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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Ohne Vater herangewachsene Kinder sind einer deutlich erhdhten Gefahr ausgesetzt,
Entwicklungsstorungen, Drogen- und Alkoholmissbrauch, schlechte schulische und
berufliche Leistungen, sowie Kriminalitit zu entwickeln. Ziel dieser Arbeit war,
Verhaltenskonsequenzen und neuronale Strukturen zu untersuchen, die dieser Entwicklung
zugrunde liegen. Anhand eines biparentalen Tiermodells Octodon degus wurde der Einfluss
viterlicher Fiirsorge im Familienverband auf das Sozial-, Angst-, Lern- und impulsive
Verhalten, sowie die neuromorphologischen und neurochemischen Korrelate dieser
Verhaltensédnderungen in corticalen und subcorticalen Hirnarealen untersucht. Diese
Resultate unterstiitzen die Arbeitshypothese dieser Dissertation, dass fehlende véterliche
Fiirsorge eine verdnderte neuronale Entwicklung der préfrontalen und limbischen Areale
induziert, die zu manifesten Verdnderungen des Verhaltensrepertoires vaterdeprivirter Tiere
fiihren konnen. Demzufolge konnte die paternale Deprivation in der frithen Entwicklung
hochentwickelter Tierarten ein geeignetes Modell fiir zahlreiche psychopathologische
Storungen und Defizite in der Personlichkeitsentwicklung oder intellektueller und sozialer
Féhigkeiten darstellen, die eng mit dem Verlust viterlicher Fiirsorge in Verbindung
gebracht werden.

Der quantitative Vergleich des Sozialverhaltens von Degufamilien mit beiden Elternteilen
und vaterdeprivierter Familien zeigte, dass ,,allein erziehende* Degumiitter das Fehlen des
Vaters nicht kompensieren, d.h. ihren Jungen nicht mehr Fiirsorge entgegenbringen als
Miitter aus biparentalen Familien. Ohne Vater aufgewachsene Degujunge erhalten demnach
weniger elterliche Fiirsorge und wachsen in einer sozio-emotionalen ,,Teildeprivation® auf.
Vaterdeprivierte Jungtiere, die unter einer verminderten elterlichen Fiirsorge aufwuchsen,
zeigen eine Verringerung der Kontakte zu den Eltern, entwickeln eine erhdhte Frequenz
kdampferischen Spielverhaltens und zeigen spédter als Erwachsene impulsive
Verhaltensweisen, schlechtere Lernleistungen, sowie vermehrte angstkorrelierte
Verhaltensweisen in einer fremden Umgebung. Auf neuromorphologischer und
neurochemischer Ebene zeigten vaterdeprivierte im Vergleich zu biparental
aufgewachsenen Tieren eine verringerte absolute Zahl und Dichte dendritischer Spines, d.h.
exzitatorischer Synapsen, an Pyramidenzellen der Schicht II/III des orbitofrontalen Cortex
(juvenile und adulte Tiere), wie auch kiirzere Dendritenlingen (adulte Tiere).
Pyramidenzellen der lateralen Amygdala wiesen ebenfalls verminderte absolute

Spinezahlen und Spinedichten auf (juvenile und adulte Tiere), wihrend im Hippocampus
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keine neuronalen Verdnderungen exzitatorischer Projektionsneurone nachweisbar waren. In
bezug auf die inhibitorischen neuronalen Systeme wurden in allen analysierten Regionen
Unterschiede in der Dichte y-Amminobuttersdure-(GABA)erger Interneurone,
neurochemisch charakterisiert durch die calciumbindenden Proteine Parvalbumin und
Calbindin-D28k und den exzitatorischen Neuromodulator Corticotropin-Releasing-Factor-
(CRF), festgestellt: im orbitofrontalen Cortex, sowie dem basolateralen Kernkomplex der
Amygdala vaterdeprivierter Tiere zeigte sich eine erhohte Dichte Parvalbumin-haltiger
GABAerger Interneurone, wie auch CRF-exprimierender Zellen (juvenile und adulte Tiere).
In der priméren Outputstruktur der Amygdala, dem zentralen Kern, konnte ebenfalls eine
erhohte Dichte Parvalbumin-immunopositiver Interneurone nachgewiesen werden. Im
Gegensatz zu Untersuchungen an der Ratte waren in der zentralen Amygdala keine CRF-
exprimierenden Zellen nachzuweisen, stattdessen zeigte sich ein dichtes Netzwerk CRF-
haltiger Fasern, die keine Anderungen hinsichtlich ihrer Dichte zwischen vaterdeprivierten
und biparental aufgewachsenen Tieren aufwiesen. Im Hippocampus vaterdeprivierter Degus
war ebenfalls eine Zunahme der Dichte Parvalbumin-exprimierender GABAerger
Interneurone in der Molekularschicht des Gyrus dentatus und in der Pyramidenzellschicht
der CAl1-Region (juvenile Tiere) zu beobachten. Im Erwachsenenalter zeigte sich bei den
vaterdeprivierten Tieren hingegen eine Abnahme der Zelldichte Parvalbumin-
exprimierender GABAerger Neurone in der Pyramidenzellschicht und der gesamten CA1-
Region, sowie eine Abnahme der Dichte CRF-haltiger Zellen in der Pyramidenzellschicht,
im stratum oriens, sowie im Gyrus dentatus des Hippocampus im Vergleich zu biparental
aufgezogenen Tieren. Im basolateralen Kernkomplex, wie auch dem zentralen Kern der
Amygdala vaterdeprivierter Tiere konnte eine Abnahme der Dichte Calbindin-D28k-
exprimierender Neurone nachgewiesen werden, wohingegen in der Granuldrzellschicht des
Hippocampus eine Zunahme der Zelldichte im Vergleich zu den biparental aufgewachsenen
Tieren bestimmt wurde. Keine Anderungen waren innerhalb der Subpopulation der
Calbindin-D28k-exprimierenden GABAergen Neurone im orbitofrontalen Cortex
nachweisbar. Neben Verdnderungen des inhibitorischen Systems zeigten vaterdeprivierteim
Vergleich zu biparental herangewachsenen Tieren Verdnderungen hinsichtlich der Dichte
Tyrosinhydroxylase(TH)-Fasern: im lateralen OFC, im zentralen Kern der Amygdala
(juvenile Degus), sowie in beiden Regionen (Gryus dentatus und CAl-Region),
insbesondere auch in fast allen Schichten des Hippocampus wiesen vaterlos

herangewachsene Degus eine Zunahme der Dichte TH-immunpositiver Fasern auf,
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wohingegen im basolateralen Kernkomplex der Amygdala eine Verringerung in der Dichte
TH-immunreaktiver Fasern festgestellt werden konnte.

Unter Berticksichtigung der in der Literatur vorliegenden Befunde weisen die Ergebnisse
dieser Arbeit auf eine verdnderte Funktionalitdt corticaler und subcorticaler limbischer
Hirnstrukturen, insbesondere der eng miteinander verkniipften Regionen des orbitofrontalen
Cortex und der Amygdala vaterdeprivierter im Vergleich zu biparental herangewachsenen
Tieren hin, die moglicherweise ihren Ausdruck in den beobachteten Anderungen der
Verhaltensweisen, im Hinblick auf eine Steigerung impulsiven Verhaltens, verschlechterten

Lernleistungen, sowie einem verstirkten Angstverhalten finden.

Summary

Fatherless children are at dramatically greater risk of developmental maladaptation, drug
and alcohol abuse, poor educational performance and criminality. The aim of this study was
to test our working hypothesis that the absence of paternal care interferes with the neuronal
development of prefrontal and limbic areas, which most likely results in behavioral
changes. Animal models for paternal deprivation represent a unique model to analyze
psychopathological disorders and deficits in the development of personality or of
intellectual and social capabilities associated with the loss of paternal care.

In this study I identified the behavioral consequences and the neuronal substrate, which
underly such an abnormal development. In the biparental animal model Octodon degus the
influence of paternal care on social, anxiety, learning and impulsive behavior and the
establishment of synaptic wiring and neurochemical characteristics were analyzed in
cortical and subcortical brain regions. The quantitative comparison of biparental and single-
mother families revealed that single-mothers do not compensate the lack of paternal care,
i.e. the pups which are raised in single-mother families experience significantly less
parental care and consequently are raised under partly socio-emotional deprivation.
Paternally deprived, juvenile animals showed decreased durations of pup-parent
allogrooming and increased frequencies of play-fighting episodes. Furthermore, adult
fatherless animals displayed higher levels of anxiety, impaired learning performance and
components of impulsive behavior. On the neuromorphological/neurochemical level
fatherless pups displayed a reduced number and density of dendritic spines, which represent
excitatory synapses, on layer II/III pyramidal neurons in the orbitofrontal cortex (juvenile
and adult) and lateral amygdala (juvenile). In addition, apical dendrites in the orbitofrontal
cortex were significantly shorter in father-deprived adult animals, whereas neither changes

of dendritic lengths were observed in the juvenile orbitofrontal cortex or on amygdalar



Zusammenfassung

pyramidal neurons (juvenile and adult), nor deprivation-related changes in neuronal
morphology in the hippocampal formation. Concerning the inhibitory GABAergic system
neurochemically characterized by their expression of the calcium-binding proteins
Parvalbumin and Calbindin-D28k and CRF-containing cells differences in all analyzed
regions were prominent in the father-deprived animals compared to biparentally raised
animals: juvenile and adult fatherless animals showed an increased density of Parvalbumin-
expressing and CRF-containing neurons in the orbitofrontal cortex as well as in the
basolateral amygdaloid complex. In the primary output region of the amygdala, the central
nucleus, also an increased density of Parvalbumin-expressing interneurons was found. In
contrast to observations in the laboratory rat virtually no CRF-immunostained neurons, but
heavily immunoreactive, dense clusters of CRF-positive fibers were found in the central
nucleus, whose density reamained unchanged in the fatherless animals. The hippocampal
formation of fatherless animals showed an enhanced density of Parvalbumin-expressing
interneurons in the dentate molecular layer and in the pyramidal cell layer of the CAl
region (juvenile animals), whereas in adult fatherless animals a reduced density was
observable in the pyramidal cell layer and the CA1 region compared to biparentally raised
animals. Furthermore, father-deprived animals showed a decreased cell density of
Calbindin-D28k-expressing GABAergic neurons in the basolateral amygdaloid complex
and the central nucleus, whereas an increased density of this GABAergic subpopulation was
seen in the hippocampal granule cell layer. No changes were observed of Calbindin-D28k-
expressing GABAergic interneurons in the orbitofrontal cortex of fatherless animals. A
reduced density of CRF-containing cells in the dentate gyrus (adult animals), in the
pyramidal an oriens cell layer of father-deprived animals was observed. In addition, the
density of Tyrosinehydroxylase(TH)-containing fibers was altered in fatherless degus:
father-deprived animals displayed an increased density of TH-positive fibers in the lateral
orbitofrontal cortex, the central nucleus of the amygdala (juvenile animals) and in the
hippocampal formation, whereas a decrease density of TH fiber density was obvious in the
basolateral amygdaloid complex.

I interpret those findings as indication of an altered function of cortical and subcortical
limbic brain structures in the fatherless animals, which correlate with the observed changes

in impulsivity, learning and anxiety-related behaviors of father-deprived animals.
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2 Einleitung

2.1 Zielsetzung und Fragestellungen

Aus Studien der vergangenen 30 Jahre wurde zunehmend die Erkenntnis gewonnen, dass
die Fiirsorge, die ein Kind in den ersten Lebensjahren von den Eltern erhilt, fiir seine
spatere seelische Gesundheit von lebenswichtiger Bedeutung ist. Schon in den
fiinfziger/sechziger Jahren des 20. Jahrhunderts wurde bei Kindern, die ohne Bezugsperson
aufwuchsen, beobachtet, dass eine fehlende oder gestorte Mutter-Kind-Beziehung zu
Fehlentwicklungen und Entwicklungsstorungen bis hin zum Hospitalismus (auch
Deprivationssyndrom genannt) fiihren kann (Spitz, 1945; Coleman & Provence, 1957). Im
spiteren  Entwicklungsverlauf kann dies zu Sprachstdrungen, Stérungen der
Personlichkeitsentwicklung und zu Defiziten der intellektuellen und sozialen Fihigkeiten
(Brodbeck & Irwin, 1946), bis hin zu psychischen Erkrankungen, wie der Depression oder
Schizophrenie (Agid et al., 2000; Heim & Nemeroff, 2001) fiihren. Bisherige Forschungen,
die sich mit der Untersuchung familidrer Beziehungsmuster oder aber auch der emotionalen
Bindung zwischen Eltern und ihren Nachkommen befassen, fokussieren jedoch
hauptsdchlich auf die Rolle der Mutter wahrend der frithen Kindheit. Worin liegt dies
begrindet? Bei etwa 90% aller Sdugetierarten leistet das méannliche Elternteil wenig oder
keinen Beitrag bei der Aufzucht des Nachwuchses (Libhaber & Eilam, 2004; Schradin &
Pillay, 2003). Viter scheinen demzufolge eine Reproduktionsstrategie entwickelt zu haben,
die auf das Brutpflegeverhalten fast vollig verzichtet. Beim Menschen, aber auch anderen
Sdugetieren zeigt das viterliche Brutpflegeverhalten hingegen vielfdltige Auspragungen.
Die Entwicklung der miannlichen Bereitschaft, sich in die Aufzucht der Nachkommen
einzubringen, wird unter anderem mit dem zunehmend komplexer werdenden sozialen
Gefiige und einem durch die Anwesenheit des Vaters erhdhten Reproduktionserfolg in
Zusammenang gebracht. Neben dem Menschen finden sich einige weitere Sdugetiere, bei
denen die Bedeutung des Vaters iiber die Funktion des Erzeugers hinausgeht. In zahlreichen
nicht-humanen Primaten, aber auch bei Nagern ist der Vater an der Aufzucht der Jungen
beteiligt (Jantschke et al., 1998; Lonstein & De Vries, 1999). Die Forschung iiber frithe
Vater-Kind-Beziehungen und vor allem die Konsequenzen eines Entbehrens der viterlichen
Fiirsorge in frither Kindheit steht jedoch noch relativ in den Anfingen. Aus Humanstudien
ist bekannt, dass das Fehlen viterlicher Fiirsorge, vor allem wéhrend der frithkindlichen
Entwicklung, mit einem erhdhtem Risiko einhergeht, emotionale und Verhaltensdefizite zu

entwickeln. Die Abwesenheit des Vaters erhoht die Wahrscheinlichkeit von schlechten
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schulischen Leistungen, kriminellen Handlungen, psychopathologischen Erkrankungen,
oder aber auch Suizidalitit (Baskerville 2002; O’Neill 2002). Defizite finden ihren
Ausdruck zudem in erhohtem impulsiven, aber auch aggressivem Verhalten (Erhard &

Janig, 2003).

Verhaltensweisen sind das Ergebnis von Aktividtsmustern des Zentralnervensystems. Die
wissenschaftliche Erforschung der emotionalen Bindung und Untersuchung familidrer
Beziehungsmuster als biologische Funktion des zentralen Nervensystems ist gegenwértig
ein bedeutender Teil der aktuellen Hirnforschung, wobei die hirnbiologischen Korrelate
psychischer Erkrankungen, induziert durch ein pathogenes psychosoziales Umfeld in der
frithen Entwicklung, bisher aufgrund methodischer Einschrdnkungen im Bereich der
Humanbiologie noch unzureichend untersucht sind. Tierexperimentelle Ansitze zeigen,
dass im noch unreifen Gehirn des Neugeborenen die bei der Interaktion mit der oder den
Bezugspersonen aktivierten neuronalen Verschaltungen ,,gebahnt* werden. Damit werden
hochstwahrscheinlich die korperliche, intellektuelle und emotionale Entwicklung und die
damit verbundenen Verhaltensweisen determiniert (z.B. Braun & Bogerts, 2001). Es konnte
bspw. gezeigt werden, dass kurze Trennungsepisoden von den Eltern (vom postnatalen Tag
1 bis 21, tdglich fiir eine Stunde) bei den Jungtieren Verdnderungen der synaptischen
Verbindungen in Regionen des préfrontalen Cortex, des Hippocampus und der Amygdala
hervorrufen (Helmeke et al. 2001a,b; Ovtscharoff & Braun, 2001; Poeggel et al. 2003).
Zudem ergaben Analysen elterndeprivierter und anschlieBend sozial isolierter Tiere, d.h.
Tieren, die bereits kurz nach der Geburt mehrfach emotionalem Stress ausgesetzt waren,
dass im Pubertitsalter (Postnataltag 45) eine verdnderte Dichte monoaminerger Fasern im
orbitofrontalen (Poeggel et al., 2003) und im medialen prifrontalen Cortex (Braun et al.,
2000), sowie im Nucleus accumbens, der Amygdala und dem Hippocampus (Gos et al.,
2006) messbar ist. Auf Rezeptorebene fiihrt bei den elterndeprivierten Nagern bereits eine
einmalige, sehr kurze Trennung von Eltern und Geschwistern zu einer signifikanten
Erhohung dopaminerger D1- und serotonerger 5-HT14-Rezeptoren im Prifrontalcortex, in
der Amygdala und im Hippocampus (Ziabreva et al., 2003). Diese Storungen der
Entwicklung des limbischen Systems korrelieren mit Verdnderungen, die auf
Verhaltensebene nachweisbar sind. So zeigen elterndeprivierte Tiere motorische
Hyperaktivitit wenn sie sich einzeln, d.h. getrennt vom Familienverband, in einer fremden
und daher hochstwahrscheinlich angstinduzierenden Umgebung (Open-Field) befinden
(Braun et al., 2003).
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Zur Bedeutung der viterlichen Fiirsorge fiir die Entwicklung von Gehirn und Verhalten ist
bisher noch auffallend wenig bekannt. Ziel dieser Arbeit war es demzufolge, anhand des
biparentalen Tiermodells Octodon degus zu untersuchen, ob und wie sich das Fehlen
viterlicher Fiirsorge in modifizierten Verhaltensmustern -in Parallelitit zu den beobachteten
Veranderungen im Humanbereich-, d.h., den Interaktionen der Eltern mit ihren
Nachkommen, im adulten impulsiven, im Lern-, sowie im Angstverhalten vaterdeprivierter
Tiere widerspiegeln. Weiterhin sollte untersucht werden, inwieweit die Vernetzung der
noch ausreifenden limbischen Hirnregionen zu verschiedenen Zeitpunkten der
Postnatalentwicklung beeinflusst wird, und welche Bedeutung dies auf die Ausreifung
bestimmter neuronaler Zellpopulationen und Neurotransmittersysteme in diesen Systemen
besitzt. Zur Untersuchung der Auswirkungen des Fehlens viterlicher Fiirsorge auf die
Entwicklung des Verhaltens und hirnbiologischer Korrelate wurde ein Tiermodell etabliert,
bei dem beide Elternteile an der Pflege und Aufzucht der Jungen beteiligt sind und die auch
in anderen Eigenschaften dem Menschen ,,dhnlich® sind. Gleich diesem lebt der Degu
(Octodon degus) (Abbildung 1) in komplexen
familidren und sozialen Strukturen und zeigt
ein ausgepragtes Spiel- und

Vokalisationsverhalten (Wilson, 1982).

Abbildung 1: Degu (Octodon degus)

Bei Degus, die auch als Strauchratten bezeichnet werden, sind die Viter intensiv an der
Pflege und Aufzucht der Jungen beteiligt (Reynolds & Wright, 1979; Wilson, 1982).
Minnliche Degus investieren in die Aufzucht ihrer Nachkommen. Wiéhrend die Kontakte
zwischen der Mutter und den Jungtieren sich innerhalb der ersten postnatalen Wochen
graduell verringern, steigen die Kontakte zwischen Jungtieren und Vater (Wilson, 1982).
Dies konnte ebenfalls bei der biparentalen kalifornischen Maus (Peromyscus californicus)
beobachtet werden (Wright & Brown, 2000) und auch bei Menschen nimmt die
erzicherische Bedeutung des Vaters mit dem Alter des Kindes zu (Blanz et al., 1986). Der
Kontakt, den Strauchrattenviter zu ihren Jungen haben, beinhaltet unter anderem die Pflege
der Jungtiere (Reynolds & Wright, 1979). Damit liefert der Vater seinen Nachkommen ein
vermutlich "angereichertes" sensorisches und vor allem ein komplexes sozio-emotionales

Umfeld.
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Far diese Arbeit ergibt sich somit folgende Arbeitshypothese:

Fehlende viterliche Fiirsorge induziert eine unzuldngliche familidre Situation. Dies
resultiert in einer verdnderten sozio-emotionalen Umwelt, die zusitzlich auch durch
verdnderte (adaptive oder pathologische?) Verhaltensweisen der ,,vom Vater verlassenen
Mutter gekennzeichnet ist. Dadurch reifen Verhaltensrepertoires und die dafiir relevanten
Hirnareale bei den vaterdeprivierten Tieren verzdgert bzw. in unterschiedliche Richtungen.
Die Verdnderungen des Verhaltens sollten daher mit einer verdnderten neuronalen

Entwicklung prifrontaler und limbischer Areale der vaterdeprivierten Tiere korrelieren.
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Sozio-emotionale Erfahrung

biparentale Familien vs. vaterdeprivierte Familien

a'c’

Sozialverhalten
im
Familienverband

PND 21
PND 90

Skinner-Box
Open-Field

Skinner-Box

Monoaminerge ’

Fasern

Abbildung 2: Ubersicht zu den Fragestellungen

Legende: Die Abbildung illustriert die aus der Arbeitshypothese abgeleiteten Fragestellungen dieser Dissertation. Sowohl
im juvenilen (PND21), als auch im Erwachsenenalter (PND 90) werden vaterdeprivierte und biparental aufgewachsene
Degus hinsichtlich iher Neuromorphologie (Spinesynapsen/dendritische Léngen/dendritische Verzweigungen dher
Projektionsneurone; Nachweis anhand der Golgi-Methode) und Neurochemie (immunhistochemischer Nachweis
GABAerger Interneurone, CRF-exprimierender Zellen und Fasern, sowie Tyrosinhydroxylase-immunreaktiver Fasern)
analysiert. Parallel dazu werden Verhaltensanalysen zum Sozialverhalten im Familienverband, zum Lern-, zum impulsiven
(Verhaltensapparatur ist die Skinnerbox), als auch zum Angstverhalten (Verhaltensapparatur ist die Open-Field-Arena)
durchgefiihrt.

Abkiirzungen: BLA, basolateraler Kernkomplex der Amygdala; CA1, CAl-Region des Hippocampus; CeA, zentraler
Kern der Amygdala; CRF, Corticotropin-Releasing Factor; GD, Gyrus dentatus; GABA, y-Ammino-Buttersdure; OFC,
orbitofrontaler Cortex; PND, postnataler Tag; TH, Tyrosinhydroxylase. Neuroanatomische Schnitte in Anlehnung an
Paxinos, G. & Watson, C. (2004). The rat brain in stereotaxic coordinates. Amsterdam: Elsevier/Academic Press.
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Es galt folgende Fragestellungen zu beantworten:

A. Veranderungen im Sozialverhalten im Familienverband, Impulskontrolle, Lern-
und Angstverhalten
Fiihrt das Fehlen viterlicher Fiirsorge wihrend der frithen Postnatalentwicklung zu
Anderungen des sozialen Verhaltes im Familienverband (Eltern-Jungtier-, Jungtier-Eltern-
und Jungtier-Jungtier-Interaktionen)? Ist beispielsweise eine erhohte Pflege der
Nachkommen durch die Mutter, die das Fehlen viterlicher Fiirsorge kompensieren kdnnte,
beobachtbar? Welchen Einfluss hat das Aufwachsen ohne Vater und die damit assoziierten
Anderungen des sozio-emotionalen Umfelds auf das Lern- und Angstverhalten im

Erwachsenenalter? Sind vaterdeprivierte Degus impulsiver (Abbildung 2 und 3)?

B. Veranderungen exzitatorischer, inhibitorischer und katecholaminerger Systeme
Kann der Verlust des Vaters wéhrend der frithen Postnatalentwicklung in die funktionelle
Reifung limbischer Strukturen eingreifen? Wird durch das Fehlen viterlicher Fiirsorge, das
heillt eine sozio-emotionale Teildeprivation, das Gleichgewicht zwischen exzitatorischen,
inhibitorischen und katecholaminergen Synapsen im orbitofrontalem Cortex, der Amygdala
und des Hippocampus verdndert? Wird die Innervation von Prinzipalzellen durch lokale
GABAerge Interneurone, Zellen/Fasern, die den exzitatorischen Corticotropin-Releasing
Factor exprimieren und durch

Tyrosinhydroxylase-

I VERHALTEN I 2 > I GEHIRN I immunreaktive Fasern in diesen
Hirngebieten in positive oder
/ ! negative Richtung ausgelenkt

OFC f«>{Amygdala Hippocampus (Abbildung 2 und 3)?

l l l Abbildung 3: Analyseeinheiten

VO, LO (B)LA, CeA CA1, GD Legende: Die Abbildung zeigt die
$

‘ ‘ Zusammenhédnge zwischen den einzelnen

Analyseeinheiten dieser Dissertation und
damit die enge Beziechung zwischen
Verhaltens- und neurobiologischer

exzitatorische Inhibitorische Analyse.

SYSteme S\[Steme Abkirzungen: BLA, basolateraler
A A Kernkomplex der Amygdala; CA1, CAl-
Region des Hippocampus; CeA, zentraler
A A Kern der Amygdala; CRF, Corticotropin-
. Releasing Factor; GD, Gyrus dentatus;
Monoammerge GABA, y-Ammino-Buttersdure; LO,
SYSteme lateraler orbitofrontaler Cortex; OFC,
orbitofrontaler Cortex; VO,
ventromedialer orbitofrontaler Cortex

Verhaltens-
ebene

A 4

Systemische
Ebene

Netzwerk-
ebene




Einleitung

2.2 Bedeutung des Vaters, Vaterentbehrung und Verhaltensentwicklung

Elterliches Brutpflegeverhalten ist nicht nur bei Primaten, sondern auch bei anderen
Wirbeltieren beobachtbar (Lonstein & De Vries, 1999). Insbesondere bei Siugetieren ist
elterliches Verhalten markant ausgeprégt, da insbesondere das miitterliche Verhalten fiir das
Uberleben der Jungtiere von unabdingbarer Notwendigkeit ist (Libhaber & Eilam, 2004).
Das Verhalten des Vaters scheint dem gegeniiber auf den ersten Blick nicht obligatorisch zu
sein und ist dementsprechend bei nur bei ca. 10% aller Sdugetierspezies beobachtbar
(Libhaber & Eilam, 2004; Schradin & Pillay, 2003). Was ist der Vorteil, wenn beide Eltern
an der Aufzucht der Jungtiere/Kinder beteiligt sind? Es ist bekannt, dass miitterliches
Verhalten nicht nur fiir das Uberleben der Nachkommen von enormer Bedeutung ist,
sondern zudem einen Einfluss auf die neurologische und die Verhaltensentwicklung ausiibt
(Rees et al., 2005) und die Qualitdt und Quantitdt des Pflegeverhaltens, wie das Sdubern der
Jungtiere, eng mit der Entwicklung des Stress- und endokrinen Systems, der
Hirnentwicklung, sowie kognitiven, affektiven und sozialen Verhaltensweisen der Jungtiere

assoziiert ist (Rees et

1 al, 2005).
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Abbildung 4: Degufamilie

Legende: Die Abbildung zeigt
eine Degufamilie in einer
typischen Aufzuchtvoliere der
Zuchtanlage des  Leibniz
S g “ Instituts fiir Neurobiologie in
W ; . Magdeburg. Gekennzeichnet
2 A3s3, Tl 0y sind beide Elterntiere, wobei
3 ' . : gut zu erkennen ist, dass
sowohl die Mutter, als auch
der Vater ihren Nachwuchs
umsorgen.

——

Der Vater spielt insofern eine bedeutende Rolle, da Viter in biparentalen Spezies, auller
dem Sidugen, alle miitterlichen Verhaltensweisen (unter anderem Nestbau, Pflege der
Jungtiere) zeigen (Rees et al., 2005; Libhaber & Eilam, 2004; Gubernick & Teferi, 2000;
Lonstein & De Vries, 1999; Thomas & Birney, 1979) und die Mutter insofern entlasten -
bspw. durch die Beschaffung von Nahrung- , dass ein hoherer Anteil ihrer Energie in die
erfolgreiche Aufzucht, vor allem in das Sdugen, ihrer Nachkommen investiert werden kann
(Thomas & Birney, 1979). Demzufolge ist die Bedeutung des Vaters nicht zu unterschétzen
und auch Humanstudien unterstreichen die Wichtigkeit véterlicher Fiirsorge insofern, dass

positive sozio-emotionale, kognitive und Verhaltenseigenschaften der Kinder, wie ein
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hoherer Bildungsabschluss und geringere depressive, Angst- und kriminelle
Verhaltensweisen, mit viterlichem Involvement assoziiert werden und die Abwesenheit des
Vaters die Wahrscheinlichkeit von psycho-pathologischen Erkrankungen, Suizidalitit,
schlechten schulischen Leistungen, aber auch unreifer Impulskontrolle zu erhdhen scheint
(Garfield & Isacco, 2006; Kindler & Grossman, 2004; Franz et al., 1999; Erhard & Janig,
2003; Baskerville, 2002; O’Neill 2002).

Zusammengefasst bedeutet dies, dass:

»  Miitter fiir das Uberleben der Nachkommen von essentieller Bedeutung sind und zudem
Einfluss auf die neurologische und die Verhaltensentwicklung ausiiben

= Viter in biparentalen Spezies zahlreiche Komponenten miitterlichen Verhaltens zeigen

= viterliche Fiirsorge die positive sozio-emotionale, kognitive und Verhaltenseigenschaften der

Kinder fordert
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2.3 Funktionelle Hirnsysteme fiir die Emotionsregulation

Aus Untersuchungen am Menschen ist bekannt, dass das Heranwachsen ohne den Vater zu
kognitiven und emotionalen Verhaltensdefiziten flihren kann (Abschnitt 2.2). Es ist
anzunehmen, dass diese Verhaltensdefizite ihren Ursprung in einer verdnderten bzw.
gestorten/verzogerten funktionellen Reifung préfrontaler und limbischer Strukturen haben.
Diese Hypothese sollte in der vorliegenden Dissertation experimentell gepriift werden.

Schon in der Mitte des letzten Jahrhunderts wurde festgestellt, dass Affekte und Emotionen
der Ausdruck neuronaler Aktivitit des sogenannten limbischen Systems sind (Cardinal,
2003; Trepel, 1999; Kandel et al., 1996). Im Laufe der Jahre wurde dieses Konzept
zunehmend verfeinert und zahlreiche weitere Hirnregionen implementiert, so dass sowohl
Strukturen des Frontallappens (préifrontaler Cortex, PFC), des medialen Temporallappens
(z.B. Amygdala, Hippocampus), des basalen Vorderhirns, die anterioren und medialen
Kerne des Thalamus, der
Hypothalamus  und  der
Nucleus accumbens zum
limbischen System gerechnet

werden (Cardinal, 2003).

Abbildung 5: Verschaltung
ausgewdhlter Strukturen des
limbischen Systems (vereinfachtes
Schema)

Legende: In der Abbildung sind die in
dieser Arbeit analysierten Hirnregionen
und ihre Verbindungen auszugsweise
dargestellt. Neuroanatomische Schnitte
in Anlehnung an Paxinos, G. & Watson,
C. (2004). The rat brain in stereotaxic
coordinates.  Amsterdam:  Elsevier/
Academic Press.

Abkilrzungen: BLA, basolateraler
Kernkomplex der Amygdala; CAl,
CAl-Region des Hippocampus; CeA,
zentraler Kern der Amygdala; DG,
Gyrus dentatus; OFC, orbitofrontaler
Cortex.

Wie aus Abbildung 5 ersichtlich, stehen diese Strukturen (nur eine Auswahl dargestellt) in
enger wechselseitiger funktioneller Beziehung (vgl. auch folgende Abschnitte).
Insbesondere der orbitofrontale Cortex als Substruktur des PFC, der unter anderem beim

Erkennen der sozialen und emotionalen Relevanz von Situationen, der Fehlerabschidtzung
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und Fehlerkorrektur, der Abschidtzung von Konsequenzen und des Risikos sozialen
Verhaltens (u.a. Rolls, 2004; vgl. folgende Abschnitte) beteiligt ist, aber auch die
Kerngebiete der Amygdala im Hinblick auf angstbesetzte Verhaltensweisen und der
emotionalen Einschétzung von Situationen (u.a. Sah et al., 2003; vgl. folgende Abschnitte),
sowie der Hippocampus als eine der wesentlichen Regionen fiir Lernprozesse und die
Bildung von Gedichtnisinhalten des Kurz- und Langzeitgedédchtnisses (u.a. Trepel, 1999;
vgl. folgende Abschnitte) sind hinsichtlich der Entwicklung von Emotionalitit,
Angst/Angstlichkeit, Lernen, Gedichtnis, sowie Impulskontrolle unter sozio-emotionalen
Deprivationsbedingungen von besonderem Interesse. Aufgrund dieser Eigenschaften
wurden sowohl der orbitofrontale Cortex, Subregionen der Amygdala und des
Hippocampus zur neuronalen Analyse einer sozio-emotionalen Teildeprivation am
Tiermodell herangezogen. In den folgenden Abschnitten werden diese Gebiete hinsichtlich
ihrer Funktionalitdt, ihrer Konnektivititen, ihrer Cytoarchitektur und beziiglich ihrer
Plastizitét in der postnatalen Entwicklung niher beleuchtet und abschlieend, in Anlehnung

an die Arbeitshypothese, die fiir diese Dissertation geltenden Fragestellungen aufgestellt.

Orbitofrontaler Cortex:

Den stammesgeschichtlich jiingsten Teil der GroBhirnrinde bildet der Neocortex (Kahle &
Frotscher, 2002), wobei insbesondere der prifrontale Cortex (PFC) zu den hdochsten
assoziativ-integrativen Zentren gerechnet wird. Der PFC besteht sowohl beim Menschen,
wie auch bei Nagetieren aus funktionell voneinander abgrenzbaren Regionen, wobei sich
neben den medialen (mPFC) und insulidren Subregionen, der orbitofrontale Cortex (OFC)
unterscheiden ldsst (Fuster, 2000; Gabbott et al., 2005). Da die medialen und orbitalen
Bereiche des PFC direkte Verbindungen zu limbischen Strukturen wie bspw. dem
Hippocampus oder der Amygdala (vgl. folgende Abschnitte) aufweisen, werden beide auch
als ,,limbische* Cortices bezeichnet (Van Eden & Uylings, 1985). Trotz dieser Definition
besitzen beide corticalen Regionen grundsétzliche Unterschiede, die vor allem in ihrer
unterschiedlichen Funktionalitdt verankert sind (Van Eden & Uylings, 1985). Insbesondere
besitzt der OFC einen besonderen Stellenwert im Hinblick auf die Verarbeitung von
Emotionen, aber auch fiir die Generierung sozialer Verhaltensweisen. Studien am
Menschen, nicht-humanen Primaten, aber auch Nagetieren zeigen, dass der OFC vor allem
an Prozessen des Lernens, an der Etablierung motivationalen, emotionalen und sozialen
Verhaltens (Rolls, 2004; Kolb et al., 2004; Hornak et al., 2003), bspw. des Spielverhaltens -
insbesondere des kdmpferisches Spielverhaltens (Play fighting) (Pellis et al., 2006)-, aber
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auch an der Generierung impulsiven Verhaltens beteiligt ist (Davidson et al., 2000; Berlin

et al., 2004).

Untersuchungen am Affen haben gezeigt, dass die Charakterisierung des OFC neben den
funktionellen Eigenschaften zudem aufgrund der Konnektivititen vorgenommen werden
kann, wobei in der Literatur z.T. beide Subregionen voneinander differenziert betrachtet
werden. Der ventromediale OFC (VO) ist vor allem in hohem Mal} mit dem posterioren
cingulidren Cortex und dem Hippocampus verbunden, wohingegen der laterale OFC (LO)
mit prdmotorischen Regionen, sensorischen Arealen, sowie insuldren und temporalen
Cortices verkniipft ist (Cavada et al., 2000) (Abbildung 6). Ebenso bestehen Unterschiede
der afferenten Verbindungen innerhalb des limbischen Systems. Bspw. projiziert die
Amygdala im verstirkten Ausmall in den LO und weniger umfassend in den VO, der
Hippocampus dagegen projiziert massiver in den VO als in den LO (Cavada et al., 2000)
(Abbildung 6). Diese Differenzierung der afferenten und efferenten Konnektivititen wird in
der Literatur jedoch wenig beriicksichtigt, d.h. die iiberwiegende Zahl der Beschreibungen
dieser Verbindungen wird iiberwiegend fiir den gesamten OFC beschrieben (bspw. Ongiir

& Price, 2000).

pramotorische Regionen
sensorische Areale,
insulére und

- posteriorer cingulédrer

temporale Cortices Cortex
Amygdala s = Hippocampus
Hippocampus Amygdala

Abbildung 6: Subregionen und afferente/efferente Verbindungen des OFC (keine Vollstdndigkeit)

Legende: In der Abbildung sind beide Subregionen des orbitofrontalen Cortex und deren spezifische Konnektivititen zu
corticalen und subcorticalen Regionen dargestellt. Neuroanatomische Schnitte in Anlehnung an Paxinos, G. & Watson, C.
(2004). The rat brain in stereotaxic coordinates. Amsterdam: Elsevier/Academic Press.

Abkiirzungen: LO, lateraler orbitofrontaler Cortex; VO, ventromedialer orbitofrontaler Cortex; Neuroanatomische
Schnitte in Anlehnung an Paxinos, G. & Watson, C. (2004).
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Cytoarchitektonisch gehort der OFC zum Neocortex mit dessen charakteristischen
Zellformen, d.h. langaxonigen Projektionsneuronen (exzitatorische glutamaterge
Pyramidenzellen; vgl. auch folgende Abschnitte) und kurzaxonigen Neuronen (hemmende
GABAerge Interneurone; vgl. auch folgende Abschnitte), in denen z.T. Neuromodulatoren,
zumeist Peptide, exprimiert werden (Kahle & Frotscher, 2002; Gabbott et al., 2005; vgl.
auch folgende Abschnitte) (Abbildung 7). Diese beiden stetig miteinander
kommunizierenden Hauptzelltypen des Cortex bilden zudem synaptische Kontakte mit
modulatorischen Fasersystemen, deren
Ursprungsneurone  im  Hirnstamm
liegen (vgl. auch folgende Abschnitte;
Kahle & Frotscher, 2002; Grace, 2002;
Abbildung 7).

Abbildung 7: Innervationsschema einer

4
corticalen Pyramidenzelle
/)__M Legende: Die Abbildung zeigt schematisch und
4 vereinfacht dargestellt die Innervation einer

o spinebesetzten Pyramidenzelle (schwarz) des
Cortex durch lokale GABAerge Interneurone
(blau), die axo-dendritische, wie auch axo-
somatische =~ Kontakte etablieren und z.T.
Neuromodulatoren (bspw. hier CRF) exprimieren.
Ebenso terminieren modulatorische Fasersysteme
(bspw. hier Dopamin) sowohl auf exzitatorische
Projektionsneurone,  wie auch  GABAerge
Interneurone (grau). Innervationsschema adaptiert

- nach Freund (2003) und Grace (2002).
Monoaminerge Fasersysteme Abkurzungen: GABA, y-Amino-Buttersiure;
(bepw. Dopamir) CRF, Corticotropin-Releasing-Factor

Die Ausbildung cytoarchitektonischer Eigenschaften folgt dabei einem typischen
Entwicklungsmuster. Im Vergleich zu anderen corticalen bspw. cortical-sensorischen
Regionen kennzeichnet den PFC der Ratte eine verzogerte Reifung, insbesondere auch den
OFC, trotz dessen friiher erreichten Reife im Vergleich zum mPFC (Van Eden & Uylings,
1985). Die beschriebenen neuronalen Strukturen des PFC und deren Verschaltung sind
ebenfalls beim Menschen erst vollstdndig im Erwachsenenalter entwickelt (Huttenlocher,
1979). Eine lange Ausreifung, ob regions- oder schichtenspezifisch betrachtet, bedeutet,
dass es ein relativ langes Zeitfenster gibt, adaptiv auf Verdnderungen zu reagieren
(Winterfeld et al., 1998), was die Sensibilitdt und eine mogliche Reaktivitit auf sozio-

emotionale Verdnderungen ermoglicht.
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Zusammengefasst bedeutet dies, dass der OFC:

= an der Verarbeitung von Emotionen, aber auch an der Generierung sozialer Verhaltensweisen
beteiligt ist

= Verbindungen sowohl zur Amydgala, als auch zum Hippocampus unterhélt

= eine typische Cytoarchitektur aufweist, d.h. exzitatorische glutamaterge Pyramidenzellen, sowie
hemmende Interneurone, sowie Afferenzen aus den modulatorisch wirkenden Systemen
(Dopamin — ventrale tegmentale Area, Serotonin — Raphe, Noradrenalin — Locus coeruleus)
besitzt

= eine verzogerte, insbesondere auch schichtenspezifische Reifung aufzeigt (Schicht V vor den

Schichten II/11T)

Amygdala:

Die Amygdala, lokalisiert im medialen Temporallappen, besteht aus 13 Einzelkernen (siche
z.B. Abbildung 8), wobei insbesondere der basolaterale Kernkomplex (lateraler und basaler
Kern) und der zentrale Kern eine besondere Rolle im Zusammenhang mit emotionalem
Verhalten spielen (Swanson & Petrovich, 1998). Diese Subregionen sind auch an der
Angstkonditionierung (Sah et al., 2003; Davis & Whalen, 2001; Maren, 1999), am

Belohnungslernen (Baxter & Murray,

. ek il 2002) und der Gedichtnisbildung
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i ‘_,' N !‘ = ‘7 Legende: Die Abbildung zeigt einige der Subkerne

der Amygdala, wobei die in dieser Arbeit
analysierten ~ Regionen rot markiert sind.
Neuroanatomische Schnitte in Anlehnung an
Paxinos, G. & Watson, C. (2004). The rat brain in
stereotaxic coordinates. Amsterdam: Elsevier/
Academic Press.
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Der laterale Teil des basolateralen Kernkomplexes der Amygdala (Abbildung 8) erhilt
unter anderem die stirksten Eingdnge aus den sensorischen Cortexarealen, sowie
Afferenzen aus dem Thalamus, Hypothalamus und dem OFC (Aggleton & Saunders, 2000;
Pitkédnen et al., 1997; Swanson & Petrovich, 1998; Sah et al., 2003) (Abbildung 9). In den
basalen Teil (Abbildung 8) flieBen ebenso Informationen aus limbisch-corticalen Regionen,
wie dem mPFC oder auch OFC (Abbildung 9; Aggleton & Saunders, 2000). Der zentrale
Kern (Abbildung 8) dagegen erhilt massive Afferenzen aus hypothalamischen Gebieten
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und aus dem Hirnstamm, in die er auch dichte Efferenzen zuriicksendet (Abbildung 9).
Anhand dieser Konnektivititen ist der zentrale Kern in der Lage, autonome
Verhaltensreaktionen zu generieren (Pitkédnen et al., 1997; Swanson & Petrovich, 1998; Sah
et al., 2003). Reziproke Verbindungen des gesamten basolateralen Komplexes und auch des
zentralen Kerns bestehen unter anderem zum Hippocampus, aber auch zum prifrontalen
Cortex (wie bspw. dem OFC), wobei der basale Teil die dichtesten Verbindungen (der
gesamten Amygdala) unterhélt (Aggleton & Saunders, 2000; Pitkédnen et al., 1997; Swanson
& Petrovich, 1998; Sah et al., 2003) (Abbildung 9). Efferenzen des lateralen Kerns
verlaufen bspw. zum basalen Kern (Abbildung 9), der selbst Efferenzen zum Nucleus
accumbens und zum Striatum, sowie innerhalb der Amygdala vor allem zum zentralen Kern
etabliert, der, wie bereits erwéhnt, mit hypothalamischen und autonomen Hirnzentren in
Verbindung steht (Pitkdnen et al., 1997; Swanson & Petrovich, 1998; Sah et al., 2003)
(Abbildung 9). Beziiglich der Konnektivitden l4sst sich dementsprechend zusammenfassen,
dass vor allem der basolaterale Kernkomplex die zentrale Eingangsstation der Amygdala

darstellt, wohingegen der zentrale Kern die entscheidende Ausgangsinstanz repréisentiert.

mPFC,
sensorische Information, insuldrer Cortex  sensorischer Input,
corticaler und OFC
thalamischer Input
lateraler temporaler Cortex,
Kern Hippocampus,
Hypothalamus
Hirnstammzentren, —f————— ( : e A&ﬁr}
Hypothalamus
GABAmp- <%= VTA, SN
\ B LA <Z—— Raphe-Kerne
Striatum, Glutamat map ‘
Nucleus accumbens basaler K statosensonsch-
oGl el motorische Areale, frontaler
und parietaler Cortex

Abbildung 9: Analysierte Subregionen und afferente/efferente Verschaltung der Amygdala (keine
Vollstandigkeit)

Legende: Die Abbildung zeigt die in dieser Dissertation analysierten Subregionen der Amygdala, sowie ihre Afferenzen
(weiBBe Pfeile) und Efferenzen (schwarze Pfeile) zu corticalen und subcorticalen Regionen. GABA und Glutamat
kennzeichnen den vorherrschenden Neurotransmitter der Efferenzen (rote Pfeile).

Abkiirzungen: BLA, basolateraler Kernkomplex; CeA, zentraler Kern der Amygdala; mPFC, medialer prafrontaler
Cortex; OFC, orbitofrontaler Cortex; SN, Substantia nigra; VTA, ventrale tegmentale Area
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Neben Unterschieden in der Funktionalitdit und hinsichtlich ihrer Konnektivititen zu
corticalen und subcorticalen Regionen sind zudem zwischen dem basolateralen
Kernkomplex und zentralen Kern Differenzen im cytoarchitektonischen Aufbau vorhanden.
Der basolaterale Komplex dhnelt morphologisch-neurochemisch dem Cortex (glutamaterge
Projektionsneurone, GABAerge Interneurone (Sah et al., 2003; Swanson & Petrovich,
1998), Innervation durch modulatorische Fasersysteme (Grace, 2002); vgl. Abbildung 7),
wohingegen der zentrale Kern Eigenschaften des angrenzenden Striatums aufweist
(GABAerge Projektionsneurone, Innervation durch modulatorische Fasersysteme) (Sah et
al., 2003; Swanson & Petrovich, 1998) (Abbildung 9). Im zentralen Kern erreichen zudem
katecholaminerge Afferenzen CRF-exprimierende Neurone, deren Aktivitdt eng mit stress-

und angstbezogenen Verhaltensweisen assoziiert wird (Eliava et al., 2003).

Insbesondere die relativ spéte funktionelle Reifung der Amygdala, bspw. werden in der
basolateralen Amygdala der Ratte adulte Zelldichten um den Postnataltag 14 erreicht
(Berdel et al., 1997), liasst erwarten, dass diese Schaltkreise gegeniiber emotionalen
Deprivationsbedingungen vulnerabel sind. Strukturelle Verdnderungen innerhalb der
Amygdala fithren vermutlich zu Fehlfunktionen, wie bspw. Angststorungen (File et al.,

1998) oder impulsivem Verhalten (Winstanley et al., 2004).

Zusammengefasst bedeutet dies, dass:

= der basolaterale Kernkomplex und der zentrale Kern der Amygdala eine besondere Rolle im
Zusammenhang mit emotionalen Verhalten spielen und an Prozessen der Angstkonditionierung,
am Belohnungslernen und an der (emotionalen) Gedichtnisbildung beteiligt sind

= ausgeprdgte afferente und efferente Verbindungen zwischen Amygdala, OFC und
Hippocampus, aber auch zahlreichen anderen, vor allem limbischen Gehirnregionen bestehen

= der basolaterale Komplex in seinen morphologisch-neurochemischen Eigenschaften dem Cortex
duBerst dhnlich ist, der zentrale Kern hingegen morphologisch eher dem angrenzenden Striatum
gleicht

= die Amygdala funktionell spét reift
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Hippocampus:

Sowohl der orbitofrontale Cortex, als auch die Amygdala sind mit einer der phylogenetisch

altesten Strukturen des Gehirns verbunden, dem Hippocampus. Neben den Subfeldern des

Ammonshorns (Cornu ammonis, CA), z.B. der CAl-Region, wird dem Hippocampus

zudem der Gyrus dentatus und das Subiculum zugeordnet (Trepel, 1999; Kahle &

Frotscher, 2002; Kandel et al., 1996).

Gyrus CA1-Region

dentatus

Abbildung 10: Schichtung des Gyrus dentatus
und CA1-Region des Hippocampus

Legende: Die Abbildung zeigt die in dieser
Dissertation  untersuchten  Subregionen  des
Hippocampus, den Gyrus dentatus und die CAl-
Region, sowie deren unterschiedliche Schichtung.
Neuroanatomische Schnitte in Anlehnung an
Paxinos, G. & Watson, C. (2004). The rat brain in
stereotaxic coordinates. Amsterdam: Elsevier/
Academic Press.

Abkirzungen: GrGD, stratum granulosum des
Gyrus dentatus; Mol, stratum moleculare des Gyrus
dentatus; LMol, stratum lacunosum-moleculare der
CAl-Region; Rad, stratum radiatum der CAIl-
Region; Py, stratum pyramidale der CAl-Region;
Or, stratum oriens der CA1-Region.

In den Hippocampus flieBen Informationen verschiedenster Systeme zusammen, die dort verarbeitet und zu

corticalen Feldern zuriickgesandt werden (vgl. dazu

Abbildung 11). Unter anderem unterhilt die Amygdala zahlreiche reziproke Verbindungen

zur Hippocampusformation (Pitkénen, 2000; Trepel, 1999).

Amygdala OFC, cingulidrer Cortex
Riechhirn

Hypothalamus

Abbildung 11: Afferente/efferente
Verschaltungen des Gyrus dentatus und der
CAl-Region des  Hippocampus  (keine
Vollstindigkeit)

Legende: Die Abbildung zeigt die in dieser Arbeit
analysierten Subregionen des Hippocampus, sowie
die afferenten (weile Pfeile) und efferenten
(schwarze Pfeile) Verbindungen zu corticalen und
subcorticalen Regionen. Neuroanatomische Schnitte
in Anlehnung an Paxinos, G. & Watson, C. (2004).
The rat brain in stereotaxic coordinates. Amsterdam:
Elsevier/Academic Press.

Abkurzungen: CAl, CA1l-Region des
Hippocampus; DG, Gyrus dentatus; OFC,
orbitofrontaler Cortex; Weifle Pfeile beschreiben die
Afferenzen in die entsprechende Region, schwarze
Pfeile die Efferenzen.
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Vor allem ist der basolaterale Kernkomplex der Amygdala mit dem Hippocampus (mit
Ausnahme des Gyrus dentatus) verbunden (Pitkdnen, 2000) (Abbildung 11). Weitere
Afferenzen erhilt der Hippocampus bspw. vom Riechhirn aber auch dem Neocortex, wie
bspw. dem orbitofrontalen oder aber auch cinguldren Cortex (Kahle & Frotscher, 2002;
Cavada et al., 2000; Trepel, 1999) (Abbildung 11). Ein Teil hippocampaler Efferenzen zieht
zur Amygdala, zum Neocortex, aber auch zum Hypothalamus (Kahle & Frotscher, 2002;
Trepel, 1999) (Abbilung 11).

Sowohl das Ammonshorn, als auch der Gyrus dentatus weisen eine typische, wenn auch
unterschiedliche Schichtung auf (Abbildung 10) (Trepel, 1999). In den Schichten sind
ebenso wie im Neocortex oder der Amygdala spezifische Zellen vorzufinden, die iiber
verschiedene Neurotransmitter miteinander kommunizieren. Im Gyrus dentatus bzw. der
CA1-Region stellen die im stratum granulosum zu findenden Granularzellen und im stratum
pyramidale angesiedelten Pyramidenzellen exzitatorische Projektionsneurone dar, die
synaptische Kontakte mit hemmenden GABAergen Interneuronen unterhalten (Kahle &
Frotscher, 2002), die z.T. den exzitatorischen Neuromodulator CRF exprimieren (Chen et
al., 2004). Zudem etablieren modulatorische Fasersysteme synaptische Kontakte mit sowohl
exzitatorischen Projektionsneuronen, als auch mit GABAergen Interneuronen (Frotscher &
Leranth, 1988).

Die Strukturen des Hippocampus weisen eine umfassend untersuchte strukturelle und
funktionelle Plastizitét auf, die bis in das Erwachsenenalter erhalten bleibt (McEwen, 1999;
Kim & Yoon, 1998) und vor allem mit Lernvorgingen und der Speicherung von
Gedéichtnisinhalten assoziiert wird (Squire & Kandel, 1999). Innerhalb des limbischen
Systems ist der Hippocampus essentiell im Kontext von Lernen, Gedichtnis, sowie
Motivation und Affektverhalten (Trepel, 1999), insbesondere auch im Hinblick auf die
Genese psychopathologischer Stéorungen wie der Schizophrenie, dissoziativer Erkrankungen
(Heckers & Konradi, 2002; Vermetten et al., 2006), oder der Aggression (Trepel, 1999;
Kandel et al., 1996; Bremner et al., 2000).

Zusammengefasst bedeutet dies, dass:

= der Hippocampus eine wichtige Rolle im Kontext von rdumlichen Lernen, Gedéchtnis und
Motivation, aber auch hinsichtlich des Affektverhaltens spielt

= der Hippocampus sowohl Verbindungen zum OFC, als auch zur Amygdala unterhalt

= die Subregionen des Hippocampus eine typische Schichtung aufweisen, die eine
charakteristische Cytoarchitektur besitzen

= der Hippocampus eine hohe strukturelle und funktionelle Plastizitdt aufweist
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2.4 Funktionelle Neuronen- und Fasersysteme

Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, sind der orbitofrontale Cortex, die
Amygdala und der Hippocampus aufgrund ihrer Konnektivititen, ihrer grundlegenden
funktionellen, wie auch cytoarchitektonischen Eigenschaften zur neuronalen Analyse einer
sozio-emotionalen Teildeprivation (z.B. Vaterlosigkeit) von besonderem Interesse
(Abschnitt 2.3). Um die Auswirkungen dieser Deprivationssituation auf die neuronale
Entwicklung dieser, zum Teil bis in das Erwachsenenalter hoch plastischen Regionen
analysieren zu konnen, werden in dieser Dissertation neben den funktionell voneinander
differenzierbaren beiden Hauptzelltypen, den Projektionsneuronen und den hemmenden
GABAergen Interneuronen, zusitzlich modulatorische (Tyrosinhydroxylase-haltige)
Fasersysteme untersucht. Exzitatorische Projektionsneurone und GABAerge Interneurone
werden hauptsdchlich anhand ihrer morphologischen Eigenschaften und den Substraten, mit
denen Informationen von einer Zelle zur nichsten iibertragen werden, voneinander
unterschieden. Informationen werden von einer Nervenzelle zur anderen an den Synapsen
mit Hilfe von Neurotransmittern weitergegeben (Trepel, 1999). Der wichtigste erregende
Neurotransmitter ist die Aminosidure Glutamat, welche vor allem an exzitatorischen
Projektionsneuronen, wie bspw. von den Pyramidenzellen des Cortex, ausgeschiittet wird
(Trepel, 1999). Die y-Aminobuttersiure (GABA) dagegen zdhlt zu der Gruppe der
hemmenden Transmitter (Trepel, 1999). Modulatorische Neurotransmitter, deren
unterschiedliche Wirkungsweise (erregend oder hemmend) z.T. vom nachgeschalteten
Rezeptor abhéngig ist und die ihren Ursprung hauptsidchlich im Hirnstamm haben, sind
Dopamin, Serotonin, Noradrenalin oder auch das Acetylcholin (Trepel, 1999). Neben
diesen wichtigen Transmittern existieren weitere Substrate im ZNS, die die Wirkung dieser
Neurotransmitter modifizieren (Trepel, 1999). Hierzu zéhlen zahlreiche Peptide, bspw. der

Corticotropin-Releasing Factor (CRF) (Yan et al., 1998; Chen et al., 2004).

Im Neocortex, dem Hippocampus und dem basolateralen Kernkomplex der Amygdala
terminieren hemmende GABAerge Interneurone auf erregende Projektionszellen
(Pyramiden- bzw. Granulérzellen), innervieren sich aber zudem untereinander und erhalten
exzitatorischen Input (Kahle & Frotscher, 2002; Freund, 2003; Gulyas et al., 1999; Gulyas
et al., 1996). Modulatorische Fasersysteme (bspw. dopaminerge oder noradrenerge Bahnen)
terminieren in diesen Regionen sowohl auf GABAerge Inter-, als auch auf exzitatorische
Projektionsneurone (Grace, 2002; Oleskevich et al., 1989). CRF wird im Neocortex, im
Hippocampus und vermutlich auch in der Amygdala in GABAergen Interneuronen

exprimiert und fungiert an dieser Stelle als erregender Neuromodulator (Yan et al., 1998;
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Chen et al., 2004), wobei das Innervationsschemata exzitatorischer Projektionszellen und
GABAerger Interneurone, sowie die Exprimierung von CRF in diesen Zellen im
basolateralen Kernkomplex der Amygdala zum jetzigen Zeitpunkt weitestgehend
unerforscht ist, kann aufgrund der morphologischen Ahnlichkeit zum Neocortex (Swanson
& Petrovich, 1998) von einer entsprechenden Verschaltung ausgegangen werden. Dagegen
existieren zahlreiche Untersuchungen zu modulatorischen Fasersystemen, wie der
dopaminergen Innervation in diesem Kerngebiet. Es wird beschrieben, dass Dopamin als
Neurotransmitter sowohl an exzitatorischen pyramidalen Zellen als auch an inhibitorischen
Interneuronen agiert (Brinley-Reed & McDonald, 1999). Der zentrale Kern der Amygdala
dagegen dhnelt in seinen Eigenschaften dem Striatum, in dem GABAerge
Projektionsneurone vorzufinden sind (Prensa et al., 1998; Gerfen et al., 1985). Auch das
Vorkommen CRF-positiver Zellen (Ratte)/Fasern (Maus) (Asan et al., 2005), die von einem
dichten dopaminergen Fasernetzwerk innerviert werden (Asan et al., 2005), ist bereits an

der Ratte beschrieben, beim Degu jedoch bisher nicht dargestellt.

In den folgenden Abschnitten werden diese funktionellen Neuronenpopulationen bzw.
Fasersysteme hinsichtlich ihrer grundlegenen Eigenschaften und Bedeutung fiir die
neuronale Aktivitdit im Netzwerk ndher beleuchtet und schlieBlich in bezug auf die

Arbeitshypothese die fiir diese Dissertation relevanten Fragestellungen erarbeitet.

Exzitatorische Projektionsneurone:

Exzitatorische Projektionsneurone, wie die Pyramidenzellen des Neocortex, der CAl-
Region des Hippocampus oder der Amygdala (Abbildung 12), aber auch die Granuldrzellen
des Gyrus dentatus (Hippocampus) weisen

Spi . . .
g—-(—ﬂe eine typische Morphologie auf. Ihr Axon

entspringt an der Basis des Zellkorpers, an

deren Enden sich die basalen Dendriten

SpikalprDendut verzweigen. An der Spitze des Somas
entspringt ein  starker  Dendrit, der
Apikaldendrit (Kahle & Frotscher, 2002;
:«,j;; . Golgietal,2000)
—_. B —

Abbildung 12: Pyramidenzelle des OFC

Legende: Die Abbildung zeigt eine Pyramidenzelle,
inklusive eines spinebesetztes Dendritenabschnitts des OFC
in hoherer Vergroerung. Die Zeichnungen wurden mit dem
Neurolucida-System, MicroBrightfield erstellt.
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Sowohl die Basaldendriten, als auch der Apikaldendrit sind mit einer Vielzahl von
,Dornen” besetzt. Diese Dornen, sogenannte Spines (Abbildung 12) sind Kkleine
dendritische Ausstiilpungen exzitatorischer Neurone, die das primére postsynaptische Ziel
erregenden glutamatergen Inputs darstellen (Harms & Dunaevsky, 2006; McKinney, 2005).
Spines sind duBerst dynamische Strukturen, so dass Veridnderungen in der Spinedichte,
Morphologie oder aber auch ihrer Motilitdit im Laufe der Entwicklung wéhrend der
Synaptogenese oder Synapseneliminierung auftreten konnen (Harms & Dunaevsky, 2006;
Grutzendler et al., 2002; Bourgeois et al., 1994), aber auch bei verschiedenartigen
Paradigmen beobachtet werden, die bspw. synaptische Plastizitit induzieren (Harms &
Dunaevsky, 2006; McKinney, 2005). Aus Studien an Laborratten und am Degu ist bekannt,
dass frithe prd- oder postnatale Stresserfahrungen, wie zum Beispiel die wiederholte
Trennung der Jungtiere von den Eltern/der Mutter, langfristige regions- und
neuronspezifische Anderungen an dendritischen Spinesynapsen im Cortex, der Amygdala
und dem Hippocampus auslésen kann (Ovtscharoff et al., 2006; Murmu et al., 2006; Bock
et al., 2005; Brown et al., 2005; Helmeke et al., 2001; Poeggel et al., 2003; Ovtscharoff &
Braun, 2001). Diese Verdnderungen im synaptischen Netzwerk fithren sehr wahrscheinlich
zu Umgestaltungen der synaptischen Konnektivitit und damit neuronaler Aktivitdtsmuster
(Harms & Dunaevsky, 2006), wobei qualtitative (bspw. die Form der Spines) und/oder
quantitative Modifikationen an Spines vor allem mit der Etablierung von
Gedéichtnisinhalten (Harms & Dunaevsky, 2006; Segal, 2005), aber auch im Falle abnorm
veranderter Spines, mit pathologischen Zustéinden, wie der Schizophrenie (Garey et al.,
1998), bipolaren Storungen und Epilepsie in Zusammenhang gebracht werden (McKinney,

2005; Fiala et al., 2002).

Zusammengefasst bedeutet dies, dass:

= Spines dendritische Ausstiilpungen sind, die das primére postsynaptische Ziel erregenden
glutamatergen Inputs darstellen

= Spines hoch plastisch sind

«  Stresserfahrungen zu regions- und neuronspezifischen Anderungen dendritischer Spines fiihren
konnen

» diese Anderungen mit der Etablierung von Gedichtnisinhalten, aber auch mit pathologischen

Zusténden in Verbindung gebracht werden
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Inhibitorische GABAerge Interneurone:
Neben den exzitatorischen Projektionsneuronen werden im Zentralnervensystem
inhibitorische y-Aminobuttersdure (GABA)erge Interneurone unterschieden (Kahle &
Frotscher, 2002), wobei GABA den wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter darstellt.
GABAerge Interneurone sind Zellen des Nervensystems, deren Hauptfunktion, vereinfacht
definiert, vor allem darin besteht, in lokalen Netzwerken die Aktivitidt erregender
Projektionsneurone zu regulieren (Mott & Dingledine, 2003; Maccaferri & Lacaille, 2003).
Um die Definition der Gruppe lokaler Netzwerkneurone exakter zu umschreiben, konnen
diese morphologisch, physiologisch, mittels ihrer Verbindungen im Netzwerk oder
neurochemisch, d.h. an Hand ihres Gehaltes an bestimmten, selektiv exprimierten Proteinen
oder anderer neurochemischer Marker charakterisiert werden (Mott & Dingledine, 2003;
Maccaferri & Lacaille, 2003). GABAerge Interneurone enthalten bspw. die
calciumbindenden Proteine Calbindin-D28k
\ ; (CaBP-D28k), Parvalbumin (PARV) oder
I Calretinin (Maccaferri & Lacaille, 2003;

Heizmann & Braun, 1995; Andressen et al.,
1993). Die Expression unterschiedlicher
calciumbindender Proteine als morphologisches
Unterscheidungs-merkmal weist diesen Zellen

nicht nur neurochemische Unterschiede zu,

sondern markiert gleichzeitig deren

unterschiedliche Funktionalitit.

Abbildung 13: Innervationsschema einer Pyramidenzelle
durch CaBP-D28k- und  PARV-exprimierende
Interneurone

Legende: Die Abbildung zeigt schematisch eine
Pyramidenzelle des Hippocampus mit spinebesetzten Dendriten
(schwarz), ein CaBP-D28k-positives (gelb), sowie ein PARV-
positives Neuron (blau). Innervationsschema adaptiert nach
Freund (2003).

Arbeiten am Hippocampus und Neocortex zeigen, dass zwischen CaBP-D28k- und PARV-
exprimierenden Interneuronen eine funktionelle Dichotomie besteht. CaBP-D28k-haltige
Interneurone, die vor allem die Dendriten der Projektionszellen innervieren, beeinflussen
vor allem die Wirksamkeit und Plastizitdt des Inputs dieser Zellen, PARV-exprimierende

Neurone terminieren insbesondere auf das Soma, proximale Dendriten und das
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Axoninitialsegment und regulieren auf diese Weise den Output der Projektionszellen, d.h.
die Synchronisation grofler neuronaler Populationen (Freund, 2003; Gulyas & Freund,
1996; Gulyas et al., 1999; Zaitsev et al., 2005) (Abbildung 13). CaBP-D28k wird jedoch
nicht exklusiv von Interneuronen exprimiert, sondern ist auch in Prinzipalzellen
nachweisbar (McDonald, 1997; Miettinen et al., 1992; Gulyas et al., 1991; Andressen et al.,
1993), so unter anderem in den Granulérzellen des Gyrus dentatus (Scharfman et al., 2000).
Prinzipal- und lokale inhibitorische Zellen konnen jedoch aufgrund histochemischer
Féarbecharakteristika (schwichere Markierung der Prinzipalzellen im Vergleich zu
Interneuronen; z.B. McDonald, 1997) und den morphologischen Eigenschaften der Zellen
voneinander differenziert werden. Zudem scheinen CaBP-D28k-positive Neurone im
zentralen Kern der Amygdala GABAerge Projektionsneurone zu sein, da diese amygdalédre
Subregion zahlreiche Eigenschaften des angrenzenden Striatums zeigt (Swanson &
Petrovich, 1998), in welchem CaBP-D28k in GABAergen Projektionsneuronen exprimiert
wird (Prensa et al., 1998; Gerfen et al., 1985).

Exzitatorische Projektionsneurone und GABAerge Interneurone unterscheiden sich nicht
nur funktionell und neurochemisch voneinander. Es ist bekannt, dass GABAerge Neurone
bereits frithzeitiger ihre Funktionalitit als Pyramidenzellen erreichen, wobei die
Wirkungsweise von GABA zunidchst exziatorisch ist (Ben-Ari et al., 2004) und das
endgiiltige Verteilungsmuster, wie es im Erwachsenenalter zu beobachten ist, erst in den
frithen postnatalen Wochen, bspw. bei der Ratte um den 21. Tag, erreicht wird (Hof et al.,
1999; Yoon et al., 2000; Moon et al., 2002). Die prénatale, wie auch frithe postnatale
Entwicklungsphase, d.h. der Zeitraum, in der sich die Zahl und spezifische Eigenschaften
der Interneurone herausbilden, ist somit vielleicht die kritischste Zeit, um die Balance
zwischen exzitatorischen Projektionsneuronen und inhibitorischen Interneuronen zu

beeinflussen (Levitt et al., 2004).

Zusammengefasst bedeutet dies, dass:

=  GABA als hemmender Neurotransmitter die Aktivitit erregender Projektionsneurone reguliert

= die Expression unterschiedlicher calciumbindender Proteine als morphologisch-funktionelles
Unterscheidungsmerkmal dient

=  GABAerge Interneurone (erst) postnatal ihr endgiiltiges Verteilungs- und Innervationsmuster

erreichen
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Corticotropin-Releasing Factor-haltige Zellen und Fasern:

Wie auf den vorangegangenen Seiten beschrieben, exprimieren GABAerge Interneurone
calciumbindende Proteine, anhand derer funktionell verschiedene GABAerge
Subpopulationen differenziert werden konnen. Neben diesen Proteinen exprimieren
GABAerge Interneurone haufig auch Peptide, die unter anderem die Funktion eines
Cotransmitters ausiiben und eine modulierende Funktion erfiillen (Kahle & Frotscher,
2002). Eines dieser Peptide ist der Corticotropin-Releasing Factor (CRF). CRF ist ein 41-
Aminosduren-Neuropeptid, von dem bekannt ist, dass es als Neurohormon an der
Stressantwort iiber die Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-
Achse beteiligt ist (Erb et al., 2001). Studien der letzten Jahren haben jedoch gezeigt, dass
CRF ebenso in extra-hypothalamischen Regelkreisen, wie dem zentralen Kern der
Amygdala, dem Hippocampus oder limbisch-corticalen Bereichen (Avishai-Eliner, 2002;
Carrasco & Van de Kar, 2002) vorzufinden ist und -wie bisher fiir den Hippocampus
bekannt-, an dieser Stelle vermutlich als exzitatorischer Neuromodulator fungiert (Baram &

Hatalski, 1998; Chen et al., 2004).

Weitere Untersuchungen (im Hippocampus und Neocortex der Ratte) zur Funktionalitidt und
vor allem zur morphologischen Charakterisierung extra-hypothalamischer CRF-
exprimierender Neurone haben schlieBlich nachgewiesen, dass CRF in GABAergen,
insbesondere Parvalbumin- exprimierenden Zellen coexprimiert wird (Yan et al., 1998;
Chen et al., 2004). Immunhistochemische Doppelmarkierungen haben zudem gezeigt, dass
CRF in diesen Neuronen vorranging in Axonterminalien lokalisiert ist, die Kontakte mit
nicht-GABAergen, vermutlich exzitatorischen Prinzipalzellen, etablieren (Chen et al.,
2004). Aufgrund der Lokalisation des CRF-Rezeptors 1 (CRF-R1) auf dendritischen Spines
exzitatorischer Projektionsneurone ist CRF somit in der Lage, die synaptische Effektivitét
zu erhohen und die dendritische Differenzierung zu beeinflussen (Abbildung 14; Baram &
Hatalski, 1998; Chen et al., 2004). Im Falle einer exzessiven Freisetzung scheint CRF
dariiber hinaus eine bedeutende Rolle im Zusammenhang mit neuronalem Zelltod oder der
Schadigung unreifer hippocampaler and amygdaldrer Zellen zu besitzen (Baram & Hatalski,
1998; Avishai-Eliner, 2002), was unter anderem durch Beobachtungen gestiitzt wird, dass

CRF in der Lage ist, epileptische Anfille zu generieren (Chen et al., 2001).
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Spine

CRF-R1
‘ Abbildung 14:
Innervationsschema einer
hippocampalen Pyramidenzelle
durch ein CRF-exprimierendes
CRF Neuron

‘ Legende: Die Abbildung zeigt
schematisch eine Pyramidenzelle
des Hippocampus mit
spinebesetzten Dendriten (braun),
die synaptische Kontakte mit einem
CRF-positive Neuron (blau)
CRF etabliert. ~ CRF  agiert  als
exzitatorischer Neuromodulator an
CRF-R1-Rezeptoren, die auf
dendritischen  Spines lokalisiert
sind. Innervationsschema in
Anlehnung an Chen et al. (2004).

Diese Eigenschaften begriinden vermutlich das entwicklungsabhéngig variable Auftreten
CRF-positiver GABAerger Zellen. Nach der dritten postnatalen Woche ist ein Riickgang
der GABAergen CRF-Population (im Hippocampus der Ratte) zu beobachten, was
vermuten ldsst, dass insbesondere CRF eine wichtige Rolle bei der Entwicklung und
funktionellen Reifung hippocampaler Verschaltungen spielt (Chen et al., 2001). Bekannt ist,
dass gerade wihrend der ersten drei postnatalen Entwicklungswochen im Hippocampus der
Ratte, GABAerge Interneurone ihre hemmende Funktion erreichen und die exzitatorische
glutamaterge synaptische Transmission exzitatorischer Projektionsneurone etabliert wird
(Chen et al., 2001). Demzufolge erscheint es moglich, dass CRF insbesondere bei diesen
Prozessen eine entscheidene Funktion iibernimmt, die nach abgeschlossener Reife ihre
Wichtigkeit verliert (Chen et al., 2001). Vergleichbare Detailstudien fiir den Neocortex oder
aber die Amygdala liegen bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht vor, so dass nur spekuliert

werden kann, dass diese Eigenschaften auch fiir diese Regionen zutreffen.

Zusammengefasst bedeutet dies, dass:

= CRF in GABAergen Interneuronen im Hippocampus, dem Neocortex und vermutlich auch in
der Amygdala exprimiert wird

= CREF als exzitatorischer Neuromodulator seine erregende Wirkung am CRF-R1, lokalisiert auf
dendritischen Spines exzitatorischer Projektionsneurone entfaltet und demzufolge eine Rolle bei

der dendritischen Differenzierung iibernimmt (Hippocampus)
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= CRF in GABAergen Interneuronen entwicklungsabhingig variabel nachweisbar ist und seine
Bedeutung ,verliert“ wenn Interneurone ihre hemmende Funktion erreichen und die
exzitatorische glutamaterge synaptische Transmission exzitatorischer Projektionsneurone
etabliert ist (Hippocampus)

= diese Eigenschaften vermutlich auch auf CRF-exprimierende Neurone des Neocortex und der

Amygdala zutreffen

Tyrosinhydroxylase-haltige Fasern:
Exzitatorische Projektionsneurone, wie auch GABAerge Interneurone bilden nicht nur
untereinander synaptische Kontakte, sondern werden zudem von modulatorischen,

monoaminergen Fasersystemen aus dem Hirnstamm innerviert (bspw. Grace, 2002).

Zur Analyse modulatorischer, katecholaminerger Fasersysteme wurde in dieser Arbeit das
Enzym Tyrosinhydroxylase (TH) genutzt. TH ist das erste Enzym in der Synthese aller
Katecholamine (Abbildung 16) und ist demzufolge {iberwiegend in dopaminergen und in

Abhéngigkeit von der Hirnregion auch in noradrenergen

Tyrosin ‘ . . .
Tvrosi Fasern nachweisbar. Studien haben jedoch gezeigt, dass TH-
yrosin-
‘fu-‘dm,\"ylu.s'e markierte Fasern zumeist dopaminerg sind: Doppelfarbungen
DOPA an Primaten mit Antikdrpern gegen TH und gegen das Enzym
‘ Dopamin-B-Hydroxylase (DBH, hydroxyliert Dopamin zu
Noradrenalin und ist demzufolge ein spezieller Marker fiir

D opamin noradrenerge Neurone und Fasern) zeigen nur einen
‘Dﬂpﬂmiﬂ-be‘m minimalen Anteil doppelt markierter Fasern (Akil & Lewis,
Hydroxylase 1993; Lewis et al., 1987; Brinley-Reed & McDonald, 1999),
Noradrenalin mit Ausnahme des Hippocampus in der TH-immunoreaktive
‘ Fasern iiberwiegend noradrenerg sind (Moudy et a., 1993).
Adrenalin

Abbildung 15: Dopamin-/Noradrenalin-Synthese

Legende: Die Abbildung zeigt schematisch die Synthese der Neurotransmitter Dopamin und Noradrenalin, wobei das
Enzym Tyrosinhydroxylase (TH) das erste Enzym in der Synthese der Katecholamine darstellt. Untersuchungen haben
gezeigt, dass TH-haltige Fasern im Neocortex der Amygdala vor allem dopaminerg und im Hippocampus iiberwiegend
noradrenerg sind.

Dopaminerge Bahnen entspringen vor allem aus zwei spezifischen Quellen: aus Zellen in
der ventralen tegmentalen Area (VTA) und der Substantia nigra, wobei Neurone der VTA
ihre Axone unter anderem zur Amygdala oder dem Neocortex entsenden (Gu, 2002; Hasue
& Shammah-Lagnado, 2002), um dort, wie bspw. im prifrontalen Cortex oder dem

basolateralen Kernkomplex der Amygdala, auf dendritische Spinesynapsen exzitatorischer
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Projektionsneurone und GABAerge Interneurone zu terminieren (Abbildung 16; Grace,
2002; Asan, 1998; Brinley-Reed &
\ McDonald, 1999; Rosenkranz & Grace,

1999).

Abbildung 16: Dopaminerge Innervation des
priafrontalen Cortex und des basolateralen
Kernkomplexes der Amygdala (schematisch)

Legende: Die Abbildung zeigt schematisch die
Innervation einer spinebesetzten Pyramidenzelle und
GABAerger Internerneurone durch dopaminerge Fasern,
die der ventralen tegementalen Area des Hirnstamms
entspringen. Innervationsschema in Anlehnung an Grace
(2002).

monoamingere
Fasern

Abkurzungen: VTA, ventrale tegmentale Area

Dopamin moduliert die corticale und

amygdaldre (basolateraler Kernkomplex)
Aktivitit ilber die Hemmung von
Pyramidenzellen, sowie iiber die Erregung
GABAerger Neurone (Sesack et al., 1998; Ohara et al., 2003; Gao et al., 2003; Grace, 2002;
Strange, 2000).

Auslenkungen des dopaminergen Systems werden bspw. mit zahlreichen
psychopathologischen Stérungen assoziiert. Schizophrene Erkrankungen (Kandel et al.,
1996), aber auch bipolare Stérungen (Friedel, 2004; Gu, 2002) gehen mit Dysunktionen des
dopaminergen Systems einher (Kandel et al., 1996). Die dopaminerge Modulation spielt
zudem eine unerldssliche Rolle bei der Verarbeitung emotionaler Information, kognitiven

Prozessen und insbesondere der Impulskontrolle (Friedel, 2004; Gu, 2002).

Untersuchungen zur funktionellen Reifung dopaminerger Afferenzen (bspw. am Gerbil,
Meriones unguiculatus) haben gezeigt, dass die Innervation des PFC oder aber auch der
Amygdala eine deutlich prolongierte Reifung aufweist, die duBerst sensitiv gegeniiber
Umwelteinfliissen ist (Brummelte & Teuchert-Noodt, 2006; Winterfeld et al., 1998; Busche
et al., 2004). Auch Octodon degus weist eine postnatale Reifung der dopaminergen
Innervation im PFC auf: bereits am Tag der Geburt sind dopaminerge Fasern nachzuweisen,
die adulte Faserdichte wird jedoch erst um den postnatalen Tag 14 erreicht (Braun et al.,
2000). Dartiber hinaus wird beschrieben, dass Dopamin eine trophische Wirkung wéhrend

corticaler Reifungsprozesse besitzt, die die spidtere Funktionalitit der inbesondere
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prafrontalen corticalen Region determiniert (Nieoullon, 2002; Nieoullon. & Coquerel,

2003). Ein Hinweis auf eine langanhaltende Plastizitit.

Bei Primaten und anderen Saugern ist der priafrontale Cortex reich an dopaminergen Fasern
(Kandel et al., 1996), die funktionell vor allem kognitive Prozesse modulieren (Nieoullon,
2002). Nur eines von vielen Beispielen zeigt, dass bspw. die Blockade von
Dopaminrezeptoren im OFC instrumentelles Lernen bei Ratten beeintrachtigt (Cetin et al.,
2004). Dies spiegelt zum einen die Bedeutung Dopamins bei der Ausfithrung kognitiver
Verhaltenstests, aber auch bei der Verstirkung von Verhaltensweisen wider. Dies wurde
zudem durch Selbstverabreichungsexperimente am Tier bestérkt, in denen gezeigt wurde,
dass Tiere eine Selbstverabreichung dopaminverstirkender Pharmaka sogar gegentiiber der

Aufnahme von Nahrung bevorzugen (Kandel et al., 1996).

Noradrenalin, produziert in den Zellen des Locus coeruleus (LC) im Hirnstamm,
iibernimmt die Funktion eines Transmitters, dessen Wirkungsweise sich iiber das gesamte
Hirn bis ins Riickenmark erstreckt (Kandel et al., 1996; Gu, 2002). Studien haben gezeigt,
dass unter anderem der Hippocampus relativ dicht von noradrenergen Fasern innerviert
wird, vor allem der Gyrus dentatus als Haupteingangsstelle afferenter Bahnen, wohingegen
die CAl-Region die geringste Innervationsdichte aufweist (Oleskevich et al., 1989). Die
Wirkungsbreite des Noradrenalins umfasst vor allem die inhibitorische Wirkung iiber die
Erregung inhibitorischer Neurone aller Schichten (Bergles et al., 1996; Milner & Bacon,
1989) und die, wenn auch nur schwach ausgeprigte Innervation der Granuldr- und

Pyramidenzellen des Hippocampus (Oleskevich et al., 1989).

Untersuchungen an der Ratte zur Entwicklung des noradrenergen Innervationsmusters im
Hippocampus zeigen deutliche Verdnderungen in der postnatalen Entwicklung, was auf
eine Unreife dieses Systems in der frithen postnatalen Entwicklung schliessen 14Bt: wahrend
am vierten postnatalen Tag nur wenige noradrenerge Fasern vorzufinden sind, ist unter
anderem am postnatalen Tag 21 eine deutliche Zunahme der Faserdichte zu beobachten
(Moudy et al., 1993). Untersuchungen an adulten Ratten wiesen eine deutliche Reduktion
noradrenerger Axonterminalien im Gyrus dentatus des Hippocampus mit zunehmenden
Alter der Tiere nach (Ishida et al., 2000), was auf eine kontinuierliche Plastizitit des

Systems schlielen lésst.

Abschlielend sei bemerkt, dass Noradrenalin eine bedeutende Funktion bei der Genese
psychischer und neurologischer Fehlfunktionen, wie sie unter anderem bei Depressionen

oder Angststérungen vorzufinden sind, zukommt (Kandel et al., 1996). Der Hippocampus
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spielt bspw. eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der generalisierten Angst- oder
aber auch Panikstorung, was in der Literatur unter anderem auf eine exzessive Erhohung

des noradrenergen Einflusses in dieser Region zuriickgefiihrt wird (Teicher et al., 2003).

Zusammengefal3t bedeutet dies, dass:

= TH das erste Enzym in der Synthese aller Katecholamine und demzufolge in dopaminergen
(z.B. Cortex, Amygdala) und z.T. in noradrenergen Fasern (Hippocampus) nachweisbar ist

= dopaminerge Afferenzen zum PFC oder aber auch der Amygdala eine deutlich prolongierte
Reifung aufweisen; noradrenerge Innervationsmuster deutliche Verdnderungen in der
postnatalen Entwicklung zeigen

= die dopaminerge Aktivitit eine unerldssliche Rolle bei der Verarbeitung emotionaler
Information, der Impulskontrolle und kognitiven Prozessen spielt; Noradrenalin eine bedeutende

Position bei psychischen und neurologischen Fehlfunktionen besitzt
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2.5 Abschlielende Zusammenstellung der einzelnen Fragestellungen

A. Sozialverhalten im Familienverband, sowie Lern-, impulsives, und angstbesetztes
Verhalten im Erwachsenenalter

Hypothese: Vaterdeprivierte Jungtiere und ,,allein erzichende* Miitter zeigen verdnderte
soziale Verhaltensweisen im Familienverband, wobei Degumiitter das Fehlen viterlicher
Fiirsorge kompensieren. Fragestellungen: Zeigen vaterdeprivierte Jungtiere verdnderte
soziale Verhaltensweisen im Familienverband? Verdndern ,,allein erziehende* Degumiitter
ihre sozialen Verhaltensweisen im Familienverband? Kompensieren Degumiitter das Fehlen
viterlicher Fiirsorge? (Abbildung 17)

Hypothese: Erwachsene vaterdeprivierte Tiere zeigen Verhaltensdefizite im Lernverhalten,
der Impulskontrolle, sowie Angstlichkeit. Fragestellungen: Beeinflusst das Fehlen
viterlicher Fiirsorge die Emotionalitdt/Angstlichkeit vaterdeprivierter Tiere? Zeigen
vaterdeprivierte Tiere Defizite im Erlernen einer operanten Konditionierungsaufgabe?

Zeigen vaterdeprivierte Tiere impulsive Verhaltensweisen (Abbildung 17)?

..
-
|

|

-
:

L1~ Soziales Verhalten im Familienverband
e (Jungtiere im Familienverband)

'
f= %

Kognitives Verhalten
(im Erwachsenenalter)

Abbildung 17: Analyse des Verhaltens

Legende: Die Abbildung zeigt auf der linken Seite eine Degufamilie in einer typischen Aufzuchtvoliere und auf der
rechten Seite die beiden Verhaltensanalyseinheiten: bis die Jungtiere 21 Tage alt sind, wird das soziale Verhalten im
Familienverband analysiert, wohingegen im Erwachsenenalter das kognitive Verhalten deprivierter im Vergleich zu
biparental aufgezogenen Degus untersucht wird.

B. Morphologische und neurochemische Postnatalentwicklung im orbitofrontalem
Cortex, der Amygdala und dem Hippocampus

Hypothese: Die hohe strukturelle und funktionelle Plastizitit des OFC, der Amygdala und
des Hippocampus fiihrt bei vaterdeprivierten Tieren zu einer verdnderten neuronalen

Entwicklung préfrontaler und limbischer Hirnareale, die mit Verdnderungen des Verhaltens
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korrelieren. Fragestellungen: Beeinflusst das Fehlen viterlicher Fiirsorge wéhrend der
friihen Postnatalentwicklung die Ausreifung von Projektionsneuronen in corticalen
(orbitofrontaler Cortex) und subcorticalen Zentren (Amygdala, Hippocampus)? Beeinflusst
das Aufwachsen ohne Vater die Ausreifung funktionell differenzierbarer inhibitorischer
GABAerger Interneurone, CRF-exprimierender Neurone/Fasern und/oder die Innervation

durch modulatorische, katecholaminerge Fasersysteme?

Abbildung 18: Morphologische und neurochemische Analyse (keine Vollstindigkeit der analysierten
Regionen und neurochemischen Marker)

Legende: Die Abbildung zeigt vereinfacht die Untersuchung neuromorphologischer und neurochemischer Eigenschaften
vaterdeprivierter und biparental aufgezogener Tiere am Beispiel des Hippocampus und der Amygdala. Neuroanatomische
Schnitte in Anlehnung an Paxinos, G. & Watson, C. (2004). The rat brain in stereotaxic coordinates. Amsterdam:
Elsevier/Academic Press.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Haltung der Tiere:

Die Tiere (Octodon degus; siehe auch Abschnitt 2.1) stammen aus der Kolonie am Leibniz Institut
fiir Neurobiologie in Magdeburg. Die Familien, d.h. ein erwachsenes Zuchtpaar und deren
Nachwuchs, befanden sich in Gehegen mit einer GroBe von 51 x 42 x 68 cm (Abbildung 19), die in
einem Raum untergebracht waren, der in einem Hell-Dunkel-Zyklus von jeweils 12 Stunden
beleuchtet und auf ca. 22 ° C temperiert wurde. Neben zusétzlichem Nagematerial, wie Holzer oder
Zellstoff (Abbildung 19), stand den Tieren zudem eine Rohre aus Keramik als Unterschlupf zur
Verfiigung (nicht wéhrend der Verhaltensbeobachtung, Abschnitt 3.2). Untersuchte Jungtiere
wurden bis zum postnatalen Tag (PND) 21, erwachsene Tiere (PND 90) bis zum PND 45 im
Heimkéfig belassen. Die PND 45 Tiere wurden anschlieBend mit ihren gleichgeschlechtlichen
Geschwistern (mindestens 2 Tiere pro Gehege) ohne die Eltern in neuen Gehegen bis zum PND 90
untergebracht. Die Tiere hatten stets frisches Trinkwasser, Rattenpellets (SSNIFF Spezialdidten
GmbH, Deutschland) und frisches Gemiise ad libitum verfiigbar.
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Abbildung 19: Gehege
Legende: Die Abbildung zeigt ein typisches Aufzuchtgehege, sowie das Zuchtpaar und deren Nachwuchs.
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Untersuchungsgruppen:

Gruppe 1 - Tiere mit beiden Eltern / biparentale Kontrollgruppe: Die Jungtiere werden von
beiden Elternteilen aufgezogen.

Gruppe 2 - Tiere ohne Vater / vaterdeprivierte Gruppe: Am ersten Tag nach der Geburt der
Nachkommen wird der Vater aus dem Familienverband entnommen und in einen separaten Raum

platziert, so dass die Tiere von einer ,,allein erzichenden Mutter” aufgezogen wurden.

3.2 Verhaltensanalyse

Wie einleitend in Abschnitt 2.2 erldutert, weisen zahlreiche Untersuchungen am Tiermodell darauf
hin, dass das Verhalten der Mutter fiir das Uberleben der Nachkommen von enormer Bedeutung ist
und die Qualitdt, wie auch die Quantitdt ihres Brutpflegeverhaltens eng mit der Hirnentwicklung,
sowie kognitiven, affektiven und sozialen Verhaltensweisen der Jungtiere verkniipft ist. Zahlreiche
miitterliche Verhaltensweisen werden in biparentalen Spezies ebenso vom Vater gezeigt (Abschnitt
2.2) und Humanstudien weisen darauf hin, dass das Fehlen viterlicher Fiirsorge vermutlich den
Ausgangspunkt bspw. schlechter Lernleistungen, aber auch gesteigerter unreifer Impulskontrolle der

Nachkommen darstellt (Abschnitt 2.2).

In Anlehnung an die Arbeitshypothese dieser Dissertation ergeben sich folgende Schwerpunkte der
Verhaltensanalyse: inwieweit sind durch das Fehlen véterlicher Fiirsorge wahrend der frithen
Postnatalentwicklung Anderungen sozialer Verhaltensweisen im Familienverband (Abschnitt 3.2.1)
beobachtbar, d.h. dndert sich durch das Fehlen véterlicher Fiirsorge das Brutpflegeverhalten der
Mutter (Mutter-Jungtier-Interaktionen), zeigen ohne Vater herangewachsene Jungtiere
Auffilligkeiten sozialer Verhaltensweisen gegeniiber den Eltern (Jungtier-Eltern-Interaktionen) oder
aber den Geschwistern (Jungtier-Jungtier-Interaktionen)? Besitzt das Fehlen véterlicher Fiirsorge
einen langfristigen Einfluss auf das kognitive, d.h. Lern-, impulsives und angstbesetztes Verhalten

im Erwachsenenalter (Abschnitt 3.2.2 und 3.2.3)?

Die Ergebnisse der Verhaltensanalyse sollen anschlieBend mit moglichen Anderungen funktioneller

Hirnsysteme (Abschnitt 3.3) erortert werden.

3.2.1 Soziales Verhalten im Familienverband

Ziel der Verhaltensanalyse im Familienverband ist es zu analysieren, welchen Einfluss das Fehlen
viterlicher Fiirsorge -eine sozio-emotionale Teildeprivation- auf das soziale Verhalten der Jungtiere
hat. Insbesondere wurde auch das Verhalten der Mutter analysiert, nachdem der Vater aus dem
Familienverband entnommen wurde, d.h. ein Vergleich des miitterlichen Brutpflegeverhaltens

zwischen ,,allein erziechenden® Miittern und Miittern aus biparentalen Familien.
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Es wurden folgende Familien den Untersuchungsgruppen zugeordnet:

Biparentale Kontrollgruppe Vaterdeprivierte Gruppe
Familie =~ Wurfdatum Wurfgréfle / Geschlechter- Familie = Wurfdatum  WurfgroBe / Geschlechter-
verteilung (3/9) verteilung (3/9)
V11/04  05.12.2004 (5/2) V 12/03  08.09.2004 (4/3)
V35/04  10.01.2005 2/1) V 16/04  25.11.2004 (2/4)
V 14/02  20.01.2005 (2/4) V 3/04 02.12.2004 (2/3)
V 34/03 18.02.2005 (3/2) V 15/04  13.12.2004 3/1)
V36/04  22.02.2005 (3/4) V27/04  12.02.2005 (5/3)
T (15/13) T (16/14)

Tabelle 1: Untersuchungsgruppen der Verhaltensanalyse - Sozialverhalten im Familienverband

Erstellung der Verhaltensaufnahmen:

Kontroll- und vaterdeprivierte Tiere wurden zu diesem Zweck anhand von Videoaufnahmen
hinsichtlich ausgewdhlter Verhaltensparameter analysiert (Tabelle 2). Es wurden fiir 20 Minuten
flinfmal am Tag (7:00, 9:00, 13:00, 14:00, 16:00 Uhr) am postnatalen Tag (PND) 15, 18 und 21
Aufnahmen von 5 intakten und 5 vaterlosen Familien aufgezeichnet (vgl. Tabelle 1). Um die Dauer
des Verhaltens zu bestimmen, wurden die verschiedenen Verhaltensparameter jede Minute {iber die
Gesamtzeit von 300 min analysiert und als Prozentsatz des gezeigten Verhaltens bestimmt (vgl. Liu
et al., 2000). Zur Bestimmung der Frequenz eines Verhaltens wurden die Aufnahmen kontinuierlich

iiber die gesamte Aufnahmezeit ausgewertet (vgl. auch folgende Abschnitte).
Die Untersuchung des Sozialverhaltens im Familienverband umfasste folgende Analysen:

Verhaltensanalyse 1: Analyse der Eltern-Jungtier-Interaktionen im Familienverband
Fragestellung: Wie ist das Brutpflegeverhalten von Mutter- und Vatertier im Familienverband

charakterisiert?

Miitterliches und viterliches Verhalten, wie Putzen der Jungtiere, Séugen und Korperkontakt
(,,Aneinanderschmiegen®), aber auch das Spielen mit den Nachkommen, wurde jede Minute iiber
300 Minuten analysiert und der mittlere Prozentsatz auf Unterschiede zwischen den Gruppen

gepriift, um die Dauer des elterlichen Verhaltens auszuwerten (Tabelle 2).

Parameter Erfassung und Analyse
Putzen — Vater oder Mutter leckt/putzt das/die Jungtier/e.
Korperkontakt — Mutter und/oder Vater liegt in engem Kontakt

zusammen mit den Jungtieren (,,Aneinanderschmiegen®).

Saugen — Die Mutter sdugt die Jungtiere.

Tabelle 2: Parameter der Eltern-Jungtier-Interaktionen
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Verhaltensanalyse 2: Analyse der Jungtier-Eltern-Interaktionen im Familienverband
Fragestellung: Welche Unterschiede lassen sich im Putz- und Spielverhaltens der Jungtiere

gegeniiber ihren Eltern beobachten?

Putzen und Pflegen, initiiert von den Jungtieren und Spielverhalten (siehe dazu Verhaltensanalyse 3;
Tabelle 3) mit den Eltern wurde, um die Dauer des Verhaltens auszuwerten, jede Minute {iber 300
Minuten analysiert und ebenfalls der mittlere Prozentsatz errechnet und auf signifikante
Unterschiede zwischen beiden Experimentalgruppen untersucht. Zur Bestimmung der Frequenz des
Putz- und Spielverhaltens mit den Eltern wurde das Verhalten kontinuierlich iiber 300 Minuten

beobachtet und auf signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen getestet.

Parameter Erfassung und Analyse
Putzen — Ein oder mehrere Jungtiere lecken/putzen Vater oder Mutter.
Spielen — Ein oder mehrere Jungtiere spielen mit Mutter und/oder Vater, z.B. auf dem

Riicken reiten.

Tabelle 3: Parameter der Jungtier-Eltern-Interaktionen

Verhaltensanalyse 3: Analyse der Jungtier-Jungtier-Interaktionen im Familienverband
Fragestellung: Welche Unterschiede lassen sich im Putz- und Spielverhaltens der Jungtiere

gegeniiber ihren Geschwistern beobachten?

Das Verhalten der Jungtiere gegeniiber ihren Geschwistern, wie Putz- oder Spielverhalten,
insbesondere das ,,Play fighting” (Wilson & Kleiman, 1974; Pellis & Pellis, 1998), wie bspw.
»Boxen“ oder ,,Reiten” (Tabelle 4, Abbildung 20), wurde jede Minute iiber 300 Minuten analysiert
und der mittlere Prozentsatz auf signifikante Unterschiede hinsichtlich der Dauer des Verhaltens
zwischen den Gruppen gepriift. Zudem wurde die Frequenz des Verhaltens kontinuierlich iiber 300
Minuten ausgewertet. Die mittlere Zahl des gegenseitigen Pflege- und Spielverhaltens wurde auf

signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen getestet.

Parameter Erfassung und Analyse

Putzen — Ein oder mehrere Jungtiere lecken/putzen ihre Geschwister

Spielen:

Boxen — Zwei oder mehrere Jungtiere stehen sich gegeniiber und bewegen ihre Pfoten

gegeneinander (Abbildung 20)

Ringen — Zwei oder mehrere Jungtiere rollen herum und balgen sich

Reiten — Ein oder mehrere Jungtiere legen sich auf den Riicken eines weiteren
Jungtieres, wihrend das erste versucht zu fliichten (Abbildung 20)
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Abbildung 20: Spielverhalten (,,Play fighting*)

Legende: Die Abbildung zeigt die Aufzuchtvoliere, sowie das Zuchtpaar und deren Nachwuchs. Das
Muttertier befindet sich im Nest (C). Die Jungtiere zeigen in Abbildung B und C das sogenannte ,,Boxen*,
in Abbildung A das ,,Reiten” von zwei Jungtieren auf den Riicken eines Jungtieres.

Tabelle 4: Parameter der Jungtier-Jungtier-Interaktionen

Statistische Analyse:

Die statistische Analyse zum Vergleich der beiden Untersuchungsgruppen wurde mit dem
Programm Sigmastat 2.0 (Jandel Scientific, San Rafael, USA) im Falle der Normalverteilung der
Daten anhand des Student's t-Tests oder im Falle der Nicht-Normalverteilung der Daten mittels des
non-parametrischen U-Tests nach Mann-Whitney realisiert. Die N-Zahl entsprach der Zahl der

Familien pro Gruppe. Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 gewéhlt.
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3.2.2 Analyse des Verhaltens in der Open-Field-Arena: Exploration, Angstverhalten

Die Untersuchung des Verhaltens in der Open-Field-Arena wird bei einer Vielzahl an Spezies
angewandt, um deren Reaktivitit, insbesondere hinsichtlich ihres Angstverhaltens, in einer fremden
Umgebung zu erfassen (Prut & Belzung, 2003). Zur Untersuchung der Auswirkung fehlender
viterlicher Fiirsorge auf die Exploration und Verhaltensparameter, die im Kontext mit

Angstverhalten stehen, wurden erwachsene Degus (PND 90) im Open-Field untersucht (Tabelle 5).

Es wurden folgende Familien den Untersuchungsgruppen zugeordnet:

Biparentale Kontrollgruppe Vaterdeprivierte Gruppe

Familie =~ Wurfdatum Wurfgrofe / Verwendete Familie Wurfdatum ~ WurfgroBe /  Verwendete

Geschlechter- Tiere / Geschlechter- Tiere /
verteilung (3/9) Geschlechter- verteilung  Geschlechter-
verteilung 3/?) verteilung

319) 3/9)

V11/04  05.12.2004 (5/2) 2/2) V 16/04 25.11.2004 (2/4) 2/2)
V17/04  07.12.2004 (4/2) (2/2) V 3/04 02.12.2004 2/3) (2/2)
V 8/04 10.12.2004 (4/0) (2/2) V 15/04 13.12.2004 (3/1) (3/0)
V 6/04 11.12.2004 (5/4) (2/2) VvV 5/04 27.02.2005 2/2) 2/2)
V36/04  22.02.2005 (3/4) 2/2) V 13/04 21.03.2005 22) 2/2)
V 6/04 12.08.2005 (2/3) (2/2) vV 9/05 10.08.2005 4/2) (3/2)

Tabelle 5: Untersuchungsgruppen der Verhaltensanalyse - Open-Field und Skinner-Box

Die Open-Field-Arena war wie folgt ausgestattet:
Die Open-Field-Arena besteht aus einer 70 x 68 x 37 cm groflen Box aus hellgrauem Kunststoff.
Uber der Open-Field-Arena war eine digitale Kamera (Panasonic NV-DS990EG) angebracht,
mittels derer das Verhalten tiber
70 cm das Analysesystems Ethovision 2.0
(Noldus, Niederlande) erfasst und

als digitales Videofile

35 cm

aufgezeichnet wurde.

A
Y

50% 50% 34 cm 68 cm Abbildung 21: Schematische
Darstellung der Grundfliche der
Open-Field-Arena

trum Legende: Das duBere Quadrat definiert
Zen \ 4 den Randbereich, das innere den zentralen
Bereich der Arena.

Randbereich Y
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Die Grundflache der Box wurde zudem in einen Randbereich und einen zentralen Bereich (inneres
Feld/Zentrum der Arena) untergliedert, wobei beide Bereiche, die gleiche Grundfldche besitzen

(Abbildung 22).
Die Analyse des Verhaltens im Open-Field:

Verhaltensexperiment: Analyse des Verhaltens im Open-Field im Erwachsenenalter

Fragestellung: Welche Unterschiede lassen sich in der Exploration und in angstbezogenen
Verhaltensweisen (bspw. das Vermeiden des Zentrums der Arena) ziwschen biparental und
vaterdeprivierter am PND 90 beobachten? Zeigen vaterdeprivierte Tiere Verhaltensdefizite im

Erwachsenenalter (Langzeiteffekte)?

Zu Beginn des Experiments wurden die Tiere (Geschwisterpaare, siche dazu Abschnitt 3.1) aus den
Heimvolieren entnommen, in Kéfige platziert (in denen sie bis zum Ende des anschlieBenden
Skinner-Box-Versuches belassen wurden) und in einem separaten Versuchsraum untergebracht. Das
Verhalten jedes Tieres wurde, nach einer 30-miniitigen Gewohnung an den Versuchsraum (dazu
wurden die Tiere im Kéfig belassen), einzeln fiinf Minuten lang in der Versuchsarena getestet. Die
Versuche fanden zwischen 10:00 und 12:00 Uhr statt. Zu diesem Zweck wurden die Tiere in die
Mitte der Arena platziert und gleichzeitig die Aufzeichnung des Verhaltens begonnen. Nach jedem
Versuchsdurchgang wurde die Arena sorgféltig mit verdiinnter Essigsdure und frischem Papier
gereinigt, um die olfaktorische Beeinflussung durch Duftmarkierungen der Vorgingertiere fiir die

nachfolgenden Testtiere so gering wie mdglich zu halten.

Im Anschlu3 wurden folgendene Parameter analysiert:

Parameter Erfassung und Analyse
Emotionales/Angstverhalten
Laufstrecke (in cm) — Laufstrecke im Randbereich und dem Zentrum der

Arena (= gesamte Arena) (1. bis 5. Testminute)

Aktivitat im Zentrum — Aktivitdit im Zentrum (1. bis 5. Testminute): um
(das Verhaltnis von Laufstrecke im Verzerrungen durch unterschiedliche Grundaktivitéiten
Zentrum zur Gesamtlaufstrecke (in der Tiere zu vermeiden, wurde die relative Aktivitit im
cm) = Emotionalitat/Angst Open-Field-Zentrum als Verhiltnis der Laufstrecke im

Zentrum zur Gesamtlaufstrecke gebildet

Eintritte in das Zentrum — Eintritte in das Zentrum der Arena
Aufenthaltsdauer im Zentrum — Aufenthaltsdauer im Zentrum der Arena
(in min)
Vokalisation — Haufigkeit, mit der die Tiere in der Arena vokalisieren
Ausscheidung — Héufigkeit, mit der die Tiere in der Arena ausscheiden

(Urinieren und Defekation)
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Vertikales Explorationsverhalten

Aufrichten — Haufigkeit, mit der sich die Tiere in der Arena
aufrichten
Springen — Haufigkeit, mit der die Tiere in der Arena springen

Sonstige Verhaltensweisen
Putzen — Haiufigkeit, mit der die Tiere sich in der Arena putzen

(Gesicht und Korper)

Tabelle 6: Analysierte Parameter im Open-Field

Statistische Analyse:

Um Interaktionen zwischen den Versuchsgruppen (biparental, vaterdepriviert), den Testminuten
(erste bis fiinfte Testminute) und dem Geschlecht der Tiere (weiblich, médnnlich) zu analysieren
wurde eine 3-Wege-Varianzanalyse (ANOVA, Analysis of Variance) mit den Faktoren
Aufzuchtbedingungen, Testminute und Geschlecht angewandt (Sigmastat 2.0, Jandel Scientific, San
Rafael, USA). Der ANOVA folgte der Tukey Test fiir multiple Vergleiche. Die N-Zahl entsprach
der Zahl der Tiere pro Gruppe (Tabelle 7). Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 gewéhlt.

N-Zahlen (Open-Field)
Laufstrecke, Aktivitdt im Zentrum, Eintritte ins Zentrum, Aufenthaltsdauer im Zentrum

Biparentale Gruppe Vaterdeprivierte Gruppe
méinnlich weiblich méannlich weiblich
N=10 N=8 N=10 N=8
Analysierte Verhaltensweisen
ménnlich weiblich ménnlich weiblich
N=11 N=10 N=13 N=10

Tabelle 7: N-Zahlen (Open-Field)

Anmerkung: Aufgrund technischer Schwierigkeiten bei der Datengewinnung und der Erblindung einiger Tiere, entfillt
fiir einige der Tiere die Analyse der Laufstrecke, der Aktivitdt im Zentrum, der Eintritte und der Aufenthaltsdauer im
Zentrum.

3.2.3 Analyse des Lernverhaltens und impulsiver Verhaltensweisen

Tiermodelle zur Untersuchung von Impulsivitdt beruhen meist auf Lernprozessen, bei denen
Verhalten durch eine Belohnung verstérkt wird (z.B. Evenden, 1998). Dieser Lernmechanismus geht
auf die Anschauung der so genannten Behavioristen zuriick. Diese vertreten die Ansicht, dass
Verhalten unter anderem durch Belohnung erlernbar ist. Diese Art der Konditionierung wird als
operante Konditionierung definiert. Diese beruht auf einem einfachen Modell: zeigt das Tier eine
bestimmte Reaktion, folgt eine Belohnung bzw. eine Verstarkung (z.B. in Form einen Futterpellets),
die die Wahrscheinlichkeit erhoht, dass dieses Verhalten zu einem spéteren Zeitpunkt wiederholt
gezeigt wird (Krech & Crutchfield, 1992). Operantes Verhalten kann bspw. durch die Skinner-Box

antrainiert werden. Diese ist im Regelfall ein leerer Kéfig, in dem ein oder zwei Hebel und ein
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Ausgabeschacht fiir Futter angebracht sind. Die Hebel oder auch Tasten sind dabei mit einem
boxinternen Mechanismus gekoppelt, der bei Betdtigung dieser Futter in einen Schacht befordert
durch welches das Verhalten des Tieres belohnt und somit operant konditioniert wird (Krech &

Crutchfield, 1992; siche auch folgenden Text).

Zusétzlich zum operanten Lernen (kognitive Kompetenz) kann in der Skinner-Box auch impulsives

Verhalten (emotionale Kompetenz) getestet werden.

Impulsives Verhalten wird mit vorschneller Entscheidungsfindung, der Intoleranz gegeniiber einer
Belohnungsverzdgerung und der Tendenz Reaktionsfolgen vorzeitig zu beenden, in Verbindung
gebracht (Evenden, 1999). Auf diesen Eigenschaften basiert auch die sogenannte FCN- (“fixed
consecutive number” = festgelegte aufeinander folgende Anzahl an Tastendriicken)-Methode.
Evenden (1998) nutzte diese Methode, um die Wirkung verschiedener Pharmaka auf das impulsive
Verhalten der Ratte zu untersuchen. Die Tiere wurden dabei in einer Skinner-Box getestet, die mit
zwei Hebeln ausgestattet war. Zundchst wurden die Ratten darauf trainiert, unter anderem 8 Mal
(=feste Anzahl) die linke, sogenannte FCN-Taste und einmal die rechte, sogenannte
Belohnungstaste zu driicken, um eine Belohnung in Form eines Futterpellets zu erhalten. Die Tiere
mussten demnach eine bestimmte Sequenz erlernen, um eine Belohnung zu erhalten. Wurde diese
vorzeitig beendet, wenn bspw. das Tier die FCN-Taste nur 7 Mal vor Betétigung der
Belohnungstaste gedriickt hatte, so wurde der Ablauf unterbrochen, es gab keine Belohnung und das
Tier musste die Sequenz von neuem beginnen. Die Tendenz diese Reaktionsabfolge vorzeitig zu
beenden, stellt nach Evenden (1998) eine Methode dar, um impulsives Verhalten am Tiermodell zu
untersuchen und wird aus diesem Grund in dieser Arbeit genutzt, um diese Verhaltensweisen am

Degu zu analysieren.

Es wurden folgende Familien den Untersuchungsgruppen zugeordnet: Siehe dazu Tabelle 7
(Abschnitt Open-Field-Analyse)

Die Skinner-Box war wie folgt ausgestattet:

Die Skinner-Box ist eine Kammer, die mit zwei Hebeln ausgestattet ist, die variabel entnommen
werden konnten (Abbildung 22). Beide Hebel konnen durch Krafteinwirkung bspw. durch Driicken
aktiviert werden, so dass das Tier eine Belohnung in Form eines Futterpellets (Dustless Precision
Pellets 45 mg; TSE Systems GmbH, Bad Homburg, Deutschland) erhélt. Weiterhin befindet sich
eine Klappe aus durchsichtigem Plexiglas in der Box, hinter der sich ein kleiner Behélter fiir die
Futterpellets befindet, sowie mehrere Lichtquellen, die dem Tier den Beginn und das Ende eines
Versuchsdurchgangs anzeigen (Abbildung 22). Die Kammer befand sich in einem schalldichten
Raum, die mit einer Kamera (Panasonic NV-DS990EG) zu externen Kontrolle des Versuchablaufs
versehen war (Abbildung 22). Die Erfassung und digitale Speicherung der Verhaltensdaten wurde

iiber einen an die Box angeschlossenen Computer realisiert.
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Klappe und Pelletbox
linker Hebel rechter Hebel

Lichtvorrichtung

Skinner-Box-Apparatur

Klappe
und Pelletbox

] I
linker Hebel rechter Hebel

Abbildung 22: Skinner-Box-Apparatur

Legende: Die Abbildung zeigt die Skinner-Box-Apparatur. Zu sehen sind zum einen, der rechte, sowie der linke Hebel.
Durch Driicken dieser Hebel konnte das Tier eine Belohnung, in Form eines Futterpellets, erhalten. Dieses Pellet befand
sich in der Pellet- bzw. Futterbox, vor der sich eine durchsichtige Klappe befand. Weiterhin ist die Kamera zu sehen, mit
denen der Versuchsablauf iiber einen Monitor beobachtet werden konnte. Die Lichtquellen zeigten dem Versuchstier
sowohl den Beginn, als auch das Ende eines Durchgangs (Training oder Test) an.

Die Analyse des Lern- und Impulsiv-Verhaltens in der Skinner-Box umfasste folgende

Experimente:

Verhaltensexperiment: Analyse des Lernverhaltens im Erwachsenenalter
Fragestellung: Zeigen erwachsene biparental aufgezogene und vaterdeprivierte Tiere Unterschiede

im Lernverhalten? Untersuchung der Langzeitfolgen der sozio-emotionalen Teildeprivation.

In diesem Verhaltensexperiment wurde der Frage nachgegegangen, wie viele Tage die Tiere beider

Untersuchungsgruppen bendtigen, um die Kriterien der beiden Trainingsphasen zu erreichen.

Einen Tag nach dem Open-Field-Test begann das erste Lerntraining, in dem die Tiere durch
Versuch und Irrtum (zuféllige Betitigung des Hebels) lernen sollten, eine Belohnung in Form eines

Futterpellets zu erhalten (operante Konditionierung).
Folgendes Protokoll wurde angewandt:
Trainingsphase 1: Erlernen, dass die Betétigung eines Hebels belohnt wird

Tag 1: Vorbereitung der Tiere auf das Lerntraining

Wiegen der Tiere und Bestimmung des 80% Korpergewicht-Grenzwertes (siehe Futterdeprivation
ab Tag 2). Dazu wurde das aktuelle Gewicht der Tiere bestimmt (100%) und von diesem Wert 20%
subtrahiert. Die Tiere durften dieses Gewicht nicht unterschreiten, da diese lediglich motiviert

werden sollten, die Futterpellets (=Nahrung) zu erhalten.
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Markieren der Tiere (lokale Rasur des Fells zu Unterscheidung der Einzeltiere im Experiment:

weibliche Tiere wurden am Kopf markiert, ménnliche Tiere am Rumpf).

Tag 2: Vorbereitung der Tiere auf das Lerntraining
Beginn der Futterdeprivation bei der die untersuchten Tiere 80% ihres urspriinglichen

Korpergewichts nicht unterschreiten durften. Wasser war ad libitum verfiigbar.

Tag 3: Gewdhnung der Tiere an die Skinner-Box Gewdhnung Tag 3

Wiegen der Tiere. Danach folgt eine 30miniitige 10 Fuierpation
GewoOhnung an den Experimentalraum und anschlieBend ...
die ersten 30 Minuten in der Skinner-Box, wobei keine

Hebel installiert wurden und 10 Futterpellets in der -

Futterkammer platziert waren (Abbildung 23). t t
keine Hebel

Abbildung 23: Training/Gewohnung

(Tag 3)
Tag 4: Erlernen, dass Futterpellets in der Pelletbox sind Trainingstag 4
Wiegen der Tiere. Danach folgte die 30miniitige
.\ . . Jjede Minute ein Futterpellet
Gewohnung an den Experimentalraum und anschlieBend _.'
die Platzierung des Tieres fiir 30 Minuten in die Skinner-
Box. Alle 60 Sekunden wurde automatisch ein Futterpellet — W

t

in die Pelletbox gegeben, unabhingig von der Betitigung

linker und rechter
Hebel installiert

t

einer der beiden Hebel, die nun installiert waren

(Abbildung 24). Abbildung 24: Training (Tag 4)

Wihrend Tag 3 und 4 werden dem Tier in der Skinner-Box die Futterpellets prasentiert, mit denen
es spiter belohnt wurde. Nach jedem Versuchsdurchgang wurde die Box sorgfiltig mit 70%igem
Alkohol und frischem Papier gereinigt, um die olfaktorische Beeinflussung der nachfolgenden

Testtiere so gering wie moglich zu halten.

Tag 5: Die Tiere lernen, dass die Betitigung eines Hebels

Trainingstag 5
belohnt wird 1 Futterpellet bei Betiitigung
. . . Lo des linken Hebels
Wiegen der Tiere. Danach folgte die 3Ominiitige ,._
Gewdhnung an den Experimentalraum und anschlieBend 30
Minuten in der Skinner-Box. Die Tiere erhielten ein Pellet W

bei Betitigung des linken Hebels (Abbildung 25).

t:‘nhr Hebel installiert

Abbildung 25: Training (Tag 5)
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Tag 6: Die Tiere lernen, dass die Betitigung eines Hebels Trainingstag 6

belohnt wird 1 Futterpellet bei Betitigung
. . . P des rechten Hebels

Wiegen der Tiere. Danach folgte die 3Ominiitige '

Gewohnung an den Experimentalraum und anschlieend 30

Minuten in der Skinner-Box. Die Tiere erhielten ein Pellet e

bei Betdtigung des rechten Hebels (Abbildung 26). f
rt

rechter Hebel installie
Abbildung 26: Training (Tag 6)

An den folgenden Tagen wurden die Vorgaben von Tag 5 und 6 im Wechsel durchgefiihrt, bis das
Tier den Hebel mindestens 50 Mal in weniger als 20 Minuten betdtigte. Nach Erreichen dieses

Kriteriums wurde mit der Fixed consecutive number(FCN)-Trainingsprozedur begonnen.

Trainingsphase 2 (Fixed-consecutive number (FCN)-Training: Erlernen, dass die Betatigung beider
Hebel in einer festgelegten Abfolge belohnt wird

Tag 1: FCN-1: Wiegen der Tiere. Danach folgte die  pCN-Trainingstag 1

30miniitige GewoOhnung an den Experimentalraum und 1 Futterpellet bei Betitigung

. . . . ) des linken, gefolgt vom rechten Hebel
anschlieBend die ersten 45 Minuten in der Skinner-Box.

Die Tiere erhielten ein Pellet nach Pressen des linken (auch 1x

1x

t

Abbildung 27: FCN-Training (FCN-1)

als FCN-Hebel bezeichnet) gefolgt vom rechten (auch als
Belohnungshebel bezeichnet) Hebel. Das Kriterium lag bei
45 Pellets in 45 Minuten (Abbildung 27).

t

linker und rechter
Hebel installiert

Nach dem erfolgreichen Erreichen des Kriteriums an zwei aufeinander folgenden Tagen:

FCN-3: Wiegen der Tiere. Danach folgte die 30miniitige  pCN-Trainingstag 3

Gewohnung an den Experimentalraum und anschlielend 45 1 Futterpellet bei dreimaliger Betitigung
. . . . . . . des linken, gefolgt vom rechten Hebel

Minuten in der Skinner-Box. Die Tiere erhielten ein Pellet

nach dem dreimaligen Pressen des linken Hebels gefolgt 3x 1x

vom rechten Hebel. Das Kriterium lag bei 45 Pellets in 45 — e
Minuten (Abbildung 28). t e e f
Hebel installiert

Abbildung 28: Training (FCN-3)
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Nach dem erfolgreichen Erreichen des Kriteriums an zwei aufeinander folgenden Tagen:

FCN-5: Wiegen der Tiere. Danach folgte die 30miniitige  pCN-Trainingstag 5

Gewohnung an den Experimentalraum und anschlieend 45 1 Futterpellet bei fiinfmaliger Betitigung
des linken, gefolgt vom rechien Hebel
Minuten in der Skinner-Box. Die Tiere erhielten ein Pellet ‘,
nach dem flinfmaligen Pressen des linken Hebels (FCN- 5x 1x
Hebel) gefolgt vom rechten Hebel (Belohnungshebel). Das W —
Kriterium lag bei 45 Pellets in 45 Minuten (Abbildung 29). ' Taker st rechier t
Hebel installiert

Abbildung 29: Training (FCN-5)

Nach dem erfolgreichen Erreichen des FCNS5-Kriteriums an zwei aufeinander folgenden Tagen

erfolgte der Test auf Impulsivitét.

Testphase: Test der Impulskontrolle

An fiinf aufeinanderfolgenden Tagen werden die Tiere
FCN-Test

P R — getestet. Dazu wurde das Protokoll des FCNS angewandt
des linken, gefolgt vom rechten Hebel ( Abbildun g 30)

5x 1x
— E—
' linker und rechter t
Hebel installiert Abbildung 30: Skinner-Box-FCN-Test (FCN-5)

Im Anschluf3 an den FCN-Test wurden folgende Parameter zur Erfassung des Lernverhaltens

bestimmt:
Parameter Analyse (kumulative Werte)

Training-rechter Hebel — Wie viele Tage bendtigt das Tier, um den rechten Hebel
mindestens 50 Mal in weniger als 20 Minuten zu betétigen, um
eine Belohnung zu erhalten?

Training-linker Hebel — Wie viele Tage bendtigt das Tier, um den linken Hebel mindestens

50 Mal in weniger als 20 Minuten zu betdtigen, um
eine Belohnung zu erhalten?

FCN-1 — Wie viele Tage benotigt das Tier, um zunéchst den linken und
danach den rechten Hebel mindestens 45 Mal in 45 Minuten zu
betétigen, um eine Belohnung zu erhalten?

FCN-3 — Wie viele Tage benétigt das Tier, um zuerst 3x den linken und

dann 1x rechten Hebel mindestens 45 Mal in 45 Minuten zu
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betétigen, um eine Belohnung zu erhalten?

FCN-5 — Wie viele Tage bendtigt das Tier, um zuerst 5x den linken und
dann 1x rechten Hebel mindestens 45 Mal in 45 Minuten zu

betétigen, um eine Belohnung zu erhalten?

Tabelle 8: Analysierte Parameter zum Lernverhalten in der Skinner-Box

Statistische Analyse:

Um Interaktionen zwischen den Versuchsgruppen (biparental, vaterdepriviert), den
Trainingskriterien (rechter Hebel, linker Hebel, FCN-1, FCN-3, FCN-5) und dem Geschlecht der
Tiere (weiblich, ménnlich) zu analysieren, wurde eine 3-Wege-Varianzanalyse (ANOVA)
angewandt (Sigmastat 2.0, Jandel Scientific, San Rafael, USA). Der ANOVA folgte der Tukey-Test
fiir multiple Vergleiche. Die N-Zahl entsprach der Zahl der Tiere pro Gruppe (Tabelle 10). Als

Signifikanzniveau wurde p<0,05 gewéhlt.
Verhaltensexperiment: Analyse impulsiven Verhaltens im Erwachsenenalter

Fragestellung: Sind Unterschiede zwischen erwachsenen biparental aufgewachsenen und
vaterdeprivierten Tieren (PND 90) in der Impulskontrolle beobachtbar? Untersuchung der

Langzeitfolgen der sozio-emotionalen Teildeprivation.

Im AnschluR an den FCN-Test wurden folgende Parameter zur Erfassung impulsiven
Verhaltens bestimmt (nach Evenden, 1998):

Parameter Definition und Analyse
Response efficiency — Die Zahl der Reaktionen, d.h. die FCN-Hebel-Betitigung geteilt
(FCN-Hebel /Pellets) durch die Zahl der erhaltenen Pellets. Entspricht der

durchschnittlichen Zahl der Hebel-Betitigungen, die notwendig sind,
um eine Belohnung zu erhalten (Minimum=optimal). Der optimale
Wert liegt bei fiinf, ein Anstieg deutet auf eine Verringerung der
Effizienz hin (nach Evenden, 1998).

Chain efficiency — Die Zahl der Reaktionen auf den Belohnungshebel geteilt durch die

(Belohnungshebel/Pellets)  Zahl der Pellets. Dies zeigt, welches Kettenverhiltnis zu einer
Belohnung fiihrt. Das Minimum ist optimal und liegt bei einem Wert
von eins. Ein Anstieg der Wertes deutet auf eine Verringerung der
Effizienz hin (nach Evenden, 1998).

Klappe pro Minute — Die Zahl der Betitigungen der Klappe pro Minute. Eine Erhdhung

(Klappe/min) des Wertes spricht (vermutlich) fiir vorschnelle Reaktionen. Dieser

Parameter wird in der Literatur nicht erldutert, entspricht aber der

Definition impulsiver Verhaltensweisen (vorschnelle




Material und Methoden

Entscheidungsfindung, Intoleranz gegeniiber einer
Belohnungsverzogerung und der Tendenz Reaktionsfolgen vorzeitig
zu beenden; Evenden (1999)) und wurde aus diesem Grund in die

Analyse aufgenommen.

Tabelle 9: Analysierte Parameter nach dem FCN-Test (Skinner-Box)

Statistische Analyse:

Um Interaktionen zwischen den Versuchsgruppen (biparental, vaterdepriviert), den Testtag (erster
bis fiinfter Testtag) und dem Geschlecht der Tiere (weiblich, minnlich) zu analysieren, wurde eine
3-Wege-Varianzanalyse (ANOVA) angewandt (Sigmastat 2.0, Jandel Scientific, San Rafael, USA).
Der ANOVA folgte der Tukey-Test fiir multiple Vergleiche. Die N-Zahl entsprach der Zahl der
Tiere pro Gruppe (Tabelle 10). Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 gewéhlt.

N-Zahlen (Skinner-Box)

biparentale Gruppe vaterdeprivierte Gruppe
ménnlich weiblich maénnlich weiblich
N=8 N=10 N=10 N=10

Tabelle 10: N-Zahlen (Skinner-Box)

Anmerkung: Aufgrund der Erblindung einiger Tiere entfallen einige Tiere aus der statistischen Analyse.

3.3 Neuroanatomische Analysen

Verhaltensweisen werden mit der neuronalen Aktivitdt in bestimmten Regionen des
Zentralnervensystems in Verbindung gebracht (Abschnitt 2.1). Der orbitofrontale Cortex ist unter
anderem an der Fehlerabschitzung und Fehlerkorrektur, der Abschitzung von Konsequenzen und
des Risikos sozialen, sowie impulsiven Verhaltens beteiligt (Abschnitt 2.3). Der basolaterale
Kernkomplex, sowie der zentrale Kern der Amygdala besitzen eine bedeutende Funktion vor allem
im Hinblick auf Angstverhalten, wohingegen der Hippocampus zu den wichtigsten Hirnstrukturen

fiir Lernprozesse bzw. die Bildung von Gedéichtnisinhalten zihlt (Abschnitt 2.3).

In Anlehnung an die Arbeitshypothese dieser Dissertation sollte mit Hilfe der folgenden Methoden
tiberpriift wurden, ob funktionelle Neuronenpopulationen und katecholaminerger Fasersysteme in

diesen Hirnregionen verdndert sind.

3.3.1 Golgi-Impragnierung - Analyse des exzitatorischen Inputs auf Pyramidenzellen

Zur quantitativen 3D-Analyse von exzitatorischen Projektionsneuronen im orbitofrontalen Cortex,
der Amygdala, und dem Hippocampus wurde die Dichte exzitatorischer Spinesynapsen, die
Spinezahl pro Dendrit, die dendritischen Langen des kompletten Apikal- und eines Basaledendriten
und die Zahl dendritischer Verzweigungen erfalit. Zu diesem Zweck wurden die Hirne der
biparental und der ohne Vater aufgewachsenen méinnlichen Tiere am PND 21 und PND 90

entnommen und zur weiteren histologischen Untersuchung auf lichtmikroskopischer Ebene mithilfe
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der Golgi-Impragnierungsmethode histologisch aufgearbeitet (sieche unten) und dreidimensional

quantitativ analysiert (Auswertesystem: Neurolucida, MicroBrightfield, Vermont, USA).

Es wurden folgende Familien den Untersuchungsgruppen zugeordnet:

Biparentale Kontrollgruppe

Vaterdeprivierte Gruppe

Familie =~ Wurfdatum Wurfgréfle / Geschlechter- Familie = Wurfdatum  WurfgroBe / Geschlechter-
verteilung (3/9) verteilung (3/9)
V38 16.07.2000 - verwendete Tiere: 13 V35 12.01.2001 - verwendete Tiere: 13
Tier Hirn- Koper- Tier Hirn- Koper-
gewicht (g)  gewicht (g) gewicht (g) gewicht
(8
1 1,45 453 1 1,6 59,0
V19 09.01.2001 - verwendete Tiere: 13 V35 12.01.2001 - verwendete Tiere: 13
Tier Hirn- Koper- Tier Hirn- Koper-
gewicht (g)  gewicht (g) gewicht (g) gewicht
(8
1 1,6 53,0 1 1,5 53,0
V26 10.01.2001 - verwendete Tiere: 13 V 30 27.03.2001 - verwendete Tiere: 13
Tier Hirn- Koper- Tier Hirn- Koper-
gewicht (g)  gewicht (g) gewicht (g) gewicht
(8
1 1,4 36,0 1 1,6 50,6
V26 10.01.2001 - verwendete Tiere: 13 V 30 27.03.2001 - verwendete Tiere: 13
Tier Hirn- Koper- Tier Hirn- Koper-
gewicht (g)  gewicht (g) gewicht (g) gewicht
(8
1 1,5 44,0 1 1,5 49,0
Tabelle 11: Untersuchungsgruppen - Golgi PND 21
Biparentale Kontrollgruppe Vaterdeprivierte Gruppe
Familie =~ Wurfdatum Wurfgréfle / Geschlechter- Familie = Wurfdatum  WurfgroBe / Geschlechter-
verteilung (3/9) verteilung (3/9)
V 9/03 08.09.2004 (6/0) V 12/03  08.09.2004 (4/3)
- verwendete Tiere: 38 - verwendete Tiere: 23
Tier Hirn- Koper- Tier Hirn- Koper-
gewicht (g)  gewicht (g) gewicht gewicht
(g (®
1 2,2 180,0 1 2,4 168,8
2 1,9 173,8 2 2,2 187,0
V 14/04  13.10.2004 (4/2) V 27/04  12.02.2005 (5/3)
- verwendete Tiere: 28 - verwendete Tiere: 38
Tier Hirn- Koper- Tier Hirn- Koper-
gewicht (g)  gewicht (g) gewicht (g) gewicht
(®
1 1,9 -- 1 2,0 -
2 2,1 - 2 2,2 -
V 6/04 (5/4) V 12/04  04.07.2005 3/2)
- verwendete Tiere: 23 - verwendete Tiere: 33
Tier Hirn- Koper- Tier Hirn- Koper-
gewicht (g)  gewicht (g) gewicht (g) gewicht
(®
1 2,1 -- 1 1,82 =

Tabelle 12: Untersuchungsgruppen - Golgi PND 90
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Die Analyse umfasste folgende Regionen:

Ausgewertet wurden sowohl Zellen des lateralen Kerns des basolateralen Kernkomplexes der

Amygdala (Abbildung 31), sowie des eng assoziierten orbitofrontalen Cortex (OFC) (Abbildung

32). Die Analyse des OFC, wie auch des Hippocampus am PND 21 entfillt, da diese bereits im

Vorfeld dieser Dissertation nicht durch meine eigene Person durchgefiihrt wurden. Die Analyse

hippocampaler Zellen im Erwachsenenalter wird sich an diese Dissertation anschlief3en.

PND 21 - Analyse der lateralen Amygdala:

' ” -
'/ -
Ll | —
:‘-—‘-'-v”-. 7
s 4 lateraler v ™=s——_
}‘ Kern by R
"‘
¢ b - -

LY

Abbildung 31: Lateraler Kern der Amygdala

PND 90 - Analyse der lateralen Amygdala
(siehe dazu Abbildung 31) und des OFC:

Abbildung 32: OFC

Legende: Neuroanatomische Schnitte in Anlehnung an Paxinos, G. & Watson, C. (2004). The rat brain in stereotaxic

coordinates. Amsterdam: Elsevier/Academic Press.

Die Golgi-Imprégnierung wurde nach folgendem Protokoll durchgefuhrt:

Bestimmung des Korpergewichts und Dekapitieren der Tiere, Herauspriparieren des Hirns und

Bestimmung des Hirngewichts (siehe Tabelle

11 und Tabelle 12). Das entnommene Hirn wurde

anschlielend in die Golgi-Losung (Protokoll siche Anhang) tiberfiihrt (50 ml pro Hirn in einer Glas-

oder Plastikflasche, die zum Schutz vor Lichteinwirkung mit Aluminiumfolie ummantelt wird), in

der es fiir 14 Tage verblieb..

Nach 14 Tagen in der Golgi-L6ésung erfolgt die Einbettung in Celloidin:

Das Hirn wurde dazu in ein kleines Glasschélchen gelegt und nach folgendem Protokoll behandelt:

1. Waschen in Aqua destillata (Aqua dest.).:
2. Langsame Dehydrierung im Kiihlschrank:
50% Ethanol
70% Ethanol
80% Ethanol
96% Ethanol
96% Ethanol

3 x 2 min

4 Stunden

tiber Nacht
tiber Nacht
iiber Nacht
iiber Nacht
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3. Einbettung der Hirne in Cellodin in Dunkelheit und bei Zimmertemperatur:

100% Ethanol-Diethylether (1:1) 2 Stunden
2% Celloidin 3 Tage
4% Celloidin 3 Tage
8% Celloidin 3 Tage

Losen des Celloidins in Ethanol-Diethylether (1:1): 2%=2g pro 100 ml Ethanol-Diethylether (1:1).

Das Hirn musste gut mit Cellodin bedeckt sein.

o Ausrichten des Hirns in 8-10%igem Celloidin in einem Destillationsglas und Lagerung iiber
Nacht im gedffneten Desiccator.

o SchlieBen des Desiccators: auf dem Boden des Desiccators wurde eine kleine Glasschale mit
Phosphorpentoxid platziert (Fluka Chemie AG, Schweiz), um das Celloidin zu
trocknen/reduzieren. Wenn das Cellodin zur Hélfte reduziert war, wurde das Phosphorpentoxid
entfernt und durch ein Glasschilchen mit Chloroform ersetzt, um die Polymerisierung des
Celloidins zu induzieren (Dauer: 1-2 Tage).

o Der verfestigte Celloidinblock wurde nun in der Form und Orientierung zugeschnitten, wie er
spater flir die Herstellung der Hirnschnitte benotigt wird. Diese angefertigten Blocke wurden in
70% Ethanol bei 8-10 °C im Kiihlschrank aufbewahrt, bevor das Schneiden begonnen wurde.

Herstellung der Schnitte:

o Aufkleben (Roticoll, Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) des Cellodinblocks auf ein
Holzklotzchen.

o  Zur Markierung der Hemisphdren wurde eine mit einem Einschnitt im Celloidin versehen.

o Befestigung am Mikrotom (Model HM400, Microm, Heidelberg).

« Schneiden von 150 um dicken Hirnschnitten (Frontalschnitte), wobei wéhrend des Schneidens
das Messer und das Hirn mit Ethanol (70%) bestrichen wurde, um das Anhaften des Gewebes
am Messer zu vermeiden.

o Die Schnitte blieben bis zur Impriagnierung in 70%igem Alkohol in Gewebekulturplatten
(Greiner, Frickenhausen, Deutschland) im Kiihlschrank.

Impragnation der Hirnschnitte:

1. Waschen in Aqua dest. 2 X 5 min

2. Reduktion in einer Lésung aus NH; : H,O (1:1) 40 — 50 min

Wihrend des dieses Arbeitsschritts musste die Wellplatte zum Schutz vor Lichteinwirkung mit

Aluminiumfolie abgedeckt werden.

3. 0,5% Phenylendiamin in Aqua dest. I) 1 min
0,5% Phenylendiamin in Aqua dest. II) 4 min

4. Waschen in Aqua dest. 2 x 2 min

5. 1% Dektol (Entwickler, Kodak) in Aqua dest. 2 min

6. Waschen in Aqua dest. 2 x 1 min
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7. 5% Tetenal (Fixativ, Kodak) 5 min
8. Waschen in Aqua dest. 3 x 5 min
9. Dehydrierung der Schnitte:

50% Ethanol 3 min
70% Ethanol 3 min
80% Ethanol 3 min
96% Ethanol 3 min
Isopropanol (Optal) 1 x 5 min
Xylol 3 x 5 min

Die entwickelten Schnitte wurden abschlieBend zwischen zwei Deckgldschen (ca. 6 c¢cm lang)
platziert. Als Eindeckmedium wurde Merckoglas (Merck, Deutschland) benutzt. Um iiberschiissiges
Eindeckmedium zu entfernen (wiirde spéteres Fokussieren erschweren), wurden die Deckgldschen
mit Gewichten bestiickt, bis das Eindeckmedium hart und trocken war (bspw. bis zum folgenden
Tag). Danach konnte mit der dreidimensionalen lichtmikroskopischen Analyse begonnen werden
(Neurolucida, MicroBrightfield, Vermont, USA) (vgl. dazu auch Helmeke, 2003,
Dissertationschrift).

Im Anschluf3 wurden folgende Parameter analysiert:

Pro Tier, deren Analyse ohne Kenntnis der Gruppenzugehorigkeit erfolgte, wurden insgesamt drei
reprasentative pyramidale Zellen (kegelformiges Soma, von deren Spitze ein Hauptdendrit
entspringt und sich in zwei grole Seitendendriten verzweigt, vollstindige Ausbildung des Apikal-

und eines Basaldendendriten) je Hemisphére ausgewahlt (Abbildung 33).

Parameter Erfassung und Analyse
Apikaldendrit (komplett) — absolute Lénge, absolute Spinezahl, Spinedichte, Zahl der
Verzweigungen (Nodes)
Basaldendrit (komplett) — absolute Linge, absolute Spinezahl, Spinedichte, Zahl der

Verzweigungen (Nodes)

« absolute Spinezahl,
Spinedichte

dendritische Linge

dendritisch g 3
SRS des Apikaldendriten

Verzweigungen
(Nodes) ‘

absolute
Spinezahl,
Spinedichte

dendritische Linge
des Basaldendriten

Abbildung 33: Parameter zur Analyse der Golgi-imprégnierten Neurone

Tabelle 13: Analysierte Parameter der Golgi-Neurone
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Statistische Analyse:

Um Interaktionen zwischen den Faktoren Aufzuchtbedingung (biparental, vaterdepriviert) und
Hemisphire (rechts, links) zu analysieren wurde eine 2-Wege-Varianzanalyse (ANOVA) angewandt
(Sigmastat 2.0, Jandel Scientific, San Rafael, USA). Der ANOVA folgte der Tukey-Test fiir
multiple Vergleiche. Die N-Zahl entsprach der Zahl der Tiere pro Gruppe (PND 21= 4 Tiere, PND
90=5 Tiere). Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 gewahlt.

3.3.2 Immunhistochemische  Analyse  inhibitorischer =~ und  modulatorischer

Neuronenpopulationen

Zur quantitativen Analyse GABAerger Neurone, CRF-exprimierender Zellen, sowie TH-
immunreaktiver Fasern des orbitofrontalen Cortex, der Amygdala und des Hippocampus wurde die
Dichte immunopositiver Zellen bzw. Fasern bestimmt. Zu diesem Zweck wurden Serienschnitte der
Hirne biparental und ohne Vater aufgewachsener ménnlicher Degus am PND 21 und PND 90
hergestellt und zur weiteren histologischen Untersuchung auf lichtmikroskopischer Ebene mithilfe
immunhistochemischer Methoden aufbereitet, durch das Bildverarbeitungssystem NIH-Image

(Scion-Corporation, USA) eingescannt und anschlieBend quantitativ analysiert (siche unten).

Es wurden folgende Familien den Untersuchungsgruppen zugeordnet:

Biparentale Kontrollgruppe Vaterdeprivierte Gruppe
Familie Wurfdatum Wurfgrofe / Familie Wurfdatum ~ WurfgroBe / Geschlechter-
Geschlechter- verteilung (3/2)
verteilung (3/9)
V 17/02 24.07.2004 (1/2) V 27/03 12.04.2005 (2/5)
- verwendete Tiere: 13 - verwendete Tiere: 28
Tier  Himm-  Koper- Tier Hirn- Koper-
gewicht gewicht gewicht  gewicht
(g (2) (g (8
1 1,3 59,4 1 1,1 50,8
2 1,2 45,1
V 8/04 14.09.2004 (5/3) V 24/04  09.05.2005 (2/3)
- verwendete Tiere: 23 - verwendete Tiere: 2¢
Tier  Him-  Koper- Tier Hirn- Koper-
gewicht gewicht gewicht  gewicht
(2 (2) (& (&
1 1,2 36,5 1 1,3 47,5
2 1,2 38,2 2 1,3 433
V 35/04 10.01.2005 2/1) V 30/04 31.05.2005 (2/2)
- verwendete Tiere: 23 - verwendete Tiere: &
Tier  Him-  Koper- Tier Hirn- Koper-
gewicht gewicht gewicht  gewicht
(g (8 (g (8
1 1,2 50,4 1 1,2 57,9
2 1,1 50,2 2 12 53,0
V 34/03 18.02.2005 (3/2)

- verwendete Tiere: 28
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Tier  Himm-  Koper-
gewicht gewicht
(® (g
1 L1 32,7
2 1,2 41,2

Tabelle 14: Untersuchungsgruppen - Immunhistochemie PND 21

Familie

V 18/03

V 26/03

V 9/03

V 14/04

Biparentale Kontrollgruppe

Wurfdatum WurfgroBe / Geschlechter-
verteilung (3/9)
27.05.2004 /1)
- verwendete Tiere: 28
Tier Hirn- Koper-
gewicht (g)  gewicht (g)
1 1,5 173,5
2 1,4 170,6
19.07.2004 /1)
- verwendete Tiere: 23
Tier Hirn- Koper-
gewicht (g)  gewicht (g)
1 1,7 178,5
2 1,5 165,6
08.09.2004 (6/0)
- verwendete Tiere:2d
Tier Hirn- Koper-
gewicht (g)  gewicht (g)
1 1,4 166,6
2 1,7 159,6
19.7.2004 (4/2)
- verwendete Tiere:2¢
Tier Hirn- Koper-
gewicht (g)  gewicht (g)
1 1,6 185,6
2 1,5 176,5

Familie

V 12/03

V21/04

V27/04

Vaterdeprivierte Gruppe

Wurfdatum ~ Wurfgrofie / Geschlechter-
verteilung (3/9)
08.09.2004 (4/3)
- verwendete Tiere: &
Tier Hirn- Koper-
gewicht (g) gewicht
(2
1 1,8 167,9
2 1,8 177,2
04.02.2005 (4/2)
- verwendete Tiere: 23
Tier Hirn- Koper-
gewicht (g) gewicht
(2
1 1,7 176,7
2 1,5 164,9
12.02.2005 (5/3)
- verwendete Tiere: 23
Tier Hirn- Koper-
gewicht (g) gewicht
(2
1 1,8 148,1
2 1,7 144,8

Tabelle 15: Untersuchungsgruppen - Immunhistochemie PND 90
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Es wurden folgende Regionen analysiert:

Abbildung 34: Immunhistochemisch analysierte Regionen

Legende: Es wurden der laterale und ventromediale orbitofrontale Cortex, der basolaterale Kernkomplex und der zentrale
Kern der Amygdala, wie auch die CA1-Region und der Gyrus dentatus des Hippocampus immunhistochemisch aufbereitet
und analysiert.

Abkiirzungen: BLA, basolateraler Kernkomplex der Amygdala; CAl, CAl-Region des Hippocampus; CeA, zentraler
Kern der Amygdala; DG, Gyrus dentatus; LO, lateraler.orbitofrontaler Cortex; VO, ventromedialer orbitofrontaler Cortex.

Neuroanatomische Schnitte in Anlehnung an Paxinos, G. & Watson, C. (2004). The rat brain in stereotaxic coordinates.
Amsterdam: Elsevier/Academic Press.

Die immunhistochemische Farbung wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Anasthesie der Tiere:

« Entnahme der Tiere beider Gruppen aus dem Familienverband am PND 21 bzw. 90.

o Andsthesie der Tiere (vor dem Transport in das Labor) zur anschlieBenden Perfusion mit
Ketanest/Rompun (1:4, 7ml/kg, intraperitoneal) (Ketanest: Porke-Davis, Berlin, Deutschland,
Rompun: Bayer, Leverkusen, Deutschland).

« Offnung des Brustkorbes und Einfilhrung der mit einer peristaltischen Pumpe verbundenen
Kaniile in den unteren Bereich der linken Herzkammer.

o Transkardiale Spiilung mit mindestens 50 ml Tyrodepuffer (Protokoll siche Anhang) der
zusétzlich 1% Liquemin (Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) als Antikoagulans zugesetzt

wurde.
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Perfusion und Fixation (Wechselfixierung):

Zufuhr von 150 ml des ersten Fixativs (Losung aus 4% Paraformaldehyd (PFA) in 0,1 M
Natriumacetat-Puffer, pH=6,5; Protokoll siche Anhang) und anschlieBend 300 bis 400 ml des
zweiten Fixativs (Losung aus 4% PFA in 0,1 M Natriumborat-Puffer, pH=9,3; Protokoll siche
Anhang).

Nach Durchspiilung der Tiere mit beiden Fixationsldsungen erfolgte die Entnahme der Hirne.
Bestimmung des Hirngewichts und Nachfixierung im zweiten Fixativ fiir mindestens 60
Minuten bei 4° C.

Uberfiihrung des Hirns in 0,1 M phosphatgepufferte Saline (PBS, pH=7,4; Protokoll sieche
Anhang).

Herstellung der alternierenden Schnittserien (Schnittdicke 50 um) mit Hilfe eines Vibratoms
(Leica Instruments GmbH, NuBloch, Deutschland).

Auffangen der einzelnen Schnitte in mit PBS gefiillten 24-Loch-Gewebekulturplatten (Greiner,

Frickenhausen, Deutschland).

Immunhistochemische, Nickel-verstarkte 3 -diaminobenzidin-Hydrochlorid (DAB)-Farbung:

Dreimaliges Waschen der Schnitte in 0,1 M PBS (pH=7,4).

Behandlung der Schnitte zur Markierung TH-immunpositiver Fasern mit 1% Borhydrid in PBS
zur Unterdriickung der Decarboxylaseaktivitét (von Euler, 1971).

Wiederholtes Waschen der Schnitte mit PBS, bis diese blasenfrei waren.

45miniitige Inkubation aller Schnitte in 10% Methanol und 1% H,0, in PBS zur Unterdriickung
der endogenen Peroxidaseaktivitét.

Wiederholtes Waschen der Schnitte mit PBS, bis diese blasenfrei waren.

Vorinkubation: Schnitte wurden fiir 60 Minuten einer Losung aus 2% Ziege-Normal-Serum
(ZNS, DAKO, Hamburg, Deutschland; zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen im
Gewebe) und 0,3% Triton-X-100 (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland; bewirkt eine
Perforierung der Zellmembranen und ermdglicht es so, den Antikdrpern tiefer in das Gewebe
einzudringen) in PBS zugefiihrt.

Inkubation mit dem priméren Antikdrper: auBler einem ausgewihlten Kontrollschnitt pro
verwendeten Antikdrper wurde den Hirnschnitten eine Losung aus 1% ZNS, 0,05% Triton-X-
100 und entweder (1) Maus-anti-Parvalbumin (1:2500; Sigma-Aldrich, Deisenhofen,
Deutschland), (2) Maus-anti-Calbindin-D28k (1:5000; SWANT, Schweiz), (3) Kaninchen-anti-
CRF (1:8000; Peninsula Laboratories, Inc., USA) oder Maus-anti-TH (1:3000; Amersham,
Little Chalfont, U.K.) zugesetzt.

Inkubation fiir 48 Stunden bei 4°C auf einem Schiittler.

Dreimaliges Waschen der Schnitte in PBS.

Zugabe der biotinylierten Zweitantikorper in einer Verdiinnung von 1:200 in einer Losung aus

1% ZNS in PBS, zum einen Ziege-anti-Maus (ZAM) gegen Maus-anti-Parvalbumin, Maus-anti-
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Calbindin-D28k, sowie Maus-anti-TH und zum anderen Ziege-anti-Kaninchen (ZAK) gegen
Kaninchen-anti-CRF.

Entfernung der sekundidren Antikorper nach 120 Minuten durch zweimaliges Waschen in
Phosphatpuffer (PB, pH=7,6; Protokoll siche Anhang).

Inkubation mit einem Streptavidin/Peroxidase-Komplex (1:200) (Sigma-Aldrich, Deisenhofen,
Deutschland) in PB fiir 120 Minuten.

Zweimaliges Waschen der Schnitte in PB und in 50 mM Tris-HCI-Puffer (pH=7,6) (Protokoll
siche Anhang).

Ansetzen der DAB-Reaktionslosung (Mengenangaben entsprechen einem Ansatz von
25 ml): Vorldsen in voneinander getrennten Geféllen von 0,5 g Ammoniumnickelsulfat (Riedel-
de Haen AG, Seelze, Deutschland) in Tris-HCI-Puffer und 0,0125 g DAB (3,3'-
diaminobenzidin-Hydrochlorid) (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) in Tris-HCI-Puffer.
Uberfithrung beider Losungen ineinander und zusetzen von 250 ul einer 1%igen H,0,-Losung
(Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland).

Inkubation der Hirnschnitte mit dem Ansatz und Abstoppen der Reaktion bei optimaler
Férbeintensitit durch PB.

Auftragen der Schnitte aus Leitungswasser auf beschichtete Objekttrager und Trocknen iiber
Nacht.

Entwisserung durch eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 96%, Optal, Xylol).

Dauerhafte Einbettung mit Histomount (Life Sciences International, Frankfurt, Deutschland).



Material und Methoden

Quantifizierung GABAerger und CRF-haltiger Neurone, sowie CRF- (im CeA) und TH-

immunreaktiver Fasern:

Es erfolgte die Auswahl représentativer Hirnschnitte (siehe auch statistische Analyse). Anschlieend

wurden Bildstapel mittels eines rechnergekoppelten Olympus Mikroskops und dem Programm NIH-
Image (Scion-Corporation, USA) (20x: DG, CA1, VO und LO bzw. 10x: BLA, CeA) erstellt.

Im Anschlu3 wurden folgende Parameter analysiert:

Parameter
Zelldichte
(Zellzahl pro Flache)

Faserdichte
(densiometrisch erfasste
Faserflache pro
Gesamtflache)

1. Bestimmung der
Gesamtfliche

Erfassung und Analyse

— Ermittlung der Gesamtfliche (in mm?) der Schichten (Hippocampus)

bzw. Regionen und manuelle Bestimmung der Zahl immunreaktiv

markierter Zellen mit dem Programm NIH-Image.

— CRF-markierte Fasern im zentralen Kern der Amygdala und TH-

immunreaktive Fasern wurde densiometrisch mit der Option Density
slice des NIH-Image-Programms erfaft (erlaubt die Analyse von
Grauwertstufen nach einem vorher festgelegten
Grauwertstufenintervall, wobei die Fliche immunmarkierter Fasern
durch Angleichung minimaler und maximaler Grauwerte unter
visueller Kontrolle bestimmt wird). Ermittlung des Dichtewertes als
Quotient der markierten Fliache und der Gesamtfliche der

Schicht/Region (Abbildung 35).
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2. Eestimmqﬁg der
Fliche ipimunreaktiv
....markiefter Fasern

Abbildung 35: Densiometrische Analyse der Faserdichte

Tabelle 16: Analysierte Parameter der immunhistochemischen Analyse
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Statistische Analyse:

Pro Tier wurden insgesamt fiinf reprasentative Hirnschnitte ausgewéhlt, in denen sowohl fiir die
linke als auch die rechte Hemisphére die Zell- bzw. Faserdichte in der Hirnregion bestimmt wurde.
Im Hippocampus erfolgte zudem eine schichten- (stratum moleculare, stratum granulosum, stratum
lacunosum-moleculare & radiatum, stratum pyramidale, stratum oriens; im Fall noradrenerger
Fasern des Hippocampus zusitzlich die sub-granuldre und sub-pyramidale Schicht) neben der
regionsspezifischen Analyse (CAl, GD; nicht hippocampal: BLA, CeA, VO, LO). Um
Interaktionen zwischen den Versuchsgruppen (biparental, vaterdepriviert), dem Alter der Tiere
(PND 21, PND 90) und den beiden Hemisphdren (rechts, links) zu analysieren, wurde eine
3-Wege-Varianzanalyse (ANOVA) mit den Faktoren Aufzuchtbedingungen, Alter und Hemisphére
angewandt (Sigmastat 2.0, Jandel Scientific, San Rafael, USA). Der ANOVA folgte der Tukey-Test
fiir multiple Vergleiche. Die N-Zahl entsprach der Zahl der Tiere pro Gruppe (Tabelle 17). Als

Signifikanzniveau wurde p<0,05 gewéhlt.

Marker PND 21 PND 90
DG
biparental vaterdepriviert biparental vaterdepriviert
CaBP-D28k N=7 N=6 N=6 N=6
PARV N=7 N=6 N=6 N=6
CRF N=5 N=6 N=6 N=6
TH N=5 N=6 N=5 N=6
CAl
biparental vaterdepriviert biparental vaterdepriviert
CaBP-D28k N=7 N=6 N=6 N=6
PARV N=7 N=6 N=6 N=6
CRF N=5 N=6 N=6 N=6
TH N=5 N=6 N=5 N=6
BLA
biparental vaterdepriviert biparental vaterdepriviert
CaBP-D28k N=7 N=6 N=6 N=6
PARV N=7 N=6 N=6 N=6
CRF N=7 N=6 N=5 N=6
TH N=5 N=6 N=5 N=6
CeA
biparental vaterdepriviert biparental vaterdepriviert
CaBP-D28k N=7 N=6 N=8 N=6
PARV N=7 N=6 N=8 N=6
CRF N=4 N=6 N=5 N=6
TH N=5 N=6 N=5 N=6
VO
biparental vaterdepriviert biparental vaterdepriviert
CaBP-D28k N=7 N=6 N=8 N=6
PARV N=7 N=6 N=8 N=6
CRF N=4 N=4 N=4 N=6
TH N=5 N=6 N=4 N=6
LO
biparental vaterdepriviert biparental vaterdepriviert
CaBP-D28k N=7 N=6 N=8 N=6
PARV N=7 N=6 N=8 N=6
CRF N=4 N=4 N=4 N=6
TH N=5 N=6 N=4 N=6

Tabelle 17: N-Zahlen (Immunhistochemie)
Anmerkung: Aufgrund ungleichméBiger Farbungen wurden einige Gehirne nicht mit in die Analyse aufgenommen, so
dass diese in der entsprechenden Region entfallen.
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3.3.3 Hirn- und Koérpergewichte

Statistische Analyse:

Die statistische Analyse der Hirn- und Korpergewichte (Tiere der Golgi-Analyse und
Immunhistochemie) zum Vergleich der beiden Untersuchungsgruppen wurde mit dem Programm
Sigmastat 2.0 (Jandel Scientific, San Rafael, USA) anhand des Student's t-Tests realisiert. Die N-
Zahl entsprach der Zahl der Tiere (Tabelle 17). Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 gewéhlt.
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4  Ergebnisse

4.1 Soziales Verhalten im Familenverband

Folgende Verhaltensweisen wurden analysiert:

Eltern-Jungtier-
Interaktionen

Putzen

Kdérperkontakt

Saugen

Jungtier-Eltern-Interaktionen

Jungtier-Jungtier-
Interaktionen

Putzen Putzen

Spielen Spielen

(Boxen, Ringen, Reiten)

Tabelle 18: Parameter - soziales Verhalten im Familienverband

Eltern-Jungtier-Interaktionen - Vergleich des Brutpflegeverhaltens zwischen Mutter-

und Vatertier: In der Verhaltensanalyse im Familienverband konnte beobachtet werden,

dass beide Elternteile Brutpflegeverhalten zeigen (vor allem Putzen der Tiere, Kontakt zu

den Jungtieren, Sdugen der Jungen). Vater und Mutter pflegen die Jungtiere und haben

engen physischen Kontakt zu ihren Nachkommen. In diesen Verhaltensweisen bestehen

jedoch quantitative Unterschiede (siehe unten). Qualitativ ldsst sich zudem beschreiben,

dass das Brutpflegeverhalten der Mutter mit zunehmenden Alter der Jungtiere abnimmt,

wohingegen das des Vaters zunimmt.

Sdugen der Jungtiere [%]

biparental
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Der  Vergleich  der  Elternteil-Jungtier-
Interaktionen  zeigte  keine  signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Dauer der Mutter-
Jungtier-Interaktionen zwischen ,,allein
erziechenden“ Miittern und Miittern, die ihre
Jungtiere zusammen mit dem Vater aufziehen
konnten. D.h., die Zeit, die ,,allein erziehende*
Miitter mit dem Sdugen (Abbildung 36) und der
Pflege (Abbildung 37) verbracht haben,
unterschied sich nicht signifikant von Miittern

aus biparentalen Familien (Tabelle 22).

Abbildung 36: Dauer des Sdugens der Jungtiere

Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und Standardfehler
(p<0.05).
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Das elterliche Pflegeverhalten (Mutter- und Vatertier) ist im Vergleich vaterdeprivierter zu
biparentalen Familien signifikant verringert (Abbildung 37A; Tabelle 22), wobei Viter
signifikant weniger Zeit mit der Pflege (Lecken/Putzen) ihrer Nachkommen im Vergleich

zu den Miittern verbrachten (Abbildung 37B; Tabelle 22).
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Abbildung 37: Dauer der Pflege der Jungtiere
Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05).

Die statistische Analyse ergab zudem eine signifikant verringerte Dauer des Korperkontakts
(,,Aneinanderschmiegen®) zwischen Familien mit ,allein erziehenden Miittern und
biparentalen Familien (Abbildung 38A), wobei die Zeit, die Viter Kontakt zu ihren
Nachkommen hatten, signifikant hoher war als die der Mutter (Abbildung 38B; Tabelle 22).
»Allein erziehende* Miitter kompensieren demzufolge nicht die Abwesenheit des Vaters
und damit den Kontakt der Jungtiere zu ihren Eltern. Dementsprechend haben Jungtiere aus

biparentalen Familien mehr sozialen Kontakt als Jungtiere ,,allein erziehender Miitter.
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Abbildung 38: Dauer des Kontakts (,,Aneinanderschmiegen‘)
Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05).

Jungtier-Eltern-Interaktionen:

In beiden Experimentalgruppen putzen, pflegen und spielen die Nachkommen mit ihren
Eltern (z.B. auf dem Riicken des Vaters reiten). Im Jungtier-Eltern-Putzverhalten konnten
signifikante Unterschiede in der Dauer im Vergleich vaterdeprivierter zu biparental
aufgewachsenen Degus, die die Moglichkeit hatten, beide Elterntiere zu ,,pflegen®
(Abbildung 39A; Tabelle 22), beobachtet werden. Es lieBen sich keine signifikanten
Unterschiede in der Frequenz zwischen beiden Experimentalgruppen bestimmen (Tabelle
3). Demzufolge putzten ohne Vater herangewachsene Degus gleich hiufig ihre Eltern, wie
Jungtiere aus biparentalen Familien, jedoch war die Dauer bei den deprivierten Tieren
signifikant erniedrigt. Zudem war im Vergleich zwischen Jungtier-Mutter- und Jungtier-
Vater-Putzverhalten feststellbar, dass die Dauer des Jungtier-Vater-Putzverhalten
signifikant niedriger war, als das Jungtier-Mutter-Putzverhalten (Abbildung 39B; Tabelle
22).
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Abbildung 39: Dauer des Jungtier-Eltern-Putzverhaltens
Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05).

Es konnten keine signifikanten Unterschiede in Dauer und Frequenz des Jungtier-Eltern-

Spielverhaltens nachgewiesen werden (Tabelle 22).
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Jungtier-Jungtier-Interaktionen:
Sowohl biparental aufgewachsene, als auch vaterdeprivierte Jungtiere zeigten
Spielverhalten, wobei das so genannte ,,Play fighting™ (spielerisches Kdmpfen; vgl. dazu

Abschnitt 3.2.1) besonders hervortrat. Die statistische Analyse zeigte, dass in der Dauer des

»Play fightings* zwischen
vaterdeprivierten und biparental
4 7 aufgewachsenen = Geschwistern  keine

Unterschiede nachweisbar waren, jedoch

eine  signifikant  erhohte  Frequenz

= * (Abbildung 40; Tabelle 22). D.h,
* yu
g 3 — vaterdeprivierte ~ Jungtiere  initiierten
—
Bo deutlich héufiger kédmpferisches
= . . .
E Spielverhalten als  Geschwister in
& biparentalen Familien.
vl

=, =
$27 LE

r— -

= E_ Abbildung 40: Frequenz des ,,Play fightings*

s % Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und

;‘ s Standardfehler. Sternchen  zeigen signifikante

= -lc-é Unterschiede (p<0.05).

= >

In Dauer und Frequenz des Jungtier-Jungtier-Putzverhaltens konnten ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede zwischen beiden Experimentalgruppen ermittelt werden

(Tabelle 22).

Zusammenfassung der Ergebnisse - juveniles Verhalten im Familienverband:

Die Analyse des Verhaltens im Familienverband zeigte, dass Deguviter
Brutpflegeverhalten zeigen und das Fehlen viterlicher Fiirsorge in Verdnderungen des
Jungtierverhaltens resultiert. ,,Allein erziehende® Miitter dndern nicht ihr Verhalten im
Vergleich zu Miittern aus biparentalen Familien und kompensieren folglich nicht das
Fehlen viterlicher Fiirsorge, bspw. durch ein gesteigertes Pflegeverhalten gegeniiber den
Jungtieren, woraus sich eine Reduktion der Fiirsorge, den die vaterdeprivierten Jungtiere
erfahren, ergibt. Vaterdeprivierte Jungtiere zeigten eine Verringerung in der Dauer der
Elternkontakte, ausgedriickt durch das ,,Pflegeverhalten® gegeniiber den Eltern, und eine

erhohte Initiierung des sogenannten ,,Play fightings®.
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Eltern (Mutter + Vater) - Jungtier-Eltern-Interaktionen Jungtier-Jungtier-
Jungtier-Interaktionen Interaktionen
Pflege der Jungtiere Putzen der Eltern = Putzen der Geschwister =»
(Lecken/Putzen) W (Dauer)
Kérperkontakt W (Dauer) Spielen mit den Eltern =» Spielen mit den Geschwistern
(,,Aneinanderschmiegen‘) A (Frequenz)

Sdugen der Jungtiere =»

Tabelle 19: Anderungen der Parameter - soziales Verhalten im Familienverband

Legende: = keine Anderungen in den Verhaltensweisen, V¥ Reduktion der Verhaltensweise, A Zunahme der
Verhaltensweise

4.2 Verhaltenstests

4.2.1 Explorations- und Angstverhalten

Folgende Parameter/Verhaltensweisen wurden analysiert:

Emotionales/Angstverhalten Vertikales Sonstige Verhaltensweisen
Explorationsverhalten
Laufstrecke (in cm) Aufrichten Putzen
Aktivitat im Zentrum Springen

Eintritte in das Zentrum

Aufenthaltsdauer im Zentrum
(in min)
Vokalisation

Ausscheidung

Tabelle 20: Parameter - Explorations- und Angstverhalten

Emotionales/Angstverhalten

Die statistische Analyse der

600 - % d+¢Q Laufstrecke in der Open-Field-Arena

. ergab  signifikante = Unterschiede

n
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)
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zwischen biparental aufgewachsenen

und vaterdeprivierten Tieren.
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Abbildung 41: Gruppenunterschiede in der
Laufstrecke in der gesamten Open-Field-
Arena

Laufstrecke (cm)

vaterdepriviert

biparental

0 Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und
Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante
PND 90 Unterschiede (p<0.05).
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Ohne Vater herangewachsene Degus, dass heiflit Tiere, die in ihrer frithen Entwicklung
sozio-emotional teildepriviert wurden, legten im Open-Field eine geringere Laufstrecke
zuriick (Abbildung 41; Tabelle 23). Eine Detailanalyse der einzelnen Testminuten ergab
ebenfalls signifikante Unterschiede hinsichtlich des horizontalen Explorationsverhaltens
(unabhéngig von der Gruppenzugehdrigkeit). Es ergaben sich Unterschiede zwischen erster
und fiinfter (lingere Laufstrecke in der ersten Minute), erster und vierter (ldngere
Laufstrecke in der ersten Minute), erster und dritter (lingere Laufstrecke in der ersten
Minute), zweiter und fiinfter (lingere Laufstrecke in der zweiten Minute), sowie zweiter
und vierter Testminute (langere Laufstrecke in der zweiten Minute) (Tabelle 23). Ferner

lie die statistische Untersuchung der Daten

600 - vaterdepriviert eine signifikante Wechselwirkung zwischen
- i Gruppenzugehorigkeit und Geschlecht der
@ 500 : getesteten Tiere erkennen. In der Gruppe der
2 400 1 8 vaterdeprivierten Degus besteht ein

(D] -
5 300 - signifikanter Unterschied zwischen ménnlichen

=
B7 200 ’ und weiblichen Jungtieren: vaterdeprivierte
E - weibliche Degus legen eine kiirzere Strecke im
100 : Open-Field zuriick, als minnliche
0 vaterdeprivierte Degus (Abbildung 42; Tabelle
PND 90 23)

Abbildung 42: Geschlechtsunterschiede in der Gruppe der vaterdeprivierten Degus in der Laufstrecke in der
Open-Field-Arena.

Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05).

Im Hinblick auf die weiblichen Tiere konnte beobachtet werden, dass vaterdeprivierte

Weibchen im Open-Field kiirzere Strecken

600 - i 9 zurlicklegen, als biparental aufgezogene
- Weibchen (Abbildung 43; Tabelle 23).
~ 500 A
g -
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=5 200 - 8 = Abbildung 43: Unterschiede in der Laufstrecke in der
'Cj . 5 ] Open-Field-Arena zwischen vaterdeprivierten und
100 - = i biparental aufgewachsenen Weibchen
2 BB
1 2 § Legende:  Angegeben sind die Mittelwerte und
0 Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede
(p<0.05).
PND 90
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Geschlechtsunterschiede (signifikanter Haupteffekt) in der varianzanalytischen Analyse der
Daten ergaben sich nicht (Tabelle 23), ebenso keine Wechselwirkungen der Faktoren
Aufzuchtbedingung und entsprechender Testminute (erste bis fiinfte Testminute), zwischen
dem Faktor Geschlecht und der entsprechenden Testminute, sowie zwischen

Aufzuchtbedingung, Geschlecht und Testminute (Tabelle 23).

Die Analyse der Aktividt im Zentralbereich zeigte sigifikante Unterschiede zwischen den
Untersuchungsgruppen (Tabelle 25). Vaterdeprivierte Tiere zeigen signifikant weniger

Aktivitdt im Zentrum der Open-Field-

3+9 Arena, als ihre Altersgenossen aus
30 biparentalen Familien. Keine
< . * Unterschiede konnten in bezug auf die
SE . )
‘-’[g,az Testminutem, das Geschlecht, sowie
E gf; 20 - keine Wechselwirkungen
(=) £
N EE Gruppenzugehorigkeit x Testminute,
E3E . :
A8 — Geschlecht x  Testminute, sowie
[ES it o
253710 - = 3 g
_::E s e Gruppenzugehorigkeit x Geschlecht x
) . = - -
é g_, % % Testminute bestimmt werden (Tabelle
2 Bi:
0 25).
PND 90 Abbildung 44: Gruppenunterschiede in der

Laufaktivitit im Zentrum der Open-Field-Arena

Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05).

Die Untersuchung der Eintritte in den inneren Bereich der Open-Field-Arena lie3 ebenfalls

signifikante ~ Unterschiede = zwischen

# 3+9

beiden Untersuchungsgruppen erkennen.

Vaterdeprivierte Degus treten weniger
hiufig in den zentralen Bereich der
Open-Field-Arena ein, als Tiere aus
biparentalen Familien (Abbildung 45;
Tabelle 25).

Abbildung 45: Gruppenunterschiede in der
Anzahl der Eintritte in das Zentrum der Open-
Field-Arena

Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und
Standardfehler. ~ Sternchen  zeigen  signifikante
PND 50 Unterschiede (p<0.05).
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Lediglich tendenzielle Unterschiede zeigte die Untersuchung der einzelnen Testminuten

(Trend hinsichtlich eines Haupteftfekts fiir die Testminute; Tabelle 25).

Es konnten keine Unterschiede hinsichtlich des Geschlechts der Tiere, der Interaktionen
zwischen Gruppenzugehorigkeit und Geschlecht, Gruppenzugehorigkeit und Testminute,
Geschlecht und Testminute, sowie Gruppenzugehorigkeit, Geschlecht und Testminute

bestimmt werden (Tabelle 25).

Als ein weiteres Kriterium fiir die Analyse des Verhaltens in der Open-Field-Arena wurde
die Aufenthaltsdauer im zentralen Bereich der Arena analysiert. Auch hier konnten anhand
der statistischen  Uberpriifung  signifikante =~ Unterschiede = zwischen  beiden

Untersuchungsgruppen  nachgewiesen

" 4+ 2| werden. Vaterdeprivierte Degus

[a—y

= [\ L =N =) = =) =
[

T verweilen kiirzer im zentralen Bereich

der Open-Field-Arena als Tiere aus
4 biparentalen Familien (Abbildung 46;
- Tabelle 25).

Abbildung 46: Gruppenunterschiede in der
Aufenthaltsdauer im Zentrum der Open-Field-
Arena
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Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und
Standardfehler.  Sternchen  zeigen  signifikante
PND 90 Unterschiede (p<0.05).

Keine signifikanten Unterschiede konnten fiir die Faktoren Geschlecht und Testminute,
sowie in bezug auf Wechselwirkungen zwischen Gruppenzugehorigkeit und Geschlecht,
Gruppenzugehorigkeit und Testminute, Geschlecht und Testminute, Gruppenzugehdrigkeit,

Geschlecht und Testminute (Tabelle 25) beobachtet werden.

Die Tiere zeigten keine Vokalisation und Defekation. Aus diesem Grund wurden keine

statistischen Testverfahren angewandet.
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Vertikales Explorations- und Putzverhaltens in der Open-Field-Arena:

Die statistische Analyse der Variable Aufrichten (vertikales Explorationsverhalten) im
Open-Field zeigte signifikante Geschlechtsunterschiede, wobei sich ménnliche Tiere
hiufiger aufrichten, als weibliche (nicht dargestellt; Tabelle 24). Signifikante Unterschiede
ergaben sich fiir die Variable Aufrichten weiterhin in den einzelnen Testminuten, wobei in
diesem Zusammenhang signifikante Unterschiede der Testtiere zwischen erster und vierter
(haufigeres Aufrichten in der ersten Minute), erster und dritter (hdufigeres Aufrichten in der
ersten Minute, sowie zwischen zweiter und vierter Minute (hdufigeres Aufrichten in der
zweiten Minute beobachtet werden konnten (Tabelle 24). Es lieBen sich jedoch weder
Unterschiede zwischen den beiden Untersuchungsgruppen, noch Wechselwirkungen
zwischen Gruppenzugehorigkeit und Geschlecht, Gruppenzugehorigkeit und Testminute,

Geschlecht und Testminute, sowie zwischen Gruppenzugehorigkeit, Geschlecht und

Testminute nachweisen (Tabelle 24).

3+Q

0.3 - & In der statistischen Untersuchung des

Springens (vertikales
Explorationsverhalten) im Open-Field
0.2 1

zeigten sich  keine  signifikanten

Unterschiede (Tabelle 24).

0.1 1

Abbildung 47:  Gruppenunterschiede im
Putzverhalten (Korper) in der Open-Field-Arena

Putzen des Korpers (pro min)

biparental

vater-
depriviert

Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und
Standardfehler.  Sternchen  zeigen  signifikante
Unterschiede (p<0.05).

PND 90

Die Analyse des Putzverhaltens (Putzen des Korpers) zeigte signifikante Unterschiede
zwischen beiden Untersuchungsgruppen. Allein von der Mutter aufgezogene Degus putzten
thr Korperfell im Open-Field weniger als sozial aufgewachsene Degus (Abbildung 47;
Tabelle 24). Zudem putzten médnnliche Degus ihren Korper weniger hiufig als weibliche
Tiere (signifikanter Haupteffekt fiir die Variable Geschlecht; nicht dargestellt; Tabelle 24).
Es zeigte sich im weiteren ein Trend hinsichtlich einer Interaktion zwischen Gruppe und
Geschlecht, so das tendenziell beobachtet werden konnte, dass sich biparental
aufgewachsene Miénnchen hdufiger putzen als biparental aufgewachsene Weibchen und
vaterlose Méannchen hiufiger als vaterlose Weibchen (Tabelle 24). Keine Unterschiede

konnten in bezug auf die Testminute, sowie der Wechselwirkungen zwischen
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Gruppenzugehorigkeit und  Testminute, Geschlecht und Testminute, sowie
Gruppenzugehorigkeit, Geschlecht und Testminute nachgewiesen werden (Tabelle 24).
Die statistische Analyse des zweiten beobachteten Putzverhaltens (Putzen des Gesichts)

zeigte ebenfalls signifikante Unterschiede

Abbildung  48: Gruppenunterschiede  im
Putzverhalten (Gesicht) in der Open-Field-Arena

3+ zwischen vaterdeprivierten Degus und
e 0.3 - * biparental aufgewachsenen Tieren. Tiere,
E ]— die frith in ihrer Kindheit teildepriviert
F)
RS 0.2 - wurden, putzen sich weniger das Gesicht,
<2} .
< als Tiere aus biparentalen Familien
‘@
L
3 (Tabelle 24).
3 0.1 -
=
(]
N
&

biparental

Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und
Standardfehler.  Sternchen  zeigen  signifikante
Unterschiede (p<0.05).
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Keine Unterschiede zeigten sich in der varianzanalytischen Untersuchung beziiglich der
Faktoren  Geschlecht wund Testminute, sowie zwischen den Interaktionen
Gruppenzugehorigkeit  x  Geschlecht,  Gruppenzugehorigkeit ~x  Testminute,
Gruppenzugehorigkeit x Geschlecht x Testminute (Tabelle 24).

Zusammenfassung der Ergebnisse in der Open-Field-Arena:

Zusammengefallt zeigte die Analyse einzelner Verhaltenskomponenten im Open-Field, dass
Degus, die allein von ihrer Mutter aufgezogen wurden, kiirzere Strecken in der Open-Field-
Arena und im zentralen Bereich zuriicklegen, weniger Putzverhalten zeigen, weniger hdufig
in das Zentrum der Arena eintreten und dort, im Vergleich zu biparental aufgewachsenen

Tiere, kiirzer verweilen (Tabelle 25).

Emotionales/Angstverhalten Vertikales Sonstige
Explorationsverhalten Verhaltensweisen
Laufstrecke (in cm) W Aufrichten < Putzen W
Aktivitat im Zentrum W Springen =

Eintritte in das Zentrum W
Aufenthaltsdauer im Zentrum W
Vokalisationv (--)
Ausscheidung (--)

Tabelle 21: Anderungen der Parameter - Explorations- und Angstverhalten

Legende: 2 keine Anderungen in den Verhaltensweisen, W Reduktion der Verhaltensweise, AN Zunahme der
Verhaltensweise bei den vaterdeprivierten im Vergleich zu biparental aufgewachsenen Tieren; (--) diese Verhaltensweise
wurde nicht beobachtet
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4.2.2 Skinner-Box

4.2.2.1 Lernleistungen

Die statistische Analyse der Lernleistung, d.h. die Dauer (in Tagen), die die Tiere
bendtigen, um nach dem erfolgreichen Erlernen der Trainingskriterien die Testphase (Test
auf Impulsivitét, sieche folgenden Abschnitt) zu erreichen, zeigte signifikante Unterschiede
zwischen beiden Untersuchungsgruppen (Faktorstufe Aufzuchtbedingung). Vaterdeprivierte
Degus bendtigen ingesamt lidnger, um die Trainingskriterien erfolgreich zu erlernen als
Tiere aus biparentalen Familien, wobei fiir die einzelnen Trainingsstufen lediglich ein

Trend zu beobachten ist (Faktorstufe Trainingsphase) (Tabelle 26; Abbildung 49).
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Abbildung 49: Lernkurve der verschiedenen Trainingskriterien

Legende: Die Abbildung zeigt (A) die Lernkurve (kumulative Werte) der untersuchten Tiere in bezug auf das Erreichen
der verschiedenen Kriterien und (B) die mittleren Unterschiede in der Dauer bis zum Erreichen der Testphase zwischen
beiden Untersuchungsgruppen.

Keine signifikanten Unterschiede konnten fiir die Variable Geschlecht, sowie in bezug auf
Wechselwirkungen  der  Faktorstufen = Gruppenzugehdrigkeit und  Geschlecht,
Gruppenzugehorigkeit und  Trainingseinheit, Geschlecht und  Trainingseinheit,

Gruppenzugehorigkeit, Geschlecht und Trainingseinheit (Tabelle 26) beobachtet werden.

Zusammenfassung der Ergebnisse zum Lernverhalten:
Vaterdeprivierte Tiere zeigen langsamere Lernkurven und bendtigen zum Erreichen der
Testphase, d.h. dem erfolgreichen Erlernen der Trainingskriterien, signifikant ldnger als

Tiere aus biparentalen Familien.
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4.2.2.2 Impulsivitat
Response efficiency (FCN-Hebel /Pellets):

Die statistische Priifung des Parameters Response efficiency, die der FCN-Hebel-
Betitigung geteilt durch die Zahl der erhaltenen Pellets entspricht, zeigte signifikante
Geschlechtsunterschiede. Weibliche Tiere beider Aufzuchtbedingungen betétigten haufiger
als notwendig den FCN-Hebel, um eine Belohnung zu erhalten und sind entsprechend
ineffizienter, als ménnliche Degus, was auf impulsives Verhalten hindeutet (nicht

abgebildet, Tabelle 26).

Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen, den Testtagen, den Wechselwirkungen
zwischen Gruppenzugehorigkeit und Geschlecht, Gruppenzugehorigkeit und Testtag,
Geschlecht und Testtag, sowie Gruppenzugehorigkeit, Geschlecht und Testtag (Tabelle 26)

lieBen sich nicht nachweisen.
Chain efficiency (Belohnungshebel/Pellets):

Signifikante Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen konnten dagegen in der

Zahl der Reaktionen auf den Belohnungshebel geteilt durch die Zahl der Pellets, der Chain

efficiency, beobachtet werden. Allein

* 3+Q

3 - von der Mutter aufgezogene Degus
betétigten den Belohungshebel
signifikant héufiger, als zur korrekten

Erfiillung der Aufgabe notwendig war
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und erreichen demzufolge hohere Werte
und scheinen demzufolge impulsiver zu

sein.

[a—
1

Chain efficiency

o
| =)
=%

-
>

-
™
=
7

=]
|
7]

-
s
"

biparental

Abbildung 50: Gruppenunterschiede in der Chain
efficiency

PND 90 Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und
Standardfehler.  Sternchen  zeigen  signifikante
Unterschiede (p<0.05).

Keine Unterschiede traten fiir die Parameter Geschlecht und Testtag, sowie fiir die
Wechselwirkungen zwischen Gruppenzugehorigkeit und Geschlecht, Gruppenzugehorigkeit
und Testtag, Geschlecht und Testtag, Gruppenzugehorigkeit, Geschlecht und Testtag auf
(Tabelle 26).
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Klappe pro Minute:

In der Analyse der Klappenbetitigung pro Minute lieBen sich ebenso Unterschiede
zwischen den Untersuchungsgruppen statistisch absichern. Vaterdeprivierte Tiere, die nur
bei der Mutter aufwuchsen, betétigten signifikant héufiger die Klappe, als zum Erhalt der
Belohnung notwendig war (Abbildung 51; Tabelle 26).
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Abbildung 51: Gruppenunterschiede hinsichtlich der Klappenbetitigung pro Minute

Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05).

Zudem zeigen weibliche im Vergleich zu ménnlichen Testtieren hohere Werte, d.h. sie
betdtigen haufiger pro Minute die Klappe (nicht abgebildet; Tabelle 26). Keine
Unterschiede konnten beziiglich des Testtags und den Interaktionen zwischen
Gruppenzugehorigkeit und Geschlecht, Gruppenzugehorigkeit und Testtag, Geschlecht und
Testtag, Gruppenzugehdrigkeit, Geschlecht und Testtag beobachtet werden (Tabelle 26).

Zusammenfassung der Ergebnisse zum impulsiven Verhalten:

Vaterdeprivierte im Vergleich zu biparental aufgewachsenen Tieren sind ineffizienter und
demzufolge impulsiver, werden die Variablen Chain efficiency und Betitigung der Klappe
betrachtet. Geschlechtsunterschiede bestehen fiir den Parameter Response efficiency, bei
dem weibliche Testtiere (unabhingig von der Aufzuchtbedingung) ineffizienter sind als

mannliche Tiere, die in der Skinner-Box getestet wurden.
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4.3 Neuroanatomische Ergebnisse
4.3.1 Orbitofrontaler Cortex

4.3.1.1 Morphologische Anderungen an Pyramidenzellen der Schichten 11/111

apikaler
Dendrit

basaler
Dendrit

Abbildung 52: Orbitofrontaler Cortex (A) und Pyramidenzelle der Schicht II/III in dieser Region (B)

Legende: Neuroanatomische Schnitte in Anlehnung an Paxinos, G. & Watson, C. (2004). The rat brain in stereotaxic
coordinates. Elsevier/Academic Press, Amsterdam.; Zeichnung erstellt am Neurolucida-System, MicroBrightfield.

Analyse von Pyramidenzellen der Schichten I1/111 des OFC - Jungtiere (PND 21):

Die Analyse von Pyramidenzellen im orbitofrontalen Cortex (OFC) (Abbildung 52A)
biparental aufgewachsener und vaterdeprivierter Jungtiere (PND 21) wurde bereits im
Vorfeld dieser Dissertation im Rahmen eines studentisches Projektes durchgefiihrt.
Vaterdeprivierte Degus zeigten eine signifikante Verringerung der basalen und apikalen
Spinedichte und Spinezahl (Helmeke et al., 2007). Die Basaldendritenldnge und die Lénge
der Apikaldendriten, ebenso wie die Zahl dendritischer Verzweigungen (Nodes) wies keine
Unterschiede zwischen biparental aufgewachsenen und vaterdeprivierten Jungtieren auf
(Helmeke et al., 2007). Unterschiede zwischen den Hemispharen oder Wechselwirkungen
zwischen Hemisphdre und Gruppenzugehorigkeit lieBen sich nicht bestimmen. Es zeigte
sich lediglich ein Trend hinsichtlich einer Interaktion von Gruppe x Hemisphére in der

Analyse der basalen Spinedichte. D.h. die Spinedichte in der rechten Hemisphire biparental
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aufgewachsener Tiere war tendenziell niedriger als die Spinedichte in der rechten
Hemisphdre vaterdeprivierter Tiere. Die Spinedichte in der rechten Hemisphire
vaterdeprivierter Tiere ist tendenziell hoher als die Spinedichte in der rechten Hemisphére

vaterdeprivierter Tiere und die

Apikaldendrit 6\ Spinedichte in der rechten und linken

Hemisphare biparental

* yaterdeprivierte v.s aufgewachsener Tiere ist tendenziell
biparental aufgewachsene Tiere:
signifikant

verringerte Spinedichte,
signifikant

verringerte Spinezahl (absolut)

hoher als die Spinedichte in der
rechten und linken Hemisphére

vaterdeprivierter Tiere.

Abbildung 53: Verdnderungen am Apikal-
und Basaldendriten im OFC von Jungtieren
Basaldendrit (PND 21): Vergleich zwischen bipa?ental
aufgewachsenen und  vaterdeprivierten
‘ Tieren
vaterdeprivierte vs. biparental aufgewachsene Tiere:
signifikant verringerte Spinedichte,

signifikant verringerte Spinezahl (absolut) OFC - PND 21

Legende: Die Abbildung zeigt schematisch die
Verdnderungen an Pyramidenzellen der Schichten
II/III des OFC 21-Tage alter, vaterdeprivierter im
Vergleich zu biparental aufgewachsenen Degus.

Analyse von Pyramidenzellen der Schichten 11/111 des OFC - adulte Tiere (PND 90):

Die 2-Wege ANOVA zeigte signifikante Unterschiede zwischen Tieren aus biparentalen
Familien und vaterdeprivierten Degus. Im OFC erwachsener, allein von der Mutter
aufgezogener Degus zeigte sich eine signifikante Verringerung der apikalen Spinedichte,
der apikalen Spinezahl, sowie der apikalen dendritischen Linge (Abbildung 54; Tabelle
28). Fiir den apikalen Dendriten konnte zudem ein Trend hin zu einer geringeren Zahl
dendritischer Verzweigungen in der Gruppe der vaterdeprivierten Tiere im Vergleich zu
biparental aufgewachsenen Degu beobachtet werden (Tabelle 28).
Hemisphérenunterschiede, sowie = Wechselwirkungen  zwischen den  Faktoren
Aufzuchtbedingung (biparental, vaterdepriviert) und Hemisphire (rechts, links) konnten

nicht bestimmt werden.

Die Analyse der basalen Dendriten im orbitofrontalen Cortex zeigte keine Unterschiede in
der Spinedichte, der Spinezahl und der Dendritenlinge zwischen Tieren aus biparentalen
Familien und vaterdeprivierten Degus. Ebenso konnten auch hier keine Unterschiede

zwischen den Hemisphéren oder Interaktionen ermittelt werden (Tabelle 28). Jedoch konnte



Ergebnisse

in der Zahl dendritischer Verzweigungen (Nodes) ein signifikanter Hemispharenunterschied
ermittelt werden, d.h. in der rechten Hemisphére vaterdeprivierter sind im Vergleich zu

biparental aufgewachsenen Degus mehr Nodes vorhanden, als in der linken Hemisphdre.
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Abbildung 54: Verdnderungen am Apikaldendriten im OFC adulter Degus: Vergleich zwischen biparental
aufgewachsenen und vaterdeprivierten Tieren

Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05).
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4.3.1.2 Modifikationen des inhibitorischen Systems

Bl "B
=5 _
: CaBP-D28k

-"

: gleichférmige Verteilung

R

der Somata iiber die b | _' 4 héchste Dichte der
m— corticalen Schichten L Somata in den Schichten II/11I

Abbildung 55: Immunhistochemische PARV (A)- und CaBP-D28k (B)-Féarbungen im OFC

Legende: Die Abbildung zeigt immunhistochemisch gefirbte PARV- und CaBP-D28k-positive Zellen im OFC. Zu
erkennen ist, dass PARV-positive Somata gleichméBig iiber alle corticalen Schichten verteilt sind, wohingegen CaBP-
D28k-immunopositive Zellkorper v.a. in den Schichten II/IIT konzentriert sind. Der Mef3balken entspricht 250 um.

PARV-exprimierende Interneurone im lateralen und ventromedialen orbitofrontalen
Cortex (Abbildung 55A, Abbildung 56): Die 3-Wege ANOVA mit den Faktoren
Aufzuchtbedingungen, Alter der Tiere und Hemisphire zeigte signifikant geringere PARV-
Zelldichten biparental aufgewachsener Tiere im Vergleich zu vaterdeprivierten Tieren.
Zudem konnten signifikante Altersunterschiede insofern bestimmt werden, dass Jungtiere
eine hohere Zelldichte als adulte Degus zeigten (Tabelle 29). Eine signifikante
Wechselwirkung lieB sich fiir die Variablen Gruppenzugehorigkeit und Alter bestimmen
(Abbildung 57; Tabelle 29). Der Post-hoc Tukey-Test zeigte signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen fiir den PND 21 und als auch den PND 90, d.h. Jungtiere und adulte
Degus, die ohne Vater herangewachsen sind, zeigen hohere Dichten PARV-exprimierender
Interneurone als Tiere, die aus biparentalen Familien stammen. Weiterhin zeigten juvenile
biparental aufgewachsene und vaterdeprivierte Tieren hohere Dichten PARV-positiver
Neurone als erwachsene Degus (Tabelle 29). Unterschiede zwischen rechter und linker
Hemisphére, auch in Interaktion mit den Parametern Gruppe und Alter konnten statistisch

nicht nachgewiesen werden (Tabelle 29).
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Abbildung 56: PARV-immunpositive Zellen in den Schichten II/III des OFC

Legende: Die Abbildung zeigt, wie ein PARV-immunpositives Neuron in unmittelbarer Umgebung zu nicht-markierten
Somata (Sterne) liegen. Der Mef3balken entspricht 20 pm.
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Abbildung 57: Dichteverdnderungen PARV-positiver Interneurone im LO und VO: Vergleich biparental
aufgewachsener und vaterdeprivierter Tiere am PND 21 und PND 90

Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05);

Innervationsschema adaptiert nach Freund (2003).
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CaBP-D28k-exprimierende  Interneurone im lateralen und ventromedialen
orbitofrontalen Cortex (Abbildung 55B): Fiir die zweite analysierte Subpopulation
GABAerger Interneurone, den CaBP-D28k-exprimierenden Zellen, konnte durch die 3-
Wege ANOVA ein signifikanter Altersunterschied bestimmt werden, d.h. juvenile Tiere
zeigen eine hohere Dichte CaBP-D28k-positiver Neurone als adulte Degus (Tabelle 29).
Zudem konnte eine signifikante Interaktion der Faktorstufen Aufzuchtbedingungen und
Alter der Tiere bestimmt werden (Tabelle 29). Die Post-hoc Einzelvergleiche zeigten
jedoch keine signifikanten Unterschiede. Gruppen- und Hemisphérenunterschiede konnten

nicht ermittelt werden (Tabelle 29).
4.3.1.3 Anderungen des extra-hypothalamischen CRF-Systems
A . B o (
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Abbildung 58: Immunhistochemische CRF-Féarbung im OFC

Legende: Die Abbildung zeigt CRF-immunmarkierte Neurone im OFC: (A) Ubersichtsdarstellung, (B) Darstellung CRF-
immunreaktiver Zellen in den Schichten I-III des OFC. Der Mef3balken entspricht 250 um (A), 50 um (B).

Anhand der 3-Wege ANOVA konnten signifikante Unterschiede zwischen beiden
Untersuchungsgruppen bestimmt werden. Biparental aufgewachsene Degus zeigten
geringere Dichten CRF-exprimierender Zellen als vaterdeprivierte Tiere (Abbildung 59).
Zudem zeigten Jungtiere signifikant hohere Dichten CRF-exprimierender Neurone als
adulte Degus (Tabelle 29). Es konnte im weiteren eine signifikante Wechselwirkung
zwischen Gruppenzugehorigkeit und Alter nachgewiesen werden (Abbildung 59; Tabelle
29). Der anschlieBende Post-hoc Test zeigte signifikante Unterschiede zwischen den

Gruppen fiir beide Altersstadien: Jungtiere und erwachsene Degus, die ohne Vater
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herangewachsen sind, zeigten hohere Dichten CRF-immunpositiver Neurone als Tiere aus
biparentalen Familien. Zudem zeigten die Jungtiere beider Gruppen hohere Dichten CRF-
exprimierender Zellen als adulte Degus. (Tabelle 29). Hemisphirenunterschiede konnten

nicht ermittelt werden (Tabelle 29).
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Abbildung 59: Dichteverdnderungen CRF-exprimierender Neurone im LO und im VO: Vergleich biparental
aufgewachsener und vaterdeprivierter Tiere am PND 21 und PND 90

Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05).
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4.3.1.4 Veranderung katecholaminerger Fasersysteme

/4 unglgiche Verteilung

7 der Fasern berdie |~ * -
r@«fgﬁpalc@smchm; A
S AT

Abbildung 60: Immunhistochemische TH-Féarbung im OFC

Legende: Die Abbildung zeigt TH-immungefirbte Fasern im OFC: (A) Ubersichtsdarstellung, (B) Darstellung TH-
immunreaktiver Fasern in den Schichten I-III des OFC. Der MeBbalken entspricht 250 pm (A), 50 um (B). TH-geférbte
Fasern sind ungleich tiber die Schichten verteilt, d.h. in den Schichten I-II/III liegen diese in niedriger Dichte vor, als in
den verbleibenden Schichten.

Der Vergleich der densiometrisch erfassten Dichte TH-immunreaktiver Fasern im OFC
(Abbildung 60) ergab statistisch signifikante Unterschiede im LO zwischen Degus, die
allein von ihrer Mutter aufgezogen wurden und Tieren, die aus biparentalen Familien
stammen (Abbildung 61; Tabelle 29). Juvenile und adulte vaterdeprivierte Degus zeigten im LO

eine signifikant erhohte TH-Faserdichte im Vergleich zu Kontrolltieren aus biparentalen

Familien.
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Abbildung 61: Dichteverdanderungen TH-immunreaktiver Fasern im LO: Vergleich biparental aufgewachsener
und vaterdeprivierter Tiere am PND 21 und PND 90

Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05).
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Weiterhin zeigte sich ein entwicklungsspezifischer Trend, d.h. juvenile Degus zeigen
hohere Faserdichten als adulte Tiere (Tabelle 29). Interaktionen zwischen den Faktoren
Gruppenzugehorigkeit, Alter oder Hemisphdre konnten nicht nachgewiesen werden
(Tabelle 29). Fiir den ventromedialen OFC (VO) lieBen sich keine Unterschiede bzw.
Interaktionen zwischen den Gruppen, dem Alter oder der Hemisphdre ermitteln (Tabelle

29).

4.3.1.5 Zusammenfassung der Ergebnisse im orbitofrontalen Cortex

Das Schema in Abbildung 62 zeigt zusammengefasst sowohl die Ergebnisse der

quantitativen morphologischen, wie auch der neurochemischen Untersuchung.

Jungtiere, wie auch erwachsene vaterdeprivierte Degus im Vergleich zu biparental
aufgewachsenen Tieren zeigten Anderungen in der Morphologie der Pyramidenzellen der
Schichten II/III, sowie eine deutliche Zunahme der Zelldichte PARV-, als auch CRF-
exprimierender Neurone sowohl im lateralen als auch ventromedialen OFC, zudem eine
Zunahme der Dichte TH-immunreaktiver Fasern im lateralen OFC. Keine Anderungen
infolge sozio-emotionaler Teildeprivation konnte fiir die Subpopulation CaBP-D28k-

immunpositiver Interneurone bestimmt werden.

Spinedichte -PND 21, PND 90

Dendriteninge - pno so PARV ﬂ

Spinezahl - P 21, PND 90
KA CaBP-D28k W=

CRF ﬁ.

TH ﬁ-

PND 21, PND 90

Abbildung 62: Zusammenfassung der Ergebnisse im OFC

Legende: Nach oben gerichteter Pfeil entspricht einer Zunahme, nach unter gerichteter Pfeil einer Abnahme des
entsprechenden Parameters bei den vaterdeprivierten Tieren, waagerechte Pfeile weisen auf keine Unterschiede hin;
Neuroanatomische Schnitte in Anlehnung an Paxinos, G. & Watson, C. (2004). The rat brain in stereotaxic coordinates.
Amsterdam: Elsevier/Academic Press.
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4.3.2 Amygdala

4.3.2.1 Morphologische Anderungen pyramidaler Neurone

B

apikaler
Dendrit

|

basaler
Dendrit

Abbildung 63: Analysierte Subregionen der Amygdala (A) und pyramidales Neuron in der lateralen
Amygdala (B)

Legende: Neuroanatomische Schnitte in Anlehnung an Paxinos, G. & Watson, C. (2004). The rat brain in stereotaxic
coordinates. Amsterdam: Elsevier/Academic Press.; Zeichnung erstellt mit dem Neurolucida-System (MicroBrightfield).

Analyse pyramidaler Neurone der lateralen Amygdala - Jungtiere (PND 21):

Pyramidenzellen der lateralen Amygdala (Abbildung 63) vaterdeprivierter Jungtiere zeigten
signifikant geringere Spinedichten und geringere Spinezahlen am basalen Dendriten
verglichen mit Tieren, die in biparentalen Familien aufgewachsen sind (Abbildung 64;
Tabelle 29). Die Linge der Basaldendriten, ebenso wie die Zahl dendritischer Nodes
(Verzweigungen) zeigte keine Unterschiede zwischen beiden Experimentalgruppen

(Tabelle 29).
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Abbildung 64: Morphologische Anderungen in der lateralen Amygdala (LA) juveniler Degus: Vergleich
zwischen biparental aufgewachsenen und vaterdeprivierten Tieren

Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05).

Die Analyse der apikalen Dendriten in der lateralen Amygdala zeigte keine Unterschiede in
der Spinedichte, der Spinezahl, der Dendritenlinge und der Zahl dendritischer Nodes

zwischen biparental aufgewachsenen und vaterdeprivierten Tieren (Tabelle 29).

Hemisphédrenunterschiede  oder =~ Wechselwirkungen  zwischen = den  Faktoren

Gruppenzugehorigkeit und Hemisphére lieBen sich nicht beobachten (Tabelle 29).

Analyse pyramidaler Neurone der lateralen Amygdala - adulte Tiere (PND 90):
Pyramidenzellen der lateralen Amygdala vaterdeprivierter adulter Degus zeigten eine
signifikant erhohte Zahl apikal-dendritischer Verzweigungen (Nodes) im Vergleich zu
Tieren, die in biparentalen Familien aufgewachsen sind (Abbildung 65; Tabelle 29).

Die Analyse der lateralen Amygdala adulter Degus wies keine Unterschiede in der basalen
Spinedichte, der basalen Spinezahl, der basalen Dendritenlinge, der basalen Zahl

dendritischer Verzweigungen, der apikalen Spinedichte, der apikalen Spinezahl und der
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apikalen Dendritenlinge nach. Zudem lieBen sich keine bedeutsamen Unterschiede im
Hemisphdrenvergleich oder aber hinsichtlich der Wechselwirkung zwischen Gruppe x

Hemisphire feststellen (Tabelle 29).
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Abbildung 65: Morphologische Anderungen in der lateralen Amygdala (LA) adulter Degus: Vergleich
zwischen biparental aufgewachsenen und vaterdeprivierten Tieren

Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05).
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4.3.2.2 Modifikationen des inhibitorischen Systems
Abbildung 66 zeigt schematische Zeichnungen sowohl PARV- als auch CaBP-D28k-

immunpositiver Zellen im basolateralen Kernkomplex der Amygdala.

A B
PARV

C

PARV- und CaBP-D28k-
immunopositive Zellen

der BLA . " e A

Abbildung 66: Basolateraler Kernkomplex und zentraler Kern der Amygdala (A), PARV- und CaPB-D28k-
exprimierende Interneurone in dieser Region (B und C)

Legende: Neuroanatomische Schnitte in Anlehnung an Paxinos, G. & Watson, C. (2004). The rat brain in stereotaxic
coordinates. Amsterdam: Elsevier/Academic Press.; Zeichnung erstellt mit dem Neurolucida-System (MicroBrightfield).

PARV-exprimierende Neurone in der Amygdala: Die 3-Wege-ANOVA fiir den
basolateralen Kernkomplex wie auch den zentralen Kern der Amygdala zeigte signifikante
Unterschiede zwischen beiden Untersuchungsgruppen, d.h.Tiere aus biparentalen Familien
zeigen im Vergleich zu vaterdeprivierten Tieren geringere Dichten PARV-exprimierender
GABAerger Interneurone (Abbildung 67). Zudem zeigten Jungtiere hohere Zelldichten als
adulte Degus (Abbildung 67; Tabelle 29). Eine signifikante Interaktion zeigte sich zwischen
den Variablen, Gruppenzugehorigkeit und dem Alter der Tiere (Tabelle 29).

Der Post-hoc Tukey-Test zeigte signifikante Unterschiede zwischen beiden
Untersuchungsgruppen fiir den PND 21 und den PND 90, d.h. juvenile und adulte Degus,
die ohne Vater herangewachsen sind, haben hohere Zelldichten als Tiere aus biparentalen

Familien (Abbildung 67; Tabelle 29).
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Abbildung 67: Dichteverdnderungen PARV-exprimierender Neurone in der Amygdala vaterdeprivierter im
Vergleich zu biparental aufgewachsenen Degus

Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05).
Unterschiede zwischen rechter und linker Hemisphére, auch in Interaktion mit den anderen
Faktoren (Aufzuchtbdeingung und Alter) konnten statistisch nicht nachgewiesen werden

(Tabelle 29).
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Abbildung 68: Immunhistochemische PARV-Férbung in der Amygdala

Legende: (A) Ubersichtsdarstellung, (B) Darstellung PARV-immunreaktiver Zellen im basolateralen Kernkomplex der
Amygdala (Zellen, die nicht im Fokus lagen, entfielen aus der Analyse), (C) Darstellung PARV-immunreaktiver Zellen im
zentralen Kern der Amygdala; BLA, basolaterale Amygdala; CeA, zentraler Kern der Amygdala. Der Mef3balken
entspricht 250 um (A), 50 um (B, C).
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CaBP-D28k-exprimierende Neurone in der Amygdala:
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Abbildung 69: Immunhistochemische CaBP-D28k-Férbung in der Amygdala

Legende: (A) Ubersichtsdarstellung, (B) Darstellung CaBP-D28k-immunreaktiver Zellen im basolateralen Kernkomplex
der Amygdala, (C) Darstellung CaBP-D28k-immunreaktiver Zellen im zentralen Kern der Amygdala; BLA, basolaterale
Amygdala; CeA, zentraler Kern der Amygdala. Sterne markieren ungefarbte Somata. Der Meflbalken entspricht 250 pm
(A), 50 um (B, C).

Die statistische Analyse (3-Wege-ANOVA) zeigte signifikante Unterschiede in der Dichte
CaBP-D28k-exprimierender Neurone sowohl im basolateralen Kernkomplex (Abbildung
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69A, B), als auch im zentralen Kern der Amygdala (Abbildung 69C). Vaterdeprivierte
Degus wiesen eine erniedrigte Zelldichte im Vergleich zu Tieren aus biparentalen Familien
auf (Tabelle 29). Unterschiede zwischen den beiden analysierten Altersstufen oder beiden
Hemisphéren, ebenso wie Interaktionen zwischen den untersuchten Parametern

(Gruppenzugehorigkeit, Alter und Hemisphire) lieen sich nicht bestimmen (Tabelle 29).

4.3.2.3 Anderungen des extra-hypothalamischen CRF-Systems

In Abbildung 70 sind schematisch CRF-haltige Somta des basolateralen Kernkomplexes

und CRF-markierte Fasern des zentralen Kerns der Amygdala zu sehen.

C

Y

\(\

Abbildung 70: Basolateraler Kernkomplex und zentraler Kern der Amygdala (B), sowie CRF-markierte
Fasern um nicht-markierte Zellen (Sterne) (A) und CRF-positive Zellen (C) in diesen Regionen

Legende: Neuroanatomische Schnitte in Anlehnung an Paxinos, G. & Watson, C. (2004). The rat brain in stereotaxic
coordinates. Amsterdam: Elsevier/Academic Press.; Zeichnung erstellt mit dem Neurolucida-System (MicroBrightfield).

Die 3-Wege-ANOVA zeigte in der Analyse der Dichte CRF-exprimierender Neurone im
basolateralen Komplex der Amygdala signifikante Unterschiede zwischen biparental
aufgewachsenen und vaterdeprivierten Tieren. Deprivierte Degus zeigten signifikant
erhohte Zelldichten (Tabelle 29). Signifikante Unterschiede lieBen sich zudem fiir den
Faktor Alter der Tiere, d.h. Jungtiere haben hohere Zelldichten, als erwachsene Degus
nachweisen (Tabelle 29). Eine signifikante Wechselwirkung wurde zudem zwischen

Gruppenzugehorigkeit und Alter nachgewiesen (Abbildung 71; Tabelle 29).
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Abbildung 71: Unterschiede in der Dichte CRF-exprimierender Zellen in der BLA zwischen biparental
aufgewachsenen und vaterdeprivierten Degus

Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede (P<0.05).

Der post-hoc Tukey-Test liel
signifikante Unterschiede zwischen
den Untersuchungsgruppen fiir beide
Altersstufen insofern erkennen, dass
Jungtiere und adulte Degus, die ohne
Vater herangewachsen sind, eine
hohere Zelldichte als Tiere aus
biparentalen Familien zeigten.

Abbildung  72: CRF-immunreaktives
Neuron in der BLA, das an nicht-markierte
Somata (Sterne) angrenzt

Legende: Darstellung  eines ~ CRF-
immunreaktiven Neurons in Benachbarung zu
ungefdrbten Somata (Sterne) im basolateralen
Kernkomplex der Amygdala. Der MeBbalken
entspricht 5 pm.

Weiterhin zeigten sich signifikante Altersunterschiede zwischen biparental aufgewachsenen
und vaterdeprivierten Degus: Jungtiere zeigten eine hohere Zelldichte als adulte Tiere
(Abbildung 71; Tabelle 29). Unterschiede zwischen rechter und linker Hemisphére, auch in
Interaktion mit den anderen Parametern (Gruppe und Alter) konnten statistisch nicht

nachgewiesen werden (Tabelle 29).

Im zentralen Kern, der vor allem durch ein dichtes Netzwerk CRF-markierter Fasern (vgl.
dazu die schematische Zeichnung CRF-markierter Fasern des CeA in Abbildung 70)
gekennzeichnet ist und deren Dichte densiometrisch erfasst wurde, konnten keine

Unterschiede zwischen Degus aus deprivierten und biparentalen Familien bestimmt werden
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(Tabelle 29). Die folgende Abbildung 73A zeigt das dichte Netzwerk CRF-positiver Fasern
im CeA und Abbildung 73B-D wie diese Fasern ungefarbte Somata umschlie3en.

Abbildung 73: CRF-immunreaktive Fasern im zentralen Kern der Amygdala (CeA)

Legende: (A) Ubersichtsdarstellung zur CRF-Markierung im zentralen Kern der Amygdala, (B bis D), Darstellung CRF-
immunreaktiver Fasern (Pfeilspitzen) in unmittelbarer Néhe zu ungefirbten Somata (Sterne). Der Mef3balken entspricht
50 um (A), 10 pm (B,C), 5 um (D).
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4.3.2.4 Umgestaltung katecholaminerger Fasersysteme

Abbildung 74: Immunhistochemische TH-Férbung in der Amygdala

Legende: (A) Ubersichtsdarstellung, (B) Darstellung TH-immunreaktiver Fasern im basolateralen Kernkomplex der
Amygdala, (C) Darstellung TH-immunreaktiver Fasern im zentralen Kern der Amygdala; BLA, basolaterale Amygdala;
CeA, zentraler Kern der Amygdala. Der Mef3balken entspricht 250 pm (A), 50 um (B, C).
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Die Analyse der Dichte TH-immunreaktiver Fasern im basolateralen Kernkomplex der
Amygdala (Abbildung 74A, B) zeigte signifikante Unterschiede zwischen biparental
aufgewachsenen und vaterdeprivierten Degus. Deprivierte Tiere zeigten eine signifikant
erniedrigte Dichte TH-immunreaktiver Fasern im Vergleich zu Degus aus Kontrollfamilien
(Tabelle 29). Unterschiede zwischen den untersuchten Altersstadien, sowie den
Hemisphdren  oder  aber
Interaktionen konnten nicht
bestimmt werden (Tabelle

29).

Abbildung 75: TH-Firbungen im
basolateralen ~Kernkomplex  der
Amygdala

Legende: TH-immunpositive Fasern
umranken nicht-gefarbte Somata
(Sterne). Der MeBbalken entspricht 20

pm.

Im zentralen Kern der Amygdala (Abbildung 74A, C) konnten ebenfalls Unterschiede
zwischen Kontroll- und teildeprivierten Tiere bestimmt werden. Biparental aufgewachsene
Tiere =zeigten im Vergleich zu vaterdeprivierten Degus geringere Dichten TH-
immunpositiver Fasern. Zugleich waren signifikante Unterschiede zwischen beiden
Altersstufen nachweisbar, d.h. Jungtiere zeigen eine niedrigere Faserdichte als adulte Degus

(Tabelle 29).

Im anschlieBenden Post-hoc-Test (Tukey-Test) konnten signifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen am PND 21 bestimmt werden. Jungtiere, die ohne Vater herangewachsen sind,
zeigen hohere Faserdichten als Tiere aus biparentalen Familien. Der Tukey-Test zeigte im
weiteren signifikante Altersunterschiede in der biparentalen Gruppe, insofern, dass
Jungtiere geringere Faserdichten zeigen als adulte Degus (Abbildung 76; Tabelle 29) Die
Analyse lie3 keine Hemisphirenunterschiede beobachten (Tabelle 29).
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Abbildung 76: Dichteverdnderungen TH-markierter Fasern im CeA: Vergleich zwischen biparental
aufgewachsenen und vaterdeprivierten Jungtieren

Legende: TH-immunreaktive Fasern innervieren CRF-exprimierende Neurone im zentralen Kern der Amygdala.
Angegeben sind die Mittelwerte und Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05).

4.3.2.5 Zusammenfassung der Ergebnisse in der Amygdala

Das Schema in Abbildung 77 zeigt zusammengefasst die Ergebnisse der quantitativen
morphologischen, wie auch der neurochemischen Analyse des basolateralen
Kernkomplexes und des zentralen Kerns der Amygdala. Vaterdeprivierte Jungtiere zeigten
eine signifikante Reduktion der Spinedichte, wie auch der Spinezahl in der lateralen
Amygdala beobachten, wobei im Erwachsenenalter ein Zunahme der Zahl dendritischer

Verzweigungen zu beobachten ist.

Allein von der Mutter aufgezogene Degus zeigten zudem eine signifikante Zunahme der
Zelldichte PARV-immunreaktiver Interneurone (Jungtiere, wie auch erwachsene Degus)
und eine Abnahme CaBP-D28k-exprimierender Zellen im basolateralen Kernkomplex,
sowie im zentralen Kern der Amygdala. Vaterdeprivierte Degus zeigten eine signifikante
Zunahme der Dichte CRF-positiver Zellen im basolateralen Kernkomplex der Amygdala,
eine Verringerung der Dichte TH-immunreaktiver Fasern im basolateralen Kernkomplex
der Amygdala und vaterdeprivierte Jungtiere zudem eine erhohte Dichte TH-

immunreaktiver Fasern im zentralen Kern der Amygdala.
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Abbildung 77: Zusammenfassung der Ergebnisse in der Amygdala
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Legende: Nach oben gerichteter Pfeil entspricht einer Zunahme, nach unter gerichteter Pefeil einer Abnahme des
entsprechenden Parameters bei den vaterdeprivierten Tieren, waagerechte Pfeile weisen auf keine Unterschiede hin;
Neuroanatomische Schnitte in Anlehnung an Paxinos, G. & Watson, C. (2004). The rat brain in stereotaxic coordinates.

Amsterdam: Elsevier/Academic Press.

4.3.3 Hippocampus

4.3.3.1 Morphologische Anderungen hippocampaler Projektionsneurone

Die Analyse des Gyrus dentatus und der CAl-Region des Hippocampus biparental

aufgewachsener und vaterdeprivierter Jungtiere wurde im Rahmen einer studentischen

Projektarbeit nicht von mir selbst durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Studie ergaben keine

signifikanten Unterschiede in der Spinedichte, der Spinezahl, Lange der Dendriten und der

Zahl dendritischer Verzweigungen zwischen beiden Experimentalgruppen in beiden

Spindedichte n.s.
Spinezahl n.s.
Dendritenlinge n.s.
Nodes n.s.

Pyramidenzellen
der CAl-Region

3 _

3 3

E 5

= 5

E g .

b Spindedichte n.s.
Spinezahl n.s.
Dendritenlinge n.s.
Nodes n.s.
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Hippocampus - PND 21

hippocampalen Regionen (Gyrus

dentatus und CA1-Region)

(Abbildung 78).

Die Analyse adulter Degus wird
sich aufgrund des Umfangs der

Auswertung an diese  Arbeit

anschliefen.

Abbildung 78: Analyse exzitatorischer
Projektionsneurone im Hippocampus von
Jungtieren (PND 21): Vergleich zwischen
biparental aufgewachsenen und
vaterdeprivierten Tieren

Legende: Die Abbildung zeigt schematisch,
dass sowohl in der CA1-Region, wie auch im
Gyrus dentatus des Hippocampus keine
Anderungen in der Morphologie exzitatorischer
Projektionsneurone nachweisbar waren.
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4.3.3.2 Modifikationen des inhibitorischen Systems

In Abbildung 79 sind schematisch eine PARV-positive Zelle (B) im Gyrus dentatus und die

analysierten Subregionen des Hippocampus (A) zu sehen.

Gyrus dentatus des Hippocampus

Abbildung 79: Subregionen des Hippocampus (A) und PARV-positives Interneuron im Gyrus dentatus des
Hippocmpus (B)

Legende: Neuroanatomische Schnitte in Anlehnung an Paxinos, G. & Watson, C. (2004). The rat brain in stereotaxic
coordinates. Amsterdam: Elsevier/Academic Press.; Zeichnung erstellt mit dem Neurolucida-System (MicroBrightfield).

Abbildung 80 zeigt immunhistochemisch gefirbte PARV- und CaBP-D28k-positive
GABAerge Neurone im Gyrus dentatus und der CA1-Region des Hippocampus.
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Abbildung 80: Immunhistochemische PARV(A)- und CaBP-D28k(B)-Farbungen im Hippocampus

Legende: (A) Ubersichtsdarstellung der PARV-Firbung im Hippocampus, (B) Ubersichtsdarstellung der CaBP-D28k-
Féarbung im Hippocampus; GrDG, stratum granulosum; Mol, stratum moleculare; LMol, stratum lacunosum-moleculare;
Rad, stratum radiatum; Py, stratum pyramidale; Or, stratum oriens. Der MeB3balken entspricht 250 um (A, B).
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PARV-exprimierende Interneurone im Hippocampus: Die 3-Wege-ANOVA zeigte in der
schichten- und regionsspezifischen Analyse folgende Unterschiede: im stratum moleculare
(Mol), im stratum pyramidale (Py) und in der CA1-Region sind signifikante Unterschiede
zwischen beiden Untersuchungsgruppen festzustellen. In der Molekularschicht des Gyrus
dentatus ist die ermittelte Zelldichte in
der Gruppe der vaterdeprivierten Tiere
groBer im Vergleich zu biparentalen

Tieren (Abbildung 82; Tabelle 29).

Abbildung 81: PARV-Fiarbung im Gyrus
dentatus des Hippocampus

Legende: Mol, stratum moleculare; GrDG, stratum
granulosum. Der Mef3balken entspricht 20 pum.

In der CAl-Region und deren inhédrenter Pyramidenzellschicht sind die Verhéltnisse
dagegen entgegengesetzt (Abbildung 82; Tabelle 29). Signifikante Unterschiede
hinsichtlich einer erhéhten Zelldichte juveniler im Kontrast zu adulten Tieren sind im
stratum moleculare, granulosum, lacunosum-moleculare & radiatum, pyramidale und
oriens, im Gyrus dentatus, sowie der CA1-Region nachweisbar (Tabelle 29). Signifikante
Interaktionen zwischen den Faktorstufen Gruppenzugehdrigkeit und Alter der Tiere lieen
sich zudem in der Molekularschicht des Gyrus dentatus und der Pyramidenzellschicht der
CA1-Region ermitteln (Tabelle 29). Der anschlieBende Post-hoc-Test (Tukey-Test) zeigte
im stratum moleculare des Gyrus dentatus eine signifikant erhohte Zelldichte
vaterdeprivierter Jungtiere im Vergleich zu Tieren aus biparental Familien und eine héhere
Zelldichte juveniler im Vergleich zu adulten Tieren (Abbildung 82; Tabelle 29). Im stratum
pyramidale der CAl-Region ist eine signifikant erhohte Zelldichte im Vergleich
vaterdeprivierter zu biparental herangewachsenen Jungtieren nachweisbar (Abbildung 82;
Tabelle 29). Erwachsene vaterdeprivierte Degus dagegen zeigten eine siginifikant
erniedrigte Zelldichte im Vergleich zu biparental aufgewachsenen Tieren (Abbildung 82;
Tabelle 29). Im stratum pyramidale zeigten zudem biparental aufgewachsene, wie auch
vaterdeprivierte Jungtiere eine hohere Zelldichte als adulte (Abbildung 82; Tabelle 29).
Hemisphérenunterschiede konnten weder in der regions-, noch in der schichtenspezifischen

Analyse bestimmt werden (Tabelle 29).
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Abbildung 82: Verdnderungen in der Zelldichte PARV-positiver Neurone: Vergleich zwischen biparental
aufgewachsenen und vaterdeprivierten Tieren (dargestellt sind nur signifikante Interaktionen der Faktoren
Aufzuchtbedingung und Alter der Tiere)

Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05);
Innervationsschema adaptiert nach Freund (2003). Dargestellt sind nur signifikante Interaktionen der Faktoren
Aufzuchtbedingung und Alter der Tiere.

CaBP-D28k-exprimierende Neurone im Hippocampus: In der statitischen Analyse
(3-Wege-ANOVA) konnten lediglich fiir das stratum granulosum des Gyrus dentatus
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen bestimmt werden. CaBP-D28k-
exprimierende Zellen, d.h. die Granulérzellen (Scharfman et al., 2000), traten in der Gruppe
vaterdeprivierter Degus in hdherer Dichte in Erscheinung als bei Tieren der biparentalen
Kontrollgruppe (Tabelle 29). Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Altersstadien,
d.h. eine hohere Zelldichte in juvenilen im Gegensatz zu adulten Degus, zeigten sich im
stratum moleculare und dem Gyrus dentatus, sowie im stratum pyramidale und oriens der
CA1-Region (Tabelle 29). Eine Wechselwirkung beider Parameter lie sich lediglich im
stratum oriens bestimmen (Tabelle 29). Der Tukey-Test (post-hoc) zeigte jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Faktorstufen (Tabelle 29).

Hemisphérenunterschiede waren weder in der regions- noch schichtenspezifischen Analyse

bestimmbar (Tabelle 29).
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4.3.3.3 Anderungen des extra-hypothalamischen CRF-Systems

Abbildung 84 zeigt schematisch eine komplett markierte CRF-positive Zelle im Gyrus

dentatus des Hippocampus.

Mol
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S

Abbildung 83: Subregionen des Hippocampus (A) und CRF-immunreaktives Neuron (schwarz) im stratum
moleculare mit Kontakten zu Granuldrzellen (wei}) im stratum granulosum (B)

Legende: Neuroanatomische Schnitte in Anlehnung an Paxinos, G. & Watson, C. (2004). The rat brain in stereotaxic
coordinates. Amsterdam: Elsevier/Academic Press.; Zeichnung erstellt mit dem Neurolucida-System (MicroBrightfield).

Die statistische Analyse (3-Wege-ANOVA) zeigte signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen im Gyrus dentatus, im stratum pyramidale und oriens der CAl-Region, wobei
vaterdeprivierte Tiere im Vergleich zu Tieren aus biparentalen Familien verringerte
Zelldichten aufwiesen (Abbildung 85; Tabelle 29). Signifikante Unterschiede in der Dichte
der CRF-Zellpopulation (Abbildung 85) zwischen den untersuchten Altersstadien konnten
im stratum moleculare, granulosum, lacunosum-moleculare & radiatum, sowie im Gyrus
dentatus und der CA1-Region ermittelt werden. Jungtiere weisen in diesen Schichten bzw.
Regionen eine hohere Zelldichte als adulte Degus auf (Tabelle 29). Wechselwirkungen
beider Parameter (Gruppenzugehorigkeit und Alter) zeigten sich im stratum granulosum
und im Gyrus dentatus (Tabelle 29). Der anschlieBende Post-hoc-Test (Tukey-Test) zeigte
fiir den Gyrus dentatus tendenzielle (PND 21) bzw. signifikante (PND 90) Unterschiede
innerhalb der beiden analysierten Altersstufen, d.h. juvenile und adulte Degus, die ohne
Vater herangewachsen sind, besitzen niedrigere Zelldichten als biparental aufgewachsene
Tiere. Vaterdeprivierte juvenile Degus zeigten zudem signifikant hoéhere Zelldichten als

vaterdeprivierte adulte Tiere (Abbildung 85; Tabelle 29).
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Abbildung 84: Immunhistochemische CRF-Immunfarbung im Hippocampus

Legende: (A) Ubersichtsdarstellung der CRF-Markierung im Gyrus dentatus und der CA1-Region des Hippocampus, (B,
C) Darstellung einzelner markierter CRF-immunreaktiver Neurone im Gyrus dentatus; GrDG, stratum granulosum; Mol,
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stratum moleculare; LMol, stratum lacunosum-moleculare; Rad, stratum radiatum; Py, stratum pyramidale; Or, stratum
oriens. Der Mef3balken entspricht 250 pum (A), 20 um (B, C).
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Abbildung 85: Verdnderungen in der Zelldichte CRF-positiver Zellen im Gyrus dentatus: Vergleich zwischen
biparental aufgewachsenen und vaterdeprivierten Tieren

Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05).

Hemispharenunterschiede waren weder in der regions- noch schichtenspezifischen Analyse
nachweisbar, jedoch lieB sich eine tendenzielle Interaktion zwischen Alter und Hemisphére

im stratum oriens beobachten (Tabelle 29).
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4.3.3.4 Umgestaltung katecholaminerger Fasersysteme

hohe Dichte TH-immunreaktiver
Fasern in der subgranuliiren Schicht

Abbildung 86: Immunhisto;:herflische TH—Féirbg im Hippocampu

Legende: subGrDG, subgranuldre Schicht; GrDG, stratum granulosum; Mol, stratum moleculare; LMol, stratum
lacunosum-moleculare; Rad, stratum radiatum; subPy, subpyramidale Schicht; Py, stratum pyramidale; Or, stratum
oriens. Der Mefibalken entspricht 250 pm (A), 20 um (B).

Signifikante Unterschiede, d.h. eine erhohte Dichte TH-immunmarkierter Fasern bei den
vaterdeprivierten im Vergleich zu biparental aufgewachsenen Degus konnten mit Hilfe der
3-Wege-ANOVA im stratum moleculare, sub-granulosum, lacunosum-moleculare,
radiatum, sub-pyramidale, pyramidale und oriens, sowie im Gyrus dentatus und der CAl-
Region nachgewiesen werden (Tabelle 29). Signifikante Unterschiede zwischen den
Altersstufen zeigten sich im stratum sub-granulosum, lacunosum-moleculare, radiatum,
sub-pyramidale und oriens, im Gyrus dentatus und der CAl-Region (Tabelle 29).
Wechselwirkungen beider Faktoren lieen sich lediglich in der sub-pyramidalen Schicht
und tendenziell in der CA1-Region bestimmen (Abbildung 87; Tabelle 29). In der sub-
pyramidalen Schicht zeigte der Post-hoc-Test (Tukey-Test) signifikante Unterschiede
innerhalb der beiden analysierten Altersstufen, d.h. Jungtiere und adulte Degus, die ohne
Vater herangewachsen sind, zeigen hohere Faserdichten als Tiere aus biparentalen

Familien. Zudem zeigten Jungtiere beider Experimentalgruppen hdhere Faserdichten, als
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erwachsene Tiere (Abbildung 87; Tabelle 29). Hemisphirenunterschiede lieBen sich weder

in der regions- noch in der schichtenspezifischen Analyse beobachten (Tabelle 29).
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Abbildung 87: Dichteverdnderungen TH-immunreaktiver Fasern im Hippocampus junger Degus: Vergleich
zwischen biparental aufgewachsenen und vaterdeprivierten Tieren

Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05).

4.3.3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse im Hippocampus

Abbildung 88 zeigt zusammengefasst die Ergebnisse der neuromorphologischen und
neurochemischen Analyse in den analysierten Subregionen des Hippocampus. In der
Analyse exzitatorischer Projektionsneurone am PND 21 konnten keine Unterschiede
zwischen beiden  Untersuchungsgruppen nachgewiesen werden. Ohne Vater
herangewachsene Degus zeigten jedoch eine schichten- und regionsspezifische Zunahme
(Mol) bzw. Abnahme (Py, CA1) der Zelldichte PARV-exprimierender Interneurone, der
Dichte CaBP-D28k-immunpositiver Neurone in der Granulédrzellschicht (Zunahme), der
Dichte CRF-positiver Zellen im Gyrus dentatus, sowie im stratum pyramidale und oriens
der CAl-Region (Abnahme), sowie eine deutliche Erhohung der Dichte TH-
immunreaktiver Fasern in fast allen analysierten Schichten des Hippocampus. Keine
Anderungen zeigten sich in der morphologischen Analyse prinzipaler Zellen des Gyrus

dentatus und der CA1-Region.
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Abbildung 88: Zusammenfassung der Ergebnisse im Hippocampus

Legende: Nach oben gerichteter Pfeil entspricht einer Zunahme, nach unter gerichteter Pfeil einer Abnahme des
entsprechenden Parameters bei den vaterdeprivierten Tieren, waagerechte Pfeile weisen auf keine Unterschiede hin;
Neuroanatomische Schnitte in Anlehnung an Paxinos, G. & Watson, C. (2004). The rat brain in stereotaxic coordinates.
Amsterdam: Elsevier/Academic Press.

4.3.4 Vergleich der Gehirn- und Kérpergewichte

Wie Tabelle 30 zeigt, konnten zwischen den Untersuchungsgruppen statistisch bedeutsame
Unterschiede im Kdorpergewicht noch im Hirngewicht bestimmt werden. Eine Ausnahme
bildet der Vergleich der perfusionsfixierten Hirne im adulten Altersstadium.
Vaterdeprivierte erwachsene im Vergleich zu biparental aufgewachsenen Degus wiesen ein

signifikant erhohtes Hirngewicht auf (Abbildung 89; Tabelle 30).
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Abbildung 89: Unterschiede im Hirngewicht

Legende: Angegeben sind die Mittelwerte und Standardfehler. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede.
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war, herauszufinden, welchen Einfluss véterliche Fiirsorge auf die
Entwicklung sozialer und kognitiver Verhaltensweisen, sowie die Reifung préfrontaler und

limbischer Regionen seiner Nachkommen ausiibt.

Durch die Untersuchung sozialer Verhaltensweisen im Familienverband, des Explorations-
und Angstverhaltens in einer fremden Umgebung, des Lern- und impulsiven Verhaltens
wurde nachgewiesen, dass das Fehlen viterlicher Fiirsorge wéhrend der frithen postnatalen
Entwicklung zu signifikanten Anderungen des Verhaltens der Jung- und erwachsenen Tiere
fiihrt. Durch die Quantifizierung des exzitatorischen synaptischen Inputs auf
Pyramidenzellen, den immunhistochemischen Nachweis und die quantitative Analyse
GABAerger und CRF-exprimierender Zellen, sowie modulatorischer, katecholaminerger
Fasersysteme konnte zudem gezeigt werden, dass viterliche Fiirsorge einen entscheidenden
Beitrag zur Reifung morphologischer und neurochemischer neuronaler Netzwerke in

prafrontalen und limbischen Regionen leistet.

Die Heterogenitit dieser Ergebnisse spiegelt dabei die Komplexitit der Bedeutung
vaterlicher Fiirsorge wieder. In der folgenden Diskussion wird demzufolge zunichst
besonderer Wert auf die Ergebnisse einzelner Verhaltenskomponenten bzw. neuronaler
Systeme gelegt, um abschlieBend eine Integration der Daten in ein Gesamtbild
vorzunehmen. Begonnen wird die Diskussion jedoch mit einer kritischen Beleuchtung der

angewandten Methodik.

5.1 Methodologische Uberlegungen

Die Analyse des sozialen Verhaltens im Familienverband

Analyse des Mutterverhaltens

Im Familienverband wurden neben den Interaktionen der Eltern mit ithren Nachkommen,
ebenso die Interaktionen der Jungtiere mit ihren Eltern und ihren Geschwistern untersucht,
wobei die Verhaltensanalyse im Familienverband in dem Zeitraum durchgefiihrt wurde, in
dem die Vater-Jungtier-Kontakte komplexer werden und die Bedeutung der Mutter
abnimmt (Wilson, 1982). Dementsprechend birgt die ,,spdte postnatale Analyse die
Moglichkeit in sich, die moglicherweise durch die Wegnahme des Vaters ausgeldsten
Veranderungen des Mutterverhaltens, in der Zeit, in der dieses flir die Jungtiere von

enormer Bedeutung ist, nicht zu entdecken.



Diskussion

Kritisch anzumerken, ist zudem die Tatsache, dass die Zahl der untersuchten Familien
moglicherweise noch zu gering ist, da vorangegangene Studien zeigten, dass das
Brutpflegeverhalten der Degufamilien recht unterschiedlich sein kann. Bspw. ist in
Abbildung 37 zu erkennen, dass augenscheinlich Unterschiede im Pflegeverhalten zwischen
allein erziehenden Miittern und Miittern aus biparentalen Familien bestehen, jedoch mit
Hilfe der statistischen Priifverfahren kein signifikanter Unterschied festzustellen war.

Weitere Verhaltensanalysen sind derzeit in Arbeit.

Analyse des Jungtierverhaltens

Spielverhalten von Jungtieren wird in einer Vielzahl an Spezies beobachtet und zeigt einen
typischen entwicklungsabhingigen Verlauf. Mit zunehmendem Alter der Tiere nimmt
zumeist die Ausprigung dieses Verhaltens zu, verringert sich ab dem Zeitpunkt der Pubertét
und zeigt sich in geringer Auspragung im Erwachsenenalter (Foroud et al., 2004). Zum
jetzigen Zeitpunkt scheint nur eine Untersuchung zum Spielverhalten am Degu vorzuliegen,
die jedoch aufzeigt, dass Parallelen im Spielverhalten zwischen verschiedenen, nicht
miteinander verwandten Spezies bestehen (Wilson & Kleiman, 1974). Demzufolge ist ein
Vergleich der Ergebnisse mit Studien an anderen Tierarten, insbesondere der Ratte moglich.
Die grofite Problematik bei der Analyse des Verhaltens der Jungtiere war jedoch die
Unterscheidung ménnlicher und weiblicher Jungtiere. Verschiedene Methoden, wie etwa
die Rasur des Fells erschien aufgrund des zwar vorhandenen, aber feinen (kurzhaarigen)
Fells der Tiere als unbrauchbar, ebenso konnten aufgrund des dunkelfarbigen Fells die bei
Ratten tiblichen Markierungen, bspw. mit Pikrinsdure, nicht angewandt werden. Dies sollte
in weiteren Studien beachtet und nach Moglichkeit umgangen werden, um moglicherweise
bestehende Geschlechtsunterschiede aufzudecken. Infolge dieser Schwierigkeit wurde
jedoch darauf geachtet, dass das Geschlechterverhiltnis in beiden Untersuchungsgruppen

ausgeglichen war (vgl. dazu Tabelle 1).

Die Analyse des Verhaltens in der Open-Field-Arena

Analyse der Emotionalitat/Angstlichkeit

Die Analyse des Verhaltens in der Open-Field-Arena wird bei einer Vielzahl an Spezies
angewandt, um deren Reaktivitit bzw. deren Explorationsverhalten, insbesondere
hinsichtlich angstbezogener Verhaltensweisen in einer fremden Umgebung zu erfassen
(Prut & Belzung, 2003). Die Analyse dieser Verhaltensweisen wurde in der vorliegenden
Arbeit an adulten Tieren durchgefiihrt, um zu untersuchen, welche weitreichenden Folgen

das Fehlen viterlicher Fiirsorge wihrend der postnatalen Entwicklung auf das
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Explorationsverhalten und angstbezogene Verhaltensweisen im Erwachsenenalter besitzt.
Durch die Begrenzung der Analyse auf das Erwachsenenalter beschriankt sich die
Untersuchung jedoch auf die Langzeitfolgen der sozio-emotionalen Teildeprivation. Es
bleibt unklar, ob die beobachteten Unterschiede in der Emotionalitit/Angstlichkeit auch bei
vaterdeprivierten Jungtieren vorzufinden wéren. Dies sollte nach Moglichkeit im Anschluf3

an diese Arbeit untersucht werden.

Die Analyse des Verhaltens in der Skinner-Box

Analyse des Lernverhaltens/Impulskontrolle

Die Erfassung impulsiver Verhaltensweisen am Tiermodell scheint &duerst schwierig, da
das Konzept der Impulsivitit bereits im Humanbereich duBerst vielschichtig definiert wird
(Evenden, 1999). Anhand des FCN-Paradigmas erscheint es jedoch mdglich, impulsive
Verhaltensweisen, charakterisiert bspw. durch vorschnelle Verhaltensreaktionen (Evenden,
1999), am Tiermodell zu analysieren. In dieser Arbeit wurde das erste Mal gezeigt, dass
auch der Degu in der Lage ist, komplexe Verhaltensabldufe innerhalb des FCN-Paradigmas
zu erlernen, und dass vaterdeprivierte Tiere mdglicherweise impulsive Verhaltensweisen
zeigen. Dazu wurden, definiert nach Evenden (1998), sowohl die Chain efficiency
(Belohnungshebel/Pellets), wie auch die Response efficiency (FCN-Hebel/Pellets) erfasst,
wobei Anderungen im impulsiven Verhalten zu Verinderungen beider Parameter fiihren
konnen (Evenden, 1998). Uber diese beiden Parameter hinaus sind zudem weitere
Parameter bestimmbar, mit denen sich impulsive Verhaltensweisen analysieren lassen.
Diese sollten in weiteren, sich dieser Arbeit anschlieBenden Anwendungen des FCN-
Paradigmas beim Degu in die Programmierung des Versuchsdesigns integriert werden, um

ein umfassenderes Bild zu erlangen.

Golgi-Technik und Analyse von Projektionsneuronen

Analyse von Projektionsneuronen in corticalen und subcorticalen Zentren

Die Lénge dendritischer Verzweigungen und die Zahl dendritischer Spines wurde durch das
Nachzeichnen der kompletten Dendriten und Anklicken aller sichtbaren Ausbuchtungen am
Dendriten, ob diinn und lang oder dick und kurz, in direkter Verbindung mit dem
dendritischen Ast, bestimmt. Damit erschlieB3t sich, dass verdeckte Spines, die sich bspw.
hinter dem Dendriten befinden und wihrend der mikroskopischen Analyse nicht sichtbar
sind, in der Quantifizierung entfallen. Eine Korrektur wurde nicht vorgenommen (Feldman
& Peters, 1979), da die Zidhlung sichtbarer Spines fiir verschiedene experimentelle

Bedingungen validiert wurde (Horner & Arbuthnott, 1991).
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Erwdhnt werden mufl auch die unterschiedliche Anzahl selektierter Neurone in den
verschiedenen Hirnregionen. Diese Variabilitdt ergibt sich als Konsequenz der Gréf3e der
entsprechenden Region und aufgrund der Tatsache, dass mittels der Golgi-Farbe-Methode
nur ein Bruchteil aller mdglichen Neurone des ZNS angefarbt wird (Glickstein, 2006), was
die Auswahl reprisentativer und komplett markierter Zellen mehr oder weniger stark
eingeschriankt. Moglicherweise wiirde eine Erhohung der Zellzahl eine héhere statistische
Power gewihrleisten. Diese Eigenschaften lieBen es zudem als undurchfiihrbar erscheinen,

den zentralen Kern der Amygdala morphologisch zu analysieren.

Auch erscheint es wichtig, die neuromorphologischen Arbeiten insofern auszudehnen, so
dass diese in eindeutiger Kongruenz mit den neurochemischen Analysen stehen. Bspw.
wurde aufgrund der besonderen Konnektivitét der lateralen Amygdala zum OFC (vgl. dazu
Abschnitt 2.3) zundchst nur diese Subregion des basolateralen Kernkomplexes analysiert.
Die Untersuchung des basalen Amygdalakerns steht dementsprechend noch aus. Ebenso,
wie die morphologische Analyse des Hippocampus adulter Tiere oder den weiblichen

Tieren, auf die aufgrund des zeitlichen Rahmens in dieser Arbeit verzichtet wurde.

Immunhistochemische Methoden

Analyse  GABAerger Interneurone, CRF-exprimierender  Neurone/Fasern  und
modulatorischer, katecholaminerger Fasersysteme

Der immunhistochemische Nachweis und die quantitative Analyse GABAerger und CRF-
exprimierender Zellen, sowie modulatorischer Fasersysteme zeigte deutliche Auslenkungen
infolge der Vaterdeprivation. Die in der Analyse der verschiedenen neurochemischen
Systeme ermittelten Anderungen infolge des Fehlens viterlicher Fiirsorge konnen auf
verschiedene Arten interpretiert werden. Moglicherweise reflektiert der beschriebene
Zellriick- oder -untergang Prozesse der Apoptose, da diese Interpretation anhand der
Untersuchungen nicht ausgeschlossen werden kann. Studien an 12-Tage alten Ratten, die
einer 24stiindigen Isolationssituation (Trennung von der Mutter, eine sozio-emotionale
Deprivation) ausgesetzt waren, zeigten bspw. einen erhdhten apoptischen Zelluntergang im
Gyrus dentatus des Hippocampus (Zhang et al., 2002). AuBerdem beschreiben Mirescu et
al. (2004) eine deutliche Verringerung der Anzahl von Zellen im Gyrus dentatus von 180
Minuten, aber nicht von 15 Minuten tiglich (PND 1-14) von der Mutter getrennten Ratten.
Jedoch muss hierbei beachtet werden, dass die Paradigmen einer einmaligen
Trennung/Deprivation von der Mutter (Studien an Ratten) fiir einen kurzen Zeitraum nicht

exakt mit dem Deprivationsmodell dieser Dissertation in Einklang zu bringen ist.
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Eine wahrscheinlichere Interpretation der immuncytochemisch nachweisbaren
Verdnderingen ist, sie auf Unterschiede in der Expression der entsprechenden Marker
zuriickzufithren. D.h., wenn die Expression, also die ,,physiologische® Aktivitdt der Zelle
hoch- oder herabgesetzt ist, dann ist davon auszugehen, dass auch weniger bzw. mehr
Protein/Peptid synthetisiert wird. Dies kann zur Folge haben, dass die Syntheserate so
gering wird, dass der Gehalt der nachzuweisenden neuronalen Marker unter dem
Detektionslevel der hier angewendeten immunhistochemischen Methoden liegt und so ein
Nachweis der Zellen ausbleibt, obwohl die Zelle im Gewebe noch existiert. Diese
Interpretation einer verdnderten neuronalen Aktivitdt wird durch Studien gestiitzt, die
zeigen, dass die Synthese von Proteinen/Peptiden (oder aber auch ihrer mRNA)
intrazelluldr, in Abhédngigkeit von ihrem Aktivititslevel reguliert wird. Bspw. wird die
Calbindin-D28k-mRNA infolge der Stimulation des Tractus perforans (Lowenstein et al.,
1991) oder aber durch Gabe von Corticosteron (Iacopino & Christakos, 1990) im
Hippocampus hochreguliert. Ebenso zeigt sich die CRF-Expression enorm
aktivititsabhingig. Asan et al. (2005) beschreiben u.a., dass Méuse (und wie in dieser
Arbeit auch beim Degu), im Unterschied zu Untersuchungen an Ratten, fast keine oder
wenn, nur sehr wenige und schwach immunhistochemisch gefirbte CRF-Somata im
zentralen Kern der Amygdala zeigen. Dieser scheinbare Unterschied in der Zellzahl konnte
jedoch durch die Lokalisierung der CRF-mRNA widerlegt werden, die zeigte, dass Méuse
und Ratten eine dhnliche Zahl an CRF-exprimierenden Zellen im CeA aufweisen. Die
Markierung der CRF-mRNA in Méusen war jedoch deutlich schwicher als die in Ratten,
was auf eine geringere Expression bei Mausen hinweist, bei in etwa vergleichbarer Zellzahl
bei den Ratten. Demzufolge scheint es auch bei den Untersuchungen dieser Dissertation
wahrscheinlich, dass dieses erniedrigte Aktivititsniveau und die damit verbundene, weniger
ausgepriagte Expression von CRF unter der Detektionsschwelle immunhistochemischer
Methoden liegt, und kein echter Verlust an Zellen vorliegt.

Ahnliche Effekte konnen in bezug auf die Expression des Enzyms Tyrosinhydroxylase
(TH) beobachtet werden: ein Kainat-induzierter Status epilepticus und damit eine erhohte
neuronale Aktivitdt resultiert bspw. im Locus coeruleus in einem Anstieg der TH-
Expression (Bengzon et al., 1999). Auch fiihrt die Gabe von Methamphetamin zu einem
dosisabhingigen Anstieg von TH im cerebelldren Cortex von Médusen, wohingegen eine
Abnahme im Striatum zu beobachten ist (Ferrucci et al., 2006). Demzufolge kann vermutet

werden, dass eine erniedrigte oder erhohte Aktivitit die Protein- bzw. Peptidlevel, bzw. die
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Grenze, an der diese immunhistochemisch nachweisbar sind, in Abhdngigkeit von der

experimentellen Manipulation verdandert wird.

An dieser Stelle muss bemerkt werden, dass das Enzym Tyrosinhydroxylase (TH) das erste
Enzym in der Synthese aller Katecholamine ist und demzufolge sowohl in dopaminergen,
wie auch in noradrenergen Fasern nachweisbar ist. Studien haben jedoch gezeigt, dass TH-
markierte Fasern zumeist dopaminerg sind. Doppelmarkierungen gegen TH und das Enzym
Dopamin-f-Hydroxylase (DBH), d.h. das Syntheseenzym und somit einen speziellen
Marker fiir noradrenerge Neurone und Fasern, haben gezeigt, dass nur ein geringer Teil
doppelt markierter Fasern nachweisbar ist (Akil & Lewis, 1993), mit Ausnahme des
Hippocampus in der TH-immunoreaktive Fasern iiberwiegend noradrenerg sind (Moudy et
a., 1993). In Folgestudien sollten beide Transmittersysteme jedoch getrennt voneinander

nachgewiesen werden.

Im Fall der Analyse GABAerger Interneurone charakterisiert durch ithre Expression der
calciumbindenden Proteine Parvalbumin und Calbindin-D28k, stellt sich zudem die Frage,
ob ein Anstieg der Expression dieser Proteine tatsdchlich mit einer gesteigerten
GABAergen Aktivitit in Zusammenhang gebracht werden kann. Bekannt ist, dass die
Aktivitdit von Glutamatdecarboxylase (GAD), dem Syntheseenzym von GABA, durch
intrazelluldre Calciumkonzentrationen feinreguliert wird (Erecinska, 1996). Calcium-
bindende Proteine wie Parvalbumin, Calbindin-D28k oder aber auch Calretinin sind in der
Lage die Calcium-Konzentration iiber die Bindung von Calcium-lonen innerhalb der Zelle
zu regulieren (Heizmann & Braun, 1995; Celio, 1990). Ein Anstieg an intrazelluldrem
Calcium wiederum triggert calcium-abhingige Phosphatase(n), die wiederum iiber die
Phosphorylierung und Dephosphorylierung die Aktivitit der GAD regulieren (Bao et al.,
1995). Im Detail bedeutet dies, dass GAD-65, eine der beiden Isoformen, die hauptsidchlich
in Axonterminalien vorzufinden ist und hauptsichlich bei gesteigerter zelluldrer Aktivitét
agiert (Stone et al., 1999; Esclapez et al., 1994), durch Phosphorylierung aktiviert wird,
wohingegen GAD-67, die zweite Isoform, die insbesondere im Zellkdrper vorzufinden ist
und insbesondere den tonischen Status der GABA-Synthese reguliert (Stone et al., 1999;
Esclapez et al., 1994), durch Phosphorylierung inhibiert wird. Es ist moglich, dass eine
erhohte Pridsenz an calciumbindenden Proteinen zu einer gesteigerten Bindung von
Calcium-Ionen fiihrt, damit zum einen GAD-67 disinhibiert und die Synthese von GABA
im Soma gesteigert und zum anderen GAD-65 inhibiert und die Synthese von GABA in den
Axonterminalien bei erhohter zelluldrer Aktivitdt vermindert wird. Folglich ist zu erwarten,

dass eine erhdhte Expression calciumbindender Proteine, die Calcium-Konzentration in der



Diskussion

Zelle vermindert und somit die Ausschiittung von GABA in Abhingigkeit vom Tonus der
Zelle und folglich von der Aktivierung der GAD-65 (GABAY) oder GAD-67 (GABAT)

modifiziert.

Zum Abschlul der methodischen Diskusssion der immunhistochemischen Analyse muf}
noch auf den {iiberraschenden Befund zur Analyse der Hirn- und Korpergewichte
eingegangen werden. Generell scheinen keine Unterschiede sowohl im Korper-, als auch im
Hirngewicht zwischen vaterdeprivierten und biparental afgewachsenen Degus zu bestehen.
Mit Ausnahme der Hirngewichte perfusionsfixierter Tiere. Hier zeigt sich ein signifikant
erhohtes Hirngewicht erwachsener vaterdeprivierter im Vergleich zu biparental
aufgewachsenen Degus. Eine klare Interpretation dieses Ergebnisses ist bis jetzt noch nicht

vorhanden.

5.2 Die Bedeutung vaterlicher Fursorge bei der Entwicklung sozialer und kognitiver

Verhaltensweisen seiner Nachkommen

Soziale Verhaltensweisen im Familienverband

Zeigen ,allein erziehende** Degumutter verdnderte soziale Verhaltensweisen im
Familienverband? Kompensieren Degumlitter das Fehlen vaterlicher Firsorge? Zeigen
vaterdeprivierte Jungtiere veranderte soziale Verhaltensweisen im Familienverband?

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass der Vater in der biparentalen
Spezies Octodon degus intensives Brutpflegeverhalten zeigt. Demnach resultiert das Fehlen
viterlicher Fiirsorge (Pflegen und ausgeprdgter Kontakt zu den Jungtieren) in einer
unzulidnglichen familidren Situation, die sich nachteilig auf die Entwicklung der Jungtiere
auswirken sollte. Die Hypothese dieser Arbeit, dass das Fehlen véterlicher Fiirsorge durch
ein gesteigertes Brutpflegeverhalten der Mutter kompensiert wird, konnte nicht bestitigt
werden. Die Intensitdt des Brutpflegeverhaltens der Miitter mit ihren Jungen in den
vaterdeprivierten Familien unterschied sich nicht von Miittern in den biparentalen Familien.
Diese Ergebnisse zeigen, dass vaterdeprivierte Jungtiere tatsdchlich in einer Teildeprivation
aufwachsen und ihnen insgesamt weniger Brutpflegeverhalten zuteil wird, als ihren
gleichaltrigen Artgenossen in den biparentalen Familien. Dies scheint nicht nur ein
Phianomen der Spezies Octodon degus zu sein, sondern wurde auch bei der biparentalen
californischen Maus (Peromyscus californicus) beobachtet. Auch hier erhalten Jungtiere aus
vaterdeprivierten Familien eine verringerte elterliche Fiirsorge im Vergleich zu Tieren, die
in biparentalen Familien aufwuchsen (Bredy et al., 2004). Wie wichtig ausgeprigte soziale

Kontakte wihrend der frithen postnatalen Phase fiir die Entwicklung der Jungtiere sind,
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zeigen Studien an Ratten. In dieser Spezies, bei denen nur die Mutter die Aufzucht der
Jungen bewiltigt (Lonstein & DeVries, 2000), lieB sich beobachten, das Anderungen der
miitterlichen Fiirsorge sowohl das Verhalten, die kognitive und wie auch die neuronale
Entwicklung der Jungtiere grundlegend beeinflussen. Rattenjunge, die von ihren Miittern in
hohem Mal} gesdubert und gesdugt wurden, weisen deutliche Vorteile zu Nachkommen auf,
denen diese gesteigerte Zuwendung nicht zuteil wurde. Es konnten verbesserte Lern- und
Gedéchtnisleistungen in rdumlichen Lerntests, aber auch reduziertes Angstverhalten in einer
fremden Umgebung nachgewiesen werden (Open-Field-Test) (Cameron et al., 2005; Cald;i
et al.,, 1998; Liu et al., 2000). Auch die im Versuch induzierte intensive Umsorgung der
Jungtiere unterstiitzt diese Ergebnisse. Versuchstiere (Ratten), die friih in ihrer Entwicklung
fiir kurze Zeit aus dem Familienverband entnommen wurden (Handling) (Meaney et al.,
1991), werden vom Muttertier anschlieBend nachhaltiger umsorgt, als nicht-gehandelte
Tiere. In kognitiven Verhaltenstests wurde schlieBlich nachgewiesen, dass auch diese Tiere
geringeres Angstverhalten, wie auch geringere Fehlleistungen in kognitiv-rdumlichen
Lerntests zeigten (Meaney et al., 1991; Zaharia et al., 1996). Diese Beobachtungen legen
die Schlussfolgerung nahe, dass die umfassende Pflege und Sorge um die Jungtiere eine
bessere Anpassung an die zum Teil stressreichen Umweltbedingungen gewéhrleistet.
Degujunge, den diese Fiirsorge durch das Fehlen des Vaters nicht zukommt, weisen somit
vermutlich einen deutlichen Entwicklungsnachteil gegeniiber Tieren aus biparentalen
Familien auf. Diese Annahme wurde tatsdchlich durch die Beobachtung spezifischer
sozialer Verhaltensweisen vaterdeprivierter im Vergleich zu biparental aufgewachsenen
Jungtieren im Familienverband bestitigt. Vaterdeprivierte Degujunge bauen weniger
soziale Kontakte, ausgedriickt durch das ,,Pflegeverhalten®, das sie den Eltern zuteil werden
lassen, auf. Bekannt ist, dass gegenseitiges Putzen bei zahlreichen Tierarten die familidren
Beziehungen und soziale Strukturen stirkt (Palagi et al., 2004). Diese Beobachtungen
lassen den SchluB3 zu, dass Jungtiere, die allein von der Mutter aufgezogen wurden, Defizite

in der Generierung sozialen Verhaltens zeigen.

Neben diesen verminderten sozialen Kontakten zu den Eltern bzw. der Mutter initiieren
vaterdeprivierte Jungtiere zudem signifikant haufiger kampferisches Spielverhalten (,,Play
fighting*) mit ihren Geschwistern. Das Spielverhalten ist in einer Vielzahl verschiedener
Spezies beobachtbar (Wilson & Kleiman, 1974; Pellis & Pellis, 1998) und versteht sich als
eine der frithesten Formen sozialen Verhaltens, wobei in der Literatur verschiedene
Theorien iiber die Funktion des Spielverhaltens diskutiert werden. Es wird spekuliert, dass

Spielverhalten eine Art Training widerspiegelt, um motorische, soziale, aber auch kognitive
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Fertigkeiten zu schulen. Diese umfassen Verteidigungsstrategien oder den sozialen Umgang
mit anderen Artgenossen (Palagi et al., 2004; Wilson & Kleiman, 1974). Studien belegen
aber auch, dass das Spielverhalten eine eigene Verhaltensform darstellt, die insbesondere in
der frithen Entwicklung von Sédugetieren zu beobachten ist (Pellis & Pellis, 2005;
Vanderschuren et al., 1997). Das wiederholte Anschiiren dieser spielerischen Kdmpfe ohne
einen Unterschied in der Dauer dieses Verhaltens zu zeigen, legt die Vermutung nahe, dass
vaterdeprivierte Tiere bereits als Jungtiere impulsive Verhaltensweisen entwickelt haben,
die sich bis in das Erwachsenenalter (vgl. dazu die Ergebnisse in der Skinner-Box)
fortsetzen. Impulsivitdt wird in der Literatur vielfiltig charakterisiert. Bspw. wird
Impulsivitidt mit dem Unvermdgen bestimmte Verhaltensweisen zu unterdriicken, instabiler
Affektkontrolle oder ,,unbedachten®, vorschnellen Verhaltensreaktionen in Verbindung

gebracht (Evenden, 1999).

Einfluss der vaterlichen Fursorge auf die Entwicklung des Explorations- und
Angstverhaltens

Beeinflusst das Fehlen vaterlicher Firsorge die Emotionalitit/Angstlichkeit
vaterdeprivierter Tiere?

Neben den frith in der Entwicklung beobachtbaren Auswirkungen des Fehlens véterlicher
Fiirsorge ist natiirlich von besonderem Interesse, inwieweit sich diese Deprivationssituation
auf  Verhaltensparameter —im  Erwachsenenalter niederschligt. Die einstigen
Familienverbdnde sind nun aufgeldst und die deprivierten Jungtiere zu erwachsenen Tieren
gereift. Die Frage stellt sich nun, inwieweit das Fehlen véterlicher Fiirsorge auch jetzt noch
Auswirkungen auf soziale oder aber auch kognitive Verhaltensweisen hat. Um diese
Hypothese zu priifen, wurden vaterdeprivierte und biparental erwachsene Tiere im Open-
Field, d.h. einer neuen, fremdartigen und vor allem ungeschiitzten Umgebung (es bietet sich
den Tieren kein Unterschlupf), getestet, um das Explorations- und angstbesetzte
Verhaltensweisen zu untersuchen. Die Ergebnisse dieser Analyse zeigen, dass
vaterdeprivierte Tiere signifikant kiirzere Strecken in der Open-Field-Arena zuriicklegen,
eine geringere Laufktivitit im Zentrum der Arena zeigen, weniger im Zentrum der Arena
verweilen und auch weniger hiufig darin eintreten, sowie weniger Putzverhalten zeigen, als
biparental aufgewachsene Degus. Wihrend die Parameter Wegstrecke, Aufrichten und
Springen vor allem die Explorationsaktivitit widerspiegeln, sind die Parameter Aktivitit,
Eintritte, Aufenthaltsdauer im Zentrum, sowie Vokalisation und Ausscheidung im
Zusammenhang mit angstbesetztem Verhalten zu interpretieren. Insbesondere Nagetiere,

deren natiirliches Habitat keine ungeschiitzten freien Flichen darstellt und die in komplexen
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sozialen Strukturen -wie der Degu (z.B. Lee, 2004)- leben, stellt die Open-Field-Arena eine
angstinduzierende Umgebung dar (Prut & Belzung, 2003). Eine Reduktion des horizontalen
Explorationsverhaltens in der Open-Field-Arena, wie auch eine Vermeidung des zentralen
Bereiches der Open-Field-Arena sprechen also hinreichend fiir verringertes Angstverhalten
vaterdeprivierter Tiere (Prut & Belzung, 2003). Der gegenteilige Effekt ist bspw. bei Degus
zu beobachten, die vom ersten bis zum siebten postnatalen Tag (PND) dreimal téglich fiir
eine Stunde von ihren Eltern und Geschwistern getrennt wurden. Die Tiere zeigten am PND
8 ein signifikant gesteigertes horizontales Explorationsverhalten bzw. motorische
Hyperaktivitdt und gesteigertes Putzverhalten in der fremden Open-Field-Umgebung
(Braun et al., 2003), was auf eine Verringerung der Emotionalitit/Angstlichkeit schlieBen
14Bt. Interessanterweise zeigen frith von ihrer Mutter entwohnte Ratten, also Tiere, die die
mutterliche Flrsorge friih entbehren mussten, gesteigerte Emotionalitdt/Angst im Open-
Field (Lehmann & Feldon, 2000).

Einfluss der véaterlichen Fursorge auf die Entwicklung Analyse der Lernleistungen im
Erwachsenenalter

Zeigen  vaterdeprivierte  Tiere  Defizite im  Erlernen  einer  operanten
Konditionierungsaufgabe?

Neben der Analyse angstbesetzten Verhaltens in einer fremden, ungeschiitzten Umgebung
war das Ziel dieser Arbeit zu priifen, inwieweit das Fehlen véterlicher Fiirsorge in der
postnatalen Entwicklung kognitiver Leistungen hat. Dies wurde anhand eines
Belohnungslernens an erwachsenen Tieren gepriift. Die Experimente in der Skinner-Box
zeigten, dass biparental aufgewachsene Tiere die Trainingskriterien in einer operanten
Konditionierungsaufgabe eher erreichen (eine bestimmte Sequenz an Hebeldriicken wird
durch Futter verstérkt) als vaterdeprivierte Tiere. Demzufolge scheint das Aufwachsen ohne
Vater in kognitiven Defiziten zu resultieren, die sich bis ins Erwachsenenalter fortsetzen.
Der Vater generiert durch seine Anwesenheit folglich ein anregendes sozio-emotionales
Umfeld, welches eine grundlegende Voraussetzung fiir die Entwicklung kognitiver
Leistungen darstellt. Interessanterweise konnte in einer Untersuchung an der biparentalen
kalifornischen Maus festgestellt werden, dass das Fehlen véterlicher Fiirsorge keinen
EinfluB auf die kognitive Leistung/Entwicklung (in bestimmten Lernparadigmen) seines
Nachwuchses ausiibt. Im Erwachsenenalter getestete vaterdeprivierte Mause und Tiere aus
biparentalen Familien zeigten keine Unterschiede im ,,Object Recognition-Test*
(Wiedererkennungtest) und im ,,Barnes Maze-Test* (Test zur Analyse rdumlichen Lernens,

involviert den Hippocampus) (Bredy et al., 2004). Die Sozialkontakte des Vaters mit seinen
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Nachkommen scheinen also nur bestimmte Teilbereiche kognitiven Lernens zu
beeinflussen, insbesondere die, die mit einer Belohnung/prifrontalen Regionen in

Zusammenhang stehen.

Einfluss der véaterlichen Fursorge auf die Entwicklung impulsiver Verhaltensweisen
Zeigen vaterdeprivierte Tiere impulsive Verhaltensweisen?

Die Analyse familidrer Beziechungen im Familienverband hat gezeigt, dass vaterdeprivierte
Jungtiere vermehrt impulsive Verhaltensweisen entwickeln, die sich in einer gesteigerten
Frequenz des spielerischen Kdmpfens niederschldgt. In Untersuchungen an Ratten konnte
beobachtet werden, dass impulsive Verhaltensweisen relativ stabil bis ins Erwachsenenalter
der Tiere erhalten bleiben (Dellu-Hagedorn & Simon, 2003). Auch beim Menschen wird
Impulsivitidt als eine stabile und komplexe Personlichkeitsdisposition charakterisiert
(Whiteside & Lynam, 2000; Herpertz & SaB3, 1997). Entsprechend sind die Ergebnisse
dieser Arbeit einzuordnen. Vaterdeprivierte erwachsene Tiere betétigen signifikant haufiger
den Belohnungshebel und 6ffnen signifikant haufiger die Klappe, die zum Erhalt einer
Belohnung notwendig sind. Einerseits zeigen diese Beobachtungen, dass die Tiere in der
Lage sind zu erfassen, dass sowohl der Belohnungshebel, wie auch die Klappe mit einer
Belohnung assoziert sind. Auf der anderen Seite bedeutet dies, dass der Belohnungshebel,
ebenso wie die Klappe ,,vorschnell” betétigt werden, um die Belohnung in Form eines
Futterpellets zu erhalten, welche die Tiere nur dann erhalten, wenn eine komplett erfiillte
Sequenz an Hebeldriicken ausgefiihrt wird. Diese Beobachtungen sprechen dafiir, dass
vaterdeprivierte Degus auch im Erwachsenenalter impulsive Verhaltensweisen zeigen. Dass
tatsdchlich ein Zusammenhang zwischen Impulsivitit und dem Aufwachsen in einer (Teil-)
Deprivation besteht, zeigt die Untersuchung von Wood et al. (2006) an Ratten. Tiere, die in
einer sensorisch angereicherten Umwelt aufwuchsen, zeigten im Vergleich zu sozial
isolierten Tieren bessere Lernergebnisse in einer Konditionierungsaufgabe (Betéitigung
eines Hebels wird sucroseverstérkt), wohingegen sozial isolierte Tiere aufgrund impulsiver

Verhaltensweisen (gehdufte Zahl an Fehlleistungen) schlechter abschnitten.
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5.3 Der Einfluss vaterlicher Fursorge auf die Ausreifung neuronaler Strukturen

Morphologische und neurochemische Anderungen im OFC vaterdeprivierter Tiere

Studien zur Funktionalitidt des orbitofrontalen Cortex (OFC) haben gezeigt, dass diese
corticale Region an der Verarbeitung emotionaler Stimuli, aber auch an der Generierung
sozialer Verhaltensweisen beteiligt ist, und durch eine postnatal verzdgerte, insbesondere
auch schichtenspezifische Reifung charakterisiert wird (vgl. dazu Abschnitt 2.3). Grundlage
der Informationsverarbeitung im OFC sind dabei vor allem zwei typische Zellformen,
exzitatorische glutamaterge Pyramidenzellen, sowie hemmende GABAerge Interneurone

(vgl. dazu Abschnitt 2.3).

Beeinflusst das Fehlen vaterlicher Fiirsorge wahrend der frihen Postnatalentwicklung die
Ausreifung von Pyramidenzellen des OFC?

Vaterdeprivierte Jungtiere zeigten im OFC eine signifikant geringe Zahl und Dichte
synaptischer Spines am Apikal- und Basaldendriten von Pyramidenzellen der Schicht II/III.
Diese morphologischen und synaptischen Verdanderungen korrelieren mit dem Fehlen sozio-
emotionaler Zuwendung durch den Vater und damit eingeschrinkter sozio-emotionaler,
aber auch sensorischer Erfahrungen zwischen allein erziehender Mutter und Kind, wobei
ein kausaler Zusammenhang schwierig zu belegen ist. Dendritische Spines, d.h. erregende
Synapsen, sind auBBerordentlich plastisch. Am Degu ist bekannt, dass parallel zur Zunahme
des Hirngewichts eine Zunahme der Spinedichte und -zahl der Schicht II/III
Pyramidenzellen im dorsalen anterioren cinguldren Cortex (ACd), einer Subregion des
mPFC, vom postnatalen Tag 1 bis 21 zu verzeichnen ist (Helmeke, 2003). Sensorische wie
auch emotionale Erfahrungen fithren zudem nachweislich zu quantitativen, wie auch
strukturellen Anderungen, die gegenwirtig bereits durch in vitro-Untersuchungen am
lebenden Zellmaterial beobachtet werden konnen (Harms & Dunaevsky, 2006; Segal, 2005;
Ovtscharoff et al., 2006; Bock, 2005; Helmeke et al., 2001; Poeggel et al., 2003;
Ovtscharoff & Braun, 2001). Es ldsst sich ableiten, dass die véterliche Fiirsorge fiir die
Nachkommen eine angereicherte Umwelt schafft, die im kindlichen Hirn, insbesondere in
,emotionalen Regionen wie dem OFC, die Bildung synaptischer Verbindungen fordert,
wohingegen vaterdeprivierte Tiere eine verzogerte/gehemmte Entwicklung synaptischer
Strukturen zeigen. Die geringere Spinezahl bzw. -dichte basaler und apikaler Dendriten
pyramidaler Neurone der corticalen Schichten II/III des OFC vaterdeprivierter Tiere
reflektiert wahrscheinlich eine Reduktion thalamischen Inputs, der hauptsdchlich auf

Dendriten in Schicht III, den Basaldendriten, und den &duBleren Teil der Schicht I, die
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Position distaler apikaler Dendritensegmente, terminiert (Krettek & Price, 1977;
Nieuwenhuys, 1994). Der Thalamus ist die Schaltstation fiir (fast) alle wichtigen
sensorischen Bahnen zum Cortex (Kandel et al., 1996) und insbesondere der mediodorsale
Thalamus erhédlt Input aus der Amygdala, die wiederum selbst reziprok mit dem OFC
verbunden ist (Pitkdnen, 2000) und ebenfalls &hnliche deprivationsinduzierte
neuromorphologische Verdnderungen aufweist. Die geringere Zahl und Dichte
dendritischer Spines an apikalen und basalen Dendriten an Schicht II/III Pyramidenzellen
weist dariiber hinaus wahrscheinlich auf eine verminderte Dichte corticorticaler Afferenzen
hin, die hauptsidchlich Dendriten in den Schichten I bis III innervieren (Nieuwenhuys,
1994). Diese entstammen unter anderem cortical-sensorischen Regelkreisen (Rolls, 2004).
In Voruntersuchungen an Pyramidenneuronen des somatosensorischen Cortex (SSC) zeigte
sich interessanterweise die auch im OFC und der Amygdala beobachteten niedrigeren
Spinedichten und -zahlen am Basaldendriten (Helmeke et al., 2007). Dies weist darauf hin,
dass bei vaterdeprivierten Tieren die afferenten und efferenten Regionen des OFC, z.B.
Amygdala und SSC und moglicherweise auch andere, nicht-analysierte Gebiete, ebenfalls
deprivationsinduzierte ~ dendritische = und  synaptische =~ Verdnderungen  ihrer
Projektionsneurone aufweisen. Es bleibt somit zu vermuten, dass die geringere Dichte und
Zahl dendritischer Spines des OFC eine Anpassung an den moglicherweise verminderten
InformationsfluB aus diesen Regionen darstellt, der wahrscheinlich in einer chronischen
Hypofunktion des OFC resultieren kdnnte. Diese postulierte Hypofunktion erweist sich als
stabil, denn erwachsene vaterdeprivierte Degus zeigen immer noch vergleichbare
neuromorphologische Anderungen an Pyramidenzellen der Schicht II/III wie bereits am
postnatalen Tag 21, d.h. eine verringerte Zahl und Dichte dendritischer Spines und
signifikant verkiirzte Apikaldendriten. Das Fehlen viterlicher Fiirsorge wéhrend der frithen
postnatalen Entwicklung scheint daher die Entwicklung dendritischer Spines orbitofrontaler
exzitatorischer Projektionsneurone weit iiber die ebenfalls angenommene sensible Phase

hinaus nicht nur zu verzogern, sondern vermutlich langsfristig zu hemmen.

Beeinflusst das Aufwachsen ohne Vater die Ausreifung funktionell differenzierbarer
inhibitorischer GABAerger Interneurone des OFC? Wird der verminderte exzitatorische
Input durch den GABAergen Input kompensiert?

Die Aktivitit der Pyramidenzellen wird neben den Afferenzen aus corticalen und
subcorticalen Gebieten vor allem durch die Verschaltung mit lokalen inhibitorischen
Interneuronen moduliert (Kahle & Frotscher, 2002). Vaterdeprivierte Jung-, und

erwachsene Tiere zeigten eine signifikant erhohte Aktivitét/Proteinexpression Parvalbumin-
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exprimierender GABAerger Interneurone in beiden Subregionen des OFC. Diese
Subpopulation kontrolliert inbesondere den efferenten Output der Projektionsneurone
(Freund, 2003; Gulyas & Freund, 1996; Gulyas et al., 1999; Zaitsev et al., 2005). Diese
GABA-vermittelte Herabsetzung des efferenten Informationsausgangs verstirkt demnach
die ohne hin schon verminderte Inputaktivitit dieser Neurone (reduzierte Spinedichten und
-zahlen). Die Efferenzen dieser insgesamt gesehen offenbar hypoaktiven Pyramidenzellen
erreichen insbesondere den cinguldren Cortex, den Hippocampus, sensorische, sowie
insuldre und temporale Cortices und die Amygdala (Cavada et al., 2000; Ongiir & Price,
2000). Untersuchungen an vaterdeprivierten 21 Tage alten Degus zeigen im anterioren
cinguldren Cortex eine deutliche Imbalance exzitatorischer und inhibitorischer Synapsen
(Ovtscharoff jr. et al., 2006). Im SSC, wie auch in der Amygdala sind, wie bereits dikutiert,
ebenfalls deprivationsinduzierte Verminderungen exzitatorischer Spinesynapsen vorhanden.
Es présentieren sich somit deutliche Unterschiede in den eng mit einander verkniipften
limbischen aber auch nicht-limbischen Regionen (SSC) zwischen Tieren aus biparentalen
Familien und Familien mit allein erziehenden Miittern.

Im Gegensatz zu Parvalbumin-exprimierenden Interneuronen des OFC sind innerhalb der
zweiten analysierten GABAergen Subpopulation keine Unterschiede in der
Aktivitdt/Proteinexpression zwischen biparental aufgewachsenen und vaterdeprivierten
Tieren beider Altersstufen in beiden Subregionen des OFC nachweisbar. Calbindin-D28k-
exprimierende Neurone sind vor allem fiir die Regulation des Inputs an exzitatorischen
Projektionsneuronen durch die Innervation der Dendritenbdume verantwortlich (Freund,
2003; Gulyas et al., 1999; Gulyas et al., 1996).

Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass offenbar ganz selektiv nur eine
Subpopulation der GABAergen Neurone (Parvalbumin-immunreaktive Zellen) im
orbitofrontalen Cortex von der Vaterdeprivation beeinflusst wird. Interessanterweise weisen
Studien zur Bedeutung corticaler GABAerger Interncurone bei der Genese
psychopathologischer Erkrankungen auf &hnliche Unterschiede zwischen beiden
GABAergen Subpopulationen hin. Verschiedene Untersuchungen zeigen insbesondere ein
spezifisches Defizit Parvalbumin-immnunreaktiver Neurone bei Schizophrenen im
Vergleich zu Kontrollpersonen (Reynolds et al., 2002; Lewis et al., 2005). Moglicherweise
spielt dabei auch die unterschiedliche Innervation durch monoaminerge Fasern eine
entscheidende Rolle (siehe auch folgende Abschnitte). Bekannt ist, dass ausschlieBlich
Calbindin-D28k-haltige Neurone im Neocortex, wie auch Hippocampus von serotonergen

Fasern innerviert werden, Parvalbumin-exprimierende Zellen jedoch nicht (Hornung &



Diskussion

Celio, 1992; Freund et al., 1990). Fiir die Amygdala und moglicherweise auch den
Neocortex zeigt sich zudem, dass Parvalbumin-immunopositive Zellen von dopaminergen
Fasern kontaktiert werden (Brinley-Reed & McDonald, 1999; Sesack et al., 1998). Diese
Ungleichheiten stehen moglicherweise im Zusammenhang mit der unterschiedlichen
~Empfanglichkeit* dieser Zellpopulationen gegeniiber sensorischen und sozio-emotionalen
Deprivationserfahrungen, die seit geraumer Zeit als (Teil-)Ursache psychopathologischer

Erkranungen diskutiert werden.

Beeinflusst das Aufwachsen ohne Vater die Ausreifung CRF-exprimierender Neurone des
OFC?

GABAerge Interneurone konnen nicht nur aufgrund der Expression spezifischer calcium-
bindender Proteine charakterisiert werden. Weitere Subklassen dieser lokalen
Netzwerkneurone exprimieren zudem oder ausschlielich Peptide, die die Funktion eines
Cotransmitters iibernehmen konnen (Kahle & Frotscher, 2002). Der Corticotropin-
Releasing Factor (CRF) {bernimmt bspw. in (einigen?) extra-hypothalamischen
Regelkreisen diese Funktion (Baram & Hatalski, 1998; Chen et al., 2004). Vaterdeprivierte
Jungtiere, wie auch erwachsene Degus zeigen eine signfikant erhdhte
Aktivitat/Proteinexpression CRF-exprimierender Neurone in beiden Subregionen des OFC.
Es es ist daher eine erhohte Aktivitdt/Proteinexpression der CRF-Zellen nachweisbar, die
potentiell in der Lage sind, diesen exzitatorischen Neuromodulator ausszuschiitten (Baram
& Hatalski, 1998; Chen et al., 2004). Untersuchungen am Hippocampus zeigen, dass CRF
seine erregende Wirkung am CRF-R1-Rezeptor entfaltet, der auf dendritischen Spines
exzitatorischer Projektionsneurone lokalisiert ist (Chen et al., 2004). CRF ist infolgedessen
dazu befdhigt, die synaptische Effizienz und die dendritische Differenzierung zu
beeinflussen (Baram & Hatalski, 1998; Chen et al., 2004). Es bleibt zu spekulieren, ob diese
gesteigerte CRF-Prasenz im orbitofrontalem Cortex dhnlich zu interpretieren ist und wenn,
positiv im Sinne einer Effektivitétssteigerung der synaptischen Transmission oder negativ,
im Sinne einer exzessiven Ausschiittung. Bekannt ist, dass exzessiv freigesetztes CRF zu
Schidigungen oder zum Absterben unreifer Zellen fiihren kann (Baram & Hatalski, 1998;
Avishai-Eliner, 2002). Aufgrund dieser Tatsachen und der Annahme, dass CRF
vergleichbare Eigenschaften im OFC, insbesondere auch die Lokalisierung des CRF-R1 auf
dendritischen Spines, zeigt, liegt die Vermutung nahe, dass die signifikant erhohte
Aktivitat/Proteinexpression CRF-positiver Zellen im Zusammenhang mit der beobachteten

Reduktion dendritischer Spines zu beurteilen ist.
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Interessanterweise belegen Studien am Hippocampus, dass CRF insbesondere in
Parvalbumin-exprimierenden GABAergen Interneuronen vorzufinden ist (Yan et al., 1998;
Chen et al., 2004), der Zellpopulation, die im OFC ebenfalls eine deprivationsinduzerte
Zunahme der Dichte zeigt. Auch kann die in dieser GABAergen Subpopulation beobachtete
Stabilitit der Anderungen ebenfalls in der Analyse CRF-haltiger Zellen nachgewiesen
werden. Erwachsene vaterdeprivierte Tiere zeigen nach wie vor mehr CRF-Neurone in
beiden analysierten Regionen des OFC. Es bleibt allerdings zu priifen, inwieweit die
Beobachtungen an CRF-exprimierenden Neuronen im Hippocampus exakt auf die

Eigenschaften der CRF-Neurone im OFC zutreffen.

Beeinflusst das Aufwachsen ohne Vater die Innervation der OFC durch modulatorische,
katecholaminerge Fasern?

Neurone des préfrontalen Cortex werden durch monoaminerge Fasersysteme innerviert. Im
lateralen OFC (LO) zeigt sich eine signifikant erhohte Dichte Tyrosinhydroxylase(TH)-
immunreaktiver Fasern bei Degus, die allein von ihrer Mutter aufgezogen wurden. TH ist
das erste Enzym in der Synthese aller Katecholamine. TH-immunmarkierte Fasern sind im
OFC, wie einleitend beschrieben, vermutlich dopaminerg (Akil & Lewis, 1993; Lewis et
al., 1987). Dopamin entfaltet seine inhibitorische Wirkung auf die Pyramidenzellen direkt
an den Dendriten oder indirekt {iber die Erregung GABAerger Neurone (Grace, 2002). Es
ist somit zu vermuten, dass die angenommene Hypoktivierung/Hypoaktivitit des OFC nicht
nur durch eine verminderte Zahl erregender Synapsen oder aber die gesteigerte Prdsenz
Parvalbumin-exprimierender GABAerger Interneurone in dieser Region zustande kommt,
sondern zusitzlich durch eine erhohte, dopaminvermittelte Hemmung durch die Erregung
GABAerger Interneurone und die Hemmung der Pyramidenzellen (wenn auch nur im LO)
verstiarkt wird. Zahlreiche Untersuchungen zeigen, dass verschiedene Stressoren eine
erhohte dopaminerge Innervation des préfrontalen Cortex (PFC) induzieren (siche Review,
Pezze & Feldon, 2004). Es besteht bspw. ein Zusammenhang zwischen
Dopaminausschiittung des medialen PFC, einer dem OFC sehr &hnlichen und benachbarten
Region (Fuster, 2000; Gabbott et al., 2005; Van Eden & Uylings, 1985), und konditionierter
Angst. Tiere, die wiederholt in eine Kammer gebracht wurden, in der sie vormals einen
elektrischen ~ FuBlschock  erhielten, zeigen eine  deutliche  Erhohung des
Dopaminmetabolismus im PFC (Pezze & Feldon, 2004). Eine Anderung des
Dopaminstoffwechsels wird zudem im Zusammenhang mit einigen psychiatrischen
Erkrankungen diskutiert. Die Borderline-Stérung, zu deren Erscheinungsbild impulsive

Verhaltensweisen gerechnet werden, steht in enger Relation mit Dysfunktionen der
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dopaminergen Aktivitit (Friedel, 2004). Ergebnisse, die moglicherweise den
Zusammenhang zwischen den beobachteten deprivationsinduzierten Verhaltensdnderungen

und neuromorphologischen/neuro-chemischen Verdanderungen belegen.

Morphologische und neurochemische Anderungen in der Amygdala

Beeinflusst das Fehlen vaterlicher Fiirsorge wahrend der frihen Postnatalentwicklung die
Ausreifung pyramidaler Zellen der Amygdala?

Neurobiologische und Verhaltensuntersuchungen der Amygdala zeigen, dass diese
Hirnregion an der Etablierung emotionaler Verhaltensweisen beteiligt ist (Swanson &
Petrovich, 1998). Insbesondere ergaben Analysen am Tiermodell deren Beteiligung an der
Generierung des Angstverhaltens (Sah et al., 2003; Davis & Whalen, 2001; Maren, 1999),
des Belohnungslernens (Baxter & Murray, 2002), aber auch an Lernprozessen bzw. der
»emotionalen Gedéchtnisbildung (McGaugh et al., 2002; McGaugh, 2002; Squire &
Kandel, 1999).

Die quantitativ-neuromorphologische 3D-Analyse exzitatorischer Projektionsneurone der
lateralen Amygdala vaterdeprivierter im Vergleich zu biparental aufgewachsenen
Jungtieren zeigte, dass Tiere, die allein von der Mutter aufgezogen wurden, eine verringerte
Zahl und Dichte dendritischer Spines am Basaldendriten der pyramidenzellartigen
Neuronen nachweisen lassen. Afferenzen in den lateralen Kern der Amygdala stammen
unter anderem aus dem Thalamus, der Schaltstation fast aller sensorischen Bahnen (Kandel
et al., 1996). Cortico-amygdaldrer Input stammt unter anderem aus dem OFC, aber auch
dem SSC (Pitkénen, 2000), in dem, wie bereits besprochen, dhnliche deprivationsinduzierte
Verianderungen erregender Spinesynapsen beobachtet werden konnten (Helmeke et al.,
2007). Der vermutlich reduzierte Input aus dem aufgrund eingeschrénkter sensorischer und
sozio-emotionaler Erfahrungen ,unterversorgten Thalamus und den mutmallich
»hypoaktiven* corticalen Regionen induziert moglicherweise die nachgewiesene Reduktion
in der Zahl und Dichte dendritischer Spines und somit ebenfalls eine deutliche
Unteraktivierung/Unteraktivitit der lateralen Amygdala. Dies kann zu Storungen bei der
Etablierung (emotionaler) Gedédchtnisinhalte fithren. Es ist bekannt, dass durch Stimulation
des Thalamus oder corticaler Bahnen langanhaltende Anderungen der synaptischen
Effizienz in der Amygdala nachzuweisen sind und dass Lésionen der Amygdala die
Gedichtnisbildung fiir emotional bedeutsame Sinnesreize blockieren (Kandel et al., 1996;
Squire & Kandel, 1999). Dariiber hinaus ist besonders der basolaterale Kernkomplex von
betrachtlicher Bedeutung fiir die Etablierung emotionaler Zustinde wie Angst und Furcht

(Kandel et al., 1996). Lokale Infusionen angstlosender Pharmaka oder Lé&sionen
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unterbinden bspw. Angst- und Furchtverhalten (Kandel et al., 1996; Sah et al., 2003). Es
werden dadurch jedoch nicht alle angstbesetzten Verhaltensweisen beeinfluflt. Es konnte
gezeigt werden, dass bspw. die Vermeidung der offenen Arme im Elevated Plus-maze nicht
beeintrichtigt werden (Sah et al., 2003), was in Ubereinstimmung mit der Steigerung
angstbesetzter Verhaltensweisen vaterdeprivierter Tiere im Open-Field gesehen werden

kann.

Interessanterweise zeigen erwachsene vaterdeprivierte Tiere lediglich eine hdhere Zahl
apikal-dendritischer Verzweigungen der Pyramidenneurone in der lateralen Amygdala.
Diese Beobachtung kann im Zusammenhang mit den im AnschluBl erdrterten
Dichteverdnderungen CRF-exprimierender Zellen diskutiert werden. CRF ist in der Lage
die Expression des neurotrophen Faktors Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) zu
steigern (Ma et al., 1999). BDNF ist, wie Untersuchungen zeigen, von besonderer
Bedeutung fiir die Dendritogenese und vor allem der Ausformung dendritischer
Verzweigungen (Wirth et al., 2003). So dass die beobachtete Zunahme CRF-exprimierender
Zellen im Erwachsenenalter diesen Effekt erkldaren konnte, wobei dabei ungeklért bleibt,

wieso diese Effekte bei vaterdeprivierten Jungtieren nicht nachgewiesen werden konnten.

Beeinflusst das Aufwachsen ohne Vater die Ausreifung funktionell differenzierbarer
inhibitorischer GABAerger Neurone der Amygdala?

Die Analyse inhibitorischer GABAerger Interneurone im basolateralen Kernkomplex und
dem zentralen Kern der Amygdala ergab bei vatereprivierten im Vergleich zu biparental
aufgewachsenen  Tieren wie im OFC eine signifikante = Zunahme  der
Aktivitdt/Proteinexpression Parvalbumin-exprimierender Neurone sowohl bei den Jung-, als
auch erwachsenen Tieren. Im Gegensatz zum OFC ist ebenfalls eine signifikante Abnahme
der Aktivitdt/Proteinexpression Calbindin-D28k-immunreaktiver Zellen vaterdeprivierter
Degus im Vergleich zu Tieren aus biparentalen Familien in diesen Regionen nachweisbar.
Das Fehlen sensorischer, wie auch sozio-emotionaler Erfahrungen die Entwicklung beider
Zellpopulationen beeinflusst somit in der Amygdala, die in ihren morphologischen
Eigenschaften corticalen GABAergen Interneuronen duBerst dhnlich sind (McDonald &
Betette, 2001; McDonald, 1997; Sah et al., 2003).

Die Calbindin-D28k-immunreaktiven Interneurone sind, wie fiir den Hippocampus und
Neocortex bekannt, durch die Innervation der Dendritenbdume exzitatorischer
Projektionsneurone in der Lage den Input dieser Zellen zu hemmen (Freund, 2003; Gulyas
et al., 1999; Gulyas et al., 1996). Die verringerte Dichte dieses Zelltyps kann somit (unter

Annahme einer vergleichbaren Funktion dieser Zellen in der Amygdala) als
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kompensatorischer Prozess verstanden werden, d.h., als Resultat der Reduktion erregender
Spinesynapsen erfolgt eine angepasste, verminderte dendritische Hemmung. Eine

Vermutung, die es in zukiinftigen Untersuchungen zu belegen gilt.

Efferenzen der BLA erreichen vor allem den zentralen Kern der Amygdala (CeA) (Pitkidnen
et al., 1997; Swanson & Petrovich, 1998; Sah et al., 2003). Im CeA vateredeprivierter im
Vergleich zu biparental aufgewachsenen Jung-, wie auch erwachsenen Tieren ist ebenfalls
eine erhohte Dichte Parvalbumin-immunreaktiver Neurone nachweisbar. Der CeA dhnelt in
seinen morphologischen Eigenschaften dem angrenzenden Striatum (Swanson & Petrovich,
1998; Sah et al., 2003), wobei striatale Parvalbumin-exprimierende Neurone wie auch im
Cortex oder aber auch der basolateralen Amygdala GABAerge Interneurone représentieren
(Prensa et al., 1998), die folglich die lokale Netzwerkaktivitédt inhibieren. Moglicherweise
werden so Projektionsneurone und damit der Output des CeA gehemmt. Interessanterweise
sind diese Projektionsneurone GABAerg (Sah et al., 2003). Im Striatum enthalten diese
GABAergen Projektionsneurone das calciumbindene Protein Calbindin-D28k (Prensa et al.,
1998), wonach vermutet werden kann, dass diese Eigenschaft auch fiir den CeA zutrifft. Die
Analyse dieser Subpopulation im Vergleich zwischen vaterdeprivierten und biparental
aufgewachsenen Degus zeigt, dass Calbindin-D28k-exprimierende Neurone in geringerer
Dichte nachweisbar sind. Daraus konnte geschlussfolgert werden, dass GABAerge
Projektionsneurone im CeA moglicherweise in verminderter Zahl bzw. verminderter
Aktivitit vorliegen, die zusitzlich, verstarkt durch Parvalbumin-exprimierende GABAerge
Interneurone, inhibiert werden. Diese deutlich verringerte GABAerge Aktivitit konnte
nachgeschaltete, insbesondere hypothalamische, als auch autonome Hirnregionen (Swanson
& Petrovich, 1998; Sah et al., 2003) disinhibieren. In der Literatur wird vermutet, dass
GABAerge Bahnen des CeA GABAerge Neurone des Hirnstamms kontaktieren, wobei
jedoch die exakten Verschaltungsprinzipien noch nicht bekannt sind (Sah et al., 2003).
GABAerge Bahnen verlaufen bspw. zum Locus coeruleus (LC) oder zur ventralen
tegmentalen Area (VTA), den Synthesestitten von Noradrenalin und Dopamin, die weitere
Teile des GroBhirns mit diesen modulatorischen Fasern versorgen (Sah et al., 2003).
Werden auch in diesen Regionen GABAerge Neurone disinhibiert, erkldrt sich sehr
wahrscheinlich die deutlich gesteigerte noradrenerge Innervation des Hippocampus (siche
folgende Abschnitte) oder aber die gesteigerte dopaminerge Innervation des OFC (LO) und
der Amygdala.
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Beeinflusst das Aufwachsen ohne Vater die Ausreifung CRF-exprimierender Neurone bzw.
Fasern der Amygdala?

Die Ubereinstimmungen zwischen OFC und der reziprok verschalteten Amygdala trifft
auch auf die Ergebnisse der Analyse CRF-immunreaktiver Zellen der Amygdala zu.
Vaterdeprivierte Jungtiere, wie auch erwachsene Tiere zeigen eine deutliche Zunahme der
Aktivitdt/Proteinexpression CRF-exprimierender Zellen im basolateralen Kernkomplex der
Amygdala. In Parallelitdt zur Interpretation der Befunde im OFC ist die gesteigerte Présenz
dieser Neurone vermutlich mit einer gesteigerten (iiberméBigen?) Freisetzung von CRF
verbunden. Piekut & Phipps (1998) machten in diesem Zusammenhang eine dulerst
interessante Beobachtung. Durch die Gabe von Kainat wurden am Tiermodell epileptische
Anfille induziert. Die anschlieBend durchgefiihrte immunhistochemische Untersuchung
zeigte schlieBlich einen deutlichen Anstieg CRF-imunreaktiver Somata in Regionen, in
denen bei Kontrolltieren nur wenige oder keine CRF-Zellkdrper zu beobachten waren,
insbesondere auch im basolateralen Kernkomplex der Amygdala. Es scheint daher ein
Zusammenhang zwischen einer gesteigerten CRF-Immunreaktivitit und
neuropathologischen Prozessen zu existieren. Mdglicherweise induziert die Gabe von
Kainat (neben der Aktivierung von Glutamatrezeptoren (Kandel et al., 1996)) die
Exprimierung und anschlieBende Freisetzung von CRF in diesen Regionen, das aufgrund
seiner (in der BLA angenommenen) exzitatorischen Wirkung in der Lage ist epileptische
Anfille (in bereits erregten Gewebe) zu generieren. Diese Beobachtung lédsst die Vermutung
aufkommen, dass vaterdeprivierte Degus durch die erhohte Aktivitit/Proteinexpression
CRF-exprimierender Zellen eine Anfilligkeit flir eine {bersteigerte neuronale
Aktivierung/Aktivitit der BLA (und weiterer Regionen?) zeigen, die vermutlich mit der
Reduktion exzitatorischer Spines in Verbindung gebracht werden kann. Belegt wird diese
Vermutung durch Humanstudien zur Temporallappenepilepsie, aber auch an Ratten, bei
denen epileptische Anfille induziert wurden. Beide Untersuchungen zeigen signifikant
verringerte Dichten dendritischer Spines als Folge der Epilepsie (Bothwell et al., 2001;
Jiang et al., 1998).

Im zentralen Kern der Amygdala konnten keine Unterschiede zwischen beiden
Untersuchungsgruppen nachgewiesen werden. Interessant ist aber in diesem
Zusammenhang die Beobachtung, dass im Degu im Gegensatz zur Ratte keine oder nur
wenige CRF-immunreaktive Neurone im CeA nachgewiesen werden konnten. Diese
Beobachtung ist vergleichbar zu Maiusen, bei denen ebenfalls nur wenige/keine CRF-

Somata im Kontrast zu zahlreichen und intensiv gefarbten CRF-immunreaktiven Fasern
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nachweisbar waren (Asan et al., 2005). Abschlieend sei noch bemerkt, dass in einigen
GABAergen Neuronen des CeA CRF nachweisbar ist (Sah et al., 2003). Es wirft sich die
Frage auf, ob dies moglicherweise in der Population der GABAergen Projektionsneurone
der Fall ist, da ebenso CRF-Projektionsbahnen (wie auch GABAerge Bahnen) in den

Hirnstamm, bspw. in den LC, nachgewiesen werden konnten (Koegler-Muly et al., 1993).

Beeinflusst das Aufwachsen ohne Vater die Innervation der Amygdala durch
modulatorische, katecholaminerge Fasern?

Die Innervation durch katecholaminerge Fasern ist ebenfalls in der Amygdala présent,
wobei TH-immunreaktive Fasern in dieser Region vermutlich dopaminerg sind (Brinley-
Reed & McDonald, 1999). TH-immunreaktive Fasern weisen in der Gruppe
vaterdeprivierter im Vergleich zu biparental aufgewachsenen Tieren eine geringere
Faserdichte in der BLA auf. Die geringere Dichte dopaminerger Fasern spiegelt
moglicherweise eine kompensatorische Anpassung an die verringerte Zahl dendritischer
Spines oder aber die gesteigerte Aktivitdt/Proteinexpression Parvalbumin-immunreaktiver
GABAerger Interneurone vaterdeprivierter Jungtiere wieder. Dopamin ist iiber seine
Wirkung an pyramidalen Zellen und GABAergen Neuronen in der Lage, die Feuerrate
pyramidaler Zellen der BLA zu senken (Grace, 2002). Es scheint, dass die dopaminerge
Innervation an die neuromorphologischen Anderungen pyramidaler Neurone der BLA
angepasst zu sein scheint. Interessanterweise hemmt die Freisetzung von Dopamin in der
BLA die inhibitorische Wirkung des PFC auf Neurone der BLA (Rosenkranz & Grace,
1999; Grace 2002). Damit wird gewahrleistet, dass bei der Darbietung eines emotionalen
Stimulus dieser in der BLA verstéirkt dargeboten wird, wodurch eine sensorisch-regulierte
affektive Antwort verstirkt wird. Entsprechend scheint eine Verringerung dopaminerger
Afferenzen und eine mdglicherweise verringerte Ausschiittung dieses Transmitters
emotionales Verhalten oder emotionale Lernprozesse zu beeintrichtigen (Rosenkranz &

Grace, 1999; Grace, 2002).

Im zentralen Kern der Amygdala ist im Gegensatz zur BLA eine erhdhte Dichte TH-
immunreaktiver Fasern bei Jungtieren nachweisbar, die allein von der Mutter aufgezogen
wurden. Diese erhohte dopaminerge Innervation fiihrt moglicherweise und in Kongruenz zu
den Beobachtungen des GABAergen Systems zu einer gesteigerten Inhibition efferenter
Fasern aus diesem Kerngebiet. Im zentralen Kern, so zeigen Studien an Ratten, werden
insbesondere CRF-produzierende (GABAerge Projektions?-)Neurone von einem dichten
dopaminergen Fasernetz umsponnen, die Synapsen mit diesen CRF-haltigen Somata (iiber

inhibitorische D2-Rezeptoren) etablieren und somit einen direkten Einflu auf CRF-
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Neurone in dieser Region ausiiben (Eliava et al., 2003). Die erhohte dopaminerge
Innervation des CeA resultiert so gegebenenfalls in einer gesteigerten Hemmung der CRF-
Neurone, die in Regionen wie den Hypothalamus oder Hirnstamm projizieren (Gray, 1993),
wodurch unmittelbar emotionale Verhaltensreaktionen, insbesondere auch (konditionierte)
Angst (Ledoux, 2000) beeinflusst werden (vgl. dazu auch die vorangegangenen

Abschnitte).
Morphologische und neurochemische Anderungen im Hippocampus

Beeinflusst das Fehlen vaterlicher Fiirsorge wahrend der frihen Postnatalentwicklung die
Ausreifung hippocampaler Projektionsneurone?

Im Vergleich zu den Beobachtungen im OFC und in der lateralen Amygdala zeigten die
Granuldrzellen des Gyrus dentatus und die Pyramidenzellen der CAl-Region des
Hippocampus junger Degus keine Anderungen in ihrer Morphologie. Dieses Ergebnis
konnte eine Erklarung fiir Verhaltensbeobachtungen an der biparentalen californischen
Maus liefern, denn dort wurde gezeigt, dass adulte biparental aufgewachsene und
vaterdeprivierte Méuse keine Unterschiede in rdumlichen Lerntests, d.h. hippocampus-
vermitteltem Lernen, zeigen (Bredy et al., 2004).

Es bleibt jedoch die Frage offen, ob sich die Deprivation auf neuromorphologische
Eigenschaften des Hippocampus erwachsener Tiere auswirkt, da nachgewiesen wurde, dass
hippocampal exzitatorische Projektionsneurone im Erwachsenenalter eine deutliche
Plastizitit gegeniiber stressreichen Erfahrungen (McEwen, 2001; Shors et al., 2004)
aufweisen. Diese Moglichkeit sollte durch anschlieBende Untersuchungen aufgeklart

werden.

Beeinflusst das Aufwachsen ohne Vater die Ausreifung funktionell differenzierbarer
inhibitorischer GABAerger Interneurone des Hippocampus?

Dass hippocampale Strukturen durch die sozio-emotionale (Teil-)Deprivation nicht
unbeeinfluBit bleiben, zeigen die immuncytochemischen Untersuchungen. Vaterdeprivierte
Jungtiere zeigen in der Molekularschicht des Gyrus dentatus, wie auch in der
Pyramidenzellschicht ~ der =~ CAl-Region  eine  signifikante =~ Zunahme  der
Aktivitat/Proteinexpression  Parvalbumin-exprimierender Neurone. FEine gesteigerte
Aktivitit/Proteinexpression Parvalbumin-positiver GABAerger Interneurone in diesen
Schichten resultiert moglicherweise in einer erhohten Hemmung afferenter Signale des
Hippocampus vaterdeprivierter im Vergleich zu biparental aufgewachsenen Tieren.

Afferente Fasern treten vor allem tiber den Tractus perforans aus der Regio enthorinalis in
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das Ammonshorn (Cornu ammonis, CA) ein, wobei ein Grofiteil dieser Fasern an den
Granulérzellen des Gyrus dentatus endet (Kahle & Frotscher, 2002). Die synaptischen
Kontakte zu den Dendriten der Granuldrzellen werden dabei hauptsdchlich in der
Molekularschicht etabliert. Afferente Fasern erreichen iiber den Tractus perforans zudem
die Dendriten der Pyramidenzellen der Ammonshorns (Kahle & Frotscher, 2002), wodurch
auch in der Pyramidenzellschicht eintreffende Impulse inhibiert werden. Neben den
Kontakten afferenter Fasern mit den Granuldr- und Pyramidenzellen des Hippocampus
werden zudem Verbindungen mit hemmenden GABAergen Neuronen aufgebaut, durch
deren Aktivierung erregende Projektionsneurone inhibiert werden (Kahle & Frotscher,
2002). Daraus resultiert vermutlich eine umfassende Reduktion einkommender Signale in
beiden analysierten hippocampalen Regionen. Interessanterweise stammen diese afferenten
Bahnen, die sich in der enthorinalen Rinde vereinigen, aus der Amygdala, aber auch aus
corticalen Gebieten, die, wie bereits diskutiert, deutliche Anderungen ihrer
neuromorphologischen und neurochemischen Eigenschaften im Sinne einer funktionellen
Hypoaktivitidt/Hypoaktvierung aufweisen und vermutlich weniger exzitatorische Afferenzen
in assoziierte Regionen entsenden. Funktionell ergibt sich aus der Tatsache dieser
gesteigerten Inhibition die Moglichkeit, dass Prozesse der synaptischen Bahnung und
Verstarkung (Langzeitpotenzierung, LTP) nachteilig beeinflusst werden. Die Reizung mit
einer Serie hochfrequenter Impulse fithrt am Tiermodell zu einer deutlichen Zunahme der
synaptischen Stirke, die bei wiederholter Reizung tage- oder sogar wochenlang bestehen
blieb (Squire & Kandel, 1999). Dieser Mechanismus wird in deutlichem Zusammenhang
mit Lernprozessen und der Speicherung von Gedéchtnisinhalten verstanden (Squire &
Kandel, 1999). Es bleibt anhand der Beobachtungen zu vermuten, das insbesondere diese
Prozesse durch das Aufwachsen unter sensorisch und sozio-emotional deprivierten
Bedingungen gestort werden.

Vaterdeprivierte im Vergleich zu biparental aufgewachsenen Tiere zeigten zudem eine
deutliche Zunahme der Aktivitdt/Proteinexpression Calbindin-D28k-immunopositiver
Zellen der Granulédrzellschicht. Bekannt ist, dass Calbindin-D28k nicht exklusiv von
Interneuronen exprimiert wird, sondern auch in Prinzipalzellen, insbesondere in den
Kornerzellen des Gyrus dentatus, nachweisbar ist (McDonald, 1997; Miettinen et al., 1992;
Gulyas et al., 1991; Scharfman et al., 2000). Moglicherweise kann die gesteigerte Zahl der
Granulérzellen (oder Interneurone?) im Gyrus dentatus mit einer erhohten Neurogenese in
Zusammenhang gebracht werden, jedoch sprechen bisherige Befunde eher gegen diese

Hypothese (Gage & van Praag, 2002). Vermutlich spiegelt die nachgewiesene erhohte Zahl
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Calbindin-D28k-immunreaktiver Granulérzellen jedoch eher eine Steigerung der Calbindin-
D28k-Exprimierung wider, deren Ursache jedoch unbekannt ist.

Erstaunlicherweise, und im Gegensatz zu den morphologischen Verdnderungen
vaterdeprivierter Tiere sind diese hippocampalen Verdnderungen nicht bis in das
Erwachsenenalter stabil. Adulte vaterdeprivierte Tiere zeigen keine Anderungen in der
Molekularschicht und eine Abnahme der Aktivitit/Proteinexpression Parvalbumin-
exprimierender Neurone in der Pyramidenzellschicht der CAl-Region. Entsprechend
werden in der CA1-Region Afferenzen weniger inhibiert als im juvenilen vaterdeprivierten
Tier, wobei jedoch vermutlich eine grundlegende Hypoaktivierung des Hippocampus
insbesondere durch die Afferenzen aus den vermutlich (immer noch) geringfligig

aktivierten Regionen der Amygdala und des OFC, weiterhin bestehen bleibt.

Beeinflusst das Aufwachsen ohne Vater die Ausreifung CRF-exprimierender Neurone des
Hippocampus?

CRF-exprimierende Zellen des Hippocampus (der Ratte) gehdren nachweislich zur
Population GABAerger Neurone, insbesondere Parvalbumin-immunopositiver Zellen (Yan
et al., 1998; Chen et al.,, 2004), wobei CRF in diesen Neuronen als exzitatorischer
Neuromodulator fungiert (Baram & Hatalski, 1998; Chen et al., 2004). Vaterdeprivierte
Jungtiere zeigen im Gyrus dentatus eine tendenziell verringerte Aktivitdt/Proteinexpression
CRF-immunpositiver Zellen, wobei dieser Effekt erst im Erwachsenenalter signifikant wird.
Ebenso ist eine Abnahme in der CRF-Zellaktivitidt im Vergleich vaterdeprivierter Tiere zu
Tieren aus biparentalen Familien in den strata pyramidale und oriens der CAl1-Region
nachweisbar. Mdglicherweise bedeutet dies, dass durch den Mangel des modulierenden
Transmitters CRF die synaptische Informationsiibertragung negativ beeinflusst wird.
Untersuchungen zur Funktionalitdt von CRF am Hippocampus bestdtigen die Beeinflussung
der synaptischen Effektivitit, sowie der dendritischen Differenzierung durch CRF {iber den
CRF-R1, der auf dendritischen Spines lokalisiert ist (Baram & Hatalski, 1998; Chen et al.,
2004). Studien zeigen bspw., dass die Gabe von CRF-Antagonisten die dendritischen
Lingen und Verzweigungen im Sinne einer ,,Hyperverzweigung® verdndern, wodurch
vermutlich die Etablierung stabiler synaptischer Kontakte verhindert wird (Chen et al.,
2004). Ein Ergebnis das moglicherweise auch auf die unter Deprivationsbedingungen
aufgewachsenen Degus zutrifft. Dies birgt die Notwendigkeit in sich, hippocampale
Strukturen erwachsener vaterdeprivierer Tiere quantitativ morphologisch zu analysieren,
um moglicherweise den EinfluB von CRF auf Granuldrzellen und Pyramidenzellen nach

dem 21. postnatalen Tag zu untersuchen. Es ist nicht auszuschliefen, dass diese Effekte
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zeitlich verzdgert auftreten und erst in der Adoleszenz oder im Erwachsenenalter
nachweisbar sind.

Beeinflusst das Aufwachsen ohne Vater die Ausreifung modulatorischer, katecholaminerger
Fasern?

Fasern, die das Enzym Tyrosinhydroxylase (TH) beinhalten, sind im Hippocampus
nachweisbar noradrenerg (Moudy et al., 1993). Vaterdeprivierte Jungtiere, wie auch
erwachsene Tiere zeigen in dem Faserband, das dicht unter der Pyramidenzellschicht der
CAl-Region verlduft, eine signifikant erhohte Dichte TH-immunreaktiver Fasern.
Vaterdeprivierte im Vergleich zu biparental aufgewachsenen Tieren zeigen zudem eine
deutlich erhohte Dichte TH-immunreaktiver Fasern im stratum moleculare, sowie im
gesamte Gyrus dentatus, im stratum lacunosum-moleculare, stratum radiatum, stratum
pyramidale, stratrum oriens und der gesamten CAl-Region. Noradrenalin bewirkt im
Hippocampus moglicherweise eine Steigerung des inhibitorischen Tonus {iber die Erregung
inhibitorischer  Interneurone  aller  Schichten, was unter anderem  durch
elektrophysiologische Analysen belegt wurde (Bergles et al., 1996; Milner & Bacon, 1989).
Es ist bekannt, dass die Noradrenalinausschiittung im Hippocampus wesentlich an der
Induktion von LTP beteiligt ist (Hopkins & Johnston, 1999; Walling & Harley, 2004), was
fiir eine verstirkte Etablierung von Langzeitgeddchtnisinhalten spricht. Dies steht in
Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dass hauptséchlich emotional besetzte Erfahrungen
besonders gut gespeichert werden (Squire & Kandel, 1999), wobei in diesem Fall von einer
Interaktion zwischen Amygdala und hippocampalem Gedéchtnissystem ausgegangen wird.
In diesem Fall sind die Ergebnisse zum GABAergen System interessant. Es wurde
spekuliert, dass die gesteigerte Hemmung afferenten Inputs in den Hippocampus
moglicherweise LTP-Prozesse beeintrachtigt. Es ist also moglich, dass die gesteigerte
Priasenz noradrenerger Fasern eine gegenldufige und somit kompensatorische Reaktion auf
diese deprivationsinduzierten morphologischen Anderungen des GABAergen Systems
darstellt, um eine ,normale” Funktionalitit des Hippocampus herzustellen. Eine

Spekulation, die es in zukiinftigen Untersuchungen zu belegen gilt.

5.4 Allgemeine Diskussion und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Vater eine wichtige Quelle sensorischer,
wie auch sozio-emotionaler Stimulation darstellt, und dass das Fehlen viterlicher Fiirsorge
wihrend der postnatalen Entwicklung einen Einfluf auf die Etablierung sozialer, wie auch

kognitiver Verhaltensweisen und die Reifung préafrontaler und limbischer Hirnsysteme hat.
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Vaterdeprivierte Jungtiere, wie auch erwachsene Degus zeigen impulsive Verhaltensweisen,
die vermutlich mit einer Hypoaktivitit/Hypoaktivierung des orbitofrontalen Cortex und der
der Amygdala in Zusammenhang stehen. Diese Befunde werden einserseits durch
Beobachtungen an allein von ihrer Mutter aufgezogenen Kindern bestdtigt, die unter
anderem gesteigerte Aggressivitit und mangelnde Impulskontrolle aufweisen (Baskerville,
2002; O’Neill, 2002). Andererseits wird impulsives Verhalten, Anderungen in der
Emotionalitit, sowie sozial auffilliges Verhalten in der préiklinischen und klinischen
Forschung héufig mit Lésionen bzw. einem Hypometabolismus (Hypofunktion?) des OFC
oder der Amygdala in Verbindung gebracht (Cardinal et al. 2004; Winstanley et al., 2004;
Berlin et al., 2004; Soloff et al., 2003). Insbesondere wird in einer aktuellen Untersuchung
von Pellis et al. (2006) diskutiert, dass Schidigungen des orbitofrontalen Cortex bei jungen
Ratten mdglicherweise mit einem gesteigerten ,Play fighting“ der Jungtiere in
Zusammenhang steht, was in Einklang mit Ergebnissen bei den vaterdeprivierten jungen
Degus steht. Im Erwachsenenalter gehen impulsive Verhaltensweisen mit einer geringeren
Lernleistung im Belohnungslernen vaterdeprivierter im Vergleich zu biparental
aufgewachsenen Tieren einher. Impulsive Verhaltensweisen werden in der Humanliteratur
im Zusammenhang mit verringerten Lernleistungen genannt. Eine Studie von Dellu-
Hagedorn & Simon (2003) wies bspw. nach, dass junge impulsive Ratten (analysiert durch
das FCN-Paradigma) bis ins Erwachsenenalter impulsiv blieben und deutliche
Fehlleistungen in kognitiven Lerntests zur Analyse des Arbeitsgedédchtnisses zeigten.
Dariiber hinaus verhalten sich vaterdeprivierte Degus deutlich dngstlicher in einer fremden
Umgebung als Tiere, die nicht depriviert wurden. Dieser Befund scheint in enger Beziehung
zu den beobachteten neuromorphologischen und neurochemischen Verdnderungen der
Amygdala zu stehen, da die Amygdala insbesondere an der Generierung von Angst und
Angstverhalten beteiligt ist (LeDoux, 2000; Davis, 2000).

Ziel dieser Arbeit war es, anhand des biparentalen Tiermodells Octodon degus zu
untersuchen, ob und wie das Fehlen véterlicher Fiirsorge, einer sensorischen, wie auch
sozio-emotionalen Teildeprivation sich auf soziale, wie auch kognitive Verhaltensparameter
auswirkt und/oder sich in neuromorphologisch/neurochemischen Anderungen ausgewihlter
préafrontaler und limbischer Hirnstrukturen niederschlégt. Dieses Gebiet ist damit noch nicht
erschopft. Anschliefende Fragstellungen konnten iiberpriifen, inwiefern das Fehlen der
viterlichen Fiirsorge bspw. durch die Zuwendung eines anderen ménnlichen (,,Stiefvater®),
eines weiteren weiblichen Tieres (,,Tante®) oder aber durch eine experimentell induzierte

Stimulation der Tiere (bspw. durch Handling) kompensiert werden kann. Es bleibt zu
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kliaren, ob die hirnbiologischen Befunde auch bei weiblichen Tieren, die die gleichen
Verhaltensergebnisse zeigen, zu beobachten sind und ob weitere Hirngebiete (bspw. weitere
Gebiete des PFC) involviert und in ihrer Funktionalitdt modifiziert werden, insbesondere
hinsichtlich der Auslenkung weiterer Transmittersysteme, wie des serotonergen Systems,

welches eng mit der Auspriagung von Impulsivitét assoziiert ist (Evenden, 1999).

Ein erster Schritt der neuro- und verhaltensbiologischen Grundlagenforschung zur
Bedeutung viterlicher Fiirsorge wurde mit dieser Arbeit getan. Weitere sind jedoch
unentbehrlich, um noch mehr Belege aufzuzeigen, wie wichtig ein stabiles sozio-
emotionales familidres Umfeld, insbesondere die Bedeutung beider Elternteile, fiir eine

positive Entwicklung ist.
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Protokolle
Golgi-Imprégnationslésung: (5% = 50 g pro 1 Liter)
e Losung A: 5% K,Cr,0; (Merck, Deutschland) in Aqua dest.
e Losung B: 5% HgCl, (Merck, Deutschland) in Aqua dest.
e Losung C: 5% K,CrO,4 (Merck, Deutschland) in Aqua dest.
Aus diesen 3 Losungen werden zwei weitere Losungen hergestellt (D, E):
e Losung D: Losung A + Losung B (1:1)
e Losung E: Losung C + aqua dest. (1:2,5)

e  Aus den Losungen D und E wird die Golgi-Losung hergestellt: 100 ml der Lsung D werden in 140
ml der Lésung E verriihrt.

Die Golgi-Losung wird zum Schutz vor Lichteinwirkung in dunklen Plastik-Flaschen bei Raumtemperatur

aufbewahrt. Wichtig: vor dem Gebrauch muss die Losung mindestens eine Woche stehen gelassen werden.

0,1M Tyrodepuffer (1 Liter)

NaCl >8g

KCl - 200 mg (M 74,56)
CaCl, *2H,0 - 200 mg (147,02)
Na HCO; > 1g (M84,0)

Na H,PO, x 2H,0 - 40 mg (M156,01)
- lésen in Aqua dest.
- pH-Wert mit NaCl oder HCI auf 6,8-7,2 einstellen

- kiihl aufbewahren

4% Paraformaldehyd (PFA) in 0,1M Natriumacetat-Puffer (pH=6,5) (1 Liter)
- 8,2 g Natriumacetat abwiegen
- mit ca. 800 ml Aqua dest. auffiillen und rithren
- pH-Wert auf 6,5 mit konzentrierter HCI einstellen
- auf 1 Liter mit Aqua dest. auffiillen
- Zugabe von PFA:
» 40g PFA in Becherglas
» dazu ca. 500 ml des Natriumacetet-Puffers
» 16sen durch Riihren und Erhitzen

- in geeignetes GefdB filtrieren, restlichen Puffer zugeben und kiihl stellen

4% Paraformaldehyd (PFA) in 0,1M Natriumborat-Puffer (pH=9,3) (1 Liter)
- 20,1 g Natriumborat abwiegen
- mit ca. 800 ml Aqua dest. auffiillen

- rithren und erhitzen

einstellen des pH-Werts auf 9,3 mit NaOH
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- auf 1 Liter mit Aqua dest. auffiillen

- Zugabe von PFA:
» 40 g PFA in Becherglas
» dazu ca. 500 ml des Natriumborat-Puffers
» 16sen durch Riihren und Erhitzen

- in geeignetes GefdB filtrieren, restlichen Puffer zugeben und kiihl stellen

Stammlésungen (1 Liter)
Stammldsung 1 - Sdure 0,1M 12 g Na H,PO4 e H, O in Aqua dest.
Stammldsung 2 - Base 0,1M 30, 5 g Na, HPO, in Aqua dest.

0,1M Phosphatgepufferte Saline (PBS, pH=7,4) (1 Liter)
200 ml Stammldsung 1 + 800 ml Stammlésung 2 + 6 g NaCl
- pH-Wert mit HCI oder NaOH auf 7,4 einstellen

0,1M PB - Phosphatpuffer (PB, pH= 7,4) (1 Liter)
200 ml Stammlosung 1 + 800 ml Stammlésung 2

- pH-Wert mit Stammldsung. 1 oder 2 auf 7,4 einstellen

Tris-HCI Puffer (1 Liter)
- 6,01 g Tris-HCI (M=121,14) 50 mM 16sen in 600 ml Aqua dest.
- pH-Wert auf 7,6 mit konzentrierter HCI einstellen und auf 1Liter auffiillen
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Tabellen

Eltern-Jungtier-Interaktionen (Dauer)

Saugen der Pflegen der Jungtiere | Kontakt/Aneinanderschmiegen
Jungtiere
Eltern (biparental vs. - n.s. P=0.001
vaterdepriviert)
Mutter (biparental)-Mutter n.s n.s. n.s.
(vaterdepriviert)
Mutter (biparental)-Vater - P =0.002 P=0.087
(biparental)
Mutter (vaterdepriviert)- - P =0.099 P=0.052
Vater (biparental)

Jungtier-Eltern-Interaktionen (Dauer)

Vater (biparental)

,,Pflegeverhalten® Kéampferisches Spielverhalten
(Play fighting)

Eltern (biparental vs. P=0.025 n.s.
vaterdepriviert)

Mutter (biparental)-Mutter n.s n.s
(vaterdepriviert)

Mutter (sozial)-Vater (sozial) P =0.002 n.s

Mutter (vaterdepriviert)- n.s n.s

Jungtier-Eltern-Interaktionen (Haufigkeit)

,»Pflegeverhalten® Kéampferisches Spielverhalten
(Play fighting)

Eltern (sozial vs. n.s n.s.
vaterdepriviert)

Mutter (sozial)-Mutter n.s n.s
(vaterdepriviert)

Mutter (biparental)-Vater n.s n.s

(biparental)
Mutter (vaterdepriviert)- P(exact)=0.095 n.s
Vater (biparental)

Jungtier-Jungtier-Interaktionen

(Dauer)

»Pflegeverhalten® Kéampferisches Spielverhalten
(Play fighting)
biparental vs. vaterdepriviert n.s. n.s.

Jungtier-Jungtier-Interaktionen (Haufigkeit)

,,Pflegeverhalten® Kéampferisches Spielverhalten
(Play fighting)
biparental vs. vaterdepriviert n.s. P =10.047

Tabelle 22: Testergebnisse (Verhaltensbeobachtung)
Anmerkung: Im Falle einer Normalverteilung wurde der Student's t-Test angewandt. Erfiillten die Daten diese
Bedingung nicht, wurde der Mann-Whitney U-Test ausgewahlt (P-Werte gekennzeichnet durch P(exact)).

Laufstrecke in der Open-Field-Arena

3-way ANOVA
group sex minute group X sex group x sex X minute | group X sex x
minute minute
P=0.003 P=0.063 P =<0.001 P=0.028 n.s. n.s. n.s.
Multiple Vergleiche (Tukey Test)
group sex minute group X sex group x sex X minute | group X sex x
minute minute
1.vs.5 fatherless:
vs. 4 male vs.
1.vs. 3 female
vS. 5 P=0.018
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2.vs. 4.
alle weiteren
n.s.

social vs. oV

female:

P=0.018

Tabelle 23: Testergebnisse (Open-Field - Lauftrecken)

Aufrichten in der Open-Field-Arena

3-way ANOVA
group sex minute group X sex group x sex X minute | group X sex x
minute minute
n.s. P =0.046 P =<0.001 n.s. n.s. n.s. n.s.
1.vs. 4.
1.vs. 3.
2.vs. 4.
alle weiteren
n.s.
Springen in der Open-Field-Arena
3way ANOVA
group sex minute group X sex group x sex X minute | group X sex x
minute minute
n.s. n.s n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Putzen des Korpers in der Open-Field-Arena
3way ANOVA
group sex minute group X sex group x sex X minute | group X sex x
minute minute
P =0.044 P=0.027 n.s. P=10.091 n.s. n.s. n.s.
Putzen des Gesichts in der Open-Field-Arena
3way ANOVA
group sex minute group X sex group x seX X minute | group X sex x
minute minute
P =0.025 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Tabelle 24: Testergebnisse (Open-Field - Verhaltensweisen)
Aktivitdt im Zentrum der Arena
3way ANOVA
group sex minute group X sex group x sex X minute | group X sex
minute X minute
P <0.001 n.s n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Eintritte ins Zentrum der Arena
3way ANOVA
group sex minute group X sex group x sex X minute | group X sex
minute X minute
P <0.001 n.s P =0.048 n.s. n.s. n.s. n.s.
Aufenthaltsdauer im Zentrum der Arena
3way ANOVA
group sex minute group x sex group X sex X minute | group X sex
minute X minute
P <0.001 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Tabelle 25: Testergebnisse (Open-Field - Zentrum der Arena)
Kognitives Lernen (Erlernen der Trainingskriterien, Erreichen des Tests)
3way ANOVA
group sex training unit | group X sex group x Sex X group X sex
training unit | training unit | X training
unit
P <0.001 P =0.098 P <0.001 n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabelle 26: Testergebnisse (Skinner-Box - Lernverhalten)
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Response efficiency

3way ANOVA
group sex day group x sex group x day sex x day group x sex
x day
n.s. P=0.004 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Chain efficiency
3way ANOVA
group sex day group X sex group x day sex x day group X sex
x day
P<0.001 n.s n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Klappe/min
3way ANOVA
group sex day group x sex group x day sex X day group X sex
x day
P<0.001 P=0.018 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabelle 27: Testergebnisse (Skinner-Box - FCN-Test, Test auf Impulsivitit)

Laterale Amygdala (PND 21)

2-way ANOVA
Basale Dendritenlédnge
group hemi group X hemi
n.s. n.s. n.s.
Basale Spinezahl
group hemi group X hemi
P =0.032 n.s. n.s.
Basale Spinedichte
group hemi group X hemi
P=0.033 n.s. n.s.
Basale Nodes
group hemi group X hemi
n.s. n.s. n.s.
Apikale Dendritenldnge
group hemi group X hemi
n.s. n.s. n.s.
Apikale Spinezahl
group hemi group X hemi
n.s. n.s. n.s.
Apikale Spinedichte
group hemi group X hemi
n.s. n.s. n.s.
Apikale Nodes
group hemi group X hemi
n.s. n.s. n.s.
Laterale Amygdala (PND 90)
2way ANOVA
Basale Dendritenlénge
group hemi group X hemi
n.s. n.s. 1.s.
Basale Spinezahl
group hemi group X hemi
n.s. n.s. 1.s.
Basale Spinedichte
group hemi group X hemi
n.s. n.s. 1.s.
Basale Nodes
group hemi group X hemi
n.s. n.s. 1.S.

Apikale Dendritenldnge
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group hemi group x hemi
n.s. n.s. 1.s.
Apikale Spinezahl
group hemi group x hemi
n.s. n.s. 1.s.
Apikale Spinedichte
group hemi group x hemi
n.s. n.s. 1.s.
Apikale Nodes
group hemi group x hemi
P<0.001 n.s. n.s.
OFC (PND 90)
2way ANOVA
Basale Dendritenlédnge
group hemi group X hemi
n.s. n.s. n.s.
Basale Spinezahl
group hemi group X hemi
n.s. n.s. n.s.
Basale Spinedichte
group hemi group X hemi
n.s. n.s. n.s.
Basale Nodes
group hemi group X hemi
n.s. P=0.039 n.s.
Apikale Dendritenldnge
group hemi group X hemi
P=0.015 n.s. n.s.
Apikale Spinezahl
group hemi group X hemi
P=0.001 n.s. n.s.
Apikale Spinedichte
group hemi group X hemi
P=0.008 n.s. n.s.
Apikale Nodes
group hemi group X hemi
P=0.07 n.s. n.s.
Tabelle 28: Testergebnisse (exzitatorische Pyramidenzellen - Golgi-Imprignierung)
PARV im LO
3-way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
P <0.001 P <0.001 n.s P <0.001 n.s. n.s n.s.
Multiple Vergleiche (Tukey Test)
P21 control
(control (P21 vs.
vs. father- P90):
less): P<
P <0.001 0.001
P90 (soz father-
VS. OV): less (P21
P<0.001 vs. P90):
P<0.001
PARV im VO
3way ANOVA
group | age hemi | group x age | group | age x hemi | group x
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x hemi age x
hemi
P <0.001 P <0.001 n.s P <0.001 n.s. n.s n.s.
Multiple Vergleiche (Tukey Test)
P21 control
(control (P21 vs.
VS. P90):
fatherless): | P <0.001
P
<0.001
P90 fatherless
(control (P21 vs.
VS. P90):
fatherless): P
P <0.001 <0.001
CaBP-D28K im LO
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
n.s P <0.001 n.s P <0.001 n.s. n.s n.s.
CaBP-D28K im VO
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
n.s P <0.001 n.s P=0.016 n.s. n.s n.s.
CRFimLO
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
P <0.001 P<0.001 n.s P <0.001 n.s. n.s n.s.
Multiple Vergleiche (Tukey Test)
P21 control
(control (P21 vs.
VS. P90):
fatherless): P=
P=0.025 0.025
P90 fatherless
(control (P21 vs.
Vs. P90):
fatherless): P=
P =0.007 0.007
CRFim VO
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
P <0.001 P <0.001 n.s P <0.001 n.s. n.s n.s.
Multiple Vergleiche (Tukey Test)
P21 control
(control (P21 vs.
VS. P90):
fatherless): P
P <0.001 <0.001
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P90 fatherless
(control (P21 vs.
VS. P90):
fatherless): | P =0.004
P =0.004
THim LO
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age X
hemi
P=0.042 | P=0.083 n.s n.s. n.s. n.s n.s.
TH im VO
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
n.s n.s. n.s n.s. n.s. n.s
PARV in der BLA
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
P <0.001 P <0.001 n.s P<0.001 n.s. n.s n.s.
Multiple Vergleiche (Tukey Test)
P21 control
(control (P21 vs.
VS. P90):
fatherless): P
P <0.001 <0.001
P90 fatherles
(control (P21 vs.
VS. P90):
fatherless): | P <0.001
P <0.001
PARV im CeA
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
P <0.001 P <0.001 n.s P <0.001 n.s. n.s n.s.
Multiple Vergleiche (Tukey Test)
P21 control
(control (P21 vs.
VS. P90):
fatherless): | P <0.001
P <0.001
P90 fatherless
(control (P21 vs.
VS. P90):
fatherless): P
P <0.001 <0.001
CaBP-D28k in der BLA
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age X
hemi
P <0.001 n.s. n.s P =0.092 n.s. n.s n.s.

CaBP-D28k im CeA

3way ANOVA




Anhang

group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age X
hemi
P <0.001 n.s. n.s n.s. n.s. n.s n.s.
CRF in der BLA
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
P <0.001 P=0.001 n.s P <0.001 n.s. n.s n.s.
Multiple Vergleiche (Tukey Test)
P21 control
(control (P21 vs.
VS. P90):
fatherless): P
P <0.001 <0.001
P90 fatherless
(control (P21 vs.
VS. P90):
fatherless): | P <0.001
P <0.001
CRF im CeA
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
n.s n.s. n.s n.s. n.s. n.s n.s.
TH in der BLA
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
X age X
hemi hemi
P =0.042 n.s n.s. n.s. n.s. P =0.022 P=0.019
TH im CeA
3way ANOVA
group age hemi group x age group age X hemi group x
X age x
hemi hemi
P=0.019 | P=0.006 n.s. P =0.048 n.s. n.s n.s.
Multiple Vergleiche (Tukey Test)
P21 control
(control (P21 vs.
VS. P90):
fatherless): | P =0.023
P=0.023
PARV in der Mol
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
P=0.060 | P<0.001 n.s P =0.002 n.s. n.s n.s.
Multiple Vergleiche (Tukey Test)
P21 control
(control (P21 vs.
Vs. P90):
fatherless): P=
P =0.046 0.046

PARV in der GrDG
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3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age X
hemi
n.s P <0.001 n.s P <0.001 n.s. n.s n.s.
PARV in der LMol & Rad
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
n.s P =0.081 n.s n.s. n.s. n.s. n.s.
PARV in derPy
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age X
hemi
P =0.002 P<0.001 n.s P =0.002 n.s. n.s n.s.
Multiple Vergleiche (Tukey Test)
P21 control
(control (P21 vs.
VS. P90):
fatherless): | P =0.021
P=0.021
P90 oV (P21
(control vs. P90):
VvS. P=
fatherless): 0.03
P=
0.03
PARV in der Or
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age X
hemi
n.s P <0.001 n.s n.s. n.s. n.s. n.s.
PARV im DG
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
P=0.059 | P=0.013 n.s n.s. n.s. n.s n.s.
PARV in der CAl
3way ANOVA
group age hemi group x age group age X hemi group x
x hemi age X
hemi
P=0.046 | P=0.003 n.s n.s. n.s. n.s n.s.
CaBP-D28k in der Mol
3way ANOVA
group age hemi group x age group age X hemi group x
X age x
hemi hemi
n.s P <0.001 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CaBP-D28k in derGrDG
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
X age x
hemi hemi
P =0.047 n.s P=0.070 n.s. = n.s. n.s.
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| 0.073 ]

CaBP-D28k in derLMol & Rad

3way ANOVA
group age hemi group x age group age X hemi group x
X age x
hemi hemi
n.s n.s n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CaBP-D28k in derPy
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
X age X
hemi hemi
n.s P <0.001 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CaBP-D28Kk in der Or
3way ANOVA
group age hemi group X age group age X hemi group X
x hemi age X
hemi
n.s P <0.001 n.s P=0.041 n.s. n.s n.s.
CaBP-D28k im DG
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
n.s P =0.031 n.s n.s. n.s. n.s n.s.
CaBP-D28Kk in der CAl
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age X
hemi
n.s 1.s. n.s 1n.s. n.s. n.s 1n.s.
CRF in der Mol
3way ANOVA
group age hemi group x age group x hemi age x hemi group x
age x
hemi
n.s P <0.001 n.s n.s. n.s n.s. n.s.
CRF in der GrDG
3way ANOVA
group age hemi group x age group x hemi age x hemi group x
age X
hemi
n.s P <0.001 n.s P=0.035 n.s n.s n.s.
CRF in derLMol & Rad
3way ANOVA
group age hemi group x age group x hemi age x hemi group x
age X
hemi
n.s P <0.001 n.s n.s. n.s n.s. n.s.
CRF in der Py
3way ANOVA
group age hemi group x age group x hemi age x hemi group x
age x
hemi
P =0.007 n.s n.s n.s. n.s n.s n.s.
CRF in der Or
3way ANOVA
group age hemi group x age | group x hemi | agex hemi group x
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age x
hemi
P=0.031 n.s n.s n.s. n.s. P=0.037 n.s.
Multiple Vergleiche (Tukey Test)
P21 r
(rvs. | (P21
1) Vs.
= | P90):
0.08 =
0.08
P90 1
(rvs. | (P21
D: vs.
= | P90):
0.071 =
0.071
CRF im DG
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
P=0.004 | P<0.001 n.s P =0.002 n.s. n.s n.s.
Multiple Vergleiche (Tukey Test)
P21 control
(control (P21 vs.
Vs. P90):
fatherless): P=
P =0.064 0.064
P90 (soz | fatherless
VS. OV): (P21 vs.
P=0.017 P90):
P=
0.017
CRF in der CA1
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
n.s P=0.015 n.s n.s. n.s. n.s P =0.065
TH in der Mol
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age X
hemi
P =0.058 n.s. n.s n.s. n.s. n.s n.s.
TH in der subGrDG
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
P <0.001 P =0.001 n.s n.s. n.s. n.s n.s.
TH in der GrDG
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
n.s n.s. n.s n.s. n.s. n.s n.s.
TH in der LMol

3way ANOVA
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group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
P <0.001 P=0.015 n.s n.s. n.s. n.s. n.s.
TH in der Rad
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
P <0.001 P <0.001 n.s n.s. n.s. n.s. n.s.
TH in der subPyr
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age X
hemi
P <0.001 P <0.001 n.s P=0.017 n.s. n.s. n.s.
Multiple Vergleiche (Tukey Test)
P21 control
(control (P21 vs.
VS. P90):
fatherless): P=
P=0.014 0.014
P90 fatherless
(control (P21 vs.
Vs. P90):
fatherless): | P =0.007
P =0.007
TH in der Py
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
P=0.013 n.s. n.s n.s. n.s. n.s. n.s.
TH in der Or
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
P=0.006 | P<0.001 n.s n.s. n.s. n.s. n.s.
TH im DG
3way ANOVA
group age hemi group x age group age X hemi group x
x hemi age X
hemi
P <0.001 P <0.001 n.s n.s. n.s. n.s. n.s.
TH in der CA1
3way ANOVA
group age hemi group x age group age x hemi group x
x hemi age x
hemi
P <0.001 P <0.001 n.s. P=0.071 n.s. n.s. n.s.

Tabelle 29: Testergebnisse (Immunhistochemie)

Hirn- und Korpergewicht

PND 21 - Golgi

Biparental aufgewachsene Tiere

Vaterdeprivierte Tiere

Hirngewicht (g)

Korpergewicht (g)

Hirngewicht (g)

Korpergewicht(g)
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1.45 45,3 1,6 59,0
1,6 53,0 1,5 53,0
1,4 36,0 1,6 50,6
1,5 44,0 1,5 19,0
Ergebnisse
Hirngewicht (g) Korpergewicht(g)
Biparental Vaterdeprivierte Tiere Biparental Vaterdeprivierte Tiere
aufgewachsene Tiere aufgewachsene Tiere
1,9£0,04 1,6+0.03 n.s. 44,6+3,5 45,449,0 ns.
PND 90 - Golgi
Biparental aufgewachsene Tiere Vaterdeprivierte Tiere
Hirngewicht (g) Korpergwicht (g) Hirngewicht (g) Korpergwicht(g)
1,9 173,8 24 168,8
2,0 181,6 22 187,0
1,9 -- 2.1 -
2,1 -- 1,8 -
2,1 -- 2,1 --
Ergebnisse
Hirngewicht (g)
Biparental Vaterdeprivierte Tiere
aufgewachsene Tiere
2,010,05 2,1+0,10 n.s.
PND 21 - Immunhistochemie
Biparental aufgewachsene Tiere Vaterdeprivierte Tiere
Hirngewicht (g) Korpergewicht (g) Hirngewicht (g) Korpergewicht(g)
1,3 59,4 1,1 50,8
1,2 36,5 1,2 45,1
1,2 38,2 1,3 47,5
1,2 50,4 1,3 43,3
1,1 50,2 1,2 57,9
1,1 32,7 1,2 53,0
1,2 41,2
Ergebnisse
Himgewicht (g) Kérpergewicht(g)
Biparental Vaterdeprivierte Tiere Biparental Vaterdeprivierte Tiere
aufgewachsene Tiere aufgewachsene Tiere
1,240,03 1,2£0,03 n.s. 44,1+3.6 49,2422 n.s.
PND 90 - Immunhistochemie
Biparental aufgewachsene Tiere Vaterdeprivierte Tiere
Hirngewicht (g) Korpergwicht (g) Hirngewicht (g) Korpergwicht(g)
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1,5 173,5 1,8 167,9
1,4 170,6 1,8 177,2
1,7 178,5 1,7 176,7
1,5 165,6 1,5 164,9
1,4 166.6 1,8 148,1
1,7 159,6 1,7 144.8
1,6 185,6

L5 176,5

Ergebnisse
Hirngewicht (g) Korpergewicht(g)
Biparental Vaterdeprivierte Biparental Vaterdeprivierte Tiere
aufgewachsene Tiere Tiere aufgewachsene Tiere
1,5+0,04 1,7£0,05 P= 172,14£2,9 163,6+5,7 n.s.
0.016

Tabelle 30: Testergebnisse (Hirn- und Korpergewichte)
Anmerkung : (--) diese Gewichte wurden nicht bestimmt
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