Prestained Protein Thermo Scientific
Ladder
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2.1.6 Kits
Tabelle 2.1.6: Kits

High Pure RNA Isolation Kit Roche

Qubit™ Protein Assay Kit Thermo Fisher
QlAshredder Qiagen
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit  Thermo Fisher
SYBR® Premix Ex Taqg™ Takara/Clontech

2.1.7 Oligonukleotide
Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma-Aldrich bezogen. In den

nachfolgenden Tabellen sind die verwendeten Primer aufgefihrt.

2.1.7.1 Primer fur gRT-PCR
Tabelle 2.1.7.1.1: Primer Referenzgen

Name Sequenz 5‘— 3
GAPDH-gPCR_f TCCATGACAACTTTGGCATT
GAPDH-gPCR_r GTTGCTGTTGAAGTCGCAGG

Tabelle 2.1.7.1.2: Primer Kandidatengene

Name Sequenz 5‘— 3¢
Arc_qgPCR_f AGCAGCAGACCTGACATCCT
Arc_qPCR_r GGCTTGTCTTCACCTTCAGC
Zif268-gqPCR_f 1 ATGAGAAGGCGATGGTGGAG
Zif268-qPCR_r_1 CTCACGAGGCCACTGACTAG
Zif268-qPCR_f_intronspanning ccctatgagcacctgaccac
Zif268-qPCR_r_intronspanning tcgtttggctgggataactc
c-Fos-gqPCR_f_1 GGGCTGCACTACTTACACGT
c-Fos-gPCR_r_1 TGCCTTGCCTTCTCTGACTG
c-Fos-gPCR _f 2 gggacagcctttcctactacc
c-Fos-qPCR_r_2 agatctgcgcaaaagtectg

2.1.7.2 Primer fur die Tsc2 Genotypisierung

Tabelle 2.1.7.2.1: Primer Tsc2 Genotypisierung

Name Sequenz 5‘— 3f

H-164 (forward) AGACTGCCTTGGGAAAAGCG
H-163 (reverse) AATGCGGCCTCAACAATCG
H-162 (reverse) CAAACCCACCTCCTCAAGCTTC
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2.1.8 Antikorper

Tabelle 2.1.8.1: Priméare Antikorper

Primare Antikorper

Name

Akt
p-Akt
Gapdh

GluAl
GluA2
mTOR
p-mTOR
p70
p-p70
PSD 95

S6
p-S6

MW
(kD)
60 kD
60 kD
37kD
(~40kD)
100 kD

100 kD
289 kD
289 kD
70,85kD
70,85kD
95 kD

32 kD
32 kD

Tabelle 2.1.8.2: Sekundére Antikdrper

Sekundéare Antikorper

Name
Peroxidase
AffiniPure F(ab'),
Fragment Goat
Anti-Mouse 1gG,
F(ab"), fragment
specific

Peroxidase
AffiniPure F(ab'),
Fragment Goat
Anti-Rabbit 1gG,
F(ab"), fragment
specific

Ziel
Maus

Kaninchen

Material und Methoden

Spezies

Rabbit
Rabbit
Mouse

rabbit
rabbit
rabbit
rabbit
Rabbit
Rabbit
mouse

Mouse
rabbit

Wirt
Ziege

Ziege

Klonalitat Verdinnung

poly
poly
poly

poly
poly
poly
poly
poly
poly

poly
mono

poly

1:1000
1:1000
1:3 und 1:6000

1:500

1:500

1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000

1:1000
1:2000

Klonalitdt Verdinnung

poly

poly

2.1.9 Laborgerate und Verbrauchsmaterialien

1:6000

1:6000

Hersteller

Cell Signaling
Cell Signaling
Abcam

Cell
Signalling
Cell
Signalling
Cell
Signalling
Cell
Signalling
Cell Signaling
Cell Signaling
Invitrogen
Cell Signaling
Cell
Signalling

Hersteller
Jackson
ImmunoResearch
Laboratories

Jackson
ImmunoResearch
Laboratories

Kleinere Laborgerate, wie Thermoblécke, Waagen, Vortexer, Schittler etc. wurden von

Eppendorf und Starlab bezogen. Verbrauchsmaterialien wie Pipettenspitzen, Reaktionsgefalie

etc. wurden von Sarstedt, Eppendorf, Greiner Bio-One und Starlab bezogen.
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2.1.9.1. PCR-Gerate
Tabelle 2.1.9.1: PCR-Geréte

Mastercycler Gradient Eppendorf
peqSTAR Thermocycler Peglab

Primus 96 advanced® Thermocycler Peglab
StepOnePlus™ Real-Time PCR System Applied Biosystems

2.1.9.2 Gelkammern fir Gelelektrophorese

Tabelle 2.1.9.2: Gelkammern fur Gelelektrophorese

PerfectBlue™ Gelsystem Mini S peglab
PerfectBlue™ Gelsystem Mini M peglab
PerfectBlue™ Gel System Mini L peglab

2.1.9.3 Agarosegel-Dokumentationssystem

Tabelle 2.1.9.3: Gel-Dokumentationssystem

Gel Jet Imager Intas

2.1.9.4 Pipetten
Tabelle 2.1.9.4: Pipetten

Research® plus 100-1000 pl Eppendorf
Research® plus 20-200 pl Eppendorf
Research® plus 2-20 pl Eppendorf
Research® plus 0.5-10 pL Eppendorf

2.1.9.5 Zentrifugen
Tabelle 2.1.9.5: Zentrifugen

PerfectSpin 24R Refridgerated peglab
microcentrifuge
Microfuge 16 Centrifuge Beckman Coulter

2.1.9.6 Binokulare und Mikroskope
Tabelle 2.1.9.6: Binokulare und Mikroskope

Stemi 305 Stereomikroskop Zeiss

2.1.9.7 Gerate fur die Zellkultur
Tabelle 2.1.9.7: Gerate fir die Zellkultur

HeraSafe Sterilbank Heraeus
CO2-Inkubator Serie CB Binder
Wasserbad VWB26 VWR
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2.1.9.8 Gerate zur DNA-, RNA- und Proteinquantifizierung

Tabelle 2.1.9.8: Gerdte zur DNA-, RNA- und Proteinquantifizierung

NanoDrop™ One/O Mikrovolumen-UV/VIS-
Spektralphotometer
Qubit® 2.0 Fluorometer

Thermo Fisher Scientific

Life Technologies

2.1.9.9 Gerate fur SDS-PAGE und Western Blot
Tabelle 2.1.9.9: Gerate fiir SDS-PAGE und Western Blot

Mini-PROTEAN Tetra Vertical
Electrophoresis Cell
Trans-Blot Turbo Transfer System

2.1.9.10 Gerate fur histologische Arbeiten
Tabelle 2.1.9.10: Geréate fur histologische Arbeiten

Kryostat Leica CM3050 S
Punch Set #39443001

2.1.10 EDV

Tabelle 2.1.10.1: Computerprogramme und Onlinetools

BORIS

EthoVision XT

Excel 2013

ImageJ

Image Lab

Photoshop CS5

Prism 8

Universal ProbeLibrary Assay Design
Center

Word 2013

Tabelle 2.1.10.2: Datenbanken

Pubmed
UCSC Genome Browser on Mouse Dec.
2011 (GRCm38/mm10) Assembly
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Bio-Rad

Leica
Leica

Olivier Friard, Abteilung
Lebenswissenschaften und Systembiologie,
Universitat von Turin

Noldus

Microsoft

Wayne Rasband, Public domain

BioRad

Adobe

Graphpad

gpcr.probefinder.com

Microsoft

NCBI
genome.ucsc.edu
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden
Alle Arbeiten mit eukaryotischen Zellen wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die
Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37°C und einem CO»-Gehalt von 5%.

2.2.1.1 Kultivierung und Passagieren der HEK Zellen

Die HEK-T293 Zellen wurden in Zellkulturschalen in DMEM mit 10% FBS kultiviert. Das
Wachstum der Zellen wurde am inversen Mikroskop verfolgt. Zum Passagieren der Zellen
wurde das Nahrmedium zunéchst abgenommen und die Zellen einmal mit PBS-Dulbecco
gewaschen. Im Anschluss wurde Trypsin-EDTA zu den Zellen gegeben, um diese vom Gefaf}
zu lésen. Die Inkubation dauerte fiinf Minuten und wurde daraufhin mit Kulturmedium beendet.
Zum Entfernen des Mediums wurde die Zellsuspension in ein 15 ml Falcon tberftuhrt, bei 200 g
zentrifugiert und der Uberstand abgezogen. Das Zellpellet wurde in Kulturmedium
resuspendiert. Die Zellen wurden nun auf eine neue Zellkulturschale mit vorgelegtem

Nahrmedium ausgesat.

Tabelle 2.2.1.1: Medium zur Kultivierung neuraler Vorlduferzellen

Kulturmedium IMDM
10% FBS

2.2.1.2. Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Zellen wurden &hnlich
dem Passagieren (s. 2.2.1.1) zunéchst von der GefaBwand geldst und in Nahrmedium
resuspendiert. FUr die Zahlung wurden 10 ul der Zellsuspension mit 10 ul Trypanblau
gemischt. Anschlie3end wurde das Gemisch in eine Neubauer-Zahlkammer tberfihrt. Die

Zellen in vier Quadraten wurden ausgezahlt und die Zellzahl nach folgender Formel berechnet:

Zellen pro ml = Durchschnitt der Zellzahl aus 4 Quadranten * 2 (Verdinnungsfaktor) * 104

2.2.1.3 Behandlung mit Rapamycin

Fir eine Behandlung wurden die HEK-T293 Zellen zun&chst passagiert und gezahlt. Die HEK-
T293 Zellen wurden dann auf 6 well Platten ausgesét. Dabei wurden pro well 300.000 Zellen
ausgesat. Am nachsten Tag wurde frisches Kulturmedium mit einer Rapamycinlésung
versetzt. Dieses Kulturmedium enthielt Rapamycin in einer finalen Konzentration von 100 nM.
Das Medium des Vortages wurde zundchst abgesaugt und durch das Kulturmedium mit
Rapamycin ersetzt. Fur die Kontrollen wurde statt der Rapamycinldsung nur das Vehikel
DMSO in &quivalentem Volumen verwendet. Die Inkubation erfolgte fir 24 h. Danach wurden

die Zellen geerntet.
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2.2.1.4 Zellernte

Das Medium wurde abgesaugt und die wells der Mikrotiterplatte einmal mit PBS gewaschen.
Das PBS wurde abgesaugt und erneut PBS zu den Zellen pipettiert. Mit einem Zellschaber
wurden die Zellen von der Oberflache gel6st und die in PBS befindlichen Zellen wurden in ein
15 ml Falcon uberfiihrt und fur 5 Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt. Zu dem Zellpellet wurden je nach Menge der Zellen 50 — 100 pl 2x Magic Mix (mit
10% PhosStop, 1% Mercaptoethanol) hinzugegeben und die Zellen darin lysiert.

2.2.1.5 Kryokonservierung

Die Zellen wurden &hnlich dem Passagieren (s. 2.2.1.1) zundchst von der GefaRwand geldst
und in Einfriermedium (s.Tab. 2.2.2) resuspendiert. Je 1 ml wurden in Kryoréhrchen pipettiert
und diese daraufhin in einer Kryodose bei -80°C gelagert. Dies ermdglichte eine langsame,
kontinuierliche Abkiihlung und Perfusion des DMSO in die Zellen. Nach zwei Tagen wurden
die Kryordhrchen in flissigen Stickstoff Uberfihrt und dort bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

Tabelle 2.2.1.2: Einfriermedium fiir HEK-T293 Zellen

Einfriermedium Kulturmedium
10% DMSO

2.2.1.6 Auftauen

Es wurde darauf geachtet zuigig zu arbeiten. Ein Kryoréhrchen mit Zellen wurde im Wasserbad
bei 37°C aufgewarmt, bis es fast komplett aufgetaut war. Die Zellsuspension wurde in ein
vorbereitetes 15ml-Falcon mit Stoppmedium gegeben. Das Falcon wurde fir 3 Minuten bei
200 g zentrifugiert. Das Medium wurde abgenommen und das Zellpellet in einer

entsprechenden Menge Kulturmedium resuspendiert. Die Zellen wurden nun ausgesat.
2.2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.2.1 Arbeiten mit RNA

2.2.2.1.1 Isolierung von RNA aus Hirngewebe der Maus

Dieser Vorgang diente der Gewinnung der gewtinschten RNA aus eukaryotischen Zellen. Fur
die Isolierung aus Gewebe des prafrontalen Cortex oder des Hippocampus wurde die Trizol-
Chloroform Methode verwendet. Zunachst wurden 100 pl Trizol auf das Gewebe gegeben und
dieses daraufhin mit einem Pistill zerkleinert. Nachdem das Gewebe ausreichend zerkleinert
war wurden weitere 900 pl Trizol hinzugegeben. Das Gemisch wurde gevortext um eine
homogene Suspension zu erhalten. AnschlieRend wurde die Suspension fur 5 Minuten bei RT
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 200 ul Chloroform hinzugegeben und die

Lésung so lange geschittelt bis sie rosa-milchig erschien. Daraufhin wurde erneut bei RT fir
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2 Minuten inkubiert. Im n&chsten Schritt wurden die Proben fiir 15 Minuten bei 12000 g 4 °C
in einer auf 4 °C heruntergekuhlten Tischzentrifuge zentrifugiert. Dies flhrte zu einer
Phasentrennung. Die oberste, klare Phase wurde abgenommen und in ein neues Eppendorf
Gefall mit vorgelegten 500 pl kaltem Isopropanol Uberfihrt. Das Gemisch wurde leicht
geschwenkt und fur weitere 10 Minuten bei RT inkubiert. Dies fuhrte zu einer Fallung der RNA.
Es wurde bei 12000 g und 4° C fiur 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
anschlielRend verworfen und das erhaltene Pellet mit 1 ml kaltem 70% Ethanol gewaschen. Im
Folgenden wurde bei 12000 g und 4°C fur 5 Minuten zentrigugiert. Der Uberstand wurde
wieder verworfen und der Waschschritt wiederholt. Es wurde zum dritten Mal der Uberstand
abgenommen und das Pellet an der Luft getrocknet. Es wurde gewartet bis das Pellet komplett
getrocknet war. Rulckstande von Ethanol beeintrdchtigen die Messung von RNA
Konzentrationen und die weitere Verwendung der RNA in anschlieenden Experimenten. Das
trockene Pellet wurde in 50 pl Elutionspuffer gelost. Fir die Isolierung aus Proben des Nucleus
accumbens wurde das High Pure RNA Isolation Kit von Roche verwendet. Es wurde nach
Angaben des Protokolls vorgegangen.

2.2.2.1.2 Reverse Transkription

Fir die reverse Transkription wird eine RNA-abh&ngige DNA-Polymerase eingesetzt. Sie dient
dazu DNA-Kopien eines RNA-Molekuls zu synthetisieren. Es wurde das RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit verwendet. Fir die reverse Transkription wurde 1 pg der isolierten RNA
aus Zellen mit einem 1yl Random Hexamer Primer versetzt und mit nukleasefreiem Wasser
auf 12 pl aufgefullt. Um Sekundéarstrukturen des RNA-Templates aufzuldsen, wurde der
Ansatz fir 5 Minuten auf 65°C erhitzt und anschlielend auf Eis abgekihlt. Daraufhin erfolgte
die Zugabe von 4 pl 5x Reaction Buffer, 1 pl RiboLock RNase Inhibitor (20U/pl), 2 pl 10 mM
dNTP Mix und 1 pl RevertAid M-MuLV RT (200 U/ul). Der Reaktionsansatz wurde zunachst
fur 5 Minuten bei 25°C und dann fir 60 Minuten bei 42°C inkubiert. Der Abbruch der Reaktion
erfolgte durch Erhitzen auf 70°C fir 5 Minuten. Nach einem Abkihlen auf 4°C wurde der
Reaktionsansatz bei -20°C gelagert. Es wurde davon ausgegangen, dass sich nun eine

aquivalente Menge an cDNA im Ansatz befand.
2.2.2.2 Konzentrationsbestimmung der Nukleinsaurelésungen

2.2.2.2.1 Konzentrationsbestimmungen am UV-Vis Spektrophotometer

Nukleinsduren absorbieren UV-Licht. Im Nanodrop wird die zu untersuchende Lésung mit UV-
Licht einer Wellenlange von 260 nm durchstrahlt und ein Photosensor misst die Gro3e der
austretenden Strahlung. Je groRer die Absorption der Losung desto gréRer die
Nukleinsaurekonzentration. Mithilfe des Lambert-Beer'schen Gesetzes lasst sich die Menge
des Lichtes in Relation zur Konzentration der Nukleinsduren setzen. Eine optische Dichte von

1 entspricht einer Nukleinsaurekonzentration von 50 pg/ml fir doppelstrangige DNA, 37 pg/ml
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fur einzelstrangige DNA und 40 pg/ml fur einzelstrangige RNA. Die Reinheit der
Nukleinsaureldsung lasst sich aus dem Absorptionsverhaltnis bei 260 und 280 nm bestimmen.

Fur proteinfreie Losungen liegt dieser bei 1,8-2,0.

2.2.2.2.2 Konzentrationsbestimmungen mit Qubit®

Die in 2.2.2.2.1 vorgestellte Konzentrationsbestimmung mittels UV-Spektrophotometer findet
zwar haufig Anwendung, ist aber oft ungenau. Die UV-Absorption kann nicht zwischen DNA,
RNA und Proteinen unterscheiden. Zudem werden die Werte durch andere Kontaminanten
wie Einzelnukleotide, Salze und organische Bestandteile beeinflusst. Auch ist das UV-
Spektrophotometer bei geringen DNA- bzw. RNA-Gehalten nicht sehr selektiv. Daher bietet
sich eine Methode an, die sich fluoreszierende Farbstoffe zu Nutze macht um Nukleinsauren
zu quantifizieren. Im Vergleich zur Konzentrationsbsetimmung mittels UV-Spektrophotometer
ist die fluorometrische Bestimmung durch ein Qubit selektiver, sensitiver und genauer. Einen
Uberblick zum Ablauf ist in Abb. 2.2.1 zu sehen.

from kit volume of 200 pL

= N
5 B Add Qubit® working |
Standards 10uL\ WUpL\ solution for a total .
W ‘@’ ~ ~

Vortex tubes
for 2-3 sec e

Incubate at room

temperature for
2 min [DNA, RNA)
Add Qubit® working ol 5imin{ protein}
u solution for a total :
Sel 1-20 uL\ 1-20 uL\ 1-20 uL\ volume of 200 pL Read tubes in

samples .@ .@ @ Qubit® Fluorometer

Abbildung 2.2.1: Ablauf Qubit®-Messung

2.2.2.3 Quantitative PCR (gPCR)

Mithilfe der real-time PCR lasst sich die Akkumulation von Amplifikationsprodukten bereits
wahrend der Reaktion nachvollziehen. Nutzt man die Methode zudem um die Menge der
anfanglich vorhandenen DNA-Kopien eines Zielgens zu bestimmen spricht man von einer
guantitativen PCR. Wahrend der Amplifikation ist durch Zugabe eines Fluoreszenzfarbstoffes,
wie z.B. SYBR-Green, die Detektion des PCR-Produkts méglich. Bei SYBR-Green handelt es
sich um ein fluoreszierendes Molekiil, welches sich unspezifisch in die kleine Furche
doppelstrangiger DNA einlagern kann. Eingelagerte Molekile kdnnen bei 498nm angeregt
werden und emittieren dann Licht einer Wellenlange von 522nm. Das Fluoreszenzsignal
verhalt sich hierbei proportional zur Menge an doppelstrangiger DNA, d.h. je mehr PCR-

Produkt amplifiziert wurde, desto starker ist das Fluoreszenzsignal.
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Die quantitative PCR der immediate early genes wurde mittels eines Step One Plus Real-
Time-PCR-Systems von Applied Biosciences durchgefihrt. In den wells einer 96-well
Titerplatte wurden zunachst 2l einer 5 ng/ul cDNA-Verdiinnung vorgelegt. Dazu wurden 8l
eines Mastermixes pipettiert. Dieser bestand pro well aus 2,6 pl dH20, 0,4 ul Primer-Mix und
5 ul 2x TaKaRa SYBR® Premix Ex Tag™ Il. SYBR® Premix Ex Tag™ Il von TaKaRa enthielt
Puffer, DNA-Polymerase, dNTPs, und den SYBR Green-Farbstoff. Mit Verwendung dieser
optimierten Losung sollte der Nachteil, dass sich SYBR Green unspezifisch in alle
doppelstrangigen DNA-Molekiile, also auch Artefakte, einlagert minimiert werden. Die
Titerplatte wurde mit einer Folie verschlossen, in das Step One Plus Real-Time-PCR-Systems

verbracht und das Programm gestartet (s.Tab.2.2.5).

Nach der Amplifikation wurde eine Schmelzkurve von 55-95°C mit einem Anstieg von 0,5°C
pro 30 s erstellt. Mithilfe der Schmelzkurve lasst sich feststellen ob nur das gewiinschte
Produkt oder auch Artefakte entstanden sind. An die PCR anschlieRend wurde ein
Amplifikationsplot erstellt. Dabei wird die Anzahl der Zyklen auf der x-Achse gegen die Starke
des Fluoreszenzsignals auf der y-Achse aufgetragen. Aus der Grundlage des bestehenden
Hintergrunds wird ein Schwellenwert fur das Signal der Proben berechnet. Der am Ende
angegebene Cr-Wert (engl. cycle threshold) gibt den Zyklus an, bei dem zum ersten Mal
ausreichend Produkt vorhanden ist um ein Signal zu erhalten, welches sich klar vom
Hintergrund unterscheidet. Auf diese Weise lassen sich die cDNA-Mengen aus
unterschiedlichen Proben miteinander vergleichen. Ein kleiner Cr-Wert sagt aus, dass nur
wenige Zyklen notwendig waren um den Grenzwert zu erreichen. Folglich muss in der Probe
zu Beginn bereits eine hohe Menge an zu untersuchender cDNA vorhanden gewesen sein. Ist
der Cr-Wert grol3, verhélt es sich genau gegenteilig. Allerdings ist zu beachten, dass es nicht
gewahrleistet ist, dass sich vor der Amplifikation gleiche Mengen an cDNA in den Reaktionen
befunden haben. Neben Mess- und Pipettierfehlern ist die Tatsache problematisch, dass eine
cDNA-Synthese unterschiedlich effizient verlaufen kann. Die Werte schwanken zwischen 5%
und 90%. Folglich erhalt man einen Hinweis zur Mindestmenge an mRNA im urspriinglichen
Ansatz, aber keinen genauen Wert. Bei der relativen Quantifizierung, welche in dieser Arbeit
angewendet wurde, wird versucht dieses Problem zu Iésen in dem man die Genexpression
eines Zielgens auf ein weiteres, konstant exprimiertes ,Haushaltsgen®, als internen Standard,
bezieht (Mdilhardt, 2013). Dieses Vorgehen nennt man Normalisierung der
Expressionsresultate. Nach der Normalisierung gegen das Haushaltsgen wurde dann noch ein
Kalibrator innerhalb der Proben festgelegt. Der Wert des Kalibrators wurde auf 1 gesetzt und
die Expression des Zielgens in den zu vergleichenden Proben relativ dazu bestimmt. Auf diese
Weise lasst sich eine Aussage dariber treffen ob die Expression eines Zielgens in einer Probe

im Vergleich zum Kalibrator zu- oder abnimmit.
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Fir jedes biologische Replikat wurde wie folgt verfahren. Zunachst wurde der Mittelwert der
CT-Werte aus allen positiven PCR-Laufen jeder Probe berechnet. War die
Standardabweichung schlechter als 5 % wurde der schlechteste Wert herausgenommen. Im
nachsten Schritt wurden die zu untersuchenden Gene Uber die Expression des Referenzgens
Gapdh normalisiert. Dazu wurde der Cr-Wert des Zielgens der verschiedenen Proben vom
entsprechenden Cr-Wert des Referenzgens subtrahiert. Dann wurde ein biologisches Replikat
der Gruppen ungestresste Kontrollen, Resiliente und Anfallige ausgewahlt, gegen den
kalibriert werden sollte. Aus praktischen Grinden wurden aus der Gruppe der ungestressten
Kontrollenn als Kalibrator ausgewahlt. Der AC+-Wert der Kalibratorprobe wurde fir jedes Gen
vom ACt-Wert der zu vergleichenden Proben abgezogen. Aus dem so gebildeten AACt-Wert
wurde abschlieRend die Potenz mit der Basis 2 gebildet. Der sich durch diese Berechnung
ergebende Zahlenwert gibt die relative Expression des einzelnen Zielgens normalisiert zu
dieser Kontrollprobe und dem Referenzgen Gapdh wieder. Die erhaltenen Werte wurden fir
die drei biologischen Replikate gemittelt.

Tabelle 2.2.2.1: Programm gPCR

Holding Stage Cycling Stage Melt Curve
95°C 94°C 60°C 72°C 60°C 95,5°C 20°C
30s 15s 30s 30s 15s 15s 10s

2.2.2.4 Arbeiten mit DNA
2.2.2.4.1 Extraktion genomischer DNS aus Ohrlochstanzen

Die Ohrstanzen wurden je Probe mit 200 ul Verdaupuffers und 25 pl Proteinase K
(Stammldésung 4 mg/ml) versetzt. Alle Proben wurden kurz gevortext. Dann wurden sie tUber
Nacht bei 56°C und 650 rpm auf einem Thermoblock mit Schittelfunktion inkubiert. Am
nachsten Morgen wurden die Proben erneut kurz gevortext und dann bei maximaler
Geschwindigkeit in einer Tischzentrifuge fir 10 Minuten zentrifugiert. 50 pl des Verdaus
wurden mit 100 ul dH20 1:3 verdiunnt. Dieser Schritt diente der Verdiinnung des enthaltenen
SDS, welches in der nachgeschalteten PCR storte. Die Verdiinnung wurde fir die PCR zur

Genotypisierung verwendet.

Tabelle 2.2.2.2.1: Zusammensetzung Verdaupuffer

1M Tris-Cl pH 8 3 ml
0,5M EDTA pH 8 400 pl
1M NacCl 6 ml
10% SDS 60 ul
dH.O 20,54
Total 30ml
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2.2.2.4.2 PCR zur Tsc2-Genotypisierung

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der Verfielfaltigung eines ausgewahlten DNA-
Bereiches. Zudem lassen sich durch entsprechendes Primerdesign auch Modifikationen wie
zum Beispiel Schnittstellen in den Verfielfaltigungen generieren. Eine PCR lasst sich
grundsatzlich in drei Schritte unterteilen. Im ersten Schritt, der Denaturierung, mussen die
DNA-Strange voneinander geldst werden. Dies geschieht durch Erhitzung auf 98°C. Beim
Annealing, dem zweiten Schritt, binden die Primer ihre jeweils komplementére Sequenz auf
den Matrizenstrangen. Die zu wahlende Temperatur ist dabei von den Eigenschaften der
Primer abhangig. Beim dritten Schritt, der Elongation bindet eine Polymerase an den Primer
und verlangert diesen an dessen 3"Ende komplementar zum gebundenen Matrizenstrang. Die
Dauer der Elongation richtet sich nach der Gréf3e des zu amplifizierenden DNA-Fragmentes,
wobei haufig von 1kb pro Minute ausgegangen wird. Die drei Schritte werden mehrfach
wiederholt. Dabei kommt es zu einer exponentiellen Zunahme des zu vervielfaltigenden
Fragments. Die Bestimmung der Schmelztemperaturen und damit indirekt der

Annealingtemperaturen fur die Primer erfolgt ndherungsweise nach der folgenden Formel:
(TM)=4x(G+C)+2x(A+T)

Es wurde ein Mastermix aus den in Tabelle 2.2.2.2.2 genannten Ingredienzien (auf3er DNA)
hergestellt. Von jeder DNA Probe wurden je 1 pl in ein 0,2 ml PCR-Reaktionsgefald vorgelegt.
Dann wurden je 24 ul des vorbereiteten Mastermixes hinzupipettiert und das Gemisch kurz

gevortext und zentrifigiert. AnschlieBend wurde eine PCR wie in Tabelle 2.2.2.2.3 angegeben

durchgeflhrt.

Tabelle 2.2.2.2.2: Zusammensetzung Ansatz der PCR zur Tsc2-Genotypisierung
H20 15 pl
10x Puffer 2,5 ul
MgCI2 1,5 ul
*10 mM dNTP 0,5 ul
*10 UM Primer 164 1l
*10 UM Primer 163 1l
*10 UM Primer 162 2 ul
Tag polymerase 0,5 ul
DNA 1l
Total
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Tabelle 2.2.2.2.3: Programm der PCR zur Genotypisierung von Tsc2

Schritt Temperatur (in °C) Dauer Kommentar
1 94 3 Minuten
2 94 30 Sekunden
3 62 30 Sekunden
4 72 30 Sekunden
5 Schritte 2-4, 35 mal
6 72 10 Minuten
7 4 halten
< N N\
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Abbildung 2.2.2: Beispielhafte Darstellung des Ergebnisses einer Gelelektrophorese einer Tsc2-Genotypisierung. Die
heterozygoten Tiere (Tsc2 +/-) zeigen neben einer Bande des wildtypischen Allels bei 86 bp eine weitere Bande bei 105 bp
auf. Diese Bande wird durch das mutierte Allel, bei dem eine Neomycin-Kassette in das zweite Exon des Tsc2 Gens eingefiigt
wurde, verursacht (Onda et al., 1999).
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2.2.2.4.3 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient dazu Nukleinsduren ihrer Grof3e entsprechend
aufzutrennen. Es wurde zunachst ein 2%-iges (w/v) Agarosegel gegossen. Hierfir wurden 6 g
Agarose in 400 ml 1x TAE, mittels Aufkochens, geldst und mit 8 pl Ethidiumbromidldsung
versetzt. AnschlieRend wurde eine adaquate Menge der Agaroseldsung in einen praparierten
Schlitten gegossen. Durch Einsetzen des geeigneten Probenkammes liel3 sich das Gel der
Anzahl der Proben entsprechend herrichten. Das Gel sollte nun fir ca. eine halbe Stunde
auspolymerisieren. Abhangig vom Volumen der aufzutragenden Probe wurde ihr Ladepuffer
beigefugt. Nach dem Auspolymerisieren des Agarosegels wurde dieses in die
Elektrophoresekammer Uberfihrt, sodass es mit 1XTAE (Laufpuffer) (s.Tab. 2.2.2.2.4 und
2.2.2.2.5) bedeckt war. Die Proben und ein Marker wurden in die Taschen pipettiert. Es wurde
entsprechend der GelgroRe fir ca. 20 Minuten eine Spannung von 150 bis 180 V angelegt.
Die negative Ladung der Nukleinsduremolekile fihrt dazu, dass diese zur Anode wandern.
Kleinere Molekile kénnen sich dabei schneller durch das Agarosegel bewegen als grof3e und
es kommt zur Auftrennung nach der GréRRe. Ethidiumbromid interkaliert in die grof3e Furche
der DNA. Dies fiihrt zu einer Anderung des Emissionsspektrums unter UV-Licht. Somit lassen

sich die Nukleinsdurebanden unter UV-Licht detektieren.

Tabelle 2.2.2.2.4: Rezept 50x TAE-Puffer

50x TAE 2429 Tris
18,69 EDTA
57,1ml Essigsaure(100%)
mit dest.H20 auf 1l auffillen

Tabelle 2.2.2.2.5: Rezept 1x TAE-Puffer

1x TAE 40 ml 50x TAE
mit dest.H20 auf 2| auffullen
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2.2.3 Histologische Methoden
2.2.3.1 Mikropréaparation gefrorener Hirnschnitte nach Palkovits

Die mit Stickstoff schockgefrorenen Gehirne wurden an einem Kryostaten geschnitten. Dafir
wurden die Gehirne mit TissueTek® auf dem Gewebehalter des Kryostats befestigt. Der Halter
mit dem Gewebeblock wurde im Kryostat so ausgerichtet, dass 100 um dicke Schnitte mit
vertikaler Schnittflihrung gemacht werden konnten. Wurde die zu untersuchende Zielregion
erreicht, wurde das Gewebe an der entsprechenden Stelle aus dem Schnitt herausgestanzt
(Palkovits, 1983). Die Stanzen wurden in eine vorgekihltes 1,5 ml Reaktionsgefal? tberfuhrt
und bis zur Lyse des Gewebes bei -80°C gelagert.

2.2.4 Verhaltensexperimente im Mausmodell
2.2.4.1 Induktion des chronisch sozialen Stresses
2.2.4.1.1 Chronic Social Defeat Paradigm

Um psychisch-sozialen Stress zu simulieren wie er beim Menschen entstehen kann,
verwenden wir fur unsere Mause das ,social defeat® Stressmodell (Golden et al. 2011). Die
Versuchsmaus (,intruder®) wurde in den ,home cage“ eines gréReren, starkeren und
aggressiveren CD1 Mannchens (,resident) gesetzt. Eine adulte mannliche Maus (,resident®)
verteidigte ihren Heimkéafig gegen die hinzugesetzte, zu untersuchende Maus (,intruder®).
Nach 15 Sekunden der Attacke wurde diese durch Trennung der Mause beendet, um
Verletzungen zu vermeiden. Die Versuchsmaus wurde, durch ein Gitter getrennt, 24 Stunden
im Kafig des ,resident” bleiben und in dieser Zeit weiterhin visuellen und olfaktorischen Kontakt
haben. Um Gewdhnungseffekten und damit einer Reduktion des Stresspegels
entgegenzuwirken, die durch die wiederholte Verwendung desselben ,resident-intruder®
Paares entstehen kdnnte, wurde die Versuchsmaus jeden Tag in den Kafig eines ihr
unbekannten ,residents” gesetzt. Die Prozedur wurde Uber 10 Tage hinweg taglich wiederholt,

um chronischen Stress zu induzieren.
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2.2.4.2 Sozialverhalten der Mause
2.2.4.2.1 Social Interaction (Sl) (2-chamber)

Jede Maus wurde in einer Arena (40 cm x 40 cm x 40 cm) mit einem zylindrischen
Drahtgittergehduse an einer Seite getestet. Gedimmte Beleuchtung (50 Lux) wurde verwendet,
da es haufig fir soziale Interaktionstests verwendet wird und die Maus durfte sich frei im Feld
bewegen. Jeder Test bestand aus 2 Sitzungen mit einer Dauer von 150 s. In der ersten Sitzung
war das Drahtgittergeh&use zunachst leer. Nach einer kurzen Pause von 30 s begann die
zweite Sitzung, in der eine der C57BL/6J Maus unbekannte CD1-Maus in das
Drahtgittergehause eingebracht wurde. Bei der Bewertung der longitudinalen Entwicklung des
sozialen Interaktionsverhaltens nach CSD-Stress mit Retesting wurden, um die Neuheit der
CD1-Méause gegeniiber C57BL/6J zu garantieren jeweils unterschiedliche Chargen von CD1-
Mausen zu jedem Zeitpunkt verwendet. Das Erkundungsverhalten der Mause wurde mit einer
Kamera (CCD) aufgezeichnet und mit der Video-Tracking-Software EthoVision XT (Noldus
Information Technology) analysiert. Die Zeit, die jede Maus in einem runden Bereich (8 cm
radial vom Netz) um das Gehause, definiert als Interaktionszone (l1Z), verbrachte, wurde
bestimmt und der Sl-Index wurde berechnet als: (Zeit der Maus in der Interaktionszone mit
CD-1 Maus) / (Zeit der Maus in der Interaktionszone ohne CD-1 Maus) multipliziert mit 100.
Scores < 100 wurden als Indikatoren fir soziales Vermeidungsverhalten interpretiert. Nach der
zweiten Sitzung wurde das Feld mit alkoholhaltigen Papiertichern gereinigt und die

Testsitzung wurde mit einer anderen Maus wiederholt.

Gittergehege (leer) Gittergehege (mit CD1 Maus)
/Interal-ctionszone /Interak'tionszone
T — L] L]
1 ] ] i
I 1 1 1
1 i \ 1
\ ! \ ]
AY i hY /
b F h N 1
~ ~
150 sec 150 sec

Abbildung 2.2.3: Schema des Social Interaction (SI) (2-chamber) Tests
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2.2.4.2.2 Social Novelty (SN)

Jede Maus wurde in eine Arena ( cm x cm) getestet. Die Arena war dabei in 3 gleich grof3e
Kompartimente unterteilt. In den &uf3eren Kompartimenten befand sich jeweils ein
zylindrischer Kéafig. Der Zugang zu den &uf3eren Bereichen wurde zunachst blockiert und die
Maus fur 5 Minuten zur Gewohnung in den mittleren Bereich gesetzt. Danach wurde die Maus
aus der Arena entnommen und die aul3eren Kompartimente gedffnet. Fir die erste Phase
wurde in einen der Zylinder eine unbekannte B6 Maus gesetzt. Der Zylinder auf der
gegenlberliegenden Seite verblieb leer. Die zu testende Maus wurde in die Arena gesetzt und
fur 10 Minuten getestet. Dabei wurde der Aufenthalt des Kopfes in einer definierten 1 cm Zone
um den Zylinder mittels EthoVision gemessen. Danach wurde die zu testende Maus erneut
aus der Arena genommen und die Arena fir die zweite Phase vorbereitet. Hierflir wurde eine
zweite unbekannte B6 Maus in den zuvor leeren Zylinder gesetzt. Die zu testende Maus wurde
erneut fir 10 Minuten in die Arena gesetzt und die Interaktionszeit mit der bereits bekannten
sowie der unbekannten Maus gemessen. Nach Abschluss wurden alle Mause enthommen, in

ihre Kafige zuriickgesetzt und die Arena fur die nachste Testmaus gereinigt und vorbereitet.
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2.2.4.3 Angstverhalten der Mause
2.2.4.3.1 Elevated Plus Maze (EPM)

Es handelt sich hierbei um ein plusférmiges, erhdhtes Areal (40 cm Uber dem Boden), das
zwei offene und zwei geschlossene Arme (mit Umrandung von 15 cm) der Flache 30 x 5 cm
aufweist, die Uber eine Zentralflache von 5 x 5 cm miteinander verbunden sind. Die Maus
wurde einmalig in das zentrale Areal gesetzt und fir 5 Minuten mittels eines
Videouberwachungssystems in ihnrem Verhalten aufgezeichnet. Es wurden die Verweildauer,
Laufstrecke und Haufigkeit des Betretens der offenen Arme im Vergleich zu den
geschlossenen Armen ausgewertet. Der Test ermoglicht Aussagen dber den
Angstlichkeitszustand der Maus.

Abbildung 2.2.4: Schema des Elevated Plus Maze Tests

2.2.4.3.2 Open Field (OF)

Die Maus wurde einmalig in die Ecke einer Apparatur mit quadratischer Arena (40 x 40 x
40cm) gesetzt und ihre Bewegungen fur 10 Minuten mithilfe  eines
Videoliberwachungssystems aufgezeichnet. Ausgewertet wurden die zurlickgelegte
Laufstrecke, Verweildauer, Geschwindigkeit und die verbrachte Zeit in einer festgelegten
zentralen und aulReren Zone. Der Test erlaubt Aussagen lber das lokomotorische Verhalten

und den Angstzustand der Maus. Der Test wurde bei 150 lux durchgefuhrt.
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2.2.4.4 Testung der Gedachtnisleistung
2.2.4.4.1 24 hour Novel Object Recognition Task (24 h NORT)

Fur die erste Probenphase des Novel Object Recognition Test (NORT) wurden Mause in eine
Arena (40 cm breit x 40 cm tief x 40 cm hoch) gesetzt und ihnen wurden zwei identische
Objekte prasentiert. Die Méause durften die Arena und die Gegenstdnde 5 Minuten lang
erkunden, bevor sie sie fur ein 24-Stunden-Intervall in ihrem Heimatkéafig verbracht wurden.
Am nachsten Tag wurde den Mausen wurde dann eine zweite 5-minitige Trainingsphase
gegeben. Nach der zweiten Probenphase wurden die Mause wieder in ihren Heimkéafig
zurtickgebracht und verblieben dort bis zum nachsten Tag. In der Testphase am dritten Tag
wurde eines der Items durch ein neuartiges Objekt ersetzt. In der Testphase wurde das
Verhalten von Mausen mit einer Kamera (CCD) aufgezeichnet. Die Testphase dauerte 10
Minuten. Die Positionen der Objekte und das Objekt, das durch den neuartigen Gegenstand
ersetzt wurde, wurde zwischen den einzelnen Gruppen ausgeglichen, sodass es nicht zu
Fehlinterpretationen aufgrund von Praferenzen kommen konnte. Die Videos wurden mit
BORIS v. 6.3.9 analysiert und Zeit zum Erkunden beider Objekte wurde bestimmt. Der
Diskriminierungsindex (DI) wurde berechnet als (Zeit unbekanntes Objekt) — (Zeit bekanntes
Objekt) / (Zeit unbekanntes Objekt + Zeit bekanntes Objekt). Bei der Analyse der
longitudinalen Entwicklung der Kognition mit wiederholter Testung wurden, um die Neuheit der

Objekte fur die Mause zu jedem Zeitpunkt zu garantieren, unterschiedliche Objektpaare

verwendet.
Trainingsphase Trainingsphase Testphase
Tag 1 Tag 2 Tag 3
: O 0 , 5
& (% &
iz Ej — B 6 _ il

Abbildung 2.2.5: Schema des 24h NORT
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2.2.4.4.2 Y-Maze

Der YM-Test wird verwendet, um kognitive Defizite in KO-Mausen zu quantifizieren. Der Test
erfolgte in einem Y-formigen Labyrinth mit drei schwarzen, opaken Plastikarmen die in einem
Winkel von 120 ° zueinander standen. Die Maus wurde einmalig in einen der drei Arme gesetzt
und fur 10 min mittels eines Videouberwachungssystems in ihrem Verhalten aufgezeichnet.
Wahrend der 10 min durfte die Maus alle drei Arme frei erforschen. Typischerweise erforschen
Mause neue Umgebungen und bevorzugen aus dieser Bereitschaft heraus einen neuen Arm
des Labyrinths, anstatt in den Arm zurtickzukehren, der zuvor schon besucht wurde. Die Maus
muss sich also erinnern, welcher Arm des Labyrinths zuvor schon erkundet wurde und
entscheiden, welcher Arm als nachstes besucht wird. Die spontanen Richtungswechsel, die
binnen der 10-minitigen Testphase von der Maus getatigt werden, werden in Prozent

angegeben.
2.2.4.5 generelles Wohlbefinden und natirliche Verhaltensweisen
2.2.4.5.1 Grooming

Grooming also Selbstpflegeverhalten ist in vielen Spezies weit verbreitet und dient der Hygiene
und Pflege der Kérperoberflache. Bei Nagern lasst sich vor allem ein cephalocaudaler Ablauf
(Pfoten lecken — Nasen und Gesichtswasche — Korperwdsche — Schwanz- und
Genitalwdsche) erkennen. Es kann aber auch anderen Funktionen wie z.B. Stimulation der
Haut, Thermoregulation, Chemokommunikation, sozialer Interaktion und Arousal dienen und
kann mit Stress assoziiert sein. Stress fuhrt dabei zu einem erhdhten Putzverhalten und die
Art des Stresses beeinflusst das Muster des Putzverhaltens. Bei Mausen mit einem
autistischen Phanotyp lassen sich starke repetitive Verhaltensweisen durch das Grooming
erkennen. Die Mause wurden fir maximal 15 Minuten in eine durchsichtige Glasvase (9-11 cm
Durchmesser und 20-23 cm HOhe) gesetzt. Aufgrund der eingeschrankten
Explorationsmoglichkeiten (geringer Platz und keine Objekte), wird das Selbstpflegeverhalten
der Mause begulnstigt. Damit die Maus in ihrem Verhalten nicht gestort wurde, positionierte
sich der Experimentator in einem Abstand von ca. 2 m und maf3 die Zeit, die die Maus mit
Selbstpflege verbrachte und inwieweit unterschiedliche Putzablaufe gegeben waren.
Zusatzlich zur direkten Auswertung wurde das Verhalten noch von seitlich der Vase
positionierten Videolberwachungssystemen aufgenommen. Der Test wurde bei einer

Lichtstarke von 100 Lux durchgefihrt.
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2.2.4.5.2 Nest Building

Fir kleine Nagetiere sind Nester wichtig fur die Konservierung der Korpertemperatur, bei der
Aufzucht der Jungen und Schutz vor Fressfeinden (Deacon et al., 2006). Der Nestbau kann
somit Rickschliisse auf das Wohlergehen und die Gesundheit der Tiere geben. Fir das
Experiment wurden zunéchst alle Anreicherungsgegenstdnde aus den Kafigen der zu
analysierenden Mause entfernt. Etwa eine Stunde vor Beginn der Dunkelphase wurden den
einzeln sitzenden Mausen je ein Nestlet in den Kafig gelegt. Die Nestlets wurden vorher
gewogen und das Gewicht jeden einzelnen Nestlets wurde dokumentiert. Ein Nestlet sollte ca.
2-3g wiegen. Am nachsten Tag wurden die Nester anhand einer Bewertungsskala von 1 bis 5
bewertet, wobei Score 1 einem Nest zugeordent wird, bei dem das Nestlet noch mehr als 90%
intakt war. Score 5 wurde vergeben, wenn mehr als 90% des Nestlets verwendet wurde
(Deacon et al., 2006). Ebenso wurden die nicht verwendeten Nestletreste erneut gewogen,
um das Gewicht mit dem Ausgangswert vergleichen und die Menge an verarbeitetem Nestlet

bestimmen zu kénnen
2.2.4.6 Analyse von depressivem Verhalten
2.2.4.6.1 Sucrose Preference

Der Sucrose Preference Test nutzt die von Natur aus gegebene Praferenz von Nagetieren fiir
SiuRes. Man nimmt dabei an, dass der Verzehr der StiRigkeiten dabei proportional zur Freude
ist, welche das Tier durch den Verzehr empfindet (Hoffmann 2016). Bei diesem Test wird daher
die Menge an einer siuf3-schmeckenden Losung, die Uber einen bestimmte Zeitraum
konsumiert wird gemessen. Die sif3e Zuckerlésung ist dabei frei verfligbar und es bedarf
keiner besonderen Anstrengung von Seiten des Tieres. Man kann daher annehmen, dass der
Konsum der Zuckerlésung den reinen Grad an hedonischer Freude widerspiegelt, welchen
das Tier empfinden kann. Fir den Test wurden zwei Flaschen verwendet, wobei eine der
Flaschen eine Zuckerldsung beinhaltet und die andere nur Wasser. Bei Sucroseldsungen

werden in der Regel Konzentrationen von 0,5-2% verwendet.

Die Tiere durchliefen zunachst eine Gewdhnungsphase. Dabei wurden den Tieren 2
Trinkflaschen dargeboten, von denen Eine eine 2,5%-ige Sucroseldsung enthielt und die
Andere gewdhliches Trinkwasser. Um Préferenzen des Tieres fir eine Seite auszugleichen
wurde die Position der Flaschen taglich getauscht. Am dritten Tag begann die Testphase, bei
der die Aufnahme von Zuckerldsung bzw. Wasser dokumentiert wird. Hierfir wurden die
Flaschen um 8:00 Uhr entnommen, aufgefillt, gewogen und anschlieRend wieder im Kafig
platziert. Um 17:00, vor Beginn der Dunkelphase, wurde die Position der Flaschen getauscht.
Am Morgen des vierten Tages wurden die Trinkflaschen erneut gewogen und die Aufnahme

von Zuckerlésung und Wasser berechnet.
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2.2.4.6.2 Tail Suspension

Der Tail Suspension Test basiert auf der Tatsache, dass Tiere, die einem kurzzeitigen,
unausweichlichen Stress durch Hangen am Schwanz ausgesetzt sind, eine unbewegliche
Haltung einnehmen (Cryan et al. 2005). Dabei lassen sich aufgrund der Zeit, die vergeht bis
die Maus immobiles Verhalten zeigt, bzw. die Gesamtdauer des immobilen Verhaltens tber

einen definierten Zeitraum Aussagen zu depressivem Verhalten treffen.

Die Mause wurden fur je 6 min mit Leukosilk am Schwanz héngend an einer Metallwand fixiert
und das Verhalten mit einer Videokamera dokumentiert und spéater mithilfe von EthoVision XT
analysiert. Mithilfe des Videos wurde spéter die Dauer der Bewegungslosigkeit gemessen. Als
bewegungslos wurde die Zeitspanne definiert, in der die Maus sich nicht aktiv bewegt. Passive
leichte Pendelbewegungennach einer Phase mit starker Aktivitat wurde dabei ebenfalls als
bewegungslos definiert.

2.2.5 Proteinbiochemische Methoden
2.2.5.1 Herstellung von Proteinlysaten

Das Gewebe wurde mit einem Pistill in Lysepuffer (s. Tab. 2.2.5.1, 250 pl/ 5mg Gewebe)
zerkleinert und fur 2 h bei 4°C und 900 rpm inkubiert. Das Gemisch wurde auf eine
QIlAshredder Saule pipettiert und bei 12000 g fur 2 Minuten zentrifugiert. Das Lysat wurde
anschliel3end bei -20°C gelagert. Zellen wurden durch Zugabe von 50 — 100 pl Lysepuffer und
anschlieendem Hoch- und Runterpipettieren lysiert und das Gemisch direkt im Anschluss auf
die QlAshredder Saule geladen und ebnefalls bei 12000 g fur 2 Minuten zentrifugiert. Auch
hier wurde das Lysat bei -20°C gelagert.

Tabelle 2.2.5.1: Rezept Lysepuffer

Magic Mix 2x (10 ml) 4,8 g Harnstoff
150 pl 1M Tris pH 7,5
0,87 ml Glycerin
1 ml 10 % SDS
Protease inhibitor
Phosphatase inhibitor
vor Verwendung hinzugegeben 1% 3-Mercaptoethanol
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2.2.5.2 SDS-PAGE

Im Gegensatz zur Agarosegelelektrophorese werden bei der SDS-PAGE (sodium
dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis) keine Nukleinsaurefragmente untersucht,
sondern Proteine. Die Auftrennung der Proteine geschieht hierbei in einem Polyacrylamidgel
innerhalb eines elektrischen Feldes. Die Polymerbildung des Acrylamids wird durch Zugabe
von Ammoniumperoxidisulfat (APS) und TEMED erreicht. Der Anteil des Acrylamids bestimmt
die PorengréfRe des Gels und so die Trennféahigkeit. Natriumdodecylsufat ist ein anionisches
Tensid, welches sich an die Proteine anlagert. Seine negative Ladung ermdglicht es ihm die
Eigenladung der Aminosauren der Proteine zu Uberlagern. Die Absto3ung der negativen
Ladungen des Natriumdocecylsulfates und ein Aufkochen bei 100°C flihren zu einer
Linearisierung der Proteine. Je langer die Aminosaurekette ist, desto mehr SDS-Molekile
kénnen sich an sie anlagern. Die Moleklilmasse ist also proportional zur Kettenlé&nge.

Die Gele bestanden aus einem Teil, welcher zum Auftrennen der Proteine gedacht war und
einem Teil in welchem sich die Proteine zunachst sammeln sollten. Das Trenngel hatte dabei
einen Acrylamidgehalt von 10% und das Sammelgel einen Acrylamidgehalt von 4%. Die im
Sammelgel entstehenden Poren sind relativ grofl3 und der unterschiedliche pH-Wert von Trenn-
und Sammelgel fuhrt dazu, dass sich die Proteine an der Phasengrenze zunéchst sammein.
Die Gele enthielten jeweils SDS-, APS- und TEMED. Beim GieRen wurden zunachst das
Trenngel bis 2 cm unter den Rand der kurzen Glasplatte gegossen und mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach 30-minltiger Wartezeit wurde das Isopropanol entfernt und das
Sammelgel auf das Trenngel gegossen. Es wurde bis zum Rand gegossen und schlie3lich der
Probenkamm eingesetzt. Nach vollstandigem Auspolymerisieren wurde das Gel in die
Elektrophoresevorrichtung eingesetzt und der Tank mit 1x Laufpuffer bis zur entsprechenden
Markierung aufgefullt. Das Gel wurde flr 10 Minuten bei 100 V "vorlaufen" gelassen. Die
Proben wurden vor dem Auftragen fur 5 Minuten bei 95°C gekocht. Neben den Proben wurde

8 ul PageRuler Prestained Protein Ladder als Marker aufgetragen.

Tabelle 2.2.5.2.1: Rezept APS

10 % APS (10 ml) 3 g Ammoniumpersulfat
9 ml dH.O

Tabelle 2.2.5.2.2: Rezept 0,5 M Tris pH 6,8

0,5 M Tris pH 6,8 (500ml) 30,7259 Tris
Auf 500 ml mit dH,O (pH mit konzentrierter
HCI eingestellt)
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Tabelle 2.2.5.2.3: Rezept 1,5 M Tris pH 8,8

1,5 M Tris pH 8,8 (500ml) 90,825 g Tris
Auf 500 ml mit dH2O (pH mit konzentrierter
HCI eingestellt)

Tabelle 2.2.5.2.4: Rezept Laufpuffer

Laufpuffer (1) 3 g Tris
14,4 g Glycin
19 SDS
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2.2.5.3 Western Blot

Der Western-Blot dient der Ubertragung von bei einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteinen auf
eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran. Aufgrund eines senkrecht zum Polyacrylamidgel
verlaufenden, angelegten elektrischen Feldes wandern die Proteine auf die Membran und
haften dort aufgrund hydrophober Wechselwirkungen fest. Das Muster der zuvor erhaltenen
elektrophoretischen Auftrennung bleibt erhalten. Das SDS wird durch das im Transferpuffer
enthaltene Methanol weggewaschen, eine vollstandige Riickfaltung der Proteine in eine native
Form ist aber nur bedingt méglich. Dies verursacht haufig Probleme bei der Erkennung durch
AK.

Fir den Blot wurde eine PVDF-Membran und 2 Stiicke Whatmanpapier auf die Grol3e einer
shortplate zurechtgeschnitten. Die PVDF-Membran wurde fir 2 Minuten in 60% Methanol
aktiviert und dann in Transferpuffer Uberfuhrt. Alternativ wurden zur direkten Verwendung
praparierte Membranen von BioRad verwendet. Geblottet wurde fir 30 Minuten bei 25 V in

einem Trans-Blot Turbo Transfer System.

2.2.5.4 Immunofarbung des Western Blot

Proteine, die mittels Westernblot auf eine Membran Ubertragen wurden, lassen sich mittels
Immunfarbung detektieren. Dabei bindet zunachst ein antigenspezifischer primérer Antikorper
an ein Epitop des gesuchten Proteins. Der sekundare Antikdrper ist gegen Epitope im FC-Teil
des primaren Antikorpers gerichtet. Der sekundére Antikorper ist meist mit einem Enzym, wie
der Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert. Diese setzt Luminol in einer
Chemolumineszenzreaktion um. Das entstehende Licht lasst sich dann mithilfe eines
Kamerasystems detektieren. Um freie Bindungsstellen der Membran zu blockieren wurden
diese durch Blocken in 5%-iger Milchpulver-PBS-Tween-Lésung oder 2%iger BSA-PBS-
Tween-Losung abgesattigt. Geblockt wurde fur 1h. Der primare Antikbrper wurde in 1x
Blockinglésung entsprechend verdiinnt. Die Membran wurde in einem Falcon mit der
Antikodrperlésung inkubiert. Die Inkubation erfolgte bei 4°C tber Nacht auf einem Rollschiittler.
Am néachsten Morgen wurde die Antikdrperlésung abgezogen. Die Membran wurde 3 x 10
Minuten in PBS-Tween gewaschen. Anschliel3end erfolgte die Inkubation mit dem sekundaren
HRP (horse radish peroxidase) -gekoppelten Antikdrper fur 1h bei RT. Die Antikdrperldsung
wurde entfernt und die PVDF-Membran 3 x 10 Minuten in PBS-Tween gewaschen. Der
Nachweis wurde mithilfe des Chemilumineszenzkits gefiihrt. Dabei setzt die an den
sekundaren Antikorper gebundene HRP das Luminol oxidativ um, wobei Licht emittiert wird.
Dieses lasst sich mit einer Kamera detektieren. Die Belichtungszeit betrug je nach Intensitéat

des Lichtsignals zwischen 1 s und 6 Minuten.
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3 Ergebnisse

3.1 Longitudinale Verhaltensanalyse bei C56BL6/JRj nach chronisch sozialem
Stress (CSS)

Um die Auswirkungen von CSD auf das Sozialverhalten und die Kognition im Laufe der Zeit
zu untersuchen, wurden verschiedene Gruppen von Testmausen dem Paradigma des
chronisch sozialen Stresses ausgesetzt (s. 2.2.4.1.1) und das Sozialverhalten in einem SI-
Test (s. 2.2.4.2.1) entweder 24 h (T1) oder 7 Tage (T2) oder 21 Tage (T3) nach der
Beendigung des Stresspardigmas analysiert. Zur Testung der Kognition wurden die Mause
wie beschrieben in einem 24 h NORT (s. 2.2.4.4.1) getestet. Der 24 h NORT wurde jeweils an
den Folgetagen nach Testung der sozialen Interaktion durchgefuhrt. Um Fehler, welche durch
das erneute Testen entstehen zu vermeiden, wurden zunachst verschiedene Mausgruppen fur

die verschiedenen Zeitpunkte verwendet.

3.1.1 Verhaltensanalysen in C57BL/JR]j zu unterschiedlichen Zeitpunkten
3.1.1.1 Sozialverhalten und Gedachtnisleistung 24 Stunden nach CSS

Der SI-Test (T1) ergab eine signifikante Abnahme der sozialen Interaktion mit dem Aggressor
fur die gestresste Gruppe (Abb. 3.1.1.1 a), die frihere Ergebnisse unterstitzt (Berton et al.
2006; Krishnan et al., 2007; Buwalda et al., 2005; von Freijtag et al., 2000; Meerlo et al., 1996).
Das Gruppenverhalten beim NORT zum ersten Zeitpunkt T1 zeigte hingegen keine kognitiven
Abweichungen (Abb. 3.1.1.1 b).
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Abbildung 3.1.1.1: a Ergebnis der Untersuchung der sozialen Interaktion 24 Stunden nach Beendigung des
Stressparadigmas. nicht-gestresst n = 28, gestresst n = 48. Die Signifikanz wurde mit einem ungepaarten t Test mit Welch'’s
correction bestimmt. Nicht-gestresst vs. gestresst p=0.0020 b Ergebnis der Untersuchung der Gedachtniskonsolidierung 2-
4 Tage nach Beendigung des Stresspardigmas. nicht-gestresst n = 28, gestresst n = 48. Die Signifikanz wurde mit einem
ungepaartem t Test mit Welch’s correction bestimmt. Nicht-gestresst vs. Gestresst p=0.6979; c Objektexplorationszeit T1 p
=0.1641, ungepaarter t-test mit Welch’s correction * p < 0.05, ** p <0.01, ***p<0.001.
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3.1.1.2 Sozialverhalten und Gedachtnisleistung 7 Tage nach CSS

Zum zweiten Zeitpunkt (T2) zeigten sowohl der SI-Test (Abb. 3.1.1.2 a), als auch auch der
NORT (Abb. 3.1.1.2 b) signifikante Unterschiede zwischen gestressten und nicht-gestressten
Kontroliméusen auf. Die Explorationszeiten beim NORT waren dabei in beiden Gruppen
ahnlich. Eine Reduzierung der Explorationszeit aufgrund einer, wie bei Tsai et al. vermuteten,

verringerten Explorationsmotivation erklart die Unterschiede somit nicht (Tsai et al., 2009).
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Abbildung 1.1.1.2: a Ergebnis der Untersuchung der sozialen Interaktion 7 Tage nach Beendigung des Stresspardigmas.
nicht-gestresst n = 12, gestresst n = 44. Die Signifikanz wurde mit einem ungepaarten t Test mit Welch’s correction bestimmt.
Nicht-gestresst vs. gestresst p=0.0089. b Ergebnis der Untersuchung der Gedachtniskonsolidierung 8 -10 Tage nach
Beendigung des Stresspardigmas. nicht-gestresst n = 12, gestresst n = 44 Die Signifikanz wurde mit einem Mann-Whitney
Test bestimmt. Nicht-gestresst vs. gestresst p=0.0197 . ¢ Objektexplorationszeit T2 p = 0.5838, ungepaarter t-Test mit

Welch'’s correction; * p < 0.05, ** p <0.01, ***p<0.001.
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3.1.1.3 Sozialverhalten und Gedachtnisleistung 3 Wochen nach CSS

Zum dritten Zeitpunkt zeigte der Sl Test eine leichte soziale Vermeidung der gestressten
Mause im Vergleich zur nicht-gestressten Kontrollgruppe. Der Unterschied zwischen den
Gruppen war jedoch nicht signifikant (Abb 3.1.1.3.1 a). Allerdings zeigte sich, dass die
Kontrollgruppe im Vergleich zu den friheren Zeitpunkten tendenziell schwéacher abschnitt.
Dies lasst auf motivationale Unterschiede in dieser Gruppe, im Vergleich zu den
Kontrollgruppen der anderen Zeitpunkte, hindeuten. Auch der NORT zeigte zum Zeitpunkt T3
keinen signifikanten Unterschied zwischen Stress- und Kontrollgruppe (Abb. 3.1.1.3 b). Dies
deutet auf eine Erholung des stressinduzierten Phanotyps zwischen den Zeitpunkten T2 und
T3 hin. Vergleicht man das Abschneiden der Stressgruppen in der sozialen Interaktion zu den
drei unterschiedlichen Zeitpunkten T1 bis T3, zeigte sich kein signifikanter Unterschied (Abb.
3.1.1.3.2 a). Dies zeigt eine Beeintrachtigung der sozialen Interaktion bei den gestressten
Tieren zu allen untersuchten Zeitpunkten. Die relative Verteilung von Resilienten und
Anfalligen zeigte, dass der Anteil an Resilienten zum Zeitpunkt T3 im Vergleich zu den anderen
beiden Zeitpunkten leicht anstieg (Abb. 3.1.1.3.3). Der Anstieg war jedoch nicht signifikant.
Der Vergleich des Abschneidens der Stressgruppen im NORT offenbarte einen signifikanten
Unterschied der Verteilung des Zeitpunktes T2 sowohl zu der des Zeitpunktes T1 als auch der
des Zeitpunktes T3 (Abb. 3.1.1.3.2 b). T2 zeigte dabei eine signifikante Reduzierung der
kognitiven Fahigkeiten. Die signifikante Erh6hung zum Zeitpunkt T3 deutete auf eine Erholung
hin.
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Abbildung 3.1.1.3.1: a Ergebnis der Untersuchung der sozialen Interaktion 21 Tage nach Beendigung des Stresspardigmas.
nicht-gestresst n = 11, gestresst n = 44. Die Signifikanz wurde mit einem Mann Whitney Test bestimmt. Nicht-gestresst vs.
gestresst p=0.2142 b Ergebnis der Untersuchung der Gedachtniskonsolidierung 22-24 Tage nach Beendigung des
Stresspardigmas. nicht-gestresst n = 11, gestresst n = 44. Die Signifikanz wurde mit einem Mann-Whitney Test bestimmt.
Nicht-gestresst vs. Gestresst p=0.4828; c Objektexplorationszeit T3 p = 0.7836, ungepaarter t-Test mit Welch’s correction *
p < 0.05, ** p < 0.01, ***p<0.001
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Abbildung 3.1.1.3.2: a Direkter Vergleich der Sl Ergebnisse der gestressten Mause zu allen drei Zeitpunkten. S| Werte der

gestressten Mause im direkten Vergleich zeigen keine signifikanten Unterschiede. Dies ldsst auf ein konstantes Level an
sozialer Vermeidung schlieBen (T1 vs.2 p = 0.9217, T1 vs. 3 p = 0.4893, T2 vs. T3 p = >0.9999, 1-way ANOVA mit Bonferroni
post hoc Test) b Direkter Vergleich der NORT Ergebnisse der gestressten Mause zu allen drei Zeitpunkten. Die DI Werte
von gestressten Mdusen im direkten Vergleich zeigten einen signifikanten Abfall kognitiver Fahigkeiten zum Zeitpunkt T2 und
voller Rehabilitierung zum Zeitpunkt T3 (T1 vs.2 p = 0.0049, T1 vs. 3 p >0.9999, T2 vs. T3 p = 0.0083, Kruskal-Wallis test and
Dunn’s post hoc test). * p <0.05, ** p <0.01, ***p<0.001
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Abbildung 3.1.1.3.3: Relative Verteilung der Resilienten und der stressanfilligen Tiere innerhalb der Stressgruppe zu den
verschiedenen Zeitpunkten T1 (a), T2 (b) und T3 (c).
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3.1.1.4 Korrelationsanalyse der Verhaltensdoméanen Sozialverhalten und

Gedachtnisleistung zu unterschiedlichen Zeitpunkten

Als nachstes sollte untersucht werden, ob die Beeintrachtigung des SI mit dem Abfall der
Objekterkennung zum  T2-Zeitpunkt korreliert. Dabei konnte fiur alle Tiere
zusammengenommen, keine signifikante Gesamtkorrelation zwischen den beiden
Verhaltensdomanen beobachtet werden (s. Abb. 3.1.1.4). Dariiber hinaus zeigte auch die
Berechnung von Pearson r sowohl fur Kontroll- als auch gestresste Tiere getrennt keinen
signifikanten Zusammenhang zwischen SI- und DI-Scores. Dies war auch zu den anderen
Zeitpunkten der Fall (s. Abb. 6.1.1 im Anhang).
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Abbildung 3.1.1.4: Korrelationsanalyse der Verhaltensdoméanen Sozialverhalten und Gedachtnisleistung zum Zeitpunkt T2.
nicht-gestresst r =-0.4457 p = 0.1464, gestresst r =-0.1546 p = 0.3163, Pearson r

3.1.2 Individuelle Verhaltensanalyse von C57BL6/JRj Mausen bei wiederholter Testung
zu verschiedenen Zeitpunkten nach CSS

3.1.2.1 Individuelle Analyse des Sozialverhaltens

Es konnte gezeigt werden, dass die BeeintrAchtigung der sozialen Interaktion in
verschiedenen Mausgruppen 1 Tag, 7 Tage und 3 Wochen nach Beendigung der
Stressprozedur zu finden war. Im néchsten Schritt sollte nun untersucht werden wie sich
dieses Verhalten in einzelnen Tieren Uber die Zeit hinweg entwickelt. Hierfir wurde eine
Gruppe von Méausen zu verschiedenen Zeitpunkten wiederholt sowohl im Sl als auch im NORT
getestet. Die Tiere wurden 7 Tage (T2), 21 Tage (T3) und 42 Tage (T4) nach Beendigung der

Stressprozedur getestet. Das wiederholte Testen erlaubte uns nicht nur die Verhaltensverlaufe
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einzelner Tiere nachzuverfolgen, sondern auch Variabilitat zwischen den einzelnen Individuen
statistisch zu modellieren und Effekte durch den Vergleich unterschiedlicher Mausgruppen
auszuschlie3en. Die Ergebnisse zeigten, dass das wiederholte Testen das Interesse der
Mause an der Interaktion mit der CD-1 Maus reduzierte (Abb. 3.1.2.1 a). Dieser Effekt war
sowohl fur nicht-gestresste Kontrolltiere als auch fur gestresste Tiere zu sehen. In der Literatur
wurde flr verschiedene Tests bereits gezeigt, dass insbesondere Mause des Stammes
C57BL/6J ein verandertes Verhalten im Test zeigen, abhangig davon ob sie naiv fir diesen
sind oder ihn zuvor schon im selben Test getestet wurden. Die Erfahrungen, welche die Tiere
in den Tests machen, haben substanzielle Auswirkungen auf das Verhalten. Dies zeigt sich
vor allem durch die Reduzierung der explorativen Aktivitat. Diese bereits gesammelten
Erfahrungen sollten bei der Beurteilung nachfolgender Tests immer beachtet werden (Voikar
et al., 2004). Im Hinblick auf die longitudinalen Anderungen der SI-Scores in gestressten und
nicht gestressten Tieren zeigte sich sowohl bei den nicht-gestressten als auch den gestressten
Tieren ein Abfall im Abschneiden zum Zeitpunkt T3 im Vergleich zu T2 (Abb. 3.1.2.1 a und b).
Fur die Kontrollgruppe zeigte sich dieser Effekt auch zu Zeitpunkt T4 im Vergleich mit T2.
Interessanterweise ergab die Auswertung der Daten der gestressten Gruppe zum Zeitpunkt
T4 eine leichte Erholung (Abb. 3.1.2.1 b). Dies fiihrte zu einer Extinktion des signifikanten
Unterschiedes zwischen nicht-gestresster Gruppe und gestresster Gruppe, welcher zu den
Zeitpunkten T2 und T3 beobachtet werden konnte. Die longitudinalen Verlaufe aller
gestressten Tiere waren ziemlich instabil und heterogen. Um einen genaueren Blick auf das
individuelle Verhalten zu werfen, wurden die finf Tiere mit den héchsten Werten und die funf
Tiere mit den niedrigsten Werten im Sl Test zum Zeitpunkt T2 ausgewahlt und diese weiter
untersucht (Abb. 3.1.2.2). Fir sie wurde das Abschneiden zu den einzelnen Zeitpunkten in
Graphen dargestellt. Die Werte bei drei der zum Zeitpunkt T2 flinf Besten waren zum Zeitpunkt
T4 unter 100 (3.1.2.2. a). Zwei der Tiere (6446, 6483) wiesen weiterhin einen &hnlich guten,
wenn nicht sogar besseren Wert auf (6446). Alle Tiere wiesen niedrigere Werte zum Zeitpunkt
T3 im Vergleich zu T2 auf. Bei Dreien kam es dann noch einmal zu einem weiteren Abfall zum
Zeitpunkt T4 (6475, 6476, 6482). Im Gegensatz dazu zeigten von den finf Schlechtesten alle,
abgesehen von Tier 6455, eine Verbesserung des Sl-Wertes vom Zeitpunkt T2 bis zum
Zeitpunkt T4 (Abb.3.1.2.2 b). Zwei (Tiere 6459 und 6485) von funf Tieren erreichten sogar
einen Wert Uber 100 zum Zeitpunkt T4. Die Werte der anderenTiere blieben unter 100 und
wiesen damit auf ein immer noch beeintrachtigtes Verhalten hin. In Ubereinstimmung mit der
Literatur wurden Tiere mit Werten Uber 100 als Resiliente klassifiziert (Chaudhury et al. 2013).
Drei der Tiere (6455, 6485, 6488) mit SI Werten tber 100 erreichten zunachst jeweils die

hochsten Werte zum Zeitpunkt T2, bevor es zum Zeitpunkt T4 wieder zu einer Abnahme kam.
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Abbildung 3.1.2.1.1: a Wiederholte Testung des Sozialverhaltens zu den Zeitpunkten T2-T4 von nicht-gestressten und
gestressten tieren T2 p = 0.0026, T3 p = 0.0045, T4 p = 0.7145, 2-way repeated measures ANOVA und Bonferroni’s post hoc
test. Die Sl-Indizes der Kontrolltiere nahmen zu den Zeitpunkten T3 und T4 im Vergleich zu T2 signifikant ab (T2 vs T3 p =
0.008, T2 vs. T4 p = 0.005, T3 vs. T4 p > 0.999, 2-way repeated measures ANOVA followed by Bonferroni’s post-hoc test). b
Gruppendynamik des Sozialverhaltens in gestressten Tieren zu den drei Zeitpunkten T2 bis T4. Die SI-Werte waren zum
Zeitpunkt T3 signifikant niedriger als zum Zeitpunkt T2 und erholten sich zum Zeitpunkt T4 (T2 vs. T3 p=0.017, T2 vs. T4 p =
0.977, T3 vs. T4 p = 0.197, 2-way repeated measures ANOVA gefolgt von einem Bonferroni’s post-hoc test). * p < 0.05, ** p <
0.01, ***p<0.001
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Abbildung 3.1.2.1.2: a Longitudinale Verlaufskurven von 5 gestressten Tiere, mit dem besten Abschneiden zum Zeitpunkt
T2, zu den Zeitpunkten T2-T4. b Longitudinale Verlaufskurven von 5 gestressten Tiere, mit dem schlechtesten Abschneiden
zum Zeitpunkt T2, zu den Zeitpunkten T2-T4.

3.1.2.2 Individuelle Analyse der Gedachtnisleistung

Der NOR Test mit 24 Stunden zwischen Trainings- und Testphase wurde mit denselben Tieren
im Anschluss an den Sl Test zu den Zeitpunkten T2 bis T4 durchgefiihrt. Die Ergebnisse
bestétigten die vorherigen Resultate, dass das Abschneiden im kognitiven Test zum Zeitpunkt
T2 in den gestressten Tieren schlecht war (Abbildung 3.1.2.2.1). Drei Wochen nach
Beendigung des Stressparadigmas zeigte sich ein Erholungseffekt. Zum Zeitpunkt T4 fielen
die Werte wieder ab. Allerdings waren die Unterschiede zwischen den Zeitpunkten nicht
signifikant. Diese Veranderungen konnten durch einen signifikanten Abfall im
Explorationsverhalten zum Zeitpunkt T4 im Vergleich zu T2 begrindet sein (Abb. 3.1.2.2.2).

Nichtsdestotrotz war der Unterschied in den DI-Werten zwischen den einzelnen Zeitpunkten
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selbst nach Berticksichtigung des Effekts der unterschiedlichen Explorationszeiten in einer
Kovarianzanalyse nicht signifikant. Betrachtet man das Abschneiden einzelner Tiere zeigte
sich ein &hnliches Bild. Auch hier wurden wieder die funf Tiere mit dem besten und die funf
Tiere mit dem schlechtesten Abschneiden zum Teitpunkt T2 ausgewahlt und deren
Entwicklung weiter verfolgt. Die kognitive Leistungsfahigkeit zwischen den Zeitpunkten T2 und
T3 war bei allen Tieren stark verandert. In der Gruppe der Tiere mit dem schlechtesten
Abschneiden verbesserten sich vom Zeitpunkt T2 zu T3 hin vier von funf
(Abbildung 3.1.2.2.3 a). Zwei der Tiere (6455 und 6460) schnitten zum Zeitpunkt T4 wieder
schlechter ab. Die anderen Drei zeigten im Vergleich zum ersten Zeitpunkt immer noch eine
bessere kognitive Leistung. Eines der Tiere (6475) wies zu allen drei Zeitpunkten eine
schlechte kognitive Leistung auf. Ein Weiteres zeigte von Zeitpunkt T2 zu T3 hin eine
Verbesserung und darauffolgend wieder einen Abfall zu T4 hin.

Zwei der Tiere (6452, 6490) mit dem besten Abschneiden zum Zeitpunkt T2 konnten ihr
Abschneiden zu T3 steigern, um dann zu T4 wieder abzufallen (Abbildung 3.1.2.2.3 b). Die
anderen Drei zeigten zum Zeitpunkt T3 einen Abfall in der Leistungsfahigkeit, um sich dann zu
T4 hin wieder zu verbessern. Insgesamt schnitten drei der Mause zum letzten Zeitpunkt
schlechter als zum ersten ab. Trotzdem war ihr Abschneiden auch zum Zeitpunkt T4
Uberdurchnittlich.

75



Ergebnisse

NORT wiederholte Testung Stressgruppe

1.01
A
0.54 .o - a
. . :
mm A
—_ e n H a4
3 [
=2 [ |
x L _
% L
£ X K] —_—
c —et— u \
L2 0.0 e I T —
= B — [ ]
©
£ : L] A
E
A
[}
(=] ] a
[}
A
-0.5+
[}
A
1.0 T T T
2 3 4
Zeitpunkt

Abbildung 3.1.2.2.1: Longitudinale Entwicklung der Objektkognition nach chronisch sozialem Stress. Gruppendynamik der
Objektkognition innerhalb der Stressgruppe zu den drei verschiedenen Zeitpunkten T2,T3 und T4. Die DI Werte waren zu den
Zeitpunkten T2 und T4 niedrig und zeigten eine Verbesserung der kognitiven Leistung zum Zeitpunkt T3 nach Stressexposition.
T2 vs. T3 p = 0.6162, T2 vs. T4 p>0.9999, T3 vs. T4 p>0.9999, ANOVA und Bonferroni’s post hoc test. * p < 0.05, ** p <0.01,
***¥p<0.001
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Abbildung 3.1.2.2.2: Explorationszeit fiir die Zeitpunkte bei wiederholter Testung der Tiere T2: 8-10 Tage nach
Stressexposition. T3: 22—-24 Tage nach Stressexposition. T4: 43—45 Tage nach Stressexposition (T2 vs. T3 p=0.0551, T2 vs. T4
p =0.0071, T3 vs. T4 p>0.9999, ANOVA und Bonferroni’s multiple comparisons test)
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Abbildung 3.1.2.2.3: Longitudinale Entwicklung des Objekterkennungsverhaltens nach Stressexposition. a Longitudinale
Verlaufsbahnen von gestressten Tieren zu den Zeitpunkten T2-T4 der 5 Tiere welche zum Zeitpunkt T2 am schlechtesten
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abschnitten. b Longitudinale Verlaufsbahnen von gestressten Tieren zu den Zeitpunkten T2-T4 der 5 Tiere welche zum
Zeitpunkt T2 am besten abschnitten.

3.1.3 Expressionsstudien von aktivitdtsabhangigen Genen in gedachtnis-

konsolidierenden Gehirnregionen bei drei Monate alten C57BL/6JRj Mausen

3.1.3.1 Gewichtsanalyse bei C57BL/6JRj Mausen wahrend des chronisch sozialen

Stresses

IEGs sind zellulare Marker die Neurone identifizieren, welche durch ein spezifisches Verhalten
aktiviert wurden (Guzowski et al., 2001; Kubik et al.,2007). Sie konnen schnell und
vorubergehend auf verschiedene Stimuli innerhalb von Zellen reagieren kénnen (Gallo et al.,
2016). In der vorliegenden Doktorarbeit wurden die aktivitatsabhangigen Gene c-Fos, Zif268
und Arc untersucht, um die neuronale Plastizitat von drei Monate alten C57BL/6JRj Mausen
zu charakterisieren, welche chronisch sozialem Stress ausgesetzt waren oder ungestresst
verblieben. Hierfir wurden Mause zunadchst einem Chronic Social Defeat Paradigma
unterzogen (s. 2.2.4.1.1). Es ist bekannt, dass mTOR die Reaktionen von Zellen auf die
Energieverfigbarkeit koordiniert, indem sie anabole und katabole molekulare Wege als
Reaktion auf verschiedene Stimuli verstéarkt oder unterdriickt (Sanglesa et al., 2019).
Verschiedene Studien konnten zudem zeigen, dass Stress Metabolismus beeinflusst.
Wiederholte Exposition gegeniiber psychogenen Stressoren, insbesondere sozialen
Stressoren, fuhrte zu einer Zunahme des Korpergewichts, der Adipositas und des Verzehrs
von kalorienreichen Mahlzeiten bei einer Reihe von Spezies, einschlie3lich nichtmenschlicher
und menschlicher Primaten (Patterson und Abizad, 2013). Daher wurde auch in dieser Arbeit
die Entwicklung des Korpergewichtes wahrend der Stressprozedur untersucht. Das Gewicht
der Mause wurde an jedem Tag des Paradigmas bestimmt. In Ubereinstimmung mit der
aktuellen Literatur zeigte sich, dass die gestressten C57BL/6J Mause eine hohere
Gewichtszunahme und somit ein h6heres Durchschnittsgewicht aufwiesen (Laine et al., 2018).
Betrachtete man die absoluten Werte zeigten sich aufgrund der hoheren Standardabweichung
keine signifikanten Unterschiede (Abb. 3.1.3.1 a) Betrachtete man jedoch die relative
Anderung des Gewichtes bzw. die Anderungen des absoluten Gewichtes zeigte sich ein

signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen an Tag 10 (Abb. 3.1.3.1 b,c).
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Abbildung 3.1.3.1: Analyse der Gewichtsentwicklung von ungestressten und gestressten Mausen wadhrend des
Stressparadigmas fiir die spatere IEG Analyse. a absolutes Gewicht: Tag 1: p=0.988825, Tag 2: p=0.988825, Tag 3:
p=0.988825, Tag 4: p= 0.985090, Tag 5: p= 0.985090, Tag 6: p=0.952360, Tag 7: p=0.832688, Tag 8: p=0.467665, Tag 9: p=
0.386232, Tag 10: p= 0.197014 ; multiple t-Tests b relatives Gewicht: Tag 2: p=0.999203, Tag 3: p=0.956497, Tag 4:
p=0.956497, Tag 5: p= 0.956497, Tag 6: p= 0.793198, Tag 7: p=0.654418, Tag 8: p=0.072998, Tag 9: p=0.072998, Tag 10: p=
0.019520; multiple t-Tests ¢ Anderung des Gewichtes: Tag 2: p=0.939407, Tag 3: p=0.936593, Tag 4: p=0.939407, Tag 5: p=
0.939407, Tag 6: p= 0.838081, Tag 7: p=0.710953, Tag 8: p=0.068991, Tag 9: p=0.068991, Tag 10: p= 0.015624; multiple t-
Tests. * p <0.05, ** p <0.01, ***p<0.001
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3.1.3.2 Sozialverhalten nach chronisch sozialem Stress und Selektion der anféalligen

und resilienten Mause

Sieben Tage nach Beendigung des Stressparadigmas wurden die Mause in der sozialen
Interaktion getestet und Tiere fur die Untersuchung der IEGs ausgwahlt (Abb. 3.1.3.2). Wie
zuvor beschrieben wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen der
gestressten und der nicht-gestressten Mause beobachtet.

200+ =

150+

100+

Sl Index (%)

o
<

nicht-gestresst gestresst

Abbildung 3.1.3.2: Ergebnis der sozialen Interaktion der fiir das IEG Experiment verwendeten Mause. nicht-gestresst n =
11, gestresst = 34, Welsh Test nicht-gestresst vs. gestresst p=0.0025. Fiir die weitere Analyse wurden je sechs Individuen
fur die Gruppen Kontrollen (schwarze Punkte), Resiliente (graue Dreiecke) und Anfallige (schwarze Dreiecke) ausgewahlt. *
p <0.05, ** p<0.01, ***p<0.001

3.1.3.3 qPCR-Ergebnisse

Fur die weitere Analyse wurden je sechs Individuen fir die Gruppen nicht-gestresste
Kontrollen, Resiliente und Anfallige ausgewahlt (s.Abb. 3.1.3.2). Hierbei wurden Tiere aus
beiden Versuchsdurchlaufen (batches) ausgewahlt. Dabei handelte es sich in der Gruppe der
Resilienten jeweils um die drei Tiere mit den hochsten Sl Indices in ihrem Versuchdurchlauf
(batch). In der Gruppe der Anfélligeen handelte es sich jeweils um die drei Tiere mit den
niedrigsten Sl Indices in ihrem Versuchdurchlauf (batch). Die Gehirne der ausgewahlten Tiere
wurden 30 Minuten nach Beendigung des Verhaltenstests entnommen und schockgefroren.
Im Anschluss wurden die Gehirne an einem Kryostaten geschnitten und die zu
untersuchenden Gehirnregionen PFC, N. accumbens und Hippocampus prapariert (s. 2.2.3.1)
Desweiteren wurde aus allen Gehirnregionen die RNA isoliert (s. 2.2.2.1.1) und in cDNA
transkibiert (s. 2.2.2.1.2). Diese wurde dann in einer RT-gPCR verwendet (2.2.2.3). Die
Ergebnisse der RT-gPCR aller analysierten Gehirnregionen zeigten fir keines der drei

untersuchten IEGs signifikante Unterschiede.
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Abbildung 2: Ergebnisse der qPCR der IEG Analyse fiir a cFos PFC Kontrollen vs Resiliente p >0.9999, PFC Kontrollen vs
Anfallige p = 0.7270, PFC Resiliente vs Anfallige p = 0.9083, Hippocampus Kontrollen vs Resiliente p = 0.9067, Hippocampus
Kontrollen vs Anféllige p = 0.4037, Hippocampus Resiliente vs Anféllige p = 0.9997, N.acc. Kontrollen vs Resiliente p = 0.9472,
N.acc. Kontrollen vs Anfallige p = 0.9975, N.acc. Resiliente vs Anfallige p = 0.7431 b Zif268 PFC Kontrollen vs Resiliente p
=0.9187, PFC Kontrollen vs Anfallige p = 0.2872, PFC Resiliente vs Anfallige p = 0.9329, Hippocampus Kontrollen vs Resiliente
p =0.8606, Hippocampus Kontrollen vs Anféllige p = 0.9795, Hippocampus Resiliente vs Anféllige p = 0.9436, N.acc. Kontrollen
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vs Resiliente p =0.9995, N.acc. Kontrollen vs Anféllige p =0.9795, N.acc. Resiliente vs Anfallige p = 0.9581 c Arc PFC Kontrollen
vs Resiliente p = 0.9005 , PFC Kontrollen vs Anfallige p =0.9305, PFC Resiliente vs Anféllige p = 0.7505 , Hippocampus
Kontrollen vs Resiliente p =0.9864 , Hippocampus Kontrollen vs Anfallige p =0.4678 , Hippocampus Resiliente vs Anféllige p
=0.9367, N.acc. Kontrollen vs Resiliente p = 0.9986, N.acc. Kontrollen vs Anfallige p = 0.9332, N.acc. Resiliente vs Anfallige p
=0.9054 Brown-Forsythe und Welch ANOVA mit Dunnet’s Test * p < 0.05, ** p < 0.01, ***p<0.001

3.1.4 Molekulare Analyse von Proteinen der mTOR-Signhalkaskade in verschiedenen

Hirnregionen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach CSS

3.1.4.1 24 Stunden nach CSDS

In dieser Arbeit sollte neben der in 3.1.1 gezeigten longitudinalen Entwicklung des
Sozialverhaltens und der kognitiven Fahigkeiten auch die mTOR Aktivitat im zeitlichen Verlauf
analysiert werden. Hierfiir wurden nach Abschluss der Verhaltensexperimente die Gehirne der
Mause schockgefroren. Basierend auf den Ergebnissen des Sl Tests wurden Tiere aus den
Gruppen Kontrollen, Resiliente und anféllige ausgewahlt und von ihnen an einem Kryostaten
die Gehirnregionen prafrontaler Cortex, Hippocampus, Nucleus accumbens und das Ventrale
Tegmentale Areal isoliert (s. 2.2.3.1). Aus den Geweben der Gehirnregionen wurden
Proteinlysate (s. 2.2.5.1) gewonnen und diese fiir eine SDS-PAGE (s. 2.2.5.2) mit
anschliefendem Western Blot (s. 2.2.5.3) verwendet. Im Western Blot wurden fur Akt, p70-S6
Kinase sowie S6, als an der mTOR-Signalkaskade beteiligte Proteine der
Phosphorylierungsstatus und die absolute Proteinmenge zwischen den drei Gruppen
verglichen.

Fur den ersten Zeitpunkt ergab die Analyse keine signifikanten Unterschiede fir den
prafrontalen Cortex (Abb. 3.1.4.1 a). Phospho-S6 und phospho-Akt waren in der Gruppe der
Anfélligen tendenziell hoher, dies war aber nicht statistisch signifikant. Auch fir den
Hippocampus zeigten sich fur diesen Zeitpunkt keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen (Abb. 3.1.4.1 b). Fur den Nucleus acccumbens wurden nur S6 und Akt analysiert
(Abb. 3.1.4.1 c). Hier zeigte sich eine signifikant hohere Menge an phosphoryliertem S6 in der
Anfalligen Gruppe sowohl im Vergleich mit der Kontrollgruppe, als auch den resilienten Tieren.
Die Gesamtmenge an S6 war zwischen den Gruppen nicht signifikant unterschiedlich. Das
Verhéltnis von phospho-S6 zu S6 (pS6/S6) war fiir die anféallige Gruppe im Vergleich mit den
resilienten Tieren ebenfalls signifikant erhdht. Im Vergleich mit den Kontrollen war das
Verhaltnis von phospho-S6 zu S6 bei den suszeptiblen Tieren auch tendenziell, aber nicht
signifikant, héher. Das Verhaltnis von phospho-Akt zu Akt (pAkt/Akt) war bei den suszeptibilen
im Vergleich zu den resilienten Tieren ebenfalls signifikant erhoht. Der Vergleich von
Kontrollen und anfalligen Tieren zeigte einen p-Wert an der Signifikanzgrenze. Bei der Analyse

des Ventralen Tegmentalen Areals war der Unterschied in der Gesamtmenge von S6 zwischen
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resilienten und anfélligen Tieren nahe der Signifikanzgrenze (Abb. 3.1.4.1.d). Das Verhéltnis

von phospho-Akt zu Akt war bei den Resilienten signifikant héher als bei den anfélligen Tieren.
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Abbildung 3.1.4.1: Westernblotergebnisse fiir den ersten Zeitpunkt a PFC Kontrollen n= 4, Resiliente n = 4, AnfalligeAnfallige
n = 4; S6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9560, Kontrollen vs Anfédllige p= 0.8621, Resiliente vs Anféllige p= 0.7011; pS6:
Kontrollen vs Resiliente p= 0.9964, Kontrollen vs Anfillige p= 0.1444, Resiliente vs Anfallige p= 0.1229; Akt: Kontrollen vs
Resiliente p= 0.8319, Kontrollen vs Anféllige p= 0.9994, Resiliente vs Anféllige p= 0.8140; pAkt: Kontrollen vs Resiliente p=

83



Ergebnisse

0.9727, Kontrollen vs Anfallige p= 0.1024, Resiliente vs Anféllige p= 0.1605; p70: Kontrollen vs Resiliente p=0.6918, Kontrollen
vs Anfillige p= 0.9818, Resiliente vs Anfillige p= 0.7997; pS6/S6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9721, Kontrollen vs Anfillige
p= 0.5295, Resiliente vs Anfillige p= 0.6710; pAkt/Akt: Kontrollen vs Resiliente p= 0.8159, Kontrollen vs Anfallige p= 0.2719,
Resiliente vs Anfallige p=0.6121; b Hippocampus Kontrollen n= 4, Resiliente n = 3, Anféllige n = 4; S6: Kontrollen vs Resiliente
p= 0.9242, Kontrollen vs Anféllige p= 0.6577, Resiliente vs Anfallige p= 0.9025; pS6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.7157,
Kontrollen vs Anfdllige p= 0.9634, Resiliente vs Anfallige p= 0.5655; Akt: Kontrollen vs Resiliente p= 0.8015, Kontrollen vs
Anfillige p= 0.5860, Resiliente vs Anfallige p= 0.9574; pAkt: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9115, Kontrollen vs Anfallige p=
0.9787, Resiliente vs Anféllige p=0.8242; p70: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9537, Kontrollen vs Anfallige p= 0.9993, Resiliente
vs Anfallige p= 0.9431 pp70: Kontrollen vs Resiliente p= 0.8020, Kontrollen vs Anfallige p= 0.9663, Resiliente vs Anfillige p=
0.9145; pS6/S6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9281, Kontrollen vs Anfillige p= 0.5762, Resiliente vs Anfillige p= 0.4006;
pp70/p70: Kontrollen vs Resiliente p= 0.8020, Kontrollen vs Anféllige p= 0.9663, Resiliente vs Anfillige p= 0.9145 pAkt/Akt:
Kontrollen vs Resiliente p= 0.7641, Kontrollen vs Anféllige p= 0.9292, Resiliente vs Anfallige p= 0.9303; ¢ N. accumbens
Kontrollen n= 4, Resiliente n = 4, Anfallige n = 4; S6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9955, Kontrollen vs Anfallige p= 0.7602,
Resiliente vs Anféllige p= 0.8117; pS6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.8469, Kontrollen vs Anfdllige p= 0.0110, Resiliente vs
Anfallige p= 0.0023; Akt: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9934, Kontrollen vs Anfallige p= 0.9494, Resiliente vs Anfillige p=
0.9788; pAkt: Kontrollen vs Resiliente p= 0.8470, Kontrollen vs Anfallige p= 0.3815, Resiliente vs Anfallige p= 0.1525; pS6/S6:
Kontrollen vs Resiliente p= 0.7607, Kontrollen vs Anfillige p= 0.1458, Resiliente vs Anfallige p= 0.0305 pAkt/Akt: Kontrollen
vs Resiliente p=0.8348, Kontrollen vs Anfdllige p= 0.0585, Resiliente vs Anféllige p= 0.0141; d VTA Kontrollen n= 4, Resiliente
n = 4, Anfdllige n = 4; S6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.1898, Kontrollen vs Anfallige p= 0.8003, Resiliente vs Anfallige p=
0.0505; pS6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.4122, Kontrollen vs Anfallige p= 0.9912, Resiliente vs Anfallige p= 0.3446; Akt:
Kontrollen vs Resiliente p= 0.8651, Kontrollen vs Anfallige p= 0.9961, Resiliente vs Anfallige p= 0.8219; pAkt: Kontrollen vs
Resiliente p= 0.7004, Kontrollen vs Anfallige p= 0.4409, Resiliente vs Anfillige p= 0.1132; pS6/S6: Kontrollen vs Resiliente p=
0.9419, Kontrollen vs Anfillige p= 0.9636, Resiliente vs Anfallige p= 0.8265 pAkt/Akt: Kontrollen vs Resiliente p= 0.1346,
Kontrollen vs Anféllige p= 0.1258, Resiliente vs Anfallige p= 0.0007

3.1.4.2 7 Tage nach CSDS

Beim zweiten Zeitpunkt (T2) wurden in den Gehirnregionen PFC, Nucleus accumbens und
Hippocampus neben den Proteinen der mTOR-Signalkaskade auch die postsynaptischen
Proteine GluAl, GIuA2 und PSD95 untersucht. Im préfrontalen Cortex wurden keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen gefunden (Abb. 3.1.4.2 a). Auch im
Hippocampus gab es in diesem Zeitfenster kaum Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb.
3.1.4.2 b). Nur das Verhaltnis von phospho-p70 S6 kinase zu p70 S6 Gesamtprotein war in
den suszeptibilen Tieren signifikant hoher als bei der Kontrollgruppe. Im Nucleus accumbens
zeigte sich eine signifikant hthere Menge an S6 in den suszeptiblen als bei den resilienten
Tieren (Abb. 3.1.4.2 c). Die gestressten Tiere wiesen tendenziell hbhere Mengen an phospho-
Akt auf. Zudem war sowohl bei den Resilienten als auch den Anfalligen ein erhéhtes Verhéltnis
von GIuAl zu GIuA2 festzustellen. Im Ventralen Tegmentalen Areal konnten zum Zeitpunkt T2

keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Abb. 3.1.4.2 d).
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Abbildung 3.1.4.2: Westernblotergebnisse fiir den zweiten Zeitpunkt a PFC Kontrollen n= 4, Resiliente n = 4, Anfillige n = 4;
S6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.8330, Kontrollen vs Anfallige p= 0.6479, Resiliente vs Anfallige p= 0.2571; pS6: Kontrollen vs
Resiliente p= 0.6868, Kontrollen vs Anfdllige p= 0.7320, Resiliente vs Anféllige p= 0.2068; Akt: Kontrollen vs Resiliente p=
0.9313, Kontrollen vs Anfallige p= 0.9867, Resiliente vs Anfallige p= 0.8433; pAkt: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9357,
Kontrollen vs Anféllige p= 0.6295, Resiliente vs Anféllige p= 0.3614; p70: Kontrollen vs Resiliente p= 0.2859, Kontrollen vs
Anfallige p= 0.9014, Resiliente vs Anfallige p= 0.4724; pp70: Kontrollen vs Resiliente p= 0.3335, Kontrollen vs Anfallige p=
0.9677, Resiliente vs Anféllige p= 0.1748; GluAl: Kontrollen vs Resiliente p= 0.8484, Kontrollen vs Anféllige p= 0.3080,
Resiliente vs Anfallige p= 0.6249; GluA2: Kontrollen vs Resiliente p= 0.7426, Kontrollen vs Anféllige p= 0.2950, Resiliente vs
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Anfallige p= 0.7260; PSD95: Kontrollen vs Resiliente p= 0.5131, Kontrollen vs Anfallige p= 0.1262, Resiliente vs Anféllige p=
0.6673 pS6/S6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9344, Kontrollen vs Anfallige p= 0.9656, Resiliente vs Anféllige p= 0.9937;
pp70/p70: Kontrollen vs Resiliente p= 0.8222, Kontrollen vs Anfallige p= 0.7732, Resiliente vs Anfallige p= 0.9951; pAkt/Akt:
Kontrollen vs Resiliente p= 0.9858, Kontrollen vs Anfillige p= 0.7885, Resiliente vs Anfillige p= 0.8536; GluA1l/Glua2:
Kontrollen vs Resiliente p>0.9999, Kontrollen vs Anféllige p= 0.9922, Resiliente vs Anféllige p= 0.9923; b Hippocampus
Kontrollen n= 4, Resiliente n = 4, Anféllige n = 4; S6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.8836, Kontrollen vs Anfallige p= 0.6326,
Resiliente vs Anfallige p= 0.8989; pS6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.8745, Kontrollen vs Anfallige p= 0.7002, Resiliente vs
Anfillige p= 0.9477; Akt: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9072, Kontrollen vs Anfillige p= 0.4434, Resiliente vs Anfillige p=
0.7035; pAkt: Kontrollen vs Resiliente p= 0.6113, Kontrollen vs Anfdllige p= 0.5908, Resiliente vs Anfillige p= 0.9994; p70:
Kontrollen vs Resiliente p= 0.9992, Kontrollen vs Anféllige p>0.9999, Resiliente vs Anféllige p= 0.9997 pp70: Kontrollen vs
Resiliente p= 0.8977, Kontrollen vs Anféllige p= 0.0925, Resiliente vs Anfallige p= 0.2224; GluA1: Kontrollen vs Resiliente p=
0.8457, Kontrollen vs Anfallige p= 0.6311, Resiliente vs Anféllige p= 0.9380; GluA2: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9523,
Kontrollen vs Anfallige p= 0.6893, Resiliente vs Anfallige p= 0.8754; PSD95: Kontrollen vs Resiliente p= 0.6485, Kontrollen vs
Anfillige p= 0.5157, Resiliente vs Anfillige p= 0.9786 pS6/S6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9995, Kontrollen vs Anfillige p=
0.9995, Resiliente vs Anfillige p= 0.9981; pp70/p70: Kontrollen vs Resiliente p= 0.7861, Kontrollen vs Anfallige p= 0.0429,
Resiliente vs Anfallige p= 0.1821 pAkt/Akt: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9333, Kontrollen vs Anfillige p= 0.9947, Resiliente vs
Anfillige p= 0.8935; ¢ N. accumbens Kontrollen n= 4, Resiliente n = 4, Anfallige n = 4; S6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.5828,
Kontrollen vs Anféllige p= 0.2483, Resiliente vs Anféllige p= 0.0309; pS6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9682, Kontrollen vs
Anfallige p= 0.9359, Resiliente vs Anféllige p= 0.8266; Akt: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9969, Kontrollen vs Anfillige p=
0.2131, Resiliente vs Anfallige p=0.1862; pAkt: Kontrollen vs Resiliente p=0.9098, Kontrollen vs Anfallige p=0.5032, Resiliente
vs Anfallige p= 0.7585; GluAl: Kontrollen vs Resiliente p= 0.6171, Kontrollen vs Anfallige p= 0.9669, Resiliente vs Anfallige p=
0.7681; GluA2: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9077, Kontrollen vs Anfallige p= 0.9253, Resiliente vs Anféllige p=0.7077; pS6/S6:
Kontrollen vs Resiliente p= 0.5920, Kontrollen vs Anfillige p= 0.7676, Resiliente vs Anfillige p= 0.2238 pAkt/Akt: Kontrollen
vs Resiliente p= 0.9098, Kontrollen vs Anfillige p= 0.5032, Resiliente vs Anfillige p= 0.7585; GluA1/Glua2: Kontrollen vs
Resiliente p= 0.4416, Kontrollen vs Anfallige p= 0.9180, Resiliente vs Anfallige p= 0.6834 d VTA Kontrollen n= 4, Resiliente n
=4, Anfallige n = 4; S6: Kontrollen vs Resiliente p=0.2719, Kontrollen vs Anféllige p=0.9852, Resiliente vs Anféllige p= 0.3507;
pS6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.3560, Kontrollen vs Anfallige p= 0.9971, Resiliente vs Anfallige p= 0.3194; Akt: Kontrollen
vs Resiliente p= 0.6844, Kontrollen vs Anfallige p= 0.9854, Resiliente vs Anfallige p= 0.5822; pAkt: Kontrollen vs Resiliente p=
0.3044, Kontrollen vs Anfallige p= 0.6522, Resiliente vs Anfillige p= 0.8186; pS6/S6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9147,
Kontrollen vs Anfillige p= 0.9025, Resiliente vs Anfillige p= 0.9995 pAkt/Akt: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9319, Kontrollen
vs Anfallige p= 0.5038, Resiliente vs Anfallige p=0.7253

3.1.4.3 3 Wochen nach CSDS

Zum Abschluss wurde die mTOR Aktivitat 3 Wochen nach CSDS analysiert. Auch hier wurden
zusatzlich zu den klassischen Targetprpteinen der mTOR Kinase auch die postsynaptischen
Proteine GluAl, GIuA2 und PSD95 analysiert. Im préafrontalen Cortex zeigte sich drei Wochen
nach Beendigung des chronisch sozialen Stresses keine signifikante Anderung in der mTOR
Aktivitat (Abb. 3.1.4.3 a). Im Hippocampus war das Verhaltnis von phospho-S6 zu S6 in beiden
gestressten Gruppen im Vergleich zu den ungestressten Kontrollenn signifikant erhdht (Abb.
3.1.4.3 b). Im Nucleus accumbens war die Menge von phospho-S6 in den gestressten Tieren
signifikant héher als in den Kontrollen (Abb. 3.1.4.3 c). Hierbei zeigte sich zudem tendenziell
auch fur die anderen untersuchten Proteine eine tendenziell grof3ere Expression in den
gestressten Tieren als bei den Kontrollen. Im Ventralen Tegmentalen Areal konnte zu diesem

Zeitpunkt wiederum keine signifikante Regulation festgestellt werden (Abb. 3.1.4.3 d).
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Abbildung 3.1.4.3 : Westernblotergebnisse fiir den dritten Zeitpunkt a PFC Kontrollen n= 4, Resiliente n = 4, Anféllige n = 4;
S6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9866, Kontrollen vs Anféllige p= 0.9985, Resiliente vs Anfallige p= 0.9762; pS6: Kontrollen vs
Resiliente p= 0.9914, Kontrollen vs Anfdllige p= 0.8564, Resiliente vs Anféllige p= 0.9136; Akt: Kontrollen vs Resiliente p=
0.9286, Kontrollen vs Anfallige p= 0.9808, Resiliente vs Anfallige p= 0.9825; pAkt: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9980,
Kontrollen vs Anféllige p= 0.9947, Resiliente vs Anféllige p= 0.9992; p70: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9792, Kontrollen vs
Anfallige p= 0.7300, Resiliente vs Anfallige p= 0.6082; pp70: Kontrollen vs Resiliente p= 0.4644, Kontrollen vs Anfallige p=
0.1592, Resiliente vs Anféllige p= 0.7864, GluAl: Kontrollen vs Resiliente p= 0.8132, Kontrollen vs Anfillige p= 0.9618,
Resiliente vs Anfallige p= 0.9357 GluA2: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9984, Kontrollen vs Anféllige p= 0.9461, Resiliente vs
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Anfallige p= 0.9269 PSD95: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9098, Kontrollen vs Anfallige p= 0.9664, Resiliente vs Anfillige p=
0.7851 pS6/S6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9869, Kontrollen vs Anfallige p= 0.9401, Resiliente vs Anfillige p= 0.9823;
pp70/p70: Kontrollen vs Resiliente p= 0.6959, Kontrollen vs Anféllige p= 0.7534, Resiliente vs Anfllige p= 0.9951 pAkt/Akt:
Kontrollen vs Resiliente p= 0.9751, Kontrollen vs Anfillige p= 0.9634, Resiliente vs Anfillige p= 0.9988, GluA1/GluA2:
Kontrollen vs Resiliente p= 0.8060, Kontrollen vs Anfdllige p= 0.7822, Resiliente vs Anfillige p= 0.9990 b Hippocampus
Kontrollen n= 4, Resiliente n = 4, Anféllige n = 4; S6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9978, Kontrollen vs Anfallige p= 0.9488,
Resiliente vs Anfallige p= 0.9671; pS6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.8965, Kontrollen vs Anfallige p= 0.7139, Resiliente vs
Anfillige p= 0.9390; Akt: Kontrollen vs Resiliente p= 0.8960, Kontrollen vs Anfillige p= 0.9688, Resiliente vs Anfillige p=
0.9767; pAkt: Kontrollen vs Resiliente p= 0.7431, Kontrollen vs Anfdllige p= 0.4032, Resiliente vs Anfillige p= 0.8438; p70:
Kontrollen vs Resiliente p= 0.9937, Kontrollen vs Anfallige p= 0.9881, Resiliente vs Anféllige p= 0.9991; pp70: Kontrollen vs
Resiliente p= 0.9935, Kontrollen vs Anféllige p= 0.9644, Resiliente vs Anfallige p= 0.9293, GluA1l: Kontrollen vs Resiliente p=
0.7640, Kontrollen vs Anfillige p= 0.4276, Resiliente vs Anfallige p= 0.8477 GluA2: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9979,
Kontrollen vs Anféllige p= 0.9174, Resiliente vs Anfallige p= 0.9404 PSD95: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9072, Kontrollen vs
Anfillige p= 0.9673, Resiliente vs Anfillige p= 0.9833 pS6/S6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9543, Kontrollen vs Anfillige p=
0.9329, Resiliente vs Anfillige p= 0.9978; pp70/p70: Kontrollen vs Resiliente p= 0.7215, Kontrollen vs Anfillige p= 0.8944,
Resiliente vs Anfallige p= 0.9449 pAkt/Akt: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9982, Kontrollen vs Anfillige p= 0.6199, Resiliente vs
Anfallige p= 0.6558, GIluA1/GluA2: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9689, Kontrollen vs Anfallige p= 0.9100, Resiliente vs Anfillige
p=0.9833 ¢ N. accumbens Kontrollen n= 4, Resiliente n = 4, Anféllige n = 4; S6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.2633, Kontrollen
vs Anféllige p= 0.0653, Resiliente vs Anfallige p= 0.7563; pS6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.3095, Kontrollen vs Anféllige p=
0.2646, Resiliente vs Anfallige p= 0.9947; Akt: Kontrollen vs Resiliente p= 0.6442, Kontrollen vs Anfallige p= 0.1509, Resiliente
vs Anfallige p= 0.5836; pAkt: Kontrollen vs Resiliente p= 0.8225, Kontrollen vs Anfallige p= 0.0569, Resiliente vs Anfallige p=
0.1936; pS6/S6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9751, Kontrollen vs Anféllige p= 0.9939, Resiliente vs Anfillige p= 0.9453
pAkt/Akt: Kontrollen vs Resiliente p= 0>0.9999, Kontrollen vs Anfillige p= 0.8305, Resiliente vs Anfillige p= 0.8234; d VTA
Kontrollen n= 4, Resiliente n = 4, Anfallige n = 4; S6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.6160, Kontrollen vs Anfallige p= 0.9737,
Resiliente vs Anfallige p= 0.4806; pS6: Kontrollen vs Resiliente p= 0.8512, Kontrollen vs Anfallige p= 0.7662, Resiliente vs
Anfillige p= 0.4359; Akt: Kontrollen vs Resiliente p= 0.9700, Kontrollen vs Anfillige p= 0.9937, Resiliente vs Anfillige p=
0.9910; pAkt: Kontrollen vs Resiliente p= 0.7798, Kontrollen vs Anféllige p= 0.9999, Resiliente vs Anfillige p= 0.7891; pS6/S6:
Kontrollen vs Resiliente p= 0.8730, Kontrollen vs Anfillige p= 0.9092, Resiliente vs Anfillige p= 0.9964 pAkt/Akt: Kontrollen
vs Resiliente p=0.9542, Kontrollen vs Anféllige p= 0.9625, Resiliente vs Anfdllige p= 0.8442

3.2 Verhaltensversuche nach Intervention in die mTOR-Signalkaskade

Rapamycin ist ein starker und selektiver Inhibitor der mTOR-Proteinkinase (Lamming 2016).
Cleary et al. konnten zeigen, dass eine Behandlung mit Rapamycin einen antidepressiva-
ahnlichen Effekt sowohl im Forced Swim Test (FST), als auch Tail Suspension Test (TST)
hatte (Cleary et al., 2008). In dieser Arbeit sollte der Effekt einer Rapamycinbehandlung nach
CSD auf verschiedene Verhaltensdoméanen untersucht werden. Vor der Verwendung des
Rapamycins in vivo wurde das Medikament zunéchst in vitro getestet. Hierfir wurden
HEK293T Zellen ausgeséat und diese fur 24h mit Rapamycin behandelt (s. 2.2.1.1 — 2.2.1.3).
Zur Kontrolle dienten unbehandelte und mit Vehikel behandelte Zellen. Die Zellen wurden
anschliel3end geerntet und Proteinlysate wurden gewonnen (s. 2.2.1.3 und 2.2.5.1). Die
Lysate wurden fur eine SDS-PAGE (s. 2.2.5.2) mit anschlieendem Western Blot (s. 2.2.5.3)
verwendet. Zur Uberpriifung der mTOR-Inhibition wurde die Phosphorylierung des mTOR
Zielproteins S6 analysiert. Im Vergleich zu unbehandelten und mit Vehikel behandelten Zellen
zeigte sich bei den mit Rapamycin behandelten Zellen eine signifikante Reduktion der
Phosphorylierung von S6 (Abb. 3.2.). Zudem zeigte sich auch eine Reduzierung der
Gesamtmenge an S6 bei den mit Rapamycin behandelten Zellen. Diese Ergebnisse

bestétigten die Wirksamkeit des Rapamycins.
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Abbildung 3.2: Test der Rapamycineffektivitat in HEK293T Zellen. Zur Testung der Droge vor der Benutzung fiir das in vivo
Experiment wurden HEK293T Zellen mit Rapamycin behandelt und nach 24h geerntet. Aus den Zellen wurden Proteinlysate
gewonnen und diese im Western Blot verwendet. Es wurde der Phosphorylierungsstatus des mTOR Ziels S6 untersucht.
Hierfiir wurden Antikérper gegen die phosphorylierte Form (S6) und die Gesamtmenge an S6 im Western Blot verwendet und
das Verhaltnis von pS6 zu S6 berechnet. Die mit Rapamycin behandelten Zellen wiesen im Vergleich zu unbehandelten und
mit Vehikel behandelten Zellen signifikant weniger an phosphoryliertem S6 (pS6) auf. Der Test wurde mit je 3 technischen
Replikaten durchgefiihrt. Brown-Forsythe und Welch ANOVA Testmit Dunnett’s post hoc Test. Unbehandelt vs. Vehikel p >
0.9999; unbehandelt vs. Rapamycin p = 0.0407; Vehikel vs. Rapamycin p = 0.0079 * p < 0.05, ** p < 0.01, ***p<0.001.

Nach Testung von Rapamycin in vitro wurden die Mause zunéchst einer 14-tdgigen
Stressprozedur unterzogen (s. 2.2.4.1.1). Im Anschluss an den CSD wurde den Tieren taglich
8 mg/kg Rapamycin, bzw. eine A&quivalentes Volumen DMSO als Vehikelkontrolle,
intraperitoneal injiziert. Nach einer Woche wurde mit den Verhaltensversuchen begonnen. Es
wurden Social Interaction Test, 24h NORT und Nest Building durchgefiihrt (s. 2.2.4.2.1,
2.2.4.4.1und 2.2.4.5.2).

3.2.1 Sozialverhalten nach chronisch-sozialem Stress und Rapamycin Behandlung
3.2.1.1 Social Interaction Test (SI)

Die Ergebnisse des Social Interaction Tests zeigten bei den gestressten Vehikel-behandelten
Tieren eine signifikante Reduktion der sozialen Interaktion im Vergleich zu den nicht-
gestressten Vehikelkontrollen (Abb. 3.2.1). Dies bestatigte den Stresseffekt innerhalb dieses
Experimentes. Die mit Rapamycin-behandelten gestressten Tiere hatten einen signifikant

hoheren mittleren Index als ihre mit DMSO behandelte Vergleichsgruppe. Fir die mit
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Rapamycin behandelte Kohorte zeigten sich zwischen der nicht-gestressten und der
gestressten Gruppe keine signifikanten Unterschiede. Zusammengenommen zeigten diese

Ergebnisse das Verschwinden des Stress-induzierten Phanotyps nach Gabe von Rapamycin.
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Abbildung 3.2.1: Ergebnis der Untersuchung der sozialen Interaktion nach Rapamycinbehandlung DMSO:nicht:gestresst
mit n=19, DMSO:gestresst mit n = 18, Rapamycin:nicht-gestresst mit n=19 und Rapamycin:gestresstmit n=18. Untersuchung
der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test post hoc. DMSO:nicht:gestresst vs. DMSO:gestresst
p=0.0021; DMSO:nicht-gestresst vs Rapamycin:nicht-gestresst p=0.9783; DMSO:nicht-gestresst vs Rapamycin:gestresst
p=0.9929; DMSO:gestresst vs Rapamycin:nicht-gestresst p=0.0007; DMSO:gestresst vs. Rapamycin:gestresst p=0.0010;
Rapamycin:nicht-gestresst:vs. Rapamycin:gestresst p= 0.9993; * p < 0.05, ** p < 0.01, ***p<0.001.

3.2.2 Kognitive Leistung nach chronisch-sozialem Stress (CSS) und Rapamycin

Behandlung
3.2.2.1 24 h Novel Object Recognition Task (24 h NORT)

Auch in der Auswertung des 24h NORT verbesserte Rapamycin das Abschneiden der
gestressten Tiere. Die gestressten mit Vehikel behandelten Tiere hatten im Mittel einen
tendenziell niedrigeren Discrimation Index als die nicht-gestressten mit Vehikel behandelten
Tiere (Abb. 3.2.2). Dies bestatigte die in 3.1.2 gewonnenen Ergebnisse, dass die gestressten
Tiere in ihrer Kognition beeintrachtigt sind. Die gestressten mit Rapamycin behandelten Mause
hingegen erreichten im Mittel ein &hnliches Niveau wie die ungestressten Gruppen (Abb.
3.2.2). Dies deutete somit auch im Bereich der Kognition auf eine Verbesserung des Stress-

induzierten Phanotyps hin.
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Abbildung 3.2.2: Ergebnis der Untersuchung der Gedachtniskonsolidierung nach Rapamycinbehandlung. Balkendiagramm
mit SEM. DMSO:nicht:gestresst mit n= 19, DMSO:gestresst mit n = 18, Rapamycin:nicht-gestresstmit n= 19 und
Rapamycin:gestresstmit n=18. Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test post
hoc. DMSO:nicht:gestresst vs. DMSO:gestresst p=0.2082; DMSO:nicht-gestresst vs Rapamycin:nicht-gestresst p=0.9948;
DMSO:nicht-gestresst vs Rapamycin:gestresst p=0.8347; DMSO:gestresst vs Rapamycin:nicht-gestresst p=0.3152;
DMSO:gestresst vs. Rapamycin:gestresst p=0.6805; Rapamycin:nicht-gestresst:vs. Rapamycin:gestresst p= 0.9317; * p < 0.05,
** p<0.01, ***p<0.001.

3.2.3 Nestbauverhalten nach chronisch-sozialem Stress und Rapamycin Behandlung
3.2.3.1 Nest Building (NB)

Fur die Auswertung des Nestbauverhaltens wurden zwei Parameter bestimmt. Zum einen
wurden die Nester in der Sorgfalt ihrer Bauweise begutachtet und entsprechend der von
Deacon et al. entwickelten Skala bewertet. Zum anderen wurde sowohl am ersten als auch
am zweiten Tag des Tests das Gewicht des Nestlets bestimmt. Hierdurch konnte die Menge
an verbrauchtem Nestletmaterial bestimmt werden. Die Menge an verbrauchtem Nistmaterial
erlaubte ebenfalls Aussagen Uber den Zustand des Nests. Die mit Vehikel behandelten Mause
- gestresst und nicht-gestresst - bauten Nester mit signifikant héheren Werten auf der
Bewertungsskala, als die mit Rapamycin behandelten Tiere (Abb. 3.2.1.3 a). Auch der
Verbrauch an Nistmaterial war bei den Vehikel behandelten Tieren im Vergleich mit den
Rapamycin behandelten Tieren signifikant héher (Abb. 3.2.1.3 b). Zusammengenommen
zeigten die Resultate, dass die mit der Droge behandelten Tiere das Nestlet weniger zum
Nestbau nutzten. Der Vergleich zwischen nicht-gestresst und gestressten Tieren zeigte, dass
die gestressten Mause tendenziell sowohl schlechtere Werte bei der Bewertung des Nests,
als auch dem Verbrauch an Nistmaterial aufwiesen. Die Unterschiede waren hier aber nicht

signifikant.
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Abbildung 3.2.3: Ergebnis der Untersuchung des Nestbauverhaltens nach Rapamycinbehandlung. a Bewertungsskala
Balkendiagramm mit SEM. DMSO:nicht:gestresst mit n= 19, DMSO:gestresst mit n =18, Rapamycin:nicht-gestresstmit n= 19
und Rapamycin:gestresstmit n= 18. Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test
post hoc.nicht-gestresst vs gestresst p = 0.1852; DMSO vs Rapamycin p<0.0001; DMSO:nicht:gestresst vs. DMSO:gestresst
p=0.7911; DMSO:nicht-gestresst vs Rapamycin:nicht-gestresst p<0.0001 DMSO:nicht-gestresst vs Rapamycin:gestresst
p<0.0001; DMSO:gestresst vs Rapamycin:nicht-gestresst p<0.0001; DMSO:gestresst vs. Rapamycin:gestresst p<0.0001;
Rapamycin:nicht-gestresst:vs. Rapamycin:gestresst p=0.7690; b Nestlet Gewichtsverlust. Balkendiagramm mit SEM.
DMSO:nicht:gestresst mit n= 19, DMSO:gestresst mit n =18, Rapamycin:nicht-gestresstmit n= 19 und Rapamycin:gestresstmit
n=18. Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test post hoc.nicht-gestresst vs
gestresst p = 0.3347; DMSO vs Rapamycin p<0.0001; DMSO:nicht:gestresst vs. DMSO:gestresst p=0.8411; DMSO:nicht-
gestresst vs Rapamycin:nicht-gestresst p= 0.0019 DMSO:nicht-gestresst vs Rapamycin:gestresst p= 0.0004; DMSO:gestresst
vs Rapamycin:nicht-gestresst p=0.0261; DMSO:gestresst vs. Rapamycin:gestresst p= 0.0063; Rapamycin:nicht-gestresst:vs.
Rapamycin:gestresst p=0.9473; * p < 0.05, ** p <0.01, ***p<0.001.
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3.2.4 Molekulare Analyse von Proteinen der mTOR-Signalkaskade nach Gabe von

Rapamycin

Zum Abschluss des Versuchs sollte die mTOR-Aktivitat in den Gehirnen der Tiere Uberpruift
werden. Die Gehirne der Tiere wurden entnommen und schockgefroren. Anschlie3end wurden
die Gehirne an einem Kryostaten geschnitten und die Regionen PFC, Hippocampus und
Nucleus accumbens prapariert. Das Gewebe wurde lysiert und die Proteine isoliert. Die
Proteinlysate wurden wiederum fir eine SDS-PAGE mit darauf folgendem Western Blot
verwendet. Zur Analyse der mTOR Aktivitat wurde der Phosphorylierungsstatus der beiden
mTOR-Signalkaskadenproteine Akt und S6 Uberprift. Im PFC zeigte sich eine signifikante
Reduktion der Phosphorylierung des mTOR-Zielproteins S6 in den mit Rapamycin
behandelten Tieren (Abb. 3.2.4 a). Dies galt sowohl fir die ungestresste wie auch die
gestresste Gruppe. Fir Akt hingegen wurden keine signifikanten Unterschiede in der
Phoyphorylierung gefunden. Im Hippocampus zeigte sich eine dhnliches Bild. Auch hier zeigte
sich fur den Phosphorylierungsstatus von S6 ein signifikanter Unterschied zwischen
Rapamycin- und Vehikelbehandelten gefunden (Abb. 3.2.4 b). Auch in dieser Hirnregion
konnte fiir Akt kein Unterschied in der Phosphorylierung zwischen den Gruppen gefunden
werden. Im Nucleus accumbens zeigte sich flir den Phosphorylierungsstatus von S6 ebenfalls
eine tendenzielle Reduzierung in den mit Rapamycin behandelten Gruppen (Abb. 3.2.4 c). Im
Gegensatz zu den anderen Hirnregionen konnte hier allerdings kein signifikanter Unterschied
gefunden werden. Wie bereits fir die gréReren Hirnregionen beschrieben, wurden auch hier
fur Akt kein Unterschiede in der Phosphorylierung zwischen den Gruppen detektiert.
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Abbildung 3.2.4 : Ergebnisse des Western Blot nach Rapamycinbehandlung Balkendiagramm mit SEM. a Préfrontaler
Cortex: DMSO:nicht:gestresst mit n=6, DMSO:gestresst mit n =6, Rapamycin:nicht-gestresstmit n= 6 und
Rapamycin:gestresstmit n= 6. Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test post
hoc. pS6/S6: nicht-gestresst vs gestresst p =0.2784 ; DMSO vs Rapamycin p= 0.1134; Nicht-gestress:DMSO vs nicht-
gestresst:Rapamycin  p=0.0164; nicht-gestresst:DMSO vs. Gestresst:DMSO p= 0.9871; nicht-gestresst:DMSO
vsgestresst:Rapamycin p=0.0074; nicht-gestresst:Rapamycin vs. Gestresst:DMSO p=0.0113; nicht-gestresst:Rapamycin vs
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gestresst:Rapamycin p=0.9825; gestresst:DMSO vs. Gestresst:Rapamycin p=0.0052 pAkt/Akt: nicht-gestresst vs gestresst p
=0.6607 ; DMSO vs Rapamycin p=0.4414; Nicht-gestresst:DMSO vs nicht-gestresst:Rapamycin p=0.9982; nicht-
gestresst:DMSO vs. Gestresst:DMSO p=0.9999; nicht-gestresst:DMSO vs gestresst:Rapamycin p=0.8199; nicht-
gestresst:Rapamycin vs. Gestresst:DMSO p=0.9950; nicht-gestresst:Rapamycin vs gestresst:Rapamycin p=0.8961;
gestresst:DMSO vs. Gestresst:Rapamycin p=0.7841 b Hippocampus: Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und
Tukey’s multiple comparisons test post hoc. pS6/S6: nicht-gestresst vs gestresst p = 0.4343; DMSO vs Rapamycin p<0.0001;
Nicht-gestress:DMSO vs nicht-gestresst:Rapamycin p<0.0001; nicht-gestresst:DMSO vs. Gestresst:DMSO p= 0.7629; nicht-
gestresst:DMSO vsgestresst:Rapamycin  p<0.0001; nicht-gestresst:Rapamycin vs. Gestresst:DMSO p=0.0006; nicht-
gestresst:Rapamycin vs gestresst:Rapamycin p=0.9986; gestresst:DMSO vs. Gestresst:Rapamycin p=0.0004 pAkt/Akt: nicht-
gestresst vs gestresst p =0.1887 ; DMSO vs Rapamycin p=0.8556; Nicht-gestresst:DMSO vs nicht-gestresst:Rapamycin
p=0.9927; nicht-gestresst:DMSO vs. Gestresst:DMSO p= 0.9427; nicht-gestresst:DMSO vs gestresst:Rapamycin p=0.6979;
nicht-gestresst:Rapamycin vs. Gestresst:DMSO p=0.8387; nicht-gestresst:Rapamycin vs gestresst:Rapamycin p=0.5347;
gestresst:DMSO vs. Gestresst:Rapamycin p=0.9500 ;c Nucleus accumbens: Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA
und Tukey’s multiple comparisons test post hoc. pS6/S6 nicht-gestresst vs gestresst p = 0.2784; DMSO vs Rapamycin
p=0.1134; DMSO:nicht:gestresst vs. DMSO:gestresst p=0.7408; DMSO:nicht-gestresst vs Rapamycin:nicht-gestresst p=
0.7837 DMSO:nicht-gestresst vs Rapamycin:gestresst p= 0.9804; DMSO:gestresst vs Rapamycin:nicht-gestresst p=0.2365;
DMSO:gestresst vs. Rapamycin:gestresst p= 09194; Rapamycin:nicht-gestresst:vs. Rapamycin:gestresst p=0.5594; pAkt/Akt
nicht-gestresst vs gestresst p = 0.7242; DMSO vs Rapamycin p=0.6139; DMSO:nicht:gestresst vs. DMSO:gestresst p>0.9999;
DMSO:nicht-gestresst vs Rapamycin:nicht-gestresst p= 0.9983 DMSO:nicht-gestresst vs Rapamycin:gestresst p= 0.9260;
DMSO:gestresst vs Rapamycin:nicht-gestresst p=0.9995; DMSO:gestresst vs. Rapamycin:gestresst p= 0.9063;
Rapamycin:nicht-gestresst:vs. Rapamycin:gestresst p=0.8619; * p < 0.05, ** p < 0.01, ***p<0.001.

3.2.5 Gewichtsanalyse nach chronisch-sozialem Stresses bei Tsc2* Mausen

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Rolle der mTOR-Signalkaskade in
Zusammenhang mit Stressresilienz. Nachdem in 3.2 die Auswirkung der Hemmung des
mTOR-Signalweges mittels pharmakologischer Intervention durch Rapamycin untersucht
wurde sollte nun die Auswirkung einer mTOR Hyperaktivitat beleuchtet werden. Hierfir wurde
das Tsc2 Mausmodell verwendet. Bei diesem Mausmodell weist das Gen Tsc2, welches fir
Tuberin kodiert, auf einem Allel eine Deletion in Exon 2 auf. Dies resultiert in einem Verlust
der Proteinexpression fur das mutierte Allel und es kann nur noch tber ein wildtypisches Allel
Protein gebildet werden. Die Menge an gebildetem Tuberin nimmt somit ab. Tuberin bildet,
zusammen mit dem von Tscl kodierten Hamartin einen Komplex, welcher die mTORC1
Signalisierung inhibiert. Im Tsc2 Mausmodell ist diese Inhibierung des mTORCL1 folglich
geschwacht und es kommt zu einer Verstarkung der mTOR Aktivitat.

Fir diese Arbeit wurden mannliche Tsc2-Mause und ihre mannlichen wildtypischen
Geschwister im Alter von 3 Monaten verwendet. Zunachst wurde DNA aus Ohrstanzen isoliert
und diese fur eine PCR zur Genotypisierung verwendet (s. 2.2.2.2.1 und 2.2.2.2.2). Die Mause
wurden einem 14-tdgigen Stressparadigma unterzogen. Das Gewicht wurde jeden Tag
dokumentiert und fur die Gruppen verglichen. Die Ergebnisse zeigten, dass die gestressten
wildtypischen Méuse (Tsc2-wt gestresst) schneller an Gewicht zunahmen, als die
ungestressten wildtypischen Kontrolltiere (Tsc2-wt nicht-gestresst). An Tag 11 zeigte sich hier
ein signifikanter Unterschied. Diese Beobachtung bestatigte die Ergebnisse aus 3.1.3.1. Fr
die heterozygoten Tiere (Tsc2-het nicht-gestresst und Tsc2-het gestresst) wurden keine

signifikanten Unterschiede zwischen Nicht-Gestressten und Gestressten gefunden. Dabei fiel
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auf, dass beide Gruppen eine Gewichtszunahme, vergleichbar derer der gestressten
wildtypischen Mause zeigten.

Eine Woche nach Beendigung der Stressprozedur wurde mit den Verhaltenstests begonnen.
Es wurde eine Testbatterie aus Social Interaction Test, Social Novelty Test, Elevated Plus
Maze, Open Field, Y-maze, Grooming, Sugar Preference Test und Tail Suspension Test
durchgefihrt.
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Abbildung 3.2.5: Ergebnis der Untersuchung der Gewichtsentwicklung bei ungestressten und gestressten Tsc2 Mausen
liber den Zeitraum des Stressparadigmas. Verlaufsdiagramm mit SEM. Nicht-gestresst:Tsc2-wt mit n = 19 , nicht-
gestresst:Tsc2-het mit n = 21, gestresst:Tsc2-wt mit n = 19und gestresst:Tsc2-het mit n = 21. Untersuchung der Signifikanzen

mit 2way ANOVA und Dunnett’s multiple comparisons test post hoc Tag 11: Tsc2-wt nicht-gestresst vs Tsc2-wt gestresst p=
0.0373; * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001

3.2.6 Sozialverhalten nach chronisch-sozialem Stresses bei Tsc2+/- Mausen

3.2.6.1 Social Interaction Test (SI)

Die Ergebnisse des Sl Tests zeigten sowohl bei den heterozygoten Tsc2-Méannchen, als auch
den wildtypischen Geschwistertieren eine signifikante Erhéhung der sozialen Vermeidung im
Vergleich mit den ungestressten Kontrollgruppen (Abb. 3.2.6.1). Desweiteren wurden weder
bei den ungestressten noch bei den gestressten Gruppen signifikante Unterschiede zwischen
den beiden Genotypen gefunden.
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Abbildung 3.2.6.1: Ergebnis der Untersuchung der sozialen Interaktion bei ungestressten und gestressten Tsc2 Mausen.
Balkendiagramm mit SEM. Nicht-gestresst:Tsc2-wt mit n=19, nicht-gestresst:Tsc2-het mit n = 21, gestresst:Tsc2-wt mit n= 18
und gestresst:Tsc2-het mit n=21 . Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test
post hoc nicht-gestresst:Tsc2-wt vs. Nicht-gestresst:Tsc2-het p=0.9869; nicht-gestresst:Tsc2-wt vs gestresst:Tsc2-wt p=
0.0203; nicht-gestresst:Tsc2-wt vs gestresst:Tsc2-het p= 0.0103; nicht-gestresst:Tsc2-het vs. Gestresst:Tsc2-wt p=0.0408;
nicht-gestresst:Tsc2-het vs. Gestresst:Tsc2-het p= 0.0216; gestresst:Tsc2-wt vs. Gestresst:Tsc2-het p=0.9983 ; * p < 0.05, **
p < 0.01, ***p<0.001.

3.2.6.2 Social Novelty (SN)

Fur die Analyse des Social Novelty Testung (s. 2.2.4.2.2) wurde im ersten Teil zunachst auf
soziales Verhalten getestet. Hierflir wurden zunachst ein leerer Zylinder und ein Zylinder mit
einer unbekannten Maus dargeboten und die in direktem Kontakt um die Zylinder verbrachte
Zeit (Schnuffelzeit) gemessen. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.2.6.2 dargestellt. Die
ungestressten wildtypischen Mause verbrachten signifikant mehr Zeit mit der Maus als mit dem
leeren Zylinder (Abb. 3.2.6.2 a). Auch die gestressten wildtypischen Mause verbrachten
tendenziell mehr Zeit mit der Maus als mit dem leeren zylindrischen Kafig, jedoch war der
Unterschied nicht signifikant (p = 0.0733). Bei den heterozygoten Tieren zeigte sich ein
anderes Bild. Hier war bei beiden Gruppen (ungestresst, als auch gestresst) ein signifikanter
Unterschied zwischen dem leeren Zylinder und dem Zylinder mit Maus zu erkennen. Die
Ergebnisse zeigten, dass bei wildtypischen Tieren der Stress tendenziell zu einer verminderten
Praferenz fur die Maus und somit geringeren Sozialverhalten fuhrt. Die Tsc2 heterozygoten
Tiere zeigten weder im ungestressten, noch im gestressten Zustand eine nennenswerte
Beeintrachtigung. Im zweiten Teil des Tests waren keine signifikanten Unterschiede zu finden
(Abb. 3.2.6.2 b). Tendenziell verbrachten aber alle Gruppen mehr Zeit mit der neuen Maus

(Maus 2), als mit der bereits bekannten (Maus 1).
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Abbildung 3.2.6.2: Ergebnis des Social Novelty Tests. a Kontaktfreudigkeit Balkendiagramm mit SEM. 2way ANOVA mit
Tukey post hoc. ungestresst leer:Tsc2-wt ungestresst Maus 1:Tsc2-wt p=0.0002, gestresst leer:Tsc2-wt vs. Gestresst Maus
1:Tsc2-wt p=0.0733, ungestresst leer:Tsc2-het vs ungestresst Maus 1:Tsc2-het p<0.0001, gestresst leer:Tsc2-het vs gestresst
Maus 1:Tsc2-het p<0.0001 b unbekannte Maus Balkendiagramm mit SEM. 2way ANOVA mit Tukey post hoc. ungestresst
Maus1:Tsc2-wt vs ungestresst Maus 2:Tsc2-wt p=0.8951, gestresst Maus 1:Tsc2-wt vs. gestresst Maus 2:Tsc2-wt p=0.5709,

ungestresst Maus 1:Tsc2-het vs ungestresst Maus 2:Tsc2-het p=0.6497 gestresst Maus 1:Tsc2-het vs gestresst Maus 2:Tsc2-
het p=0.7617 * p < 0.05, ** p < 0.01, ***p<0.001.

3.2.7. Angstverhalten nach CSDS bei Tsc2" Mausen

Um das Angsverhalten der heterozygoten Tsc2 Mause zu analysieren wurden ein Elevated
Plus Maze (s. 2.2.4.3.1) und ein Open Field Test (s. 2.2.4.3.2) durchgefihrt.
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3.2.7.1 Elevated Plus Maze (EPM)

Die Ergebnisse des EPM zeigten, dass die nicht-gestressten Tiere signifikant mehr Zeit in den
offenen Armen verbrachten als die gestressten Tiere (Abb. 3.2.7.1). Die gestressten Tiere
verhielten sich also angstlicher als die ungestressten Tiere. Bei der Unterscheidung der
Genotypen zeigte sich, dass die wildtypischen nicht-gestressten Mause signifikant mehr Zeit
in den offenen Armen verbrachten als die gestressten Wildtypen. Fir die heterozygoten Tsc2-
Tiere war der Unterschied jedoch nicht signifikant. Dabei zeigte sich auch, dass die
ungestressten Tsc2*- Mause tendenziell weniger Zeit in den offenen Armen verbrachten, als
die ungestressten Wildtypen. Der Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant. Dies
Zeigte, dass die heterozygoten Tiere tendenziell angstlicher waren als ihre wildtypischen

Geschwistertiere.
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Abbildung 3.2.7.1: Ergebnis der Untersuchung des Angstverhaltens bei ungestressten und gestressten Tsc2 Mdusen mittels
EPM. Balkendiagramm mit SEM. Nicht-gestresst:Tsc2-wt mit n= 19, nicht-gestresst:Tsc2-het mit n = 21, gestresst:Tsc2-wt mit
n= 19 und gestresst:Tsc2-het mit n=21. Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons
test post hoc nicht-gestresst:nicht-gestresst vs gestresst: p<0.0001, Tsc2-wt vs Tsc2-het p= 0.1820. Tsc2-wt vs. Nicht-
gestresst:Tsc2-het p=0.3892; nicht-gestresst:Tsc2-wt vs gestresst:Tsc2-wt p=0.0030 ; nicht-gestresst:Tsc2-wt vs
gestresst:Tsc2-het p= 0.0008; nicht-gestresst:Tsc2-het vs. Gestresst:Tsc2-wt p=1611; nicht-gestresst:Tsc2-het vs.
Gestresst:Tsc2-het p= 0.0713; gestresst:Tsc2-wt vs. Gestresst:Tsc2-het p=0.9893 ; * p < 0.05, ** p < 0.01, ***p<0.001.

3.2.7.2 Open Field (OF)

Im Open Field verbrachten die ungestressten Tiere signifikant mehr Zeit im Zentrum als die
gestressten Tiere (Abb. 3.2.7.2 a). Das Zentrum bot den Tieren dabei weniger Schutz und wies
aufgrund der geringeren Beschattung eine hdhere Helligkeit auf. Eine Vermeidung des

Zentrums kann also mit einem starkeren Angstverhalten assoziiert werden. Zudem
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verbrachten die heterozygoten Tiere dabei tendenziell weniger Zeit im Zentrum als ihre
wildtypischen Geschwistertiere. Im Open Field wurde als weiterer Parameter die wahrend der
Testphase zurlickgelegte Strecke gemessen. Hierbei zeigte sich, dass die gestressten Tsc2+/-
Mannchen im Vergleich zu den anderen Gruppen signifikant weniger Strecke zurlicklegten
(Abb.3.2.7 b). Duclot et al. haben bei Experimenten mit Ratten einen ahnlichen Phanotyp
gesehen (Duclot et al., 2011). Sie assoziierten die geringe Lokomotion und das geringe
Explorationsverhalten mit depressionsdhnlichem Verhalten. Zusammenfassend ist fur beide
Tests festzustellen, dass gestresste Mause ein htheres Mall an Angst zeigten. Bei den

gestressten Heterozygoten zeigten sich zudem Anzeichen eines depressionsahnlichen

Phanotyps.
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Abbildung 3.2.7.2: a Ergebnis der Untersuchung des Angsverhaltens im Open Field Tests bei ungestressten und gestressten
Tsc2 Madusen. Balkendiagramm mit SEM. Nicht-gestresst:Tsc2-wt mit n=19 , nicht-gestresst:Tsc2-het mit n =20,
gestresst:Tsc2-wt mit n=19 und gestresst:Tsc2-het mit n=21. Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s
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multiple comparisons test post hoc. Nicht-gestresst vs gestresst p=0.0009; Tsc2-wt vs Tsc2-het p=0.1141. nicht-
gestresst:Tsc2-wt vs. Nicht-gestresst:Tsc2-het p=0.6719; nicht-gestresst:Tsc2-wt vs gestresst:Tsc2-wt p=0.0856; nicht-
gestresst:Tsc2-wt vs gestresst:Tsc2-het p= 0.0032; nicht-gestresst:Tsc2-het vs. Gestresst:Tsc2-wt p=0.5653; nicht-
gestresst:Tsc2-het vs. Gestresst:Tsc2-het p= 0.0715; gestresst:Tsc2-wt vs. Gestresst:Tsc2-het p= 0.6722 b Ergebnis der
Untersuchung der zuriickgelegten Strecke im Open Field Tests bei ungestressten und gestressten Tsc2 Mausen.
Balkendiagramm mit SEM. Nicht-gestresst:Tsc2-wt mit n=19, nicht-gestresst:Tsc2-het mit n =21, gestresst:Tsc2-wt mit n=19
und gestresst:Tsc2-het mit n=20. Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test
post hoc. Nicht-gestresst vs gestresst p=0.0008; Tsc2-wt vs Tsc2-het p=0.0759 interaction p=0.0008. nicht-gestresst:Tsc2-wt
vs. Nicht-gestresst:Tsc2-het p=0.6188; nicht-gestresst:Tsc2-wt vs gestresst:Tsc2-wt p>0.9999; nicht-gestresst:Tsc2-wt vs
gestresst:Tsc2-het p= 0.0021; nicht-gestresst:Tsc2-het vs. Gestresst:Tsc2-wt p=0.6220; nicht-gestresst:Tsc2-het wvs.
Gestresst:Tsc2-het p< 0.0001; gestresst:Tsc2-wt vs. Gestresst:Tsc2-het p= 0.0020 ; * p < 0.05, ** p < 0.01, ***p<0.001.

3.2.8 Kognition nach CSDS in Mausen bei Tsc2+/- Mausen
3.2.8.1 Y-Maze

Der Y-Maze Test (s. 2.2.4.4.2) sollte verwendet werden, um das Kurzzeitgedachtnis bei
Mausen zu bewerten (Kraueter et al., 2019). Spontane Wechsel der Arme sind dabei ein Maf3
fur das rdumliche Arbeitsgedéachtnis. Dieses konnte bewertet werden, indem man den Mausen
erlaubte, alle drei Arme des Labyrinths zu erkunden. Dabei wurde ausgenutzt, dass Nagetiere
von einer angeborenen Neugier angetrieben, zuvor unbesuchte Bereiche zu erkunden. Mause
mit intaktem rdumlichem Arbeitsgedachtnis und somit funktionierenden préafrontalen Cortex
erinnerten sich besser an den gerade besuchten Arm und zeigten eine Tendenz dazu den Arm
aufzusuchen, in dem sie zuvor langer nicht gewesen waren. Die Ergebnisse des Y-Maze
zeigten zum einen, dass die nicht-gestressten Tiere weniger spontane Richtungsanderungen
machten als die gestressten Tiere (Abb. 3.2.8.1). Zum anderen zeigte der Vergleich von
wildtypischen und heterozygoten Tieren, dass die heterozygoten Tiere mehr spontane
Richtungsanderungen machten als ihre wildtypischen Geschwister. Es erscheint, als wiirde
sowohl die Exposition zum Stress als auch der Defekt in einer Kopie des Tsc2 Gens das

raumliche Arbeitsgedéachtnis verbessern.
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Abbildung 3.2.8.1: Ergebnis der Untersuchung der spatialen Gedachntniskonsolidierung bei ungestressten und gestressten
Tsc2 Mausen. Balkendiagramm mit SEM. Nicht-gestresst:Tsc2-wt mit n=19 , nicht-gestresst:Tsc2-het mit n =21,
gestresst:Tsc2-wt mit n=19 und gestresst:Tsc2-het mit n=21. Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s
multiple comparisons test post hoc. Nicht-gestresst vs gestresst p=0.0235; Tsc2-wt vs Tsc2-het p=0.0107 interaction
p=0.3686. nicht-gestresst:Tsc2-wt vs. Nicht-gestresst:Tsc2-het p=0.6226; nicht-gestresst:Tsc2-wt vs gestresst:Tsc2-wt
p=0.7662; nicht-gestresst:Tsc2-wt vs gestresst:Tsc2-het p= 0.0045; nicht-gestresst:Tsc2-het vs. Gestresst:Tsc2-wt p=0.9965;
nicht-gestresst:Tsc2-het vs. Gestresst:Tsc2-het p=0.0995; gestresst:Tsc2-wt vs. Gestresst:Tsc2-het p= 0.0698 ; * p < 0.05, **
p <0.01, ***p<0.001.

3.2.9. Generelles Wohlbefinden
3.2.9.1 Grooming

Korperpflege ist bei vielen Tierarten ein inertes Verhalten, welches in der
Hygieneaufrechterhaltung und anderen physiologisch wichtigen Prozessen wie
Thermoregulation, sozialer Kommunikation oder Entregung eine Rolle spielt (Kalueff et al.,
2015). Die Beurteilung des Korperpflegeverhaltens von Nagetieren ist fur die translationale
neurowissenschaftliche Forschung potenziell nitzlich, da eine abweichende Korperpflege mit
menschlichen Stérungen assoziiert werden kann. Daher wurde fir diese Arbeit im Rahmen
eines Grooming Tests (s. 2.2.4.5.1) die Zeit gemessen, welche die Tiere mit Korperpflege
verbrachten. Die Analyse zeigte, dass die nicht-gestressten wildtypischen Tiere im Mittel
28,4207 s mit Korperpflege verbrachten (Abb. 3.2.9.1). Im Vergleich dazu wendeten die nicht-
gestressten heterozygoten Tiere im Mittel mehr Zeit fir die Koérperpflege auf (36,2879 s). Die
gemessenen mittleren Zeiten waren sowohl fiir die gestressten wildtypischen Tiere (36,338s)
als auch die gestressten heterozygoten Tiere (36,4165 s) ebenfalls héher als die der nicht-
gestressten Tiere. Kein Unterschied wurde bei der gestressten Gruppe zwischen den
Genotypen (wt vs. Tsc2-het) gefunden. Aufgrund der hohen Standardabweichungen waren die

beobachteten Unterschiede jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 3.2.9.1: Ergebnis der Untersuchung des Groomingverhaltens bei ungestressten und gestressten Tsc2 Mausen.
Balkendiagramm mit SEM. Nicht-gestresst:Tsc2-wt mit n=19, nicht-gestresst:Tsc2-het mit n =21, gestresst:Tsc2-wt mit n=19
und gestresst:Tsc2-het mit n=21. Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test
post hoc. Nicht-gestresst vs gestresst p=0.1855; Tsc2-wt vs Tsc2-het p=0.2389 interaction p=0.2490. nicht-gestresst:Tsc2-wt
vs. Nicht-gestresst:Tsc2-het p=0.3628; nicht-gestresst:Tsc2-wt vs gestresst:Tsc2-wt p=0.3193; nicht-gestresst:Tsc2-wt vs
gestresst:Tsc2-het p= 0.2900; nicht-gestresst:Tsc2-het vs. Gestresst:Tsc2-wt p=9996; nicht-gestresst:Tsc2-het vs.
Gestresst:Tsc2-het p=0.9993; gestresst:Tsc2-wt vs. Gestresst:Tsc2-het p>0.9999 ; * p < 0.05, ** p < 0.01, ***p<0.001.

3.2.10 Testung auf depressive Verhaltensweisen nach chronisch-sozialem Stresses

bei Tsc2"-Mausen
3.2.10.1 Sugar Preference Test (SPT)

Zum Abschluss der Verhaltensbatterie wurden der Sugar Preference Test und der Tall
Suspension Test durchgefiihrt, die auf depressive Verhaltensweisen testen sollten. Der Sugar
Preference Test nutzt Anhedonie als Kernsymptom von Depressionen. Anhedonie ist die
Unfahigkeit, Freude durch Belohnungen oder Annehmlichkeiten zu empfinden. Beim Sugar
Preference Test wird dies durch den Konsum von Zuckerwasser getestet (s. 2.2.4.6.1). Die
Ergebnisse zeigten, dass die nicht-gestressten Wildtypen das Zuckerwasser zu 75,2498 %
praferierten (Abb. 3.2.10.1). Die nicht-gestressten heterozygoten Tiere hatten mit 63,6806%
eine geringere Praferenz flr das angezuckerte Wasser. Auch die gestressten wildtypischen
Mause zeigten mit 63,8782% eine geringere Praferenz als ihre ungestresste
Vergleichsgruppe. Die Gruppe der gestressten Heterozygoten hatte mit 73,0908 %
Zuckerpraferenz im Mittel einen hoheren Wert als die nicht-gestressten Heterozygoten und die
gestressten wildtypischen Geschwistertiere. Wahrend also sowohl die nicht-gestressten
heterozygoten Tiere, als auch die gestressten Wildtypen eine geringere Préaferenz fir das
angezuckerte Wasser zeigten, erreichten die gestressten Heterozygoten einen &hnlichen Wert
wie die ungestressten Wildtypen. Es scheint also, als wirde die Exposition gegenuber Stress
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die heterozygoten Tsc2 Tiere aus der Ahedonie bringen. Es féllt auf, dass die individuellen
Unterschiede im Verhalten hier sehr hoch sind. Daher waren keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Gruppen zu detektieren.
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Abbildung 3.2.10.1: Ergebnis der Untersuchung der Zuckerpraferenz bei ungestressten und gestressten Tsc2 Mausen.
Balkendiagramm mit SEM. Nicht-gestresst:Tsc2-wt mit n=19, nicht-gestresst:Tsc2-het mit n =21, gestresst:Tsc2-wt mit n=19
und gestresst:Tsc2-het mit n=21. Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test
post hoc. Nicht-gestresst vs gestresst p=0.8769; Tsc2-wt vs Tsc2-het p=0.8524 interaction p=0.1038. nicht-gestresst:Tsc2-wt
vs. Nicht-gestresst:Tsc2-het p=0.5682; nicht-gestresst:Tsc2-wt vs gestresst:Tsc2-wt p=0.6015; nicht-gestresst:Tsc2-wt vs
gestresst:Tsc2-het p= 0.9950; nicht-gestresst:Tsc2-het vs. Gestresst:Tsc2-wt p>0.9999; nicht-gestresst:Tsc2-het wvs.
Gestresst:Tsc2-het p=0.7018; gestresst:Tsc2-wt vs. Gestresst:Tsc2-het p=0.7312 ; * p < 0.05, ** p < 0.01, ***p<0.001.

3.2.10.2 Tail Suspension

Der Tail Suspension Test ist ein Verhaltenstest fir Mause der zur Messung von verzweifeltem
Verhalten oder "depressionséhnlichem™” Verhalten und erlernter Hilflosigkeit dient. Er ist
nitzlich fir das Screening von potenziellen Antidepressiva und bei der Bewertung anderer
Manipulationen, die depressionsbedingte Verhaltensweisen beeinflussen (Steru et al., 1985;
Can et al., 2012). Fur den Tail Suspension Test wurden die Mause fur 6 Minuten am Schwanz
aufgehangt. Es wurde die Latenzzeit bis zur ersten Inaktivitat bestimmt und die Gesamtzeit
der Inaktivitat innerhalb der funf letzten Minuten gemessen (s. 2.2.4.6.2). Die Auswertung der
Gesamtzeit der Inaktivitdt innerhalb der letzten fiinf Minuten der Testzeit zeigte keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb. 3.2.10.2 a). In der Gruppe der nicht-
gestressten Tiere wiesen die heterozygoten Tiere im Mittel eine hdhere Inaktivitatszeit auf, als
die wildtypische Vergleichsgruppe. Betrachtete man hingegen die Gruppe der gestressten
Tiere, wiesen hier die Wildtypen tendenziell (nicht signifikant) eine hdhere Inaktivitatszeit auf.
Die Inaktivitatszeit der gestressten Heterozygoten bewegte sich im Mittel auf dem Niveau der

nicht-gestressten Wildtypen. Die Analyse der Latenz erbrachte keine signifikanten
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Unterschiede (Abb. 3.2.10.2 b). Jedoch zeigte sich, dass die Zeitspanne bis zur ersten
Inaktivitdt bei den heterozygoten Tieren im Vergleich zu den Wildtypen tendenziell etwas
grolBer war. Im Vergleich war die Zeitspanne bis zur ersten Inaktivitat bei den gestressten

Tieren grof3er als bei den Ungestressten.
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Abbildung 3.2.10.2: a Ergebnis der Untersuchung der Inaktivitit beim Tail Suspension Test bei ungestressten und
gestressten Tsc2 Mdusen. Balkendiagramm mit SEM. Nicht-gestresst:Tsc2-wt mit n=19 , nicht-gestresst:Tsc2-het mit n =21,
gestresst:Tsc2-wt mit n=19 und gestresst:Tsc2-het mit n=21. Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s
multiple comparisons test post hoc. Nicht-gestresst vs gestresst p=0.1008; Tsc2-wt vs Tsc2-het p=0.8109 interaction p=0.6954
nicht-gestresst:Tsc2-wt vs. Nicht-gestresst:Tsc2-het p=0.8030; nicht-gestresst:Tsc2-wt vs gestresst:Tsc2-wt p=0.5635; nicht-
gestresst:Tsc2-wt vs gestresst:Tsc2-het p= 0.9995; nicht-gestresst:Tsc2-het vs. Gestresst:Tsc2-wt p=0.9705; nicht-
gestresst:Tsc2-het vs. Gestresst:Tsc2-het p=0.7274; gestresst:Tsc2-wt vs. Gestresst:Tsc2-het p= 0.4773 b Ergebnis der
Untersuchung der Latenz beim Tail Suspension Test bei ungestressten und gestressten Tsc2 Mdusen. Balkendiagramm mit
SEM. Nicht-gestresst:Tsc2-wt mit n=19 , nicht-gestresst:Tsc2-het mit n =21, gestresst:Tsc2-wt mit n=19 und gestresst:Tsc2-
het mit n=21. Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test post hoc. Nicht-
gestresst vs gestresst p=0.2677; Tsc2-wt vs Tsc2-het p=0.2908 interaction p=0.7040 nicht-gestresst:Tsc2-wt vs. Nicht-
gestresst:Tsc2-het p=0.9619; nicht-gestresst:Tsc2-wt vs gestresst:Tsc2-wt p=0.9579; nicht-gestresst:Tsc2-wt vs
gestresst:Tsc2-het p= 0.4115; nicht-gestresst:Tsc2-het vs. Gestresst:Tsc2-wt p>0.9999.; nicht-gestresst:Tsc2-het vs.
Gestresst:Tsc2-het p=0.6938; gestresst:Tsc2-wt vs. Gestresst:Tsc2-het p= 0.7413 * p < 0.05, ** p < 0.01, ***p<0.001.
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3.3 Verhaltensversuche mit Mausen mit veranderter Endothel-und

Koagulationskaskade nach chronisch sozialem Stress

Im letzten Teil dieser Arbeit sollte die Beeintrachtigung der Integritdt der BHS untersucht
werden. Hierzu wurde ein Mausmodell verwendet, bei dem die BHS aufgrund einer
genetischen Veranderung nur eingeschrankt funktioniert. Bei den verwendeten Mausstammen
waren Teile des Procr — Gens mit flox-Sequenzen flankiert worden. Das Gen kodiert den
endothelial protein c receptor (EPCR) (vgl. 1. 7.4.2.). Durch Parrung mit einem Stamm, der die
Cre-Rekombinase gewebsspezifisch exprimiert, wurde ein vollstdndiger Knock-Out des
Rezeptors in allen endothelialen und hamatopoetischen Zellen erreicht. Die Cre-negativen
Tiere dienten als wildtypische Kontrollenn. In dem anderen Modell, das in dieser Arbeit zum
Einsatz kam, entstand spontan eine Mutation in der Palmitoylierungsstelle von EPCR
(EPCRCI/S). Dies fuhrte zu einer veranderten subzellularen Lokalisation und in der Folge zu
einem Funktionsverlust von EPCR in der Signaltransduktion. Dieser Stamm wurde mit dem
urspringlichen Stamm ohne Mutation verglichen (EPCRflox129). Das Fehlen von EPCR

resultiert in einer Stérung der Barriere der BHS und in breiten pro-inflammatorischen Effekten.

Die Mause wurden zunachst einem 10-tdgigen Stressparadigma unterzogen. Eine Woche
nach Beendigung des chronisch sozialen Stresses durchliefen die Tiere eine
Verhaltensbatterie aus Sl Test, EPM, 24h NORT und Nest Building.

3.3.1 Sozialverhalten nach chronisch-sozialem Stress in Mausen mit Defekt im Procr

Gen
3.3.1.1 Social Interaction Test (SI)

Die Ergebnisse des Stammes mit Knock Out von Procr zeigten flr die ungestressten Tiere
einen mittleren SI Index von 120,369 (EPCRdel KO, nicht-gestresst) (Abb. 3.3.1.1. a). Dieser
war damit tendenziell, aber nicht signifikant, niedriger als der Index der ungestressten
wildtypischen Geschwistertiere (158,004). Im Vergleich dazu zeigten die gestressten Tiere
eine signifikant niedrigere soziale Interaktionsfahigkeit. Der mittlere Sl-Index der gestressten
wildtypischen Tiere (gestresst, EPCRdel wt) betrug 50,1436 und fur die gestressten KO-Mause
(gestresst, EPCRdel KO) lag er bei 42,1403. Zwischen den beiden gestressten Gruppen wurde
kein signifikanter Unterschied in Bezug auf den Sl-Index gefunden. Jedoch zeigte sich, dass
in der Gruppe der gestressten EPCRdel wt drei Tiere mit einem Wert tiber 100 zu finden waren.
Diese drei Tiere waren per Definition Resiliente. Das entsprach 17,65 % aller gestressten Tiere
(Abb.3.3.1.2 a). Im Gegensatz dazu war innerhalb der Gruppe der gestressten EPCRdel KO
kein Tier mit einem Wert Uber 100 zu finden. In der Gruppe der gestressten Tiere mit KO von

Procr gab es somit keine Resilienten.
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Fur den Stamm mit Mutation in der Palmitoylierungsstelle zeigte sich eine ahnliche Verteilung.
Der mittlere Sl-Index betrug fir die ungestressten EPCRC/S Mause 138,829 und 177,599 fur
die ungestressten Kontrolltiere (EPCRflox129, Abb. 3.3.1.1 b). In der Gruppe der gestressten
Tiere lag der Mittelwert bei 158,637 fiir die Kontroll-EPCRflox129 Tiere und bei 56,4331 fur die
EPCRC/S Tiere. In der Gruppe der gestressten EPCRC/S Mause waren ebenfalls keine
Resilienten Tiere zu finden (Abb. 3.3.1.1 b und Abb. 3.3.1.2 b). Im Gegensatz dazu wiesen 4
von 6 Tieren in der gestressten Kontroll-EPCRflox129 Gruppe einen Wert tiber 100 auf. Dies
entsprach einem Anteil von 66,67 % der Gruppe (Abb. 3.3.1.2 b). Diese Gruppe zeigte somit,

im Vergleich mit der fir C57BL/6-Mause bekannten Verteilung, einen hohen Anteil Resilienter

Tiere.
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Abbildung 3.3.1.1: a Ergebnis der Untersuchung der sozialen Interaktion von Tieren mit EPCR Defizienz. Balkendiagramm
mit SEM. EPCRdel wt:nicht-gestresst mit n= 13, EPCRdel KO:nicht-gestresst mit n =13, EPCRdel wt:gestresst n= 17 und
EPCRdel KO :gestresst mit n=14. Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test
post hoc. Nicht-gestresst:EPCRdel wt vs nicht-gestresst:EPCRdel KO p=0.2131; nicht-gestresst:EPCRdel wt vs.
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gestresst:EPCRdel wt p<0.0001; nicht-gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel KO p<0.0001; nicht-gestresst:EPCRdel KO
vs gestresst:EPCRdel wt p=0.0015; nicht-gestresst:EPCRdel KO vs. Gestresst:EPCRdel KO p=0.0006; gestresst:EPCRdel wt vs.
Gestresst:EPCRdel KO p=0.9684 b Ergebnis der Untersuchung der sozialen Interaktion von Tieren mit veranderter EPCR
Lokalisation Balkendiagramm mit SEM. nicht-gestresst:R17 (EPCRflox129) mit n= 8, nicht-gestresst:R16 (EPCRC/S) mit n =5,
gestresst:R17 (EPCRflox129) mit n= 6, gestresst:R16 (EPCRC/S) mit n= 10. Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA
und Tukey’s multiple comparisons tset post hoc. Nicht-gestresst:R17 (EPCRflox129) vs. Nicht-gestresst:R16 (EPCRC/S) p=
0.8210, nicht-gestresst.R17 (EPCRflox129) vs. Gestresst:R17 (EPCRflox129) p=0.9737, nicht-gestresst:R17 (EPCRflox129) vs.
Gestresst:R16 (EPCRC/S) p= 0.0230, nicht-gestresst:R16 (EPCRC/S) vs. gestresst.R17 (EPCRflox129) p=0.9754, nicht-
gestresst:R16 (EPCRC/S) vs gestresst:R16 (EPCRC/S) p=0.2405, gestresst:R17 (EPCRflox129) vs. Gestresst:R16 (EPCRC/S)
p=0.1032 * p < 0.05, ** p < 0.01, ***p<0.001.
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Abbildung 3.3.1.2: Relative Verteilung der Resilienten und der stressAnfilligeen Tiere innerhalb der Stressgruppe zu den
bei den EPCR-KO Tieren und ihren wildtypischen Geschwistern (a) und dem Stamm mit verdanderter Lokalisation von EPCR
mit dem entsprechenden wildtypischen Kontrollstamm (b)
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3.3.2 Angstverhalten nach chronisch-sozialem Stress in Mausen mit Defekt im Procr

Gen

3.3.2.1 Elevated Plus Maze (EPM)

Um das Angstverhalten zu analysieren wurde ein EPM durchgefiihrt. Fir die Tiere mit Procr
Defizienz zeigte die Analyse der aus dem EPM gewonnenen Daten, dass die nicht-gestressten
Tiere signifikant mehr Zeit in den offenen Armen verbrachten, als die gestressten Tiere (Abb.
3.3.2.1 a). Die nicht-gestressten wildtypischen Tiere verbrachten tendenziell (nicht signifikant)
mehr Zeit in den offenen Armen als ihre gestresste Vergleichsgruppe. Zusammengenommen
zeigte dies, dass die nicht-gestressten Tiere signifikant mehr Zeit in den offenen Armen

verbrachten als die gestressten Tiere.

FUr den Stamm mit veréanderter Lokalisation von EPCR und dessen Kontrollstamm konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden. Die gestressten
Tiere explorierten die offenen Arme in ahnlichem Ausmal3, wie die ungestressten Tiere. Im
Vergleich zu dem Stamm mit Verlust von EPCR zeigten beide Stamme generell héhere mittlere
Explorationszeiten (R17 (EPCRflox129): nicht-gestresst = 41,89 s; R16 (EPCRC/S: nicht-
gestresst = 58,2933s; R17 (EPCRflox129):gestresst = 46,0133 s; R16 (EPCRCI/S: gestresst =
37,416 s) (Abb. 3.3.2.1 b).
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Abbildung 3.3.2.1: a Ergebnis der Untersuchung der sozialen Interaktion bei ungestressten und gestressten von Tieren mit
EPCR Defizienz. Balkendiagramm mit SEM. EPCRdel wt:nicht-gestresst mit n = 13, EPCRdel KO:nicht-gestresst mit n = 13,
EPCRdel wt:gestresst n = 17 und EPCRdel KO :gestresst mit n= 14. Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und
Tukey’s multiple comparisons test post Nicht-gestresst:EPCRdel wt vs nicht-gestresst:EPCRdel KO p = 0.4455; nicht-
gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel wt p = 0.4869; nicht-gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel KO p=0.1662;
nicht-gestresst:EPCRdel KO vs. Gestresst:EPCRdel wt p = 0.0153; nicht-gestresst:EPCRdel KO vs. Gestresst:EPCRdel KO p =
0.0031; gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel KO p = 0.8243 b Ergebnis der Untersuchung der sozialen Interaktion bei
ungestressten und gestressten von Tieren mit veranderter EPCR Lokalisation. Balkendiagramm mit SEM. R17
(EPCRflox129):nicht-gestresst mit n = 8, R16 (EPCRC/S):nicht-gestresst mit n = 6, R17 (EPCRflox129):gestresst n = 6 und R16
(EPCRC/S):gestresst mit n=10. Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test post
Nicht-gestresst:EPCRdel wt vs nicht-gestresst:EPCRdel KO p = 0.3220; nicht-gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel wt p
= 0.9712; nicht-gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel KO p=0.9479; nicht-gestresst:EPCRdel KO vs. Gestresst:EPCRdel
wt p = 0.6190; nicht-gestresst:EPCRdel KO vs. Gestresst:EPCRdel KO p = 0.1188; gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel
KO p =0.7749; * p < 0.05, ** p < 0.01, ***p<0.001.
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3.3.3 Kognitive Leistung nach CSS in Mausen mit Defekt im Procr Gen
3.3.3.1 24 h Novel Object Recognition Task (24 h NORT)

Zur Testung der kognitiven Leistungsfahigkeit wurde ein 24h NORT durchgefuhrt. Der
Diskriminierungsindex zeigte fr die nicht-gestressten Cre-negativen Tiere mit intaktem Procr
Gen mit 0,164028 einen ahnlichen Wert wie fur C57BL6J zum gleichen Zeitpunkt in der
longitudinalen Analyse (vgl. 3.1.1.2). Ahnlich den Ergebnissen der C57BL6J Tiere in der
longitudinalen Analyse zeigten auch hier die gestressten wildtypischen Tiere mit intaktem
Procr Gen eine signifikante Reduktion der Dikriminierung (Abb. 3.3.3.1 a). Die nicht-
gestressten Tiere mit Knock-out von Procr wiesen ebenfalls einen niederigeren
Diskriminierungsindex auf (-0.020). Der Unterschied zu den nicht-gestressten Tieren mit
intaktem Procr war hier jedoch nicht signifikant. Fir die gestressten Tiere mit Verlust von Procr
kehrte sich dieser Effekt um. Sie zeigten einen den ungestressten wildtypischen Tieren
vergleichbaren mittleren Diskrimierungsindex (0.187951). Die Exposition gegeniiber Stress
scheint somit in den EPCR-KO Tiere zu einer Verbesserung des Langzeitgedachtnisses zu

fuhren.

Beim Stamm mit Mutation in der Palmitoylierungsstelle und dem entsprechenden
Kontrollstamm konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt
werden (Abb. 3.3.3.1 b). Der mittlere Diskriminierungsindex war jedoch sowohl bei den nicht-
gestressten Mausen mit Defekt (0.0708087), als auch bei den beiden jeweiligen
Stressgruppen (0.105821 und 0.0892389) tendenziell niedriger als bei den ungestressten

Tieren mit wildtypischen Allelen.
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Abbildung 3.3.3.1: a Ergebnis der Untersuchung der kognitiven Leistung bei ungestressten und gestressten von Tieren mit
EPCR Defizienz. Balkendiagramm mit SEM. EPCRdel wt:nicht-gestresst mit n = 13, EPCRdel KO:nicht-gestresst mit n = 13,
EPCRdel wt:gestresst n = 16 und EPCRdel KO :gestresst mit n= 14. Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und
Tukey’s multiple comparisons test post. EPCRdelwt vs. EPCRdel KO p=0.7246 ; nicht-gestresst vs. Gestresst p= 0.4536.. Nicht-
gestresst:EPCRdel wt vs nicht-gestresst:EPCRdel KO p = 0.1561; nicht-gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel wt p =
0.0182; nicht-gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel KO p=0.9921; nicht-gestresst:EPCRdel KO vs. Gestresst:EPCRdel wt
p = 0.8591; nicht-gestresst:EPCRdel KO vs. Gestresst:EPCRdel KO p = 0.0876; gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel KO
p =0.0081; * p <0.05, ** p <0.01, ***p<0.001 b Ergebnis der Untersuchung der kognitiven Leistung bei ungestressten und
gestressten von Tieren mit veranderter EPCR Lokalisation Balkendiagramm mit SEM. R17 (EPCRflox129):nicht-gestresst mit
n = 8, R16 (EPCRC/S):nicht-gestresst mit n = 6, R17 (EPCRflox129):gestresst n = 6 und R16 (EPCRC/S):gestresst mit n= 10.
Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test post Nicht-gestresst:EPCRdel wt vs
nicht-gestresst:EPCRdel KO p = 0.7079; nicht-gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel wt p = 0.8964; nicht-
gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel KO p=0.7517; nicht-gestresst:EPCRdel KO vs. Gestresst:EPCRdel wt p = 0.9849;
nicht-gestresst:EPCRdel KO vs. Gestresst:EPCRdel KO p = 0.9968; gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel KO p = 0.9977;
*p<0.05, ** p < 0.01, ***p<0.001.
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3.3.4 Nestbauverhalten nach CSS in Mausen mit Defekt im Procr Gen
3.3.4.1 Nest Building (NB)

Zum Abschluss der Verhaltensbatterie wurde das Nestbauverhalten der Mause analysiert.
Hierbei wurde zum einen die Qualitat des Nestbaus bewertet und zum anderen wurde
gemessen, wieviel Nistmaterial verwendet wurde. Fir den Stamm mit Deletion von Procr
zeigten sich sowohl bei der Bewertung des Nests, als auch bei der verwendeten
Nistmaterialmenge keine signifikanten Unterschiede (Abb. 3.3.4.1.1 a und b). Allerdings
zeigten die gestressten KO-Tiere sowohl bei der Bewertung des Nestbaus als auch dem
verwendeten Material tendenziell schwachere Werte als die anderen Gruppen.

Auch fir den Stamm mit funktionellem Defekt in der Palmitoylierungsstelle und dem
entsprechenden  Kontrollstamm  wurden sowohl fir Nestbauqualitdét als auch
Nestmaterialverbrauch keine signifikanten Unterschiede zwischen den vier Gruppen gefunden
(Abb. 3.3.4.1.2 a und b).
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Abbildung 3.3.4.1.1: a Ergebnis der Untersuchung des Nestbauverhaltens bei ungestressten und gestressten von Tieren mit
EPCR Defizienz. Balkendiagramm mit SEM. EPCRdel wt:nicht-gestresst mit n = 13, EPCRdel KO:nicht-gestresst mit n = 13,
EPCRdel wt:gestresst n = 17 und EPCRdel KO :gestresst mit n= 14. EPCRdel wt vs. EPCRdel KO p= 0.4616; nicht-gestresst vs.
Gestresst p= 0.5126 Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test post Nicht-
gestresst:EPCRdel wt vs nicht-gestresst:EPCRdel KO p = 0.9876; nicht-gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel wt p =
0.9913; nicht-gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel KO p=0.7625; nicht-gestresst:EPCRdel KO vs. Gestresst:EPCRdel wt
p > 0.9999; nicht-gestresst:EPCRdel KO vs. Gestresst:EPCRdel KO p = 0.5739; gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel KO
p = 0.5575 b Ergebnis der Untersuchung des Nestbauverhaltens bei ungestressten und gestressten von Tieren mit
veranderter EPCR Lokalisation. Balkendiagramm mit SEM. EPCRdel wt:nicht-gestresst mit n = 13, EPCRdel KO:nicht-gestresst
mit n =13, EPCRdel wt:gestresst n =17 und EPCRdel KO :gestresst mit n=14. EPCRdel wt vs. EPCRdel KO p=0.; nicht-gestresst
vs. Gestresst p=0.5126 Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test post Nicht-
gestresst:EPCRdel wt vs nicht-gestresst:EPCRdel KO p = 0.8806; nicht-gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel wt p =
0.9999; nicht-gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel KO p=0.5688; nicht-gestresst:EPCRdel KO vs. Gestresst:EPCRdel wt
p = 0.8337; nicht-gestresst:EPCRdel KO vs. Gestresst:EPCRdel KO p = 0.1961; gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel KO
p = 0.5748; * p < 0.05, ** p < 0.01, ***p<0.001
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Abbildung 3.3.4.1.2: a Ergebnis der Untersuchung des Nestbauverhaltens bei ungestressten und gestressten von Tieren mit
EPCR Lokalisation. Balkendiagramm mit SEM. R17 (EPCRflox129):nicht-gestresst mit n = 8, R16 (EPCRC/S):nicht-gestresst mit
n =6, R17 (EPCRflox129):gestresst n = 6 und R16 (EPCRC/S):gestresst mit n= 10. Untersuchung der Signifikanzen mit 2way
ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test post Nicht-gestresst:EPCRdel wt vs nicht-gestresst:EPCRdel KO p = 0.9994;
nicht-gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel wt p = 0.7238; nicht-gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel KO
p=0.7318; nicht-gestresst:EPCRdel KO vs. Gestresst:EPCRdel wt p = 0.8199; nicht-gestresst:EPCRdel KO vs. Gestresst:EPCRdel
KO p = 0.8410; gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel KO p = 0.9989 b Ergebnis der Untersuchung des
Nestbauverhaltens bei ungestressten und gestressten von Tieren mit EPCR Lokalisation. Balkendiagramm mit SEM. R17
(EPCRflox129):nicht-gestresst mit n = 8, R16 (EPCRC/S):nicht-gestresst mit n = 6, R17 (EPCRflox129):gestresst n = 6 und R16
(EPCRC/S):gestresst mit n=10. Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test post
Nicht-gestresst:EPCRdel wt vs nicht-gestresst:EPCRdel KO p = 0.9919; nicht-gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel wt p
= 0.9998; nicht-gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel KO p=0.8608; nicht-gestresst:EPCRdel KO vs. Gestresst:EPCRdel
wt p = 0.9858; nicht-gestresst:EPCRdel KO vs. Gestresst:EPCRdel KO p = 0.7412; gestresst:EPCRdel wt vs. Gestresst:EPCRdel

KO p = 0.9203* p < 0.05, ** p < 0.01, ***p<0.001.
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3.3.5 Sozialverhalten nach chronisch-sozialem Stress in Mausen mit Defekt im Procr

Gen und anschlieBender NAPc2 Behandlung

Im letzten Experiment wurde untersucht inwieweit durch Gabe des Thrombin Inhibitors NAPc2
eine Verbesserung des Phéanotyps im Sozialverhalten in den Palmitylierungs-defizienten
Tieren erreicht werden konnte. Hierfur wurden M&use vom Stamm EPCR (EPCRC/S) fir 10
Tage gestresst bzw. als ungestresste Kontrollenn gehalten. Anschliel3end wurde den Tieren
Uber einen Zeitraum von einer Woche téaglich NAPc2 oder Kochsalzlésung (Vehikel) injiziert.
8 Tage nach Beendigung der Stressprozedur wurden die Tiere in einem Social Interaction Test

auf ihr Sozialverhalten getestet.

Die Auswertung zeigte, dass die gestressten, mit Vehikel behandelten Tiere im Mittel einen
signfikant niedrigeren Wert aufwiesen als die ungestressten Kontrolltiere. Auch fanden sich in
der gestressten Gruppe keine resilienten Tiere (Abb. 3.3.5). Dies bestatigte das in 3.3.1.1
erhaltene Ergebnis. Im Unterschied zu den mit Kochsalzlésung behandelten Mausen zeigte
sich bei den NAPc2 behandelten Tieren eine andere Verteilung. Die gestressten, mit NAPc2
injizierten Mause zeigten im Mittel einen signifikant héheren Sl Index als die gestressten, mit
Vehikel Injizierten. Vier Mause in der Gruppe der mit dem Inhibitor behandelten Gruppe wiesen
zudem einen Wert Gber 100 auf und konnten somit als Resiliente klassifiziert werden. Dies
entsprach einem Anteil von 44,44% Resilienten (Abb. 3.3.5 b). Der Unterschied zwischen den
nicht-gestressten und den gestressten NAPc2 behandelten Tieren war nicht signifikant. Auch
der Vergleich der beiden nicht-gestressten Gruppen zeigte keinen signifikanten Unterschied.
Zusammengenommen zeigte dieses Ergebnis, dass die Gabe von NAPc2 zu einer

signifikanten Verbesserung der sozialen Interaktion in der Gruppe flhrte.
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Abbildung 3.3.5: Ergebnis der Untersuchung der sozialen Interaktion bei ungestressten und gestressten von Tieren mit
veranderter EPCR Lokalisation: a Balkendiagramm mit SEM. nicht-gestresst: NaCl mit n = 6, gestresst:NaCl mit n=8, nicht-
gestresst:NAPc2 mit n =5, gestresst:NAPc2 mit n=9. Untersuchung der Signifikanzen mit 2way ANOVA und Tukey’s multiple
comparisons test post hoc. gestresst:NaCl vs. gestresst:NAPc2 p= 0.0076, gestresst:NaCl vs. Nicht-gestresst:NaCl p<0.0001,
gestresst:NaCl vs. Nicht-gestresst: NAPc2 p=0.0001, gestresst:NAPc2 vs. Nicht-gestresst:NaCl p= 0.1521, gestresst:NAPc2 vs.
Nicht-gestresst:NAPc2 p=0.1234, nicht-gestresst:NaCl vs. Nicht-gestresst:NAPc2 p=0.9964 * p < 0.05, ** p < 0.01,
***p<0.001 b Tortendiagramm der Anteile an Resilienten und Anfalligeen bei den mit Vehikel (links) und den mit dem

Inhibitor behandelten gestressten Tieren (rechts)
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4 Diskussion

4.1 Longitudinale Verhaltensanalyse bei C56BL6/JRj nach chronisch sozialem
Stress (CSS)

4.1.1 Verhaltensanalysen in C57BL/JR]j zu unterschiedlichen Zeitpunkten

In der vorliegenden Arbeit wurde das Sozialverhalten und die Gedéachtniskonsolidierung von
wildtypischen C57BL/6 M&usen nach chronisch sozialem Stress longitudinal charakterisiert.
Dazu durchliefen mannliche C57BL/6 Mause im Alter von 12 Wochen zunachst ein chronisch
soziales Stressparadigma. Danach wurden die Mause auf ihr Sozialverhalten und ihre
Objektrekognition getestet. Im ersten Experiment erfolgte die Testung an drei verschiedenen
Zeitpunkten. Der erste Zeitpunkt (T1) wurde bei 24 Stunden, der zweite Zeitpunkt (T2) bei 7
Tagen und er dritte Zeitpunkt (T3) bei 3 Wochen nach Beendigung des chronisch sozialen
Stressparadigmas definiert. Die M&use wurden dabei nur zu einem Zeitpunkt getestet, also
entweder zu T1 oder T2 oder T3. Im zweiten Experiment wurden die Tiere ebenfalls zu drei
Zeitpunkten getestet. Hierbei wurde T1 durch einen vierten Zeitpunkt (T4) bei 6 Wochen nach
Beendigung des chronisch sozialen Stresses ersetzt. Im zweiten Experiment wurden
dieselben Mause zu allen Zeitpunkten getestet. Es fand also eine wiederholte Testung statt.
Die Ergebnisse zeigen, dass zusatzlich zum Sl-Verhalten auch die Erkennung neuer Objekte
in einer Testumgebung mit 24 Stunden zwischen Probe und Testphase bei C57BL/6J-Méausen
7 Tage nach der letzten Niederlage einer CSD-Exposition beeintrachtigt ist. Es war keine
Korrelation zwischen beeintrachtigtem Sl und neuartigem Objekterkennungsverhalten zum 7-
Tage-Zeitpunkt (T2) zu finden. Dies spricht flir einen unabhangigen Einfluss von CSD auf das
Sozialverhalten und das Objektgedéachtnis. Dies wird auch durch die unterschiedlichen
longitudinalen Verlaufe beider Verhaltensmerkmale nach der CSD-Exposition unterstutzt. Die
Beeintrachtigung der Erkennung neuer Objekte wurde nur bei T2, nicht aber bei T1 beobachtet
und schien sich dann bei T3 zu verbessern, zeigte aber bei T4 wieder eine Beeintrachtigung.
Das Sl-Verhalten hingegen schien bereits bei T1 beeintréchtigt zu sein und blieb bis T3
beeintrachtigt. Bei T4 jedoch schien sich das SlI-Verhalten bei der Betrachtung der
Gruppendynamik zu erholen.

Mehrere Hirnregionen wurden mit sozialer Vermeidung und depressivem Verhalten nach CSD-
Exposition in Verbindung gebracht, darunter der prafrontale Kortex, die Amygdala, der ventrale
tegmentale Bereich, der ventrale Hippocampus und der Nucleus accumbens (Bagot et al.,
2016; Hultman et al., 2018; Mayberg et al., 2005; Nestler et al., 2002). Die Erkennung neuer
Objekte, bei der 24 Stunden zwischen Test- und Probephase liegen, wurde dem Hippocampus

zugeordnet (Antunes und Biala, 2012; Hammond et al., 2004). Die Daten legen nahe, dass
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Stress beide Schaltkreise unabhangig voneinander beeinflusst. Dartiber hinaus zeigen sie,
dass Gedachtnisstérungen nach Stress keinen Einfluss auf das soziale Interaktionsverhalten
haben und dass die Konnektivitat zwischen diesen beiden Verhaltensdomanen gering ist.

Die Gruppenleistung nach CSD im sozialen Interaktionstest war bereits bei T1 beeintréachtigt,
blieb bei T2 und T3 niedrig und stieg bei T4 wieder an. Interessanterweise war die soziale
Interaktionsaktivitdt sowohl bei gestressten als auch bei nicht gestressten Tieren nach dem
ersten Test reduziert. Dieser Effekt kbnnte auf eine Abnahme des Interesses der nicht mehr
naiven Tiere zurtickzuflihren sein. Untersuchungen an verschiedenen Mausestammen haben
gezeigt, dass das Durchlaufen einer Verhaltenstestbatterie und die wiederholte Exposition
gegenlber einem bestimmten Verhaltenstest aufgrund der Gewdhnung und des Lernens aus
friheren Erfahrungen zu Verénderungen der emotionalen Zustande und Reaktionen fiihren
kann (Cnops et al., 2022).

Trotz allem waren signifikante Unterschiede in der Gruppenleistung zwischen Kontroll- und
gestressten Tieren bei T2 und T3 zu erkennen (Abbildung 3.1.2.1.1 a), wahrend bei T4 die
Kontroll- und gestressten Gruppen &hnlich abschnitten, was auf eine Erholung der gestressten
Tiere bei T4 hindeutet. Dies kdnnte auf einen Extinktions-Prozess der sozialen Vermeidung
zurtickzufiihren sein, wie er bereits zuvor diskutiert wurde (Ayash et al., 2020). Die Daten
sprechen flr zugrundeliegende molekulare und funktionelle Effekte, die sich wahrend oder
kurz nach der CSD-Exposition etablieren und einen Anpassungsprozess verursachen, der
schlie3lich zur vollstandigen Erholung bei T4 fihrt. Die einzelnen Spuren zeichnen jedoch ein
viel komplizierteres und dynamischeres Bild.

Betrachtet man die Tiere, die bei T2 nach der Stressbelastung am besten abschnitten, so fielen
drei von funf bei T4 deutlich unter den Wert von 100 SI-Scores, der als Schwellenwert flr
Resilientes bzw. Anfélligees Verhalten gilt. Vier von funf Tieren aus der Gruppe mit den
schlechtesten Leistungen erholten sich dagegen zwischen T2 und T4 signifikant, und zwei
erreichten Werte Uber 100 SlI-Scores und erflllten damit das Kriterium der Resilienz. Diese
Beobachtungen deuten auf einen dynamischen Prozess hin. Anstatt nur zwei Gruppen zu
definieren, namlich Resiliente und Anfallige zu einem Zeitpunkt, der relativ nahe an der CSD-
Exposition liegt, belegen unsere Daten die Existenz von vier Gruppen: (i) resilient kurz nach
dem chronisch sozialen Stress und immer noch resilient bei T4, (ii) resilient kurz nach der dem
chronisch sozialen Stress und sich spater entwickelnde Beeintrachtigungen, (iii) anfallig kurz
nach dem chronisch sozialen Stress und, obwohl sich die Situation verbessert, immer noch
beeintrachtigt im Sl-Verhalten bei T4 und (iv) anfallig kurz nach dem chronisch sozialen Stress,
aber mit einer Erholung zur Resilienz bei T4.

Die Erkennung neuer Objekte ist bei T1 unbeeinflusst, nimmt bei T2 ab, durchlduft dann eine
Erholungsphase bei T3 und neigt schlielich dazu, bei T4 nach CSD-Exposition wieder

abzunehmen. Dies deutet darauf hin, dass die molekularen Mechanismen, die NORT
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beeinflussen, fur einige Tage nach der Exposition stabil bleiben, bevor sie abfallen. Dies
kénnte ein Hinweis auf die Beteiligung von Proteinen oder mRNA mit einer langen
Halbwertszeit sein, die abgebaut werden missen, bevor eine Wirkung erkannt werden kann.
Gleichzeitig unterliegt die Beeintrachtigung der Erkennung neuer Objekte vortibergehenden
Veranderungen, die zu einer Erholung bei T3 fuhren. Dies deutet auf kurzfristige
homoostatische Prozesse hin, die in der Zeit zwischen T2 und T4 einsetzen und versuchen,
die durch chronischen Stress verursachten Auswirkungen zu kompensieren. Alternativ zu den
Reparaturmechanismen der durch CSD-Stress verursachten molekularen Veranderungen
konnte die Erholung auch auf aktive Anpassungsprozesse zurtickzuftihren sein, die z.B.
Veranderungen in der Gen-/Proteinexpression schnell kompensieren kénnen. Der Riickgang
des Objekterkennungsverhaltens bei T4 spricht jedoch fir einen hochdynamischen und
komplexen homoostatischen Prozess, der mit der Zeit unterschiedliche Auswirkungen auf das
Verhalten hat.

Beim Menschen ist die PTBS (posttraumatische Belastungsstérung) eine pathologische
Reaktion auf ein Stress-Trauma, die sich erheblich auf die Lebensqualitat der betroffenen
Patienten auswirkt. PTBS ist definiert als eine Kombination von Symptomen aus vier
Symptomclustern, die nach einem traumatischen Ereignis auftreten und langer als einen
Monat anhalten (Watkins et al., 2018; Shalev et al., 1998). Ahnlich wie bei Mausen konnen
menschliche Probanden eine sofortige oder schnelle Reaktion auf Stress als akute
Belastungsstérung (weniger als 48 Stunden nach dem Ereignis) oder eine Anpassungsstorung
(mehr als eine Woche und weniger als einen Monat nach dem Ereignis) zeigen, die
psychologische und kognitive Symptome umfassen kann (Shalev et al.,1998). Sie erholen sich
dann entweder oder zeigen und entwickeln weiterhin Symptome, die moéglicherweise zu einer
PTBS filhren. Obwohl sich die Lebensspannen von Menschen und Mausen erheblich
unterscheiden, folgen die molekularen Mechanismen, die wahrscheinlich den
Stressreaktionen zugrunde liegen, einschlieBBlich der Protein- und mRNA-Stabilitat, der
Transkription und Translation sowie der epigenetischen Markierung, ahnlichen Zeitskalen. Ein
Mausmodell fur stressinduzierte Resilienz oder Anfélligkeit sollte dies berticksichtigen und das
Langzeitverhalten im L&angsschnitt betrachten. Die Tatsache, dass unsere Daten keine
Korrelationen zwischen kurz- und langfristigem Verhalten nach CSD zeigen, deutet darauf hin,
dass die Unterscheidung zwischen resilientem und anfélligem Ergebnis nicht kurz nach der
Stressbelastung in dem hier verwendeten CSD-Modell getroffen werden sollte. Wie bereits
friher vorgeschlagen (Kalisch et al., 2019) und durch die in dieser Arbeit generierten Daten
bestétigt, ist die Anpassung nach einer chronischen sozialen Niederlage kein Schwarz-Weil3-
Schema fir Resilienz oder Anfalligkeit, sondern ein dynamischer Prozess, bei dem
homdoostatische Mechanismen die Hirnnetzwerke auf wellenférmige Weise zu beeinflussen

scheinen. Mdoglicherweise wird der Weg in die Pathologie durch zusatzliche Faktoren
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beeinflusst, die zu verschiedenen Zeitpunkten und in verschiedenen Stadien nach der CSD-
Exposition auf das Netzwerk einwirken kénnen oder auch nicht. Es kénnte dann eine wichtige
Rolle spielen, in welchem Stadium sich das Netzwerk befindet. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen, dass nur durch die Einbeziehung von Langsschnittbeobachtungen der
Verhaltensreaktionen erwachsener Tiere das chronisch soziale Stressparadigma ein
plausibles Modell fir die komplexen Stérungen der psychischen Funktionen beim Menschen
nach Traumata, sein kann. Es wére daher auch interessant zu sehen, wie sich das Verhalten

erwachsener Tiere im Langsschnitt in anderen Modellen von chronischem Stress entwickelt.

4.1.2 Expressionsstudien von aktivitdtsabhangigen Genen in Gedachtnis-

konsolidierenden Gehirnregionen

Auf der Grundlage der im sozialen Interaktionstest gewonnenen Ergebnissen konnte
angenommen werden, dass die Entwicklung depressiver Verhaltensweisen auf eine
veranderte funktionelle Aktivitat innerhalb der Hirnregionen des mesokortikolimbischen
Systems zuruckzufihren ist. Um diese Annahme zu bestatigen wurden Expressionsstudien
der aktivitdtsabhéngigen Gene Arc, c-Fos und Zif268 zwischen ungestressten Kontrolltieren,
ausgewahlten Resilienten und ausgewéhlten Anfélligen durchgefiihrt. Die Gene gehdren zur
Gruppe der sogenannten IEGs, welche aufgrund ihrer schnellen Transkription infolge einer
Verhaltenserfahrung als Aktivitditsmarker in Neuronen verwendet werden (Kubik et al., 2007).
Verschiedene Studien konnten zeigen, dass Mause, welche psychosozialem Stress
ausgesetzt waren, eine stressbedingte Plastizitat durch epigenetische Veranderungen bei
bestimmten Genen wie dem neurotrophen Faktor des Gehirns (BDNF) und den IEGs
entwickeln (Rusconi et al., 2016; Tsankova et al., 2006, Covington et al., 2010). Fur dieses
Vorhaben wurden C57BL/6 Tiere einer chronisch sozialen Stressprozedur unterzogen oder
als ungestresste Kontrollen gehalten und nach einer Woche in einem Social Interaction Test
getestet (vgl. 2.2.4.2.1). Nach Beendigung des Social Interaction Tests wurden die Tiere
abgetotet und die Gehirne mit flissigem Stickstoff schockgefroren. Basierend auf den Daten
des Sozialverhaltens wurden die gestressten Tiere in Resiliente und Anfallige klassifiziert. Aus
der ungestressten Kontrollgruppe, der Gruppe der Resilienten und der Gruppe der Anfalligen
wurden jeweils sechs Tiere ausgewahlt. Fir die Expressionsstudien wurden PFC, Nacc,
Hippocampus und VTA an einem Kryostaten prapariert und fur die Analyse mittels qPCR
aufbereitet (vgl. 2.2.2.3). Die Expressionsanalysen zeigten fur keines der untersuchten IEGs
in keiner der analysierten Gehirnregionen signifikante Expressionsunterschiede zwischen
Kontrollen, Resilienten und Anfalligen (3.1.3.3).

Zinkfingerprotein 268, ist ein aktivitatsabhangiger neuronaler Transkriptionsfaktor, der Uber

drei verschiedene Zinkfingerdoménen an die DNA bindet (Manning et al., 2017). Er scheint
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eine Rolle bei der neuronalen Plastizitat zu spielen. Die Expression von Zif268 im mPFC wurde
positiv mit sozialem Verhalten korreliert (Stack et al., 2010; Covington et al., 2010). Covington
et al. beschrieben eine verringerte Expression von Zif268 im mPFC von resilienten und
anfalligen Tieren im Vergleich zu nicht-gestressten Kontrollen. Die Autoren dieser Studie
stellten zudem fest, dass die Arc Expression in Resilienten Tieren hdher war als in
stressanfélligen Tieren. Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zeigen, ahnlich der
Resultate von Covington et al. einen (nicht-signifikanten) Trend zu einer Reduktion der
Expression von Zif268 in gestressten Tiere im Vergleich zu den nicht-gestressten Kontrollen.
Zudem zeigen sie auch eine tendenziell héhere Expression von Arc im Vergleich mit den
anderen beiden Gruppen (vgl). Arc wird im adulten Gehirn konstitutiv exprimiert (Covington et
al., 2010). Abweichungen von der basalen Expression sind daher schwieriger zu detektieren.
Weder die in der hier vorgelegten Arbeit generierten Ergebnisse noch die in der Literatur
gezeigten Resultate zeigen signifikante Unterschiede in der Expression von Arc im PFC. Es
ist festzuhalten, dass die Ergebnisse der Expressionsanalyse der aktivitatsabhéngigen Gene
im PFC dieser Arbeit die Resultate der Literatur weitgehend stitzen.

Die soziale Erkennung wird in Nagern zu einem grof3en Teil durch den Hippocampus vermittelt
(Liu et al., 2022). Strukturell handelt es sich um einen Schaltkreis bei dem die Information
zunachst im entorhinalen Cortex (EC) ankommt und dann sequentiell Gber den Gyrus dentatus
(DG) sowie die CA3 und CA1- Subregionen im Hippocampus verarbeitet wird. Nach chronisch
sozialem Stress weisen gestresste BALB/c Mause im CA3 Kern eine geringere Expression an
c-Fos auf als ungestresste Kontrollen (Okamura et al., 2022). Der Transkriptionfaktor c-fos
wird vorlbergehend stark induziert und hat eine Halbwertszeit von Minuten bis zu einigen
Stunden (Manning et al., 2017). Es wird angenommen, dass er auf eine Vielzahl von Genen
reguliert, die mit Zelldifferenzierung, Zell- und Synapsenentwicklung, synaptischer Plastizitat
und Lernen verbunden sind (Manning et al., 2017). Die direkte Verknlpfung zu zellularer
Aktivitat hat dazu gefiihrt, dass er als Marker fiir die Aktivierung von Hirnregionen nach
Herausforderung in Verhaltenstests verwendet wird (Manning et al. 2017). Allerdings ist seine

direkte Rolle fir neuronalen Funktionen noch nicht vollstandig geklart (Manning et al. 2017).

Im Gegensatz zu der Studie von Okamura zeigte eine &ltere Studie keine Veranderung der
frihen aktivitditsabhangigen Genen in den hippocampalen Regionen Gyrus dentatus, CA1 und
CA3 von gestressten Mausen im Vergleich zu ungestressten Tieren (Matsuda et al., 1996).
Auch die in dieser Arbeit generierten Daten zeigten keine signifikanten Unterschiede.

In vielen Studien werden jugendliche C57BL6 Mannchen fir den chronisch sozialen Stress
verwendet. Die in dieser Arbeit verwendeten C57BL/6 Mannchen waren junge erwachsene
Tiere. Ein erhdhte Stressensitivitdit wahrend der Jugendphase reflektiert altersabhangige

Unterschiede in der Expression von aktivitdtsabhangigen Genen, die die synaptische
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Plastizitat beeinflussen. Es konnte in Ratten gezeigt werden, dass chronisch sozialer Stress
in Jugend- bzw. friher Erwachsenenphase die Expression der IEGs Bdnf, Arc, Carp und Tieg 1
in Hirnlysaten von PFC, Nacc und Hippocampus sehr unterschiedlich beeinflusst (Coppens et
al., 2011). Im Hippocampus war die mRNA aller vier Gene nach chronisch sozialem Stress
wahrend der Jugendphase erhoht. Hingegen war keines der Gene nach chronisch sozialem
Stress in der erwachsenen Phase erhoht. Das Alter der fur diese Arbeit verwendeten Tiere

ware folglich eine Erklarung fur die geringen Effekte bei den untersuchten IEGs.

4.1.3 Adulte C57BL6/JR] zeigen geringe Expressionsunterschiede von Proteinen der
MTOR-Signalkaskade in stressassoziierten Gehirnregionen

Proteinanalysen, welche im Rahmen der vorliegenden Dissertation durchgefiihrt wurden,
zeigten geringe kompensatorische Effekte in der Expression der mTOR Signalwegproteine
pS6, S6, pAkt, Akt, phopho-p70S6 und p70S6 in Méausen. Krishnan et al. beschrieben eine
Erhéhung der Menge an der phosphorylierten Form von Akt, der Glycogen Synthase 3 (Gsk-
3B) und ERK1/2 (extracellular signal regulated kinase) im Nucleus accumbens von
stressanfalligen Mausen (Krishnan et al., 2007). Hierbei wurde kein Unterschied in der Menge
an Gesamtprotein der entsprechenden Proteine zwischen den Gruppen festgestellt. Die
Mause wurden in dieser Studie einem 10-tagigen chronisch sozialen Stress ausgesetzt und
24 h nach Beendigung der Stressprozedur in ihrer sozialen Interaktion getestet. Vergleicht
man die in dieser Arbeit gewonnenen Proteinexpressionsdaten zum Zeitpunkt T1 sind diese
kongruent, da hier die Menge an phosphoryliertem Akt bzw. das Verhdltnis von
Phosphoryliertem zu Gesamt Akt-protein im Nucleus accumbens in den stressanfalligen
Tieren tendenziell oder sogar signifikant hoher war als in den Gruppen der Kontroll- oder
Resilienten Tieren. Es konnte zudem in dieser Arbeit gezeigt werden, dass auch die Menge
an phosphoryliertem S6 im Nucleus accumbens von stressanfélligen Mausen gréf3er war als
in den anderen Gruppen.

Bei chronisch sozial gestressten Ratten wurde auch im ventralen tegmentalen Areal eine
Erhdhung der Menge an phosporylierten mTOR-Signalkaskadenproteinen beschrieben (Der-
Avakian et al., 2014). Die in dieser Arbeit generierten Resultate zeigten fir das ventrale
tegmentale Areal nur zum Zeitpunkt T1 eine Ver&nderung. Das geringere Verhaltnis von
phosphoryliertem Akt zu Gesamtprotein in den stressanfalligen Tieren erscheint zunachst
kontraintuitiv. Dieser Effekt konnte aber auf eine negative Rickkopplung der mTORC 1
Signalisierung auf die Insulinrezeptorsignalisierung zurickzufihren sein (McCabe et al.,
2020).

Fur den Hippocampus wurde eine Reduktion der mTOR Ziel-Proteine nach chronisch sozialem

Stress beschrieben (Jiang et al., 2019). Zum ersten Zeitpunkt (T1) zeigen die in dieser Arbeit
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generierten Ergebnisse keine Unterschiede in der mTOR Regulation in dieser Region.
Allerdings zeigen auch die Daten des 24 h NORT keine signifikanten Unterschiede zu diesem
Zeitpunkt. Da der 24 h NORT auf hippocampaler Funktion beruht, ist eine Regulation zu
diesem Zeitpunkt nicht unbedingt zu erwarten. In einem Stressmodell von chronischer
Einschrankung (Chronic Restraint Stress) zeigte sich ebenfalls eine Herunterregulierung von
Proteinen der mTORC1 Signalisierung (Luo et al., 2021). In dieser Studie wurde zudem
aufgezeigt, dass sich die Veranderung der mTOR Target-Proteinexpression/phosphorylierung
zwischen dem dorsalen und dem ventralen Hippocampus unterscheidet. In dieser Arbeit wurde
fur die Untersuchungen der gesamte Hippocampus ohne Unterscheidung in einzelne
Subregionen betrachtet. Die Analyse des Hippocampus als Gesamtes kdnnte zu einer
Uberlagerung von Effekten in einzelnen Subregionen gefiihrt haben. In einer Studie mit Ratten,
welche chronisch unvorhersagbarem Stress (CUS, Chronic Unpredictable Stress) ausgesetzt
wurden, bei der die Gehirnregionen ebenfalls als Ganzes analysiert wurden, konnten ebenfalls
keine Unterschiede im Hippocampus beobachtet werden (Chandran et al., 2013). In der Studie
wurden auch fur den frontalen Cortex keine signifikanten Unterschiede gefunden. Dies stimmt
mit den in dieser Arbeit gezeigten Analysen zum préfrontalen Cortex zu den drei Zeitpunkten
T1 bis T3 Uberein. Die Effekte auf die mTOR Regulation waren nach einer Woche insgesamt
vermindert. Daraus lasst sich schlie3en, dass mTOR akut eine Rolle bei der Ausbildung des
stressbedingten Phanotyps spielt, dies jedoch schon wéhrend oder kurz nach Stressexposition
passiert und sich anschlieRend wieder normalisiert.

Da sowohl das Verhaltnis der AMPA Rezeptoruntereinheiten GIuAl als auch GIuA2 und die
mTOR-abhéngige Synthese von PSD95 einen Einfluss auf die neuronale Erregbarkeit und
somit die Stressresilienz haben kénnen wurden diese zum Zeitpunkt T2 untersucht. PSD-95
ist ein Gerustprotein, das sich an der postsynaptischen Seite exzitatorischer Synapsen
befindet und direkt oder indirekt an NMDA- und AMPA-Rezeptoren, Kaliumkanale und damit
verbundene Signalproteine bindet, was dazu fuhrt, dass diese sich wahrend der Bildung und
Aufrechterhaltung dendritischer Stacheln zusammenschlieen (Kivisakk et al., 2022). Reife
Hippocampus-Neuronen exprimieren vor allem zwei Kombinationen von AMPAR-
Untereinheiten, GIuA1/GluA2 oder GluA2/GluA3 heterotetramer Rezeptoren (Park, 2018). Die
Regulierung der genauen Lokalisierung und Anzahl der AMPARs an der
Zelloberflachenmembran ist entscheidend fir die meisten exzitatorischen synaptischen
Ubertragungen im Normalzustand und auch fir die synaptische Langzeitplastizitat, wie LTP
und LTD (Long Term Potentiation und Long Term Depression). Die tendenziell hdhere Menge
von GluAl und das héhere Verhaltnis von GIuAl zu GIuA2 im Nucleus accumbens gestresster
Tiere deutet auf eine Neubildung von neuen GluAl-haltigen Synapsen mit veranderter
synaptischer Plastizitat in den gestressten Tieren hin (Di et al., 2019). Diese Synapsen zeigen

im Gegensatz zu “alteren” GluA2-haltigen sowohl eine hohere Frequenz in der Feuerrate als
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eine hohere Amplitude. In den anderen Hirnregionen waren weder fur die AMPA-Rezeptor
Untereinheiten noch fir PSD95 signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen zu finden.
Betrachtet man die Defizite, welche die gestressten Tiere in der Kognition zum Zeitpunkt T2
aufweisen, erscheint dieses Ergebnis zunéachst nicht schlissig. Man wirde erwarten, dass
insbesondere bei den stressanfalligen Tieren eine Verschiebung des GIuAl zu GIuA2
Verhdltnisses zugunsten von GIuAl oder auch zu einer Reduktion von PSD95 im
Hippocampus kommt. Auch hier ist wieder anzumerken, dass der Hippocampus als Ganzes
analysiert wurde. Effekte in einzelnen Subregionen kénnen folglich nicht ausgeschlossen
werden. Ein weiterer Aspekt sind stressbedingte regionspezifische Effekte auf die Plastizitét
der neuronalen Dornenfortsatze. CSDS erhdht bei Mausen die Dichte der Dornenfortsatze auf
den mittelgroBen dornentragenden Neuronen (MSN) im NAc (Christoffel et al., 2011). Im
Hippocampus wiederum kommt es zu einem Verlust der Dichte an Dornenfortsatzen. Im PFC
wurde eine Abnahme von reifen pilzfdrmigen Dornenfortsatzen und eine Zunahme an unreifen
dunnen Dornfortséatzen beschrieben. Die Anderung der Morphologie hat wiederum Einfluss auf
die Zusammensetzung der postsynaptischen Dichte und in der Folge auf die
Gesamtkomposition der synaptischen bzw. neuronalen Proteine.

Die in dieser Arbeit untersuchten Proteine PSD-95 und GIuAl/2 befinden sich auf der
postsynaptischen Seite. Interessanterweise sind Molekile, von denen bekannt ist, dass sie fir
das Andocken von Vesikeln und das Priming entscheidend sind, wie z. B. Rab3-interagierende
Molekile (RIMs), an der Entwicklung der LTP beteiligt (Christoffel et al., 2011). Es ware also
wichtig hier auch prasynaptische Proteine zu untersuchen.

Die Analyse der Proteine der mTOR-Signalkaskade und der Proteine der postsynaptischen
Dichte drei Wochen nach  Stressexpostion zeigte ebenfalls nur geringe
Expressionsunterschiede. Neben den zuvor genannten Griinden muss hier auch beachtet
werden, dass sich die Mause von dem Stressparadigma erholt haben.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass direkt nach dem chronisch sozialen Stress die
Effekte in der mTOR Regulation zwischen den ungestressten, Resilienten und Anfalligen
Tieren insbesondere im Nucleus accumbens am Grof3ten waren. Diese Daten werden von der
Literatur gestitzt. Betrachtet man jedoch die anderen untersuchten Hirnregionen zeigen sich
nur geringe bis keine Effekte. Auch zu den spateren Zeitpunkten zeigen sich nur geringe
Effekte auf die Phosphorylierung der Targetproteine der mTOR-Signalkaskade und die
Expression der AMPA-Rezeptoruntereinheiten sowie des postsynaptischen Proteins PSD95.
In Bezug auf die in dieser Arbeit gezeigten Defizite in der Gedachtniskonsolidierung tiberrascht
dies. Man wiurde erwarten, dass in Hirnregionen, welche an der Gedéachtniskonsolidierung
beteiligt sind bei Proteinen, die die postsynaptische Plastizitait und folglich die

Langzeitpotenzierung beeinflussen, eine Regulation stattfindet.
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4.2 Verhaltensversuche nach Intervention in die mTOR-Signalkaskade

4.2.1 Die Gabe des mTOR-Inhibitors Rapamycin fuhrt zu einer Rettung des
stressanfalligen Phanotyps in adulten C57BL6/JRj nach chronisch sozialem Stress

In einem zweiten Schritt wurde fur die vorliegende Arbeit das Sozialverhalten, die
Gedachtniskonsolidierung und das Nestbauverhalten von wildtypischen C57BL/6 M&ausen
nach pharmakologischer Intervention mit dem mTOR-Inhibitor Rapamycin untersucht. In der
Literatur wurde bereits zuvor eine pro-resiliente Wirkung des mTOR-Inhibitors Rapamycin
beschrieben. Cleary et al. konnten sowohl fir Mause als auch Ratten zeigen, dass eine
Behandlung mit Rapamycin einen antidepressiven Effekt sowohl im FST, als auch TS hatte
(Cleary et al., 2008). Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass in einem Mausmodell mit
mutmaflicher Hyperaktivitit der mTOR-Signalkaskade die Gabe von Rapamycin eine
Steigerung der sozialen Interaktion bewirkte (Sato et al., 2012).

Unsere Beobachtung, dass eine Rapamycin-Behandlung, die direkt nach CSDS verabreicht
wird, sowohl den individuellen Sl-Index der besiegten Tiere als auch den Anteil der resilienten
Tiere innerhalb der gestressten Gruppe erhdht, deutet darauf hin, dass Rapamycin ein
Kandidat fir ein Medikament gegen Stressresilienz ist. Die im Vergleich zur vehikel-
behandelten Gruppe hoheren DI Werte weisen aul3erdem auf eine Verbesserung der
kognitiven Fahigkeiten nach Behandlung hin. In einer weiteren Studie soll dieser Effekt durch
gezielte Injektion von Rapamycin in den dorsalen Hippocampus weiter untersucht werden. Ein
schlechteres Nestbauverhalten wurde auch nach Gabe anderer Wirkstoffe, insbesondere
Hallozinogenen wie Meskalin, Amphetamin und Tetrahydrocannabinol (THC), festgestellt
(Schneider et al., 1970; Moschovakis et al., 1978).

Die Ergebnisse dieser Arbeit kbnnen vielversprechende Auswirkungen auf die Umsetzung im
Menschen haben, da es bedeutet, dass Substanzen, die die mTOR-Kinase hemmen, zur
Starkung der Resilienz nach einem Trauma eingesetzt werden kdnnten. Es sind jedoch weitere
Studien erforderlich, um die genaue resilienzférdernde Wirkung von mTOR-Inhibitoren zu

klaren.

4.2.2 Die Gabe des mTOR-Inhibitors Rapamycin fuhrt zu einer allgemeinen

Herunterregulierung der mTOR Aktivitat im Gehirnparenchym

Nach Beendigung der Rapamycinbehandlung und der Verhaltensexperimente wurden die

Gehirne entnommen und die Gehirnregionen PFC, Hippocampus und Nucleus accumbens auf

ihre mTOR Regulation untersucht. Die signifikante Reduktion der Menge an phosphoryliertem
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S6 im PFC und Hippocampus, sowie die tendenzielle Reduktion im Nucleus acccumbens zeigt
eine Inhibition der mTOR Signalkaskade nach Rapamycin-Gabe. Bei der Regulation von Akt
zeigte sich hingegen kein Effekt. Eine Interpretation ist hier schwierig. In der Literatur wurde
gezeigt, dass geringe Konzentrationen von Rapamycin zu einer erhéhten Akt und ERK
Phosphorylierung durch einen mTORC1-abhangigen Mechanismus fuhren, weil das durch
Rapamycin inhibierte Raptor die Aktivierung von Akt und ERK induziert. Héhere Dosen von
Rapamycin unterdriicken hingegen die Akt und ERK Phosphorylierung vorzugsweise durch
den mTORC2 Signalweg, da die Unterdriickung von Rictor zur Inhibierung der Akt und ERK
Phosphorylierung fiihrt (Chen et al., 2010). Es fallt jedoch auf, dass es keine gezielte
Regulierung in einer Gehirnregion gibt und sich stattdessen ein breiter Effekt im gesamten

Gehirnparenchym zeigt.

4.2.3. Heterozygote Tsc2 Mause zeigen nach chronisch-sozialem Stress im Vergleich
zu wildtypischen Kontrollenn geringe Unterschiede im Verhalten

Neben der Untersuchung der Auswirkung der Hemmung des mTOR-Signalweges mittels
pharmakologischer Intervention durch Rapamycin wurden auch Auswirkung einer mTOR
Hyperaktivitdt in einem heterozygoten Tsc2 Mausmodells untersucht. Das Gen Tsc2, welches
fur Tuberin kodiert, weist auf einem Allel eine Deletion in Exon 2 auf, was letztlich zu einem
Verlust der Genexpression des mutierten Allels fihrt (Onda et al., 1999). Da nur noch Uber
das verbleibende wildtypische Allel Tuberin exprimiert wird, reduziert sich die Menge von
Tuberin auf die Halfte. Tuberin bildet, zusammen mit dem von Tscl kodierten Hamartin einen
Komplex, welcher die mTORC1 Signalkaskade inhibiert. Im Tsc2 Mausmodell ist diese
Inhibierung des mTORC1 Komplexes folglich geschwacht und es kommt zu einer Verstéarkung
der mTOR Aktivitat. Bei Menschen filhren Mutationen in TSC1 oder TSC2 zu einer
genetischen Storung, welche Tuberdse Sklerose (TS) genannt wird (Winden et al., 2019).
Patienten weisen haufig Epilepsie, Intelligenzminderung, Autismusspektrumsstérungen (ASD)
und andere Manifestationen auf. Studien deuten darauf hin, dass Erwachsene mit ASD
anfalliger sind fur Stress als gesunde Probanden und daher auch eine hdohere Anfalligkeit fur
neuropsychiatrische Krankheiten aufweisen (Bishop-Fitzpatrick et al., 2015). In diesem Tell
sollte untersucht werden inwieweit chronisch-sozialer Stress das Verhalten im Tsc2-
Mausmodell, welches einen autistischen Phanotyp aufweist, beeinflusst. Die Tiere wurden im
Alter von drei Monaten gestresst und anschliel3end in verschiedenen Verhaltenstests auf ihr
Sozialverhalten, ihr generelles Angstverhalten, ihre kognitiven Fahigkeiten, ihr generelles
Wohlbefinden und depressives Verhalten hin untersucht. Die gestressten Tiere zeigten eine
signifikant verringerte soziale Interaktion im Social Interaction Test (Sl). Dieses Ergebnis zeigt,

dass das Stressparadigma effektiv ein Vermeidungsverhalten sowohl bei heterozygoten wie
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auch wildtypischen Mausen nach Sressexposition induzieren konnte. In der Literatur wurde
bereits beschrieben, dass heterozygote Tscl (Tscl +/-) Mause eine verringerte soziale
Explorationsrate, heterozygote Tsc2 Mause hingegen ein normales Sozialverhalten aufweisen
(Provenzano et al 2012). Die in dieser Arbeit generierten Daten zeigen ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen im Social Interaction Test. Dies gilt
sowohl fUr den Vergleich von gestressten Tiere, als auch den Vergleich der ungestressten
Tiere. Interessanweise zeigen die wildtypischen, gestressten Tiere im Social Novelty Test
keine signifikanten Unterschiede in der Kontaktfreudigkeit zwischen dem leeren Zylinder und
dem Zylinder mit einer C57BL6J, was als gestortes Sozialverhalten interpretiert werden kann.
Die gestressten heterozygoten Tsc2 Mause hingegen zeigen hier einen signifikanten
Unterschied. Die heterozygoten Tsc2-Mause zeigen folglich im Vergleich in diesem Test nach
Stressexposition ein besseres Sozialverhalten, als ihre gestressten wildtypischen
Geschwister. Dies ist ein Punkt, der weiter untersucht werden sollte.

Als Néachstes wurden, um das generelle Angstverhalten zu untersuchen ein EPM und ein OFT
durchgefihrt. Alle gestressten Tiere (wildtypische und heterozygote Tsc2) zeigten ein hdheres
Angsverhalten im EPM, im OFT zeigten nur die heterozygoten Tsc2 Tiere Auffalligkeiten. Es
konnte bereits zuvor gezeigt werden, dass chronisch sozialer Stress zu einem erhdhten
Angsverhalten in EPM und OFT bei Mausen fihrt (Qi et al., 2022). Es wurde dabei gezeigt,
dass insbesondere die Verkniipfung des NAc mit dem VTA kritisch fur die Etablierung von
stressinduziertem Angstverhalten ist. Bei den Ergebnissen des OFT ist anzumerken, dass nur
die gestressten heterozygoten Tiere einen Effekt bei der zurlickgelegten Strecke zeigten. Dies
lasst vermuten, dass die Beeintrachtigung bei den heterozygoten Tieren groRer ist, als bei den
wildtypischen Geschwistertieren. Bisherige Studien zeigten kein angst-ahnliches Verhalten in
ungestressten heterozygoten Tsc2-Mausen (Ehninger et al., 2008), jedoch eine Tendenz zu
angst-dhnlichem Verhalten im OFT (Ehninger et al., 2011). Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeichnen ein ahnliches Bild. Auch hier konnte zwischen den ungestressten heterozygoten
Tsc2 Mausen und ihren wildtypischen Geschwistertieren kein signifikanter Unterschied
gefunden werden, aber sowohl im EPM als auch OFT schnitten die heterozygoten Tiere
tendenziell schlechter ab.

Zur Testung des Kurzzeitgedachtnisses wurde ein Y-Maze Test durchgefiihrt. Spontane
Richtungswechsel, als Mal3 des raumlichen Arbeitsgedachtnisses, konnen dadurch bewertet
werden, dass man Mausen erlaubt alle drei Arme des Maze zu erkunden. Hierbei nutzt man
die den Mausen angeborene Neugier, zuvor nicht-besuchte Bereiche zu erkunden. Eine Maus
mit intaktem Arbeitsgedachtnis und damit intakten prafrontalen kortikalen Funktionen erinnert
sich welchen Arm sie zuvor besucht hat und wird dann bevorzugt in den zuvor nicht-besuchten
Arm laufen. Interessanter Weise zeigte der Test eine bessere Kognition fur gestresste Tiere.

Dabei zeigten heterozygote Tsc2 +/- Tiere eine bessere Leistung nach Stress als ihre
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wildtypischen Geschwistertiere. In verschiedenen Studien mit Ratten wurde bereits gezeigt,
dass chronisch sozialer Stress zu einer Beeintrachtigung des Arbeitsgedachtnisses fuhrt (Yu
et al.,, 2011; Novick et al., 2013). Patienten mit TS zeigen Defizite im exekutiven
Arbeitsgedachtnis und im Erinnerungsgedachtnis (Ridler et al., 2007). In heterozygoten Tsc2
+/- Mausen konnte zudem gezeigt werden, dass diese eine Beeintrachtigung des
Hippocampus-abhéngigen raumlichen Gedachtnisses aufwiesen (Ehninger et al., 2008). Es
ware folglich anzunehmen, dass die Tiere auch Defizite im Arbeitsgedachtnis aufweisen. Die
Verbesserung der kognitiven Leistung der heterozygoten Tsc2 +/- Tiere, insbesondere nach
Stress, Uberrascht also. Die meisten Studien zeigen eine Verschlechterung des raumlichen
Arbeitsgedachtnis bei Neuroentwicklungsstérungen wie Autismus-Spektrum-Stérungen
(Nakamura et al., 2021). Paradoxerweise gibt es aber auch Studien, welche Verbesserungen
in spezifischen raumlichen Gedéachtnisfahigkeiten zeigen. Dies stimmt auch mit der Literatur
einiger ASD Mausmodelle tiberein bei welchen ebenfalls sowohl Beeintrachtigungen als auch
Verbesserungen des rdumlichen Gedéachtnisses gezeigt wurden. Eine Erklarung ware, dass
es zu spezifischen Verdnderungen in der raumlichen Navigation kommt. Dabei wére die
allozentrische raumliche Navigation der Patienten bzw. Tiere beeintrachtigt, die egozentrische
Navigation hingegen nicht. Die egozentrischen rdumlichen Referenzen beziehen sich dabei
immer relativ auf das Individuum und werden oft als Navigationsstrategie zusammengefasst,
die auf den Links-Rechts Wechseln des Individuums beruht. Die allozentrische Referenz ist
hingegen unabhangig vom Individuum und verrechnet verschiedene externe Landmarken
miteinander. Ein detaillierteres Verstandnis der zelluldren und funktionellen Arbeitsweise der
gedachtniskonsolidierenden  Hirnregionen ist notwendig, um diese heterogenen
phanotypischen Auspragungen des raumlichen Gedachtnisses besser interpretieren zu
konnen. Hierfir konnten weitere Verhaltenstests wie der Morris Water Maze, der Barnes Maze
oder der T-Maze durchgefiihrt werden. Bei post-mortem Analysen waren insbesondere
Parvalbumine Interneurone interessant, da fir diese bereits eine Rolle fir das
Arbeitsgedachtnis beschrieben wurde (Perlman et al., 2021). Immunhistochemische Studien
zeigten nach Stressexposition einen Verlust an Parvalbumin Interneuronen in Subregionen
des Hippocampus und des préafrontalen Cortex. Die grof3ten Effekte im prafrontalen Cortex
wurden dabei in adoleszenten Tieren beobachtet, bei adulten Tieren hingegen zeigte sich eine
Reduktion im infralimbischen Cortex jedoch nicht im pralimbischen Cortex. In einer Studie mit
chronisch sozial gestressten Ratten zeigte sich im Hippocampus nach 72 Stunden eine
Reduktion von Parvalbumin (PV) positiven Zellen und perineuronalen Netzen (PNN) im CAl
(Koskinen et al., 2019). Darliber hinaus zeigten die Ergebnisse dieser Studie eine erhthte
Anzahl an PV positiven und PNN positiven Zellen 8 Wochen nach Beendigung der
Stressprozedur. Dies lasst auf eine Remodellierung der extrazellularen Matrix schliel3en. Die

Matrix-Metalloproteinase-vermittelte Zerstérung von extrazellularen Verbindungen ist ein
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essentieller Mechanismus durch den die Remodellierung der extrazellularen Matrix erméglicht
wird. In der Studie von Koskinen et al. konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt von MMP-2
bei Tieren mit Depressions-ahnlichem Verhalten reduziert ist. Da bereits zuvor gezeigt werden
konnte, dass die Regulation von MMPs zumindest teilweise durch den mTOR Signalweg
vermittelt wird, ergabe sich hier ein vielversprechender Ansatzpunkt fir weitere
Untersuchungen. Neben der Untersuchung von Proteinen der mTOR-Signalkaskade ware hier
auch eine Analyse der MMP Aktivitat mittels Zymographie als SDS-PAGE oder in situ mdglich.
Die Analyse des Grooming Verhaltens zeigte erwartbare Ergebnisse. Das
Selbstkérperpflegeverhalten von Nagetieren zeigt einen hohen Grad an Komplexitat und
Organisation und beinhaltet eine Serie von einzelnen Bewegungen, welche eine funktionelle
Abfolge ergeben. Die Abfolge ist zum einen repetitiv und zum anderen immer gleichbleibend.
Die Selbstkdrperpflegesequenzen kdnnen durch experimentelle Manipulationen bidirektional
wie genetischen Mutationen und psychologischen Stress beeinflusst werden. Stress kann die
Selbstpflege stark beeinflussen, indem es die H&ufigkeit oder die Gesamtdauer der
Durchgéange erhoht. Zudem flihren Stressoren durch Beeintrachtigung der cephalokaudalen
Progression auch zu einer desorganisierten Korperpflege. Es konnte bereits gezeigt werden,
dass eine erhohte Grundangst bei bestimmten M&ause- und Rattenstammen haufig mit
verstarkter Selbstpflege und verstarkter Unordnung im Ablauf der Pflege einhergeht. Die
neurobiologischen Grundlagen der Wechselwirkung zwischen Stress und Selbstpflege sind
nicht vollstandig erforscht, aber Hirnregionen, die an Affekten beteiligt sind, insbesondere die
Amygdala, sind dabei involviert. Die Selbstkérperpflege wird unter anderem vom limbischen
System mit Amygdala und Hypothalamus beeinflusst (Kalueff et al. 2015). Die Amygdala ist
eine limbische Gehirnregion die bei der Regulation von Motivation, wie Angst oder Verlangen
eine Rolle spielt. In verschiedenen Studien wurden bei Ratten Korrelationen zwischen
Angstverhalten, der Dopaminausschittung in der Amygdala und dem Korperpflegeverhalten
gefunden (Homberg et al. 2002).

Da Stress und Angst die Selbstpflege von Nagetieren zu beeinflussen scheinen, kann man
abnormales Pflegeverhalten als Mal3 flir Stress oder Angst in verschiedenen experimentellen
Modellen und Tests verwenden. Auch in der vorliegenden Arbeit verbrachten die gestressten
Tiere tendenziell mehr Zeit mit Selbstpflege als die ungestressten Kontrollenn. Hierbei wurde
jedoch nicht untersucht, inwieweit das Pflegeverhalten durch Desorganisation oder durch
Abbriiche gekennzeichnet ist. Hierfiir konnten die Videoaufnahmen des Pflegeverhaltens noch
einmal analysiert werden. In Bezug auf Autismus Spektrum Stérungen geht man davon aus,
dass die Episoden der Selbstpflege bei Nagetieren pathologische, repetitive Verhaltensweisen
rekapitulieren konnen. Fir das hier verwendete Mausmodell zeigte sich bei den heterozygoten
Tsc2 Tieren tatsachlich eine hohere Selbstpflege als bei wildtypischen Tieren. In einer anderen

Studie wurde fir heterozygote Tsc2 +/- Mause eine hohere Frequenz beim
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Selbstpflegeverhalten festgestellt (Kashii et al., 2022). Dies stitzt die in der vorliegenden
Arbeit gezeigten Ergebnisse. Eine weitere Studie zeigte keine Unterschiede zwischen
wildtypischen und Tsc2 Mausen bei der mit Selbstpflege verbrachten Zeit (Chévere-Torres et
al., 2012). Jedoch muss hier beachtet werden, dass ein Mausmodell verwendet wurde,
welches ein dominant-negatives im Sinne eines gain-of-function TSC2 exprimierte. TSC2 war
hier noch in der Lage TSCL1 zu binden, jedoch fihrte die Mutation innerhalb der GAP Domane
und des Rabaptin-5 Bindemotivs zu einer Inaktivierung des TSC Komplexes. Das hier benutzte
Mausmodell stellt ein loss-of-function Modell dar. Aufgrund dieser Unterschiede ist nicht
unbedingt zu erwarten, dass die Ergebnisse des transgenen Mausmodells bei Chévere-Torres
et al. mit den Resultaten des in dieser Arbeit verwendeten heterozygoten KO Modell
Ubereinstimmen.

In SPT und TST wurden die Tiere auf Anzeichen von Anhedonie und depressiven
Verhaltensweisen getestet. Bei den ungestressten Tieren zeigte sich, dass die heterozygoten
Tiere tendenziell mehr Zuckerwasser konsumierten und eine hohere Inaktivitdt im TS
aufwiesen, was als starkeres depressives Verhalten interpretiert werden konnte. Dieses
Ergebnis ist erwartbar da auch fur Patienten mit ASD Diagnose bereits eine hohe Koinzidenz
mit mentalen Problemen und Depression beschrieben wurde (van Heijst et al., 2020). Nach
Stress zeigten die wildtypischen Tiere tendenziell starkere depressive Verhaltensweisen wie
sie in der Literatur bereits zuvor beschrieben wurden (Quian et al., 2020; Golden et al., 2011).
Interessanterweise zeigten die gestressten heterozygoten Tsc2 Tiere tendenziell geringere
depressive Effekte. Hierbei kdnnte es sich um ausgleichende Effekte innerhalb der mTOR-
Signalkaskade handeln, welche letztlich zu einer Verbesserung des Phanotyps fuhren. Hierzu
kébnnte man mittels proteinanalytischer Methoden, wie z. B. Western Blot, die Effekte
weitergehend untersuchen.

Zusammenfassend kann fur die Untersuchungen an dem Tsc2 Mausmodell nach chronisch
sozialem Stress festgestellt werden, dass Tsc2 +/- Mause ahnlich wie ihre wildtypischen
Geschwistertiere beinflusst werden und es nur geringe Unterschiede zwischen beiden
Gruppen gibt. Mause mit heterozygoter Mutation in Tsc2 zeigen im Sozialverhalten nach
Stressexposition eine &ahnliche Verteilung an resiliente und anfallige Tiere wie ihre
wildtypischen Geschwister. Im allgemeinen Angstverhalten zeigte sich tatsachlich eine
starkere Beeinflussung der gestressten Tsc2 +/- Mause. Die Untersuchung des
Arbeitsgedachtnis zeigte vielversprechende Ansétze hinsichtlich einer Verbesserung der
gestressten Tiere auf. Die Untersuchung der Gedachtnisfunktion sollte durch weitere,
insbesondere starker Hippocampus-basierende, Verhaltenstests erganzt werden. Das
Kdrperpflegeverhalten war bei beiden gestressten Gruppen gleich. Auch bei den
Untersuchungen zu depressivem Verhalten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bei

den gestressten Gruppen. Eine erwartete starkere Beeinflussung der heterozygoten Tsc2
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Mause konnte nicht festgestellt werden. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass der Phanotyp
des untersuchten Tsc2 Modells vergleichsweise mild ist. Eine Erklarung ware, dass die mTOR
Regulation sich bei den hier untersuchten adulten Tsc2 +/- Tieren aufgrund kompensatorischer
Effekte nur geringfiigig unterscheidet. Folglich waren auch bei gestressten Tieren nur geringe
bis keine Effekte zu erwarten. Zur Untersuchung der molekularen Mechanismen innerhalb der
MTOR Signalkaskade sollten weitere proteinbiochemische Analysen fir die mit Stress
assoziierten Gehirnregionen durchgefuhrt werden. Desweiteren sollte in weiterfihrenden
Experimenten untersucht werden, ob sich die pro-resilienten Effekte durch Inhibierung der
MTOR Signalkaskade mittels Rapamycin auch fir das Tsc2 Mausmodell reproduzieren

lassen.

4.3 Verhaltensversuche mit Mausen mit veradnderter Endothel-und

Koagulationskaskade nach chronisch sozialem Stress

Die in 4.1.3 eingehenden biochemische Analysen von Proteinen der mTOR-Signalkaskade in
verschiedenen Hirnregionen zeigten nur geringe Unterschiede zwischen Anfalligeen und
Resilienten Tieren. Dies deutete darauf hin, dass die in 4.2.1 beobachtete Rapamycin-Wirkung
wahrscheinlich vor Allem peripher ist.
Es konnte bereits zuvor gezeigt werden, dass durch CSDS verursachter chronischer Stress
bei Anfalligeen wildtypischen Mausen zu einer erhohten Permeabilitat der BHS fiuhrt. Die
Integritat der BHS erfordert eine ausgewogene Kommunikation zwischen den Komponenten
der neurovaskuldren Einheit (Endothelzellen, Muralzellen, Astrozyten und extrazellulare
Matrix). Verdnderungen in den Signalwegen, die dieses Zusammenspiel steuern, fihren zu
einer Stérung der Integritat der BHS. Die Stérung der BHS Integritat wird dabei durch eine
Abnahme von endothelialen Tight-Junction-Proteinen (TJ) vermittelt, was zu einer Infiltration
von Zytokinen und Interleukinen und zur Auspragung depressionsahnlicher Verhaltensweisen
fuhrt (Menard et al., 2017, vgl 1.6)
Verschiedene Studien konnten bereits zuvor eine Verbindung zwischen chronischem Stress,
welcher durch psychische Belastung und traumatischen Erlebnissen verursacht wurde, und
kardiovaskularen Erkrankungen herstellen (Sandrini et al., 2020). Unter stressigen
Bedingungen implementiert ein Individuum einen adaptiven Prozess, welcher Uber die
Aktivierung der HPA Achse und das ANS, zu einer Sekretion von verschiedenen
Glucocorticoid Hormonen und Catecholaminen (Noradrenalin und Adrenalin) filhren und damit
direkt oder indirekt zu Unterschieden in der Homoostase filhren. Es kommt unter stressigen
Bedingungen letztlich zu einer vermehrten Bildung von Blutplattchen, einer Dysfunktion der
Endothelzellen und der Blutgerinnung, einer verstarkten Immunantwort und vermehrter
Fibrinolyse.
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Es konnte gezeigt werden, dass aktiviertes Protein C neben seiner klassischen Rolle als
rickgekoppelter Inhibitor der Thrombingenerierung innerhalb der Blutgerinnungskaskade
auch direkt auf Signalkaskaden und Genexpression der Immunantwort und Apoptose einwirkt
(Joyce et al., 2001). Darauf basierend konnte gezeigt werden, dass die Zytoprotektion in den
Endothelzellen durch die Aktivierung von PAR1 mittels APC vermittelt wird (Riewald et al.,
2002). Dabei wird EPCR als Ko-Rezeptor fur die Spaltung von PAR1 verwendet. In
entsprechenden Folgestudien konnte in mehreren Zelltypen zytoprotektive Effekte wie (1) die
Anderung des Genexpressionsprofils, (2) der anti-inflammatorischen Aktivitat, (3) der
antiapoptotische Aktivitat und (4) des Schutzes der endothelen Barrierefunktion nachgewiesen
werden (Mosnier et al., 2007) (Vgl 1.7.6).

Daher wurden Mausmodelle verwendet bei denen die Signalisierung tber EPCR gestort ist.
In dem einen Mausmodell kommt es zu einem Verlust (Knock Out) des fir EPCR kodierenden
Gens Procr in allen hamatopoetischen und endothelialen Zellen. In dem anderen Modell wird
EPCR zwar expremiert, die subzelluldre Lokalisation in der Zellmembran ist jedoch aufgrund
einer Mutation in der Palmitoylierungsstelle gestort. Die zytoprotektive Signalisierung mittels
EPCR verhindert die Aktivierung des NF-kappaB-Signhalweges, welcher mittels des mTOR -
Signalwegs die Expression von Matrixmetalloproteasen wie MMP9 und in der Folge die
Integritat der BHS beeinflusst (Rao et al.,, 2014; van Skike et al., 2018). Es war folglich
anzunehmen, dass ein Verlust des Proteins (Knock-Out) oder ein Funktionsverlust (loss of
function) von EPCR zu einer verringerten zytoprotektiven Signalisierung und folglich auch
einer Verminderung der BHS-Integritat fihren wirde. Im KO Modell war in der Gruppe der
gestressten Tiere mit EPCR Deletion kein einziges Tier resilient. In der Gruppe der gestressten
wildtypischen Geschwister zeigte sich die bekannte Verteilung in resiliente und anféllige Tiere.
Dieses Ergebnis bestarkte die Annahme, dass eine erhdhte Permeabilitat der BHS mit einer
erhdhten Stressanfalligkeit assoziiert war. Auch im Mausmodell mit Dislokation von EPCR
zeigte sich bei den gestressten Mausen mit Defekt, dass keine resilienten Tiere vorhanden
waren. Der Kontrollstamm mit Expression von EPCR zeigte eine hohe Anzahl an resilienten
Tieren. Der Stamm zeigt eine hohere Expression an EPCR als die wildtypischen
Geschwistertiere des KO Modells (persénliche Kommunikation Prof. Dr. Wolfram Ruf). Es
ware daher anzunehmen, dass eine starkere Expression von EPCR pro-resiliente Effekte hat.
Beim KO Modell zeigten die gestressten Tiere eine Erhohung des generellen Angstverhaltens.
Zudem zeigte sich, dass die gestressten Tiere mit Verlust des Procr Gens starker betroffen
waren als ihre gestressten wildtypischen Geschwistertiere. In einer Studie bei der Mause durch
Bewegungseinschrankung chronisch gestresst wurden zeigte sich bei den gestressten Tieren
ebenfalls ein erhdhtes Angstverhalten im EPM und eine erhdhte BHS Permeabilitat (Lee et al.,
2018).
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Fur das KO Modell zeigte sich bei der Testung der Gedachtnisleistung eine Verschlechterung
bei den ungestressten KO Mausen im Vergleich zu den ungestressten wildtypischen
Kontrollen. Da aufgrund des Fehlens von EPCR eine starkere SignallUbertragung mittels
Thrombin erfolgt, wird die Expression proinflammatorischer Gene gefordert und die BHS
Integritat gestort (Rao et al., 2014). Dies wird in einem Mausmodell bestatigt, bei dem durch
minimal traumatischer Gehirnverletzung die Neuroinflammation indiziert wurde und sich die
Thrombinaktivitat, die PAR1 Aktivierung und die Menge an TNF-alpha erhéhten (Goldermann
et al., 2022). Diese Tiere zeigten ebenfalls eine signifikante Verschlechterung der
Gedéachtnisleistung. Ahnliche Effekte erwartet man in der hier vorliegenden Arbeit auch fiir die
gestressten wildtypischen Tiere. Interessanterweise fuhrte der Stress bei den Tieren mit
Deletion von EPCR zu einer Verbesserung der Kognition. Weitergehende Studien mit weiteren
Gedachtnis-konsolidierenden Tests sollten untersuchen, inwieweit chronischer Stress
tatsachlich zu einer Verbesserung des Phanotyps bei diesem Mausmodell fiihren kénnte.

Der Einsatz des Thrombin-spezifischen Inhibitors NAPc2 (vgl 1.7.6; Lee et al., 2003). fuhrte
zu einer Verbesserung des Phanotyps im Mausmodell mit EPCR Dislokation. Dieses Ergebnis
bestatigt, dass eine spezifische Modulation der Thrombin-PAR1-Signalisierung pro-resiliente
Effekte hat.

In weiterfihrenden Studien soll nun die Stérung der Integritdt der BHS in beiden EPCR
Modellen verifiziert werden. Hierzu sollen die Tiere mit 0.7 KDA Gadolinum-Kontrastmittel
behandelt und im Anschluss MRI Aufnahmen gemacht werden. Zudem sollen in einem
weiteren Schritt fluoreszierende Tracer (Cadaverine-Alexa 555 (95 kD), Ovoalbumin (45 kD)
Albumin (69 kD) mit unterschiedlichen Molekilgréf3en verwendet werden. Hierbei waren
insbesondere der Nucleus accumbens und dorsale Hippocampus als Zielregionen interessant
(Menard et al., 2017; Vennin et al., 2022). Menard et al. konnten fiir den Nucleus accumbens
zeigen, dass chronisch sozialer Stress in Mausen zu einer héheren Permeabilitat in den
Anfalligeen Tieren fuhrt (Menard et al., 2017).

Mit dem Gewebe aus den verschiedenen Hirnregionen soll zudem eine
Proteinexpressionsanalyse von BHS-assoziierten Proteinen wie Claudinen, ZO1-3, MMP-9
und JAMs durch Western Blot durchgefiihrt werden um potentiellle Lecks der BHS Integritat
und die dafur verantwortlichen Proteine zu identifizieren. Eine Mdglichkeit zur Untersuchung
von strukturellen Verénderungen der TJ-Proteine und der Verdnderung des zellularen
Transports mittels Transzytose bietet der Einsatz von Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM) (Segarra et al., 2018).

Desweiteren soll der Effekt der Thrombin-Inhibition im Hinblick auf pro-resiliente Effekte durch
Einsatz von Hirudin untersucht werden. Hierbei soll untersucht werden, ob die Effekte
taséchlich von der luminalen Seite der Gefal3e vermittelt werden, oder ob die Signalinduktion

auch von der gefalRabgewandten Seite vermittelt werden kann. Hierfir kdnnte Hirudin
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intracranial in den dorsalen Hippocampus injiziert werden. Neben der Untersuchung des
Effekts der Thrombin-Inhibition sollte auch der der Effekt der mTOR-Inhibition durch

intracraniale Injektion von Rapamycin in den dorsalen Hippocampus untersucht werden.

Da vermutet wird, dass der Abbau der TJ Proteine durch die Matrixmetalloprotease MMP9
erfolgt soll in einem weiteren Experiment der MMP9 Inhibitor Doxycyclin verwendet werden.
Dieser soll wie in den in dieser Arbeit beschriebenen Experimenten mit Rapamycin (s. 3.2)

Uber mehrere Tage intraperitoneal injiziert werden
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6.1 weitere Informationen
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Abbildung 6.1.1: a Korrelationsanalyse der Verhaltensdomanen Sozialverhalten und Gedachtnisleistung zum Zeitpunkt T1
nicht-gestresst r =-0.03813 p =0.8473, gestresst r =0.1133 p =0.4431, Pearson r, b Korrelationsanalyse der
Verhaltensdomanen Sozialverhalten und Gedachtnisleistung zum Zeitpunkt T3 nicht-gestresst r =-0.1934 p =0.5688,

gestresst r =0.02714 p =0.8547, Pearsonr
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6.2 Abkilrzungsverzeichnis
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Arg(inin)-vasopressin (antidiuretisches Hormon)
brain-derived neurotrophic factor
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Basenpaare
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beziehungsweise

Calciumchlorid

Complementary DNA

Ciliary neurotrophic factor

Corticotropin Releasing Factor

Chronic Social Defeat

Chronic Social Defeat Stress

Chronic Unpredictable Stress

DEP domain-containing mTOR-interacting protein
destilliertes Wasser

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
2’-Desoxynukleosidtriphosphat

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Disheveled 2

endothelial cells, Endothelzellen
Ethylendiamintetraessigsaure

Eukaryotic elongation factor-2 kinase, eukarytische
Elongationsfaktor-2-Kinase

Eukaryotic translation initiation factor 4B

Endothelial Protein C Receptor
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extracellular signal-regulated kinase

et alii

Ethanol

et cetera

FK506 binding protein 12

Forced Swim Test

gamma-Aminobutyric acid
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Gap Activity TOward Rags 1

GAP activity towards Rags 2

green fluorescent protein

ionotrope Glutamat-Rezeptor, AMPA 1
ionotrope Glutamat-Rezeptor, AMPA 2
G-Protein-gekoppelte Kinase 5

Stunde

hyperpolarization activated and cyclic nucleotide
gated

Hypoxie-induzierter Faktor alpha
hypothalamic-pituitary-adrenal axis
immediate early gene

Interleukin 6

Junctional Adhesion Molecule, junktionales
Adhasionsmolekl

Kilodalton

Liter

Molar

Mitogen-activated protein

Major depressive disorder, klinische Depression
Milligramm

Minute

Milliliter

mammalian lethal with Sec13 protein 8
medialer prafrontaler Cortex

Messenger RNA

Medium spiny neurons

mechanistic target of Rapamycin

mechanistic target of rapamycin complex 1
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MmTORC2 mechanistic target of rapamycin complex 2
NAC Nucleus accumbens

NAPc2 Nematode anticoagulant protein c2

ng Nanogramm

NVU Neurovascular unit, neurovaskulare Einheit
PAR1 Protease-aktivierter Rezeptor 1

PBS Phosphate Buffered Saline

PBS-T Phosphate Buffered Saline-Tween

PCR polymerase chain reaction

PFC Préafrontaler Cortex

PI-3K phosphoinositide 3-kinase

PRAS40 proline-rich Akt substrate of 40 kDa

PSD95 Postsynaptic density protein 95

PV Parvalbumin

PVDF Polyvinylidenfluorid

gRT-PCR guantitative Echtzeit-PCR

Raptor regulatory-associated protein of mMTOR
Rheb Ras homolog enrichted in brain

Rictor rapamycin-insensitive companion of mTOR
RNA ribonucleic acid

rpm revolutions per minute

RT Raumtemperatur

S1P1 Sphingosin-1-Phosphat Rezeptor

S6K1 p70S6 Kinase 1

SDS sodium dodecyl sulfate

S, sec Sekunde

sog. sogenannt

SPT Sucrose Preference Test, Sucrose Praferenz Test
SREBP sterol regulatory element-binding protein
TAFI Thrombin-aktivierter Fibrinolyse-Inhibitor
TBC1D7 Tre2-Bub2-Cdc16 Domain Family Member 7
TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

TF Tissue factor, Gewebefaktor

TFPI Tissue Factor Pathway Inhibitor

TJ Tight Junction

™ Thrombin-Thrombomodulin

TNF-a Tumornekrosefaktor-alpha
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TS
TSC
TST

VEGF
VHIP
VTA

ZNS
Z0
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Tuberose Sklerose

Tuberése Sklerose Komplex

Tail Suspension Test

Volt

Vascular Endothelial Growth Factor
Ventraler Hippocampus

Ventrales tegmentales Areal

Von Willebrand Faktor

Zentrales Nervensystem

Zona occludens
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