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1. EINLEITUNG

1.1.Strel3 und Strel3reaktion

Strel3 ist eine unter allen Organismen verbreitete Erfahrung des téglichen
Lebens. Die Fahigkeit auf die unterschiedlichsten physikalisch-chemischen,
physischen oder psychischen streRauslosenden Faktoren (Stressoren) adaquat zu
reagieren ist eine fundamentale Voraussetzung des Uberlebens. Werden bei der
Aufrechterhaltung der Homo6ostase jedoch maladaptive Prozesse induziert, kann
dies beim Menschen beispielsweise in Krankheiten des Herz-Kreislaufsystems, des
Immunsystems, Krebs und neuropsychiatrischen Kankheiten wie z.B. der
Depression resultieren. Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation
(Brundtland, 1999) stellen insbesondere psychiatrische Stérungen und
neurologische Krankheiten in Zukunft ein nicht zu unterschatzendes
soziobkonomisches Problem fur alle Nationen dar. Die Neurobiologie chronisch
psychosozialen Stresses ist jedoch in ihrer Vielschichtigkeit weitgehend unbekannt.

Die medizinisch-biologische Definition von Strel3 geht auf Walter B. Cannon
(1915) zurtck, der die Stref3reaktion als eine Kampf- oder Fluchtreaktion verstand.
Seit Selye 1936 zum ersten Mal darauf hingewiesen hat, dal® eine Stref3reaktion in
Form einer chronischen Belastung pathologische Folgen haben kann, wurde die
Maglichkeit einer psychologischen Komponente der Strel3reaktion erst von Mason
et al. im Jahre 1968 diskutiert. Dies begriindet sich unter anderem darin, dal3 es
sehr unterschiedlich ist, welche internen oder externen Faktoren von einem
Individuum als Stressor empfunden werden. Externe Faktoren sind die
Wahrnehmung und Verarbeitung von Sinneseindriicken. Interne Faktoren sind
beispielsweise der Kontext der Sinneseindricke, die individuelle prae- und
postnatale Vorerfahrung, der hormonelle Status des Individuums sowie dessen
genetische Pradisposition (Chrousos und Gold, 1992; McCormick et al. 1995; Liu et
al., 1997; Bahatnagar und Dallman 1998). Die Perzeption und Verarbeitung
belastender Stimuli rufen ein breites Spektrum physiologischer Reaktionen hervor,
die aus einer Vielzahl interagierender hormoneller und neuronaler Antworten auf

den Reiz resultieren.

Die Strel3reaktion wird nach der klassischen Betrachtungsweise vornehmlich Uber
zwei interagierende Achsen vermittelt, die sympathoadrenale und die

Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden Achse (von Holst et al., 1983;



Minton, 1994; von Holst, 1993; de Kloet et al. 1998). Bei akutem Stref3, vor allem
wenn eine aktive Verhaltensantwort gezeigt wird, wird Uberwiegend das
sympathoadrenale System angeregt (Cannon, 1915; Frankenhaeuser, 1982; de
Boer et al., 1990). Uber das periphere sympathische Nervensystem werden
innerhalb von Sekunden die Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin
ausgeschittet, die aus den Nervenendigungen des Sympathicus und aus dem
Nebennierenmark in die Blutbahn gelangen. Die in der Blutbahn zirkulierenden
Katecholamine entfalten daraufhin Gber a- und [-adrenerge Rezeptoren ihre
Wirkung auf die verschiedenen Organe. So erhdhen sie z.B. den Blutdruck und die
Herzkontraktionsfrequenz, stimulieren die Atmung, erweitern die Pupillen,
vermindern die Darmperistaltik und fihren vor allem zur Mobilisierung oxidabler
Substanzen wie Glucose (Norman und Litwack, 1997). Das zentrale Nervensystem
schittet als Reaktion auf Stre3 ebenso Adrenalin und Noradrenalin aus, deren
synthetisierende Neurone primar im Hirnstamm, in Pons und Medulla oblongata, zu
finden sind (Dahlstrom und Fuxe, 1964; Nieuwenhuis, 1985; Fligge, 2000). In
diesem Zusammenhang ist insbesondere der Locus coeruleus (LC) zu erwahnen
(Thierry et al., 1968; Valentino und Aston-Jones, 1995; Fligge, 2000), dessen
Aktivierung jedoch nicht zwangslaufig zeitgleich mit einer Aktivierung des
sympathoadrenalen Systems korreliert ist (Fligge, 2000). Die Neurone des LC
projezieren in nahezu alle Teile des Gehirns und setzen Noradrenalin an ihren
Terminalien frei. In einige Gehirnregionen, wie z.B. in den Hippocampus und den
Cortex gelangt Noradrenalin ausschlief3lich Gber Neurone des LC (Valentino et al.;
1993), wahrend andere Gehirnregionen wie z.B. der hypothalamische Nucleus
paraventricularis (PVN) nur zu einem geringen Teil tGber den LC und mehr Uber
medullare, katecholaminerge Zellgruppen innerviert werden (Pacak et al., 1995;
Herman und Cullinan, 1997).

Eine Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden (HHN) Achse
ist dauerhafter und fuhrt zu einer vermehrten Ausschittung von Glucocorticoiden
aus der Nebennierenrinde (Zusammenfassung: de Kloet et al., 1998). Die zentrale
Kontrolle der Glucocorticoidsekretion wird vorwiegend von parvozellularen
neurosekretorischen Neuronen aus dem PVN gesteuert. Das von diesen Neuronen
sekretierte Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) wiederum stimuliert die Bildung
und Ausschittung des adrenocorticotropen Hormons (ACTH) aus der

Adenohypophyse (Dallman, 1993; Herman und Cullinan, 1997). Auch wenn fur die



Regulation der HHN-Achse CRH der mal3gebliche Faktor ist (Richie und Nemeroff,
1991), werden weitere neuromodulatorisch wirksame Substanzen wie z.B. Arginin-
Vasopressin und Oxytocin ausgeschuttet (Holsboer et al., 1992), die ebenso die
Freisetzung von ACTH Dbeeinflussen. ACTH seinerseits stimuliert die
Nebennierenrinde zur Ausschuttung der Glucocorticoide Cortisol (Primaten,
einschlieRlich Mensch) und Corticosteron (Nagetiere). Uber den Blutkreislauf
gelangen die adrenalen Steroidhormone an die Hypophyse und hemmen dort in
Folge einer schnellen negativen Rickkopplung ihre eigene Ausschittung. Eine
weitere zeitverzogerte negative Ruckkopplung verlauft zentralnervés gesteuert tber
den Hypothalamus und Hippocampus ausgehend von einem Durchtritt der
zirkulierenden Glucocorticoide Uber die Blut-Hirn-Schranke in das Gehirn (Holsboer
et al., 1992; Dallman, 1993; de Kloet et al., 1998).

1.2.Corticosteroidrezeptoren

Corticosteroide binden an zwei intrazellulare Rezeptoren: den Glucocorticoid-
Rezeptor (GR) und den Mineralocorticoid-Rezeptor (MR; Reul und de Kloet, 1985;
Joels und de Kloet, 1994; de Kloet et al., 1998). Zusammen mit anderen Steroid-
Rezeptoren gehoren sie zur Familie der ligandenabhéngigen Transkriptionsfaktoren
(Zusammenfassung: Kawata, 1995). Fir einen in diesem Rahmen nicht zu
leistenden detaillierten Uberblick der Regulation der Gen-Transkription durch GRs
und MRs sei auf die Zusammenfassungen von Beato und Sanchez-Pacheco, 1996
und de Kloet et al., 1998 verwiesen.
Drei mogliche Wege der Transkriptionsregulation sind bisher beschrieben und
werden im folgenden kurz aufgefiihrt: 1. Die Transaktivierung geschieht durch eine
Bindung der Corticosteroide an den GR oder MR mit anschlielender
Homodimerisierung und Translokation in den Zellkern. Eine Wirkung auf die
Transkriptionsrate von Corticosteroid-sensitiven Genen wird daraufhin Uber eine
Bindung an die DNA, den sogenannten "hormone-responsive-elements” erreicht.
2. Eine Transrepression geschieht durch eine Blockade anderer
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. bei AP-1, CREB und NFk-B direkt oder indirekt Giber
eine Protein-Protein Interaktion. 3. Eine Heterodimerisation von GR und MR ist eine
erst kurzlich beschriebene weitere Mdoglichkeit der Beeinflussung der
Transkriptionsrate Corticosteroid sensitiver Gene, insbesondere durch die

nachgewiesene Colokalisation in Pyramidenneuronen des Hippocampus (Trapp et



al., 1994; van Steensel et al., 1996). Da die an der Heterodimerisation beteiligten
stark konservierten Aminosauresequenzen auch in andern nuclearen Rezeptoren
vorkommen, scheint eine Heterodimerisation nicht auf den GR und MR beschrankt
zu sein (Chen et al.,, 1997). Die Aktivierung der GRs und MRs ist stark vom
zellularen Zustand abhangig, welcher wiederum zum Teil von anderen
Neurotransmittern, Hormonen, Peptiden, Cytokinen etc. beeinflul3t wird. Dies
ermdglicht eine grol3e Mannigfaltigkeit und Komplexitat der Transkriptionsregulation,
die bis heute nur zu einem kleinen Teil verstanden wird.

Mit Hilfe der Autoradiographie, Immuncytochemie und In situ-Hybridisierung
konnten GRs in einer Vielzahl von Gehirnregionen in Neuronen und Gliazellen
nachgewiesen werden, darunter fallen der Hypothalamus, Neocortex, Kerngebiete
des limbischen Systems wie z.B. Hippocampus, Amygdala, Septum und in den
aufsteigenden monoaminergen Neuronen der Hirnstammnuclei, z.B. Nucleus
tractus solitarii und LC (Reul und de Kloet, 1985; Vielkind et al., 1990; Joels und de
Kloet 1994; de Kloet et al., 1998; Meyer et al., 1998). Im Gegensatz dazu ist der MR
auf wenige Regionen beschrankt und am starksten im Hippocampus zu lokalisieren
(Reul und de Kloet, 1985; Vielkind et al., 1990; Joels und de Kloet 1994; de Kloet et
al., 1998; Meyer et al., 1998). Wegen der hohen Zahl und Dichte an Corticosteroid-
Rezeptoren wird dem Hippocampus bei der Regulation der HHN-Achse eine
entscheidende Bedeutung beigemessen (Feldman und Conforti, 1980; Dunn und
Orr, 1984; Herman et al., 1989; Jacobson und Sapolsky, 1991; Holsboer et al.,
1992; Herman und Cullinan 1997; van Haarst et al., 1997).

Auch pharmakologisch unterscheiden sich der GR und der MR. Dexamethason und
RU 28362 binden selektiv agonistisch und RU 38486 antagonistisch an den GR.
Aldosteron bindet dagegen selektiv agonistisch und RU 26752 und Spironolacton
antagonistisch an den MR (deKloet et al., 1998).

GRs und MRs haben zudem eine unterschiedlich hohe Affinitat zu Corticosteroiden,
die eine sich im Tagesrhythmus a&ndernde Besetzung der Rezeptoren zur Folge
haben. MRs im Gehirn haben eine 6-10fach hohere Affinitdt zu Corticosteron, sind
bei geringeren Mengen zirkulierender Corticosteroide im Plasma bis zu 90%
gesattigt und regulieren die basale Aktivitat der HHN-Achse. GRs sind dagegen
lediglich wahrend des taglichen Maximums an Plasma-Corticosteron oder wahrend
akutem Strel3 zu etwa 50% besetzt (Reul und de Kloet, 1985; Dallman, 1993). Eine

Besetzung der GRs kann z.B. eine reduzierte zellulare Erregbarkeit (Joels und



deKloet, 1992) bzw. eine verdnderte Signalverarbeitung im Hippocampus zur Folge
haben (Lupien und McEwen, 1997). In diesem Zusammenhang ist zudem zu
erwahnen, dal} eine veranderte Expression von Genen bei Stre3 nachgewiesen
wurde (Beispiele s. 4.3.3.und 4.3.4.1.).

1.3.Chronischer Stref3

Wie in den vorhergehenden Abschnitten beschrieben, bewirkt eine kurzzeitige
Aktivierung der limbisch gesteuerten HHN-Achse eine adaptive Rolle bei der
Stref3reaktion, bei denen die adrenalen Glucocorticoide durch eine direkte oder
indirekte Beeinflussung der Genexpression sowie auch der neuronalen elektrischen
Aktivitat eine entscheidende Rolle spielen (Munck et al., 1984; Joels und de Kloet,
1992). Unter langanhaltenden, chronischen Bedingungen jedoch kann Strel3 von
einer adaptiven Reaktion zu einer maladaptiven Belastung mit einer schadigenden
Wirkung auf viele Kérperfunktionen wie z.B. dem Immunsystem werden (Munck et
al., 1984; Cohen et al., 1991). Charakteristisch fur eine langandauernde
Strel3reaktion ist eine chronische Hyperaktivitatt der HHN-Achse mit daraus
resultierenden erhdhten Glucocorticoidspiegeln (Dallman, 1993; Dinan, 1994).
Chronisch erhdhte Glucocorticoid Konzentrationen haben schadigende Effekte, wie
bei Patienten mit Cushing's Syndrom und als Ergebnis lang anhaltender
Steroidbehandlung mehrfach nachgewiesen wurde (Starkman et al., 1992;
Dubrovsky, 1993; Kupersmith et al., 1994; Seckl und Olsson, 1995; Lupien und
McEwen, 1997). So werden sie auch ursachlich in Verbindung gebracht mit
depressiven Erkrankungen oder der Alzheimer-Krankheit (Sachar et al., 1973; Gold
et al., 1988; Checkley, 1992; Martignoni et al., 1992; Dinan, 1994; Sheline, 1996;
Plotzky et al., 1998; Lupien et al.; 1999).
Bei der Betrachtung der physiologischen Stref3reaktion und resultierenden
Verhaltensanderungen sind jedoch die verschiedenen Qualitaten von Stressoren zu
bericksichtigen. So ist nachgewiesen worden, dal3 physischer und psychischer
Strel3 oder ein sozialer Kontext des Stressors Unterschiede in der zentralnervésen
Strel3reaktion der Tiere zur Folge haben (Herman und Cullinan, 1997; Sgoifo et al.,
1997).



1.4.Hippocampusformation und chronischer Strel3

Die Hippocampusformation ist eine entwicklungsgeschichtlich alte Struktur des
Telencephalon und besteht aus der Cornu ammonis (CA1-4), dem Gyrus dentatus
(GD) und dem Subiculum. Neben der bereits beschriebenen regulatorischen Rolle
bei der neuroendokrinen Aktivitat ist der Hippocampus stark involviert in die
Verarbeitung kognitiver Prozesse wie Lernen und Gedachtnisfunktionen (Squire,
1992; Eichenbaum et al., 1999). Die Verbindung der Stérung von Lern- und
Gedachtnisprozessen sowie den zugrundeliegenden zellularen Mechanismen (z.B.
LTP; Miller und Mayford, 1999) mit chronisch erhdhten Glucocorticoid-
Konzentrationen, chronischem und psychischem Stre3 wurde mehrfach
nachgewiesen (Martignoni et al., 1992; Starkman et al., 1992; Dachir et al., 1993;
Pavlides, 1993; Luine et al., 1994; Bodnoff et al., 1995; Kirschbaum et al., 1996;
Lupien und McEwen, 1997; de Kloet et al., 1998; Ohl und Fuchs, 1999; Ohl et al.;
2000).
Auf Grund der beobachteten Defizite in der exekutiven Funktion des Hippocampus
bei Strel3 gibt es seit kiirzerem ein starkeres Interesse an der Mdglichkeit, dal3 eine
andauernde, extensive Glucocorticoidsekretion strukturelle Verdnderungen im
Hippocampus bewirkt. Im Zusammenhang erhohter Cortisol-Konzentration mit
kognitiven Defiziten beim Menschen scheinen strukturelle Veranderungen der
Hippocampusformation zu bestehen, die sich in Form signifikanter
Volumenreduktion manifestieren (Lupien et al., 1998). Bei Ratten wurde mit Hilfe
stereologischer Methoden eine Volumenreduktion von nicht somatischen Schichten
des Hippocampus, im Gyrus dentatus und in der Region CA3, nach chronischer
Corticosteron Behandlung festgestellt (Sousa et al., 1998b).
Pyramidenneurone, insbesondere in der Region CA3, werden als besonders
sensitiv fur strukturelle Veranderungen angesehen (Fuchs et al., 1995; Gould et al.,
1997; Sousa et al., 1998b). So verandert sich nach chronisch psychosozialem Strel3
die nukledre Farbintensitat von Pyramidenneuronen mit Nisselfarbstoffen, die eine
Anderung der Chromatinstruktur vermuten laRt (Fuchs et al., 1995). Desweiteren
verursachen drei Wochen taglicher Immobilisationsstrel3 bzw. Corticosteron
Behandlung bei Ratten oder vier Wochen psychosozialer Strel3 bei Tupaia eine
Regression der apikalen Dendriten von Pyramidenneuronen der Region CAS3
(Woolley et al., 1990; Magariiios und McEwen, 1995b; Magariiios et al., 1996;
McKittrick et al., 2000). Diese Atrophie ist reversibel und kann durch eine



zusatzliche Behandlung mit Phenytoin, einem Antiepileptikum, welches u.a. die
Freisetzung exzitatorischer Aminosauren modifiziert, oder CGP 43487, einem
competitiven N-methyl-D-asparatat Antagonisten, verhindert werden (Watanabe et
al., 1992; Magarifios und McEwen, 1995a; Magarifios et al., 1996). Dies gibt den
Hinweis auf eine Beteiligung von exzitatorischen Aminosaureneurotransmittern bzw.
eines Ungleichgewichtes zwischen exzitatorischem und inhibitorischem Einflul3 auf
die Pyramidenneurone, bei dem andere Transmittersysteme wie Glutamat, GABA,
Serotonin oder intrazellulares Calcium als modulierend diskutiert werden
(Zusammenfassung: de Kloet et al., 1998; McEwen, 1999). Die genauen Mechanis-
men, die zu einer dendritischen Atrophie fihren, sind jedoch unbekannt.

Weiterhin wurde auf Grund einiger Untersuchungen an Ratten und nichthumanen
Primaten postuliert, daf3 chronisch erhbhte GC-Konzentrationen und Strel3 korreliert
sind mit einem Verlust von Neuronen. Dabei wird angenommen, dal3 Uber
herunterregulierte Glucocorticoid-Rezeptoren eine Kaskade der Degeneration in
Gang gesetzt wird, die in einem Zelltod von Pyramidenneuronen resultiert (Sapolsky
et al., 1985; Sapolsky et al., 1986; Uno et al., 1989; Sapolsky et al., 1990; McEwen,
1992; O'Brien, 1997). Dieser GC-induzierte Zelltod wird, auch wenn dies weiterhin
diskutiert wird, im allgemeinen als apoptotisch angesehen (Reagan und McEwen,
1997). Mit dieser sogenannten "Glucocorticoid-Kaskaden" Hypothese wurden die
beobachteten corticalen Dysfunktionen in Zusammenhang gesetzt und teilweise
erklart (McEwen und Sapolsky, 1995). Der postulierte irreversible Verlust von
Neuronen im Hippocampus wird jedoch in den letzten Jahren in Frage gestellt
(Wickelgreen, 1996; Vollmann-Honsdorf et al., 1997; Sousa et al.,, 1998a+b;
Leverenz et al., 1999).

Zudem sind bei einer Betrachtung der Hippocampusformation im Zusammenhang
mit chronischem Strel} vielfaltige strukturelle Verdnderungen auf der Rezeptorebene
verschiedener Transmittersysteme zu erwahnen, da diese als Effektoren und/oder
Modulatoren einer Strel3reaktion anzusehen sind (Liberzon und Young, 1997;
Fligge; 2000). Dies ist insbesondere von Bedeutung wenn es sich um Prozesse
handelt, die emotional gefarbt sind, Erwartungshaltungen oder kognitiv integrative
Funktionen betreffen, wie dies bei psychosozialem Strel3 der Fall ist. Dabei spielen
u.a. die Neurotransmittersysteme des noradrenergen, serotonergen und dopaminer-
gen Systems eine Rolle (Fligge, 1995, 1996; Flugge et al.,, 1997; Lopez et al.,
1998; Flugge, 2000; Isovich et al., 1999, Mijnster et al., 1999a)



1.5.Tupaia als Strel3modell

In der biomedizinischen grundlagenorientierten Stref3-Forschung  wird
vorwiegend das Versuchstier Ratte in Verbindung mit physischen Stressoren, wie
z.B. Etherexposition, Immobilisation, Ful3- oder Kalteschock, eingesetzt. Bei der
Betrachtung der physiologischen Stref3reaktion und resultierenden Veranderungen
im Gerhirn oder des Verhaltens sind jedoch die verschiedenen Qualitdten von
Stressoren zu berlcksichtigen. Physischer und psychischer Strel3 oder ein
verdnderter sozialer Kontext haben nachweislich Unterschiede in der
zentralnervdsen Strel3reaktion zur Folge (Herman und Cullinan, 1997; Sgoifo et al.,
1997). Da jedoch physische Stressoren wenig bis keine Relevanz zur Biologie der
Tiere haben und vermutlich andere neuronale Systeme aktivieren (Sgoifo et al.,
1997; Herman and Cullinan, 1997), sind auf physischem Strel3 basierende
Untersuchungen in ihrer Aussagekraft als Modell fur Auswirkungen psychischen
Stresses beim Menschen als kritisch zu betrachten. Neben einzelnen Tiermodellen
der Ratte, wie z.B. dem ,resident-intruder‘-Modell des ,visible-burrow-system*
(Blanchard et al., 1995), die die genannten Punkte verstarkt berlcksichtigen, hat
sich das chronisch psychosoziale StreBmodell mannlicher Tupaia als Tiermodell fur

chronischen sozialen Strel etabliert.

Abb. 1.1: Tupaia belangeri



Tupaia belangeri (Abb.1.1) ist ein vornehmlich in den Regenwéldern Sudostasiens
verbreitetes, tagaktives Saugetier. Mit weiteren 17 Arten wird die Gattung nach dem
gegenwartigen Stand der Forschung in der Ordnung Scandentia geftihrt (Martin,
1990). Diese wird nach herrschender Meinung stammesgeschichtlich als getrennte
Stammlinie eines gemeinsamen Vorfahren mit den Primaten betrachtet. (Starck,
1965; Martin 1990).

Vor allem in einer Konkurrenzsituation gegeniuber gleichgeschlechtlichen
Artgenossen zeigen mannliche Tupaia ein ausgepragtes Territorialverhalten. Diese
aus dem naturlichen Verhaltensrepertoire der Tiere abgeleitete Konfliktsituation
macht man sich in dem artspezifischen Strel3paradigma (Raab, 1971; von Holst,
1993; von Holst et al., 1983; Fuchs und Fligge, 1998) zu nutze: Die Koexistenz
zweier Mannchen fuhrt zu einer stabilen dominanten-subordinaten Beziehung, bei
der der Unterlegene allein durch visuellen und geruchlichen Kontakt stref3induzierte
Veranderungen des Verhaltens, der Physiologie und des zentralen Nervensystems
aufweist (fur Details s. 4.1.). Diese Veranderungen sind den Symptomen chronisch
psychosozialen Stresses beim Menschen ahnlich (s. 4.1.; Aue, 1988; Fuchs et al.,
1996; Fuchs und Flugge, 1998; Kramer et al., 1999) und lassen sich zum Teil durch
die Behandlung mit Clomipramin, einem Antidepressivum, aber nicht mit dem
prototypischen Anxiolytikum Diazepam aufheben (Fuchs et al., 1996; vanKampen et
al., 2000).

1.6.Zielsetzung und Fragestellung

Ziel der im folgenden beschriebenen Untersuchungen war es, mit Hilfe
histologischer Techniken die Auswirkungen von chronischem psychosozialem Stref3
und einer Behandlung mit Cortisol auf die Morphologie der Pyramidenneurone und
der Kornerzellen der Hippocampusformation zu untersuchen. Es sollte Uberprift
werden, ob sich Zelltod und ein daraus resultierender Neuronen-Verlust unter
diesen Strel3bedingungen nachweisen la3t. Darum wurde Tupaia belangeri als
Tiermodell ausgewahlt, um eine Induktion und Dauer von chronisch psychosozialem
Strel3 bei kontrolliertem Einsatz eines rein psychosozialen Stressors unter

Laborbedingungen durchfihren zu kénnen.
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In den im nadchsten Abschnitt beschriebenen Versuchen sollte

Uberpruft werden, ob durch chronisch psychosozialen Stre3 morphologische
Anderungen im Zellkern von Pyramidenneuronen induziert werden und in
welchen Gebieten der Hippocampusformation die Effekte zu beobachten sind,
untersucht werden, ob die strukturellen Veranderungen im Zellkern allein auf die
Wirkung von Cortisol zurtckgefuhrt werden kann,

die durchschnittliche Zahl der Pyramidenneurone in der Cornu ammonis und der
Kdrnerzellen im Gyrus dentatus von Tupaia ermittelt werden und untersucht
werden, ob durch chronisch psychosozialen Strel3 die Anzahl verandert wird
untersucht werden, ob als Folge von chronisch psychosozialem Strel3 in der

Hippocampusformation vermehrt apoptotische Zellen nachzuweisen sind.
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2. MATERIAL UND METHODE

Zur besseren Ubersichtlichkeit werden die Herkunftsangaben der Chemikalien und
die Zusammensetzungen der LOsungen separat im Anhang unter 7.1. und 7.2.
aufgefuhrt.

2.1.Tiere und Tierhaltung

Alle fir die Untersuchungen verwendeten Tupaias (Tupaia belangeri; Abb.1.1)
stammen aus der Zuchtkolonie des Deutschen Primatenzentrums in Gottingen. Die
adulten, mannlichen Tiere wurden einzeln in mit Kletterasten ausgestatteten
Edelstahlkafigen (50x130x80cm; Ebeco, Castrop-Rauxel) gehalten. An der
Kafigaul’enseite waren ein Schlafkasten und eine Wasserflasche angebracht. Unter
den Kéfigen lagen zum Auffangen von Kot, Urin und Futterresten Papierbahnen, die
taglich gewechselt wurden. Um Stérungen so kurz wie mdglich zu halten, sowie zur
Erhaltung der geruchlichen Umwelt wurden die Kafige nur einmal wéchentlich
gereinigt. Die Haltungsrdume waren vollklimatisiert mit einer Temperatur von
27°Cx1°C und 60%+7% Luftfeuchtigkeit. Die gesamte Raumluft wurde pro Stunde
mindestens 10 mal ausgetauscht. Der Hell-Dunkelwechsel von 12:12 Stunden
begann mit der Lichtphase um 8:00 Uhr. Wasser und Futter, eine standartisierte
pelettierte Zucht- und Haltungsdiat fir Tupaias (Altromin, Lage) bekamen die Tiere
ad libitum. Alle Tiere waren bezuglich der Konfrontation mit einem Artgenossen oder
einer anderen aul3er der Haltung betreffenden Behandlung naiv und sind die
Prozedur des Wiegens und das damit verbundene Herausnehmen aus den
Schlafkasten von Geburt an gewohnt, so dafd dies keinen zusatzlichen Strel3faktor

fur die Tiere darstellt.

2.2.Induktion von psychosozialem Strel3

Nach einer Kontrollphase von 10-12 Tagen, in der das durchschnittliche
Korpergewicht und die basalen Cortisol- und Noradrenalin-Konzentrationen im Urin
ermittelt wurden, wurde der psychosoziale Strel3 Gber eine Dauer von 28 Tagen wie
folgt induziert. Zwei einander unbekannte Tupaias wurden in benachbarten Kafigen
untergebracht, deren blickdichte Trennwand entfernt wurde. Dies fuhrte zu einer
aktiven Konkurrenz beider Mannchen um das vergroRRerte Territorium und resultierte

bereits nach 1-2 Stunden in einer stabilen dominanten/subordinaten Rangordnung.
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Darauf folgend wurden die Kafige durch ein Drahtgitter voneinander getrennt,
welches den Sichtkontakt ermdéglicht, eine dauerhafte physische Interaktion jedoch
vermeidet. Dieser fortgesetzte visuelle Kontakt zu dem dominanten Artgenossen
induziert bei dem unterlegenen Tier physiologische, neuroendokrine und das
Verhalten betreffende Anderungen, die ausschlieBlich auf der kognitiven
Interpretation des Unterlegenen basieren und somit als chronischer psychosozialer
Strel3 bezeichnet werden kdnnen (Raab, 1971; von Holst et al., 1983; Fuchs et al.,
1996; Fuchs und Flugge, 1998). Um Adaptationsprozesse zu umgehen, wurde das
Gitter taglich fur 1-1,5 Stunden zwischen 8:00 und 12:00 Uhr entfernt, welches
einen physischen Kontakt zwischen den Mannchen ermdéglichte.

Eine chronische Strel3belastung von 28 Tagen hat sich in friheren Versuchen als
ausreichend erwiesen, um morphologische Anderungen im Gehirn von Tupaia
belangeri zu induzieren (Fuchs et al., 1995; Magarifios et al., 1996). Wéahrend des
gesamten Versuchs waren Kontrolltiere in einem separaten Raum der Tierhaltung

untergebracht. Anschliel3end wurden alle Tiere perfundiert (s. 2.5.).

2.3.Cortisol-Behandlung

Nach der Kontrollphase von 10-12 Tagen wurde den Tieren fur 28 Tage
Cortisol-Hemisuccinat Uber das Trinkwasser verabreicht. Dies hat den Vorteil, dal3
physische Stressoren wie z.B. die einer Injektion, welche die Ergebnisse
beinflussen kdnnten, vermieden werden (Gannon und McEwen, 1990; Magariios et
al., 1998). 120mg Cortisol-Hemisuccinat (4-pregnen-11(3, 17, 21-triol-3, 20-dione 21
hemisuccinate; Steraloids Inc., Wilton, USA) wurden in einem Liter Leitungswasser
geldst, taglich neu in Trinkwasserflaschen gefullt und der Verbrauch Uber das
Gewicht der Losung gemessen. Dies fuhrte pro Individuum zu einer taglichen,
durchschnittlichen Cortisol-Aufnahme von 5 mg/100g Korpergewicht. In friheren
und parallel laufenden Untersuchungen wurde gezeigt, da’ diese Cortisoldosis im
Schnitt zu einer 10fach gesteigerten Cortisolexkretion fuhrt (Fligge, 1999; Isovich et
al., 1999). Cortisol-Hemisuccinat hat gegentber Cortisol den Vorteil, dal3 es in der
angegebenen Menge wasserl6slich ist und nicht in Ethanol angelést werden muf3.
Die Wasseraufnahme der Tiere wurde, wie in Vorversuchen ermittelt, durch das
geldste Cortisol nicht beeintrachtigt. Alle Flaschen wurden mindestens jeden dritten
Tag detergenzfrei gespult und gewechselt und waren durch eine Alufolie vor
starkem Lichteinfall geschutzt.
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2.4.Physiologische Parameter

Zur Bestimmung des Korpergewichtes und der wurindren Cortisol- und
Noradrenalin-Konzentration wahrend der Kontrollphase (basale Konzentrationen;
10-12 Tage) und der anschlielienden Versuchsphase (28 Tage) wurden die Tiere
taglich zwischen 7.45 und 8.00 Uhr gewogen und ihnen Urin abgenommen
(s. 2.4.1.). So ist es mdglich bei einzelnen Tieren die versuchsbedingt induzierten
Verdanderungen der physiologischen Parameter mit dem Mittelwert der
Kontrollphase desselben Tieres zu vergleichen.
Das Korpergewicht wurde bei allen Tieren (n=25) ermittelt. Bei 14 Tieren wurde die
Cortisol-Konzentration und bei 6 Tieren zusatzlich die Noradrenalin-Konzentration
im Urin bestimmt und zur Bertcksichtigung der physiologischen Verdinnung in

Relation zur Kreatinin-Konzentration des Urins gesetzt.

2.4.1. Gewichtsbestimmung und Urinabnahme

Vor Beginn der Licht- und Aktivitatsphase wurden die Tiere in ihren
Schlafkasten abgesperrt, herausgenommen, gewogen und durch eine leichte
manuelle Massage des Unterbauchs zur Urinabgabe angeregt. Da in der Regel
wahrend der Nacht kein Urin freigesetzt wird (Aue, 1988), war die Blase gut gefillt.
Urinabnahme und Wiegen dauerten maximal 2 Minuten pro Tier.
Das Korpergewicht ist ein guter Indikator fir den Allgemeinzustand der Tiere (von
Holst et al., 1983). Bei einer Unterschreitung der Toleranzgrenze von mehr als 15%
Gewichtsabnahme wahrend der Versuchsphase, wurde nach den Vorgaben durch
die Tierversuchsgenehmigung die Behandlung fur 24 h ausgesetzt. Chronisch
psychosozial belastete Tupaias wurden daraufhin anstatt des Gitters durch eine
PVC-Sichtblende vom Nachbarkéfig getrennt. Cortisol-behandelte Tupaias
bekamen in diesem Fall fir 24 h reines Leitungswasser.
Von dem in Glasrohrchen aufgefangenen Urin wurden sofort fir die Bestimmung
des Kreatinins 10ul Urin abgenommen und mit 190ul 0,9% NaCl gemischt. Des
weiteren wurden zur Bestimmung von Noradrenalin bei 6 Tieren zusatzlich 385pl
Urin abgenommen und in ein mit 15yl 6N HCI gefllltes und gekihltes
Eppendorfgefa? gegeben und gemischt. Alle Proben wurden direkt bei —20°C

eingefroren und bis zur Analyse bei —20°C gelagert.
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2.4.2. Cortisolbestimmung

Zur Aufreinigung der Urinproben wurden 500ul des bei 4°C aufgetauten Urins
in eine mit 230 mg Kunstharz (Extrelut, Merck, Darmstadt) auf 0,5mm gestopfter
Glaswolle gefillten Pasteur-Pipette gegeben und nach 10 Minuten mit 4ml
Dichlormethan ausgewaschen. Das Eluat wurde anschlieBend unter einem
Stickstoffstrom eingeengt, in 1ml 0,5 M Tris-HCI-Puffer (pH 8) geldst und bei —20°C
gelagert.
Fur den Radioimmunoassay (RIA; Udenfried et al., 1985) wurden je 100ul dieser
Losung, sowie parallel je 100ul Cortisol-Standards (0,075ng Cortisol
gefriergetrocknet, Sigma, St. Louis, USA) in einem Scintillationsgefafd mit 100ul anti-
rabbit Cortisol Antiserum (Paesel-Lorei, Frankfurt/Main), 100ul anti-rabbit IgG-
coated Fluormicrospheres (scintillation proximity assay anti-rabbit reagent type 1,
Amersham, Braunschweig) und 100ul *H-Cortisol als radioaktivem Tracer
(Amersham) versetzt und auf einem Schdttler fir 20h bei 4°C und anschliel3end fur
24h bei Raumtemperatur inkubiert. Mit Hilfe eines [3-Scintillationszahlers (LKB
Wallac 1209 Rackbeta, Berthold GmbH, Hannover) wurde die Aktivitdt Uber die
Zerfalle pro Minute ermittelt und die Cortisol-Konzentration tUber die Standardkurven
ermittelt. Die "Inter-assay-varianz" lag durchschnittlich bei 12.9% und die "Intra-
assay-varianz" bei 2,6%.
Die ermittelten Cortisol-Konzentrationen wurden in Relation zur jeweiligen Kreatinin-
Konzentration gesetzt, so dal3 die Urinproben unabh&ngig von der physiologischen
Verdinnung des Urins waren. Die Kreatininkonzentration wurde mit Hilfe des
Beckman Creatinine Analysers 2 in den mit 10ul Urin und 190ul 0,9% NaCl

versetzten EppendorfgefalRen (s. 2.4.1.) photometrisch bestimmt.

2.4.3. Noradrenalinbestimmung

350 pl Urin wurden direkt nach der Probenentnahme zu 15 pl 6N HCI
pipettiert, kihl gelagert und unter Lichtausschlu? bei —20°C aufbewahrt. Die
Urinproben wurden bei 4°C aufgetaut und zentrifugiert (10000 upm; Eppendorf). Zur
Aufreinigung wurden 350ul des Uberstands zusammen mit 100 pl 0,5 M HCI (pH
6.5) und 7 ml 0.1 % EDTA auf mit 0,8ml schwachem Kationen-Austauscher-Gel
(BioRex 70; BioRad, Miinchen) geftllte Poly-Prep-Saulen pipettiert, nach Einsickern
der Probenanséatze mit 2 x 4 ml H,O gewaschen und die Katecholamine zweimal mit
4 ml 4% Borsaure eluiert. Die Borsaurefraktionen wurden bei - 20 °C aufbewabhrt.
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Zur Trennung und Quantifizierung des Noradrenalins wurden 20ul Aliquots dieser
Borsaurefraktionen und eine Kontrolle mit Borsaure zur Uberpriufung der
Wiederfindungsrate Uber einen automatischen Probenaufgeber (LKB 2157) auf die
High-pressure-liquid-chromatography Anlage (HPLC; Vorzelle, +0,4V, esa 5020;
HPLC-Séaule Chrompack C8 mit Chromsper 5 C8, Chrompack GmbH, Frankfurt;
HPLC-Pumpe LKB 2150 mit Controller LKB 2152) injiziert und nach Schleicher et
al., 1983 elektrochemisch Uber eine "reversed-phase"-Chromatographie mit einem
coulormetrischen Detektor (Colochem 5100A, high-sensitivity-cell 5011, esa,
Bischof, Leonberg) bei 40°C und 150 bar in einem Redox-Potential (Elektrode 1: -
0,15V; Elektrode 2: +0,25 V) detektiert. Der an der zweiten Elektrode — bei der
Oxidation — flieRende elektrische Strom wurde mit Hilfe eines daran gekoppelten
Integrators (C-R3A, Shimadzu) gespeichert und automatisch ausgewertet. Dabei
wurde die Hohe der gemessenen Peaks der Standards in Relation gesetzt zu dem
bei der Oxidation flieRenden elektrischen Strom. Die so errechneten
Konzentrationen (pmol/20ul) wurden daraufhin in Relation gesetzt zur Kreatinin-
Konzentration (s.2.4.2.), so dal3 die unterschiedlichen Urinproben unabhangig von

der physiologischen Verdinnung des Urins waren (Fuchs et al., 1992).

2.4.4. Statistik

Zur Vermeidung von interindividuellen Einflissen vor der Versuchsphase
wurden alle Werte pro Individuum in Prozent des Mittelwertes der Kontrollphase
transformiert. Statistische Analysen wurden an einem PC mit der Software "SPSS
8.0" (SPSS, Inc., Chicago, lllinois, USA) durchgefihrt. Alle physiologischen Daten
wurden einer zweifaktoriellen Varianzanalyse mit Melwiederholungen (ANOVA)
unterzogen. Als unabhangige Variable war die Tiergruppe, d.h. Kontrollgruppe vs.
Stre3gruppe und fur das Gewicht auch die Cortisolgruppe, anzusehen, als
abhéngige Variable die Zeit, d.h., der Mittelwert der Kontrollphase und die
Versuchstage bzw. -wochen wahrend der psychosozialen Strel3-Phase. Zum
intraindividuellen Vergleich der einzelnen Versuchstage mit der Kontrollphase wurde
der Mittelwert der Kontrollphase herangezogen. Da fir Noradrenalin wegen der
geringen GruppengrofRe und ,missing values” insbesondere bei einem Tier eine
ANOVA der einzelnen Tage zu einer verfalschten Interpretation der Ergebnisse
gefuhrt hatte, wurden pro Tier die Mittelwerte der Wochen (Kontrollphase von 8
Tagen und vier StreBwochen von je 7 Tagen) verglichen. Die Gruppenvergleiche

wurden mittels eines Games-Howell post Hoc-Tests mit Bonferroni-Korrektur der a-
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Level vorgenommen. Als signifikant wurde jeweils p < 0,05 angesehen. Soweit nicht
anders angegeben, werden alle graphisch dargestellten Daten als Mittelwert + SEM

aufgefuhrt.

2.5.Perfusion und Praparation des Gewebes

Vor der Perfusion wurden die Tiere mit einer intramuskularen Injektion von 0,6
ml des Narkosemittels Gottinger Mischung Il (50mg/ml Ketamin, 10mg/ml Xylazin
und 0,1mg/ml Atropin), verstarkt durch eine zusatzliche Inhalation von Diethylether,
euthanasiert. Alle Tiere wurden zur Standartisierung in einem Zeitfenster von 8.30
Uhr - 11.30 Uhr transcardial perfundiert. Das Gewebe wurde entblutet, indem
intracardial durch den Aortenbogen 2-3 min ca. 100ml des Blutersatzmittels
Onkovertin (Braun, Melsungen) infundiert wurden. Da nur das Gehirn vollstandig
perfundiert werden sollte, wurde zur darauf folgenden Perfusion die Aorta
descendens abgeklemmt. Die fur die elektronenmikroskopischen Untersuchungen
bendtigten Tiere wurden fir 10-20 min mit 200ml Karnovsky-Fixationslosung (3%
Paraformaldehyd + 2,5% Glutardialdehyd in 0,1M Phosphatpuffer, pH 7,2; nach
Karnovsky, 1965) perfundiert. Bei allen anderen Tieren wurde mit 200ml 2%
Paraformaldehyd (PFA) und 2% Glutardialdehyd in 0,1M Phosphatpuffer (pH 7,3)
bzw. 4%iger phosphatgepufferter PFA-L6sung (pH 7,2) fixiert. Zur Vermeidung von
Gewebedeformationen und Postfixationsartefakten (Cammermeyer, 1978) wurden
die Kopfe der Tiere vom Korpus getrennt und fur 24 Stunden bei 4°C in demselben
Fixativ nachfixiert. Danach wurden die Gehirne vorsichtig freiprapariert und der
Hippocampus je nach Versuch mit umgebenden Hirnarealen oder isoliert

entnommen (s. 2.6., 2.7. und 2.8.).

2.6.Hippocampus-Histologie und Glucocorticoide
2.6.1. Praparation und Einbettung in Epoxyharz

Der Hippocampus wurde vollstdndig herausprapariert und mit einem Skalpell
in 10 1mm?® groRe Blocke geteilt. Um nach der Einbettung die entsprechenden Teile
des Hippocampus in einer bestimmten Orientierung schneiden zu kénnen, wurden
sie prazise gezeichnet und wie folgt eingebettet:
e 2xje 30 min in 0,1M Phosphatpuffer (pH 7,3) bei 4°C
» 2h postfixieren in 1%igem 0,1M phosphatgepuffertem Osmiumtetroxyd (OsOy;

pH 7,3; Paesel-Lorey, Frankfurt) bei 4°C
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e 2xje 30 min in 0,1M Phosphatpuffer (pH 7,3) bei 4°C

* je 30 min in 30%, 50%, 70%, 90%, 100% und 100% Ethanol bei 4°C

e 30 min in Isopropanol (Fluka, Buchs, Schweiz) bei 4°C

e 2xje 15 min in 1-2Propylenoxyd (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn) bei 4°C

* 1 hin Propylenoxyd und Epon (2:1) bei 10°C

* 1 hin Propylenoxyd und Epon (1:1) bei 10°C

* 1 hin Propylenoxyd und Epon (1:2) bei 10°C

* 36 hin reinem, 3x gewechseltem Epon bei 20°C

» fronto-occipitale Ausrichtung der Gewebeblécke an Hand der Zeichnungen und
gerichtete Einbettung in eine mit Epon geflillte Gelatinekapsel

e 24-27 h Polymerisation bei 60°C im Trockenschrank

» Entfernen der Gelatinekapsel in 40-45°C warmen H,O

2.6.2. Anfertigung und Farben von Semi-Dinn-Schnitten

Von allen Hippocampus-Blocken wurden je 2-3 0,5um und 1pum dicke Semi-
Dunn-Schnitte auf einem Ultramikrotom (OMU-3, Reichert, Wien, Osterreich) mit
einem zuvor selbst hergestellten Glasmesser geschnitten. Dabei wurden die Blocke
so ausgerichtet, daf3 die dendritischen Schafte der Neuronen zu erkennen waren
(Abb. 2.1).
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Abbildung 2.1: Dieser Ausschnitt aus den Schichten der Stratum pyramidale (linke
Bildhalfte) und der Stratum radiatum (rechte Bildhalfte) der Hippocampusregion CAl von
Tupaia belangeri verdeutlicht die Trimmrichtung der Epon-eingebetteten Gewebeblécke.
Die dendritischen Schafte (schwarze Pfeilspitzen) der Pyramidenneurone sind langs
angeschnitten. Die medial angeschnittenen Zellkerne (Pfeile) der Pyramidenneurone haben

ein ovale Form mit einem zentral gelegenen, grof3flachigen Nucleolus.
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Anschlie3end wurden die Schnitte direkt aus dem Wasserbad des Glasmessers auf
unbeschichtete Glasobjekttrager aufgezogen und sofort bei 60°C auf einer
Heizplatte gestreckt und getrocknet.

Zum Farben wurden die Schnitte auf der 60°C warmen Heizplatte mit 1%iger
Methylenblau-Azur 11 fir 1 min gefarbt, die Farbelésung mit aqua bidest entfernt und
die Schnitte bei 60°C getrocknet. Vor dem Einbetten wurde Eukitt unter das

Deckglas gegeben.

2.6.3. Anfertigung und Kontrastieren von Ultra-Dinn-Schnitten

Zur besseren Vergleichbarkeit mit vorhergehenden Untersuchungen (Fuchs
et al., 1995; Magarifios et al., 1996) wurde eine korrespondierende Region in der
Ebene A2,5 (nach Tigges und Shanta, 1969) des Hippocampus in CA1 und CA3
ausgewahlt und getrimmt. Dabei wurde darauf geachtet, dal? die apicalen
dendritischen Schéfte der Neurone zu erkennen waren (Abb 2.1). Eine
Beschrankung auf einen Teil des Hippocampus ist trotz nachgewiesener anterior-
posteriorer anatomischer Gradienten (Moser und Moser, 1998; Meyer et al., 2001)
in diesem Fall mdglich, da zuvor festgestellt wurde, dal eine Anderung der
optischen Dichte des Nucleoplasmas nicht auf einen bestimmten Abschnitt der CA1
und CA3 Region begrenzt war (Fuchs et al., 1995; Risold und Swanson, 1996). Von
den getrimmten und geschliffenen Blocken wurden je 70-80nm dicke Ultra-Dinn-
Schnitte auf einem Ultramikrotom (OMU-3, Reichert) mit einem zuvor selbst
hergestellten Glasmesser in ein Wasserbad (Ampuwa, Fresenius, Bad Homburg)
geschnitten und zu je 2-3 Schnitten auf mit Formvar (Merck, Darmstadt) befilmte
Lochgrids aufgezogen. Abschlie3end wurden die Schnitte mit je einem Tropfen pro
Grid von 5% Uranylacetat fur 20-30 min und Bleicitrat fur 7min kontrastiert (fur
Details s. Reynolds, 1963).

2.6.4. Lichtmikroskopische Auswertung und computergestitzte Analyse

Die systematische, morphometrische Auswertung erfolgte mit Hilfe eines
computergestutzten Bildanalysesystems (Imaging Research Inc., Ontario, Canada),
bei dem eine Kamera (CCD-72; Dage-MIT Inc., Michigan City, Indiana, USA) die
optische Dichte der durch ein Lichtmikroskop (Axioskop, Zeiss, Oberkochen)
100fach (100er Ol-Immersionsobjektiv) vorvergroRerten Schnitte aufnimmt und mit
Hilfe eines Computers auf einem Monitor abbildet. Unter Anwendung des
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Auswertprogramms MCID M1 (Version 4.2; Imaging Research) wurde die Flache
des Cytoplasmas, des Nucleoplasmas (ohne Nucleolus) und des Nucleolus markiert
und deren jeweilige optische Dichte gemessen.

Eine lineare Standardkurve fir densiometrische Messungen wurde erstellt, deren
dunkelste Referenz der Nucleolus und deren hellste Referenz der Hintergrund ohne
Schnitt war. Zur Kontrolle der optisch dichteren Strukturen wurde zusatzlich die
optische Dichte von Mikroglia erfaf3t.

Aus zwei Gruppen (Kontrollgruppe n=3; Strel3gruppe n=3) wurden pro Tier 100
Pyramidenneuronen von CA1l und CA3 des Hippocampus von mindestens 2
unterschiedlichen 1um dicken Schnitten quantifiziert. Zufallig und systematisch nach
dem Prinzip des “fractionators” (s.2.7.2.) wurden mit Hilfe eines "random number
table" 25 Zellen pro Tier und Region selektiert und analysiert. Dazu wurden die
densiometrischen Daten des Cytoplasmas und des Nucleoplasmas in Relation
gesetzt zur mittleren optischen Dichte der Nucleoli desselben Schnittes, um
eventuelle Variabilitdten in Farbintensitat oder Schnittdicke zu minimieren. Alle
Schnitte waren bezuglich ihrer Versuchszuordnung fur die Messung und Analyse
kodiert.

2.6.5. Elektronenmikroskopische Auswertung und computergestitzte Analyse des

Heterochromatins

Fur die Auswertung der Ultra-Dinn-Schnitte und zum Photographieren
derselben wurde ein Elektronenmikroskop "EM 10" von Zeiss (Oberkochen,
Deutschland) verwendet. Ausschlie3lich Neurone gut kontrastierter Schnitte von
gleichmafiiger Dicke, die keinerlei Bleiniederschlag, Staubpartikel o. &. aufwiesen,
wurden in die Analyse einbezogen. 15-30 Pyramidenneurone des Hippocampus
wurden pro Tier von mindestens zwei unterschiedlichen Schnitten in einer
VergroBerung von x3150 photographiert. Alle Zellen eines Schnittes wurden
ausgewahlt, deren Nucleus einen ausgepragten Nucleolus aufwies und deren
dendritischer Schaft deutlich zu erkennen war (s. Pfeile Abb.2.1.). Da die
Pyramidenneurone in CA1 und CA3 und in der Regel auch deren meist ovioide
Nuclei medio-apical orientiert sind und zudem der ausgepragte Nucleolus zentral im
Nucleus plaziert ist, kann davon ausgegangen werden, daf3 somit die maximale

Flache des Querschnitts eines Nucleus erfal3t wurde. Die im Hippocampus
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vorkommenden Interneurone z.B. Korbzellen sind anatomisch leicht zu
unterscheiden (Freund und Buzsaki, 1996) und wurden nicht mit analysiert.

Je 15 Fotos von gestreldten, Cortisol-behandelten und von Kontrolltieren wurden vor
der Auswertung durch eine Nummer kodiert und gemischt. Fur die Analyse der
Nuclei wurde ein IBAS 20 Computersystem in Zusammenarbeit mit Dr. S. Eins der
Abteilung fur Klinische Anatomie der Universitat Gottingen modifiziert. Die Fotos
wurden gleichmaRig beleuchtet und mit Hilfe einer Kamera (Newvicon, Bosch) auf
einen Computerbildschirm projiziert. Bei der Analyse wurden Uber eine
Schattenkorrektur zum Abgleich von photographisch-technisch erzeugten
graduellen Helligkeitsunterschieden, tUber einen Graufilter zur Unterscheidung von
Heterochromatin und Euchromatin und tber einen Grolenfilter
Heterochromatinaggregate herausgefiltert. Da der Nucleus neben Heterochromatin
ebenso kleinere dunkle Strukturen wie z.B. interchromatine und perichromatine
Kornchen im GroRenbereich von 25-100nm aufweist (Bouteille, 1972; Ghadially,
1988), wurde zur Bestimmung des Heterochromatins das Minimum des
GroRenfilters auf 1um? festgelegt. Das Maximum des Filters lag bei 35um? und war
somit kleiner als die Flache der Nucleoli der analysierten Pyramidenneurone.
Gemessen wurde innerhalb einer Referenzflache von 143um?, welches fiir CA1 in
der Regel den gesamten Nucleusquerschnitt und fir CA3 70-100% des
Nucleusquerschnitts umfal3te, wobei cytoplasmatische, perinucleare Bereiche
interaktiv ausgeschlossen wurden. Die Anzahl der Heterochromatinaggregationen
wurde pro Referenzflache ermittelt und als numerische Flachendichte dargestellt.
Ebenso wurde die Summe der Flachen aller Heterochromatinaggregate gemessen
und pro Referenzflache als Objektflachendichte bestimmt. Membranassoziiertes
und nucleolusassoziiertes Chromatin wurde in allen Gruppen beobachtet, jedoch
nicht in die quantitative Messung mit einbezogen, d.h. tber die Nucleusmembran

und den Nucleolus automatisch als nicht zu quantifizierendes Objekt detektiert.

2.6.6. Statistik

Die statistischen Analysen wurden an einem PC mit der Software "SPSS 8.0"
und fur den Kolmogorov-Smirnov Test mit der Software "Statistika 5.0" (Statsoft,
1984-1996, Tulsa, OK, USA) durchgefuhrt. Die auf lichtmikroskopischer Ebene
gewonnenen densiometrischen Daten (2.6.4.) wurden mit Hilfe des Mann-Whitney
U-Tests auf Signifikanz getestet. Die elektronenmikroskopischen Daten (2.6.5.) der
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numerischen Flachendichte und der Objektfachendichte wurden fir CA1 und CA3
einer ein-faktoriellen Varianzanalyse mit MefRRwiederholungen (ANOVA) und zum
paarweisen Gruppenvergleich dem Kolmogorov-Smirnov Test flr nicht-
parametrische Statistik unterzogen. Als statistisch signifikant wurde jeweils p < 0,05
angesehen. Alle in Graphiken dargestellten Daten werden als Mittelwert + SEM

angegeben.

2.7.Zellzahl des Hippocampus
2.7.1. Praparation
2.7.1.1. Einbettung in Glycolmethacrylate
Der Hippocampus wurde in toto isoliert, das Fixativ durch mehrstindige
Wasserung in aqua bidest entfernt, und wie folgt bei Raumtemperatur (RT)
entwassert und infiltriert.
* 8hin 70% Ethanol
* Uber Nacht in 96% Ethanol
e 8hin 96% Ethanol 1:1 gemischt mit Glycolmethacrylat (Hydroxyethylmethacrylat
Basislosung, Technovit 7100; Kulzer, Wehrheim)
e (Uber Nacht in Gebrauchslésung (1g Harter 1 gelost in 100ml Basislésung
Technovit 7100)
Zur anschlieBenden Polymerisierung wurden 1ml Harter 2 mit 15ml
Gebrauchslésung gemischt, in der Histoform (Kulzer) verteilt und die Hippocampi in
toto darin positioniert. Nach Abschlul3 des Polymerisationsprozesses innerhalb von
2h, wurden die Plastikblocke aus der Histoform entfernt und zum Schneiden an eine
Halterung mit Hartplastik (Technovit 3040; Kulzer) befestigt.

2.7.1.2. Schneiden und Farben

Der komplette Gewebeplastikblock wurde auf einem Rotationsmikrotom
(RM 2065, Leika, Nussloch) in 30um nominaler Dicke vollstandig geschnitten. Ein
leichtes Anfeuchten des Blockes machte Serienschnitte mdglich, wodurch die
Standardabweichung in der Schnittdicke gering gehalten wurde. Parallel wurden die
Schnitte aus einem kalten Wasserbad auf unbeschichtete Objekttrager aufgezogen,
auf einer 60°C Warmeplatte getrocknet und Uber Nacht in einen 60°C
Trockenschrank gestellt. Daraufhin wurden alle Schnitte bei 37°C fur 1 min mit einer

Mischung aus Kresylviolett-Methylenblau (s. 7.2.) gefarbt, kurz in 1%iger Essigsaure
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differenziert, getrocknet und in Eukitt unter einem Deckglas eingebettet. Wahrend
der Trocknung des Eukitts wurde das Deckglas mit einem Gewicht von 20g

beschwert.

2.7.2. "optical fractionator"

Um eine absolute Zahl an Neuronen in den Gebieten der
Hippocampusformation unbeeinflu3t von ihrer GréRe, Form und Orientierung oder
einer jedweden Schrumpfung oder Schwellung des Gewebes schatzen zu kénnen,
wurden die Pyramidenneurone in CA1 und CA3 und die Kdrnerzellen des Gyrus

dentatus mit Hilfe des ,optical fractionator* gezahlt (s. Abb.2.2 und s.a. 4.3.5.1.).

A (xy step

- X >

/y

\
Y

Abb. 2.2: Schematische Darstellung eines Schnittes der Hohe t in dem sechs Optical
disector wie in einem ,optical fractionator* systematisch verteilt sind. Das Verhéltnis der
dunkelgrau dargestellten Oberflache eines Optical disector a (frame) zu dem Abstand x und
y der am nachsten gelegenen Optical disector, der wellig dargestellten Flache A (xy step)
bilden die Fraktion der Schnittflache. Das Verhaltnis der Schittdicke t zu der Hohe h des
Optical disector bilden die Fraktion der Schnittdicke.

Zu beachten ist die leicht unregelm&Rig dargestellte Oberflache des Schnittes, die
verdeutlicht, dalR zur Gewahrleistung einer unbeeinflu3ten Zellz&dhlung h nicht identisch mit t
sein darf und der Optical disector deshalb bildlich dargestellt im Volumen des Schnittes
schwebt. Die unten angegebenen, die Flache a (frame) begrenzenden und dartber
hinausgehenden schwarzen, dicken Linien sind die so bezeichneten "exclusion lines", die

ein Zahlen eines Neurons bei “visueller” Beruhrung derselben ausschliel3en (s. Abb. 2.3.).
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a (frame)

Abb 2.3: VergrolRRerte, schematische Darstellung eines “optical disector* (aus Abb. 2.2) mit
einer grau dargestellten Oberflache a (frame). Zuzlglich der Hohe des Disectors h
betrachtet man den dargestellten Kubus, dessen obere (grau), frontale und linke Seite als
die zum Zahlen verbotenen Seiten gelten, wahrend der imaginare Boden (hellgrau) sowie
die rechte und hintere Seitenflache als beim Z&hlen eingeschlossene Seiten gelten. In der
Aufsicht sind die verbotenen Seiten gekennzeichnet durch dicke, schwarze Linien, die
auf3erhalb der Flache erweitert sind.

Praktisch bedeutet dies fur das Quantifizieren mit dem “optical disector” folgendes: Fallt wie
hier zur Verdeutlichung der Zahlregeln des “optical disector* beispielhaft dargestellt ein
“optical disector” bei der systematischen Verteilung in den Bereich der Neurone 1,2 und 3,
so wird das Neuron 1 nicht gezahlt, da es von der zum Zahlen verbotenen linken Seite (und
entsprechend der Linie in der Aufsicht) durchschnitten wird. Neuron 2 liegt vollstandig
innerhalb des Kubus und wird eindeutig gezahlt. Neuron 3 liegt zwar nicht vollstandig im
Kubus und wird von der rechten Seite durchschnitten. Weil aber diese Seite als beim

Zahlen eingeschlossen gilt, wird das Neuron 3 ebenfalls gezéhlt.

Die stereologische Methode des "optical fractionator" (West et al., 1991) ist eine
Kombination aus dem "fractionator" (Gundersen, 1986) und dem "optical disector"
(Abb. 2.3.; Sterio, 1984; West et al., 1991). Wie in der Regel bei einer Schéatzung
von grof3en Zellzahlen eines Gehirngebietes mit Ublicherweise angewendeten
Methoden wurden aus der Gesamtheit der Zellen Proben genommen, deren
Zellzahl gezahlt wurde. Diese wurden daraufhin auf das gesamte Gebiet

extrapoliert. Im Unterschied zu den herkdmmlichen Methoden ist jedoch beim
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"optical fractionator" die zu zahlende Probe dreidimensional nicht zweidimensional
wie z.B. die Teilflache eines Schnittes. Dies ist insbesondere wichtig, da die Zahl im
Gegensatz zu einer Linie, Flache oder Volumen eine dimensionslose Grol3e ist.
Diese dreidimensionale Probe innerhalb derer nach festgelegten Regeln
guantifiziert wird, ist der "optical disector" (Abb 2.2 xystep und Abb. 2.3 disector).

Der "fractionator” gewdahrleistet eine systematische Verteilung der "optical disector"
Proben in dem zu quantifizierenden Gehirngebiet, dem Hippocampus, indem dieses
in Fragmente unterteilt wird (Gundersen, 1986; Cruz-Orive und Weibel, 1990). Dies
ist kombiniert auf mehreren Ebenen mdglich (Howard und Reed, 1998). Um die
Summe der Zellen zu ermitteln, wurde dazu der Hippocampus in toto in drei
Fraktionen unterteilt, die Fraktion des Schnittes (ssf), die Fraktion der Schnittflache
(asf) und die Fraktion der Schnittdicke (tsf; s.a. West et al., 1991). Eine
Multiplikation des reziproken Produkts der Fraktionen mit der Summe der pro
Struktur mit dem "optical disector" gezahlten Zellen (ZQ"), ergibt eine Schatzung der

Gesamtzellzahl des Gehirngebietes (N):

-1 1 1
N=2Q B wr
2.7.3. Zahlschema
Bei der Einteilung in Fraktionen zur Erstellung eines effizienten Zahlschemas
im Hippocampus von Tupaia wurde sich an dem optimierten "optical fractionator"
Schema der Ratte orientiert (West et al., 1991), da die Hippocampi beider Arten sich
in Grof3e und Struktur &hneln.
Um mdglichst 15-20 Schnitte in Abstanden von gleichmafigen Intervallen in der
gesamten Ausdehnung des Gehirngebietes zu selektieren, wurde jeder 5. Schnitt in
die Auswertung einbezogen. Somit ist die Fraktion des Schnittes (ssf) 1/5. Alle
folgenden Berechnungen &nderten sich entsprechend und waren unabhangig von
der Behandlung. Die Auswahl des ersten Schnittes im ersten Intervall von 1-5 wurde
zufallig mit einem "random number table” bestimmt. Alle Schnitte wurden zur
Auswertung von einer unbeteiligten Person kodiert.
Wie in Abbildung 2.2 dargestellt, ist die Fraktion der Schnittflache (2-D) definiert als

das Verhéltnis der Flache des "optical disector" [a(frame)] zu dem Abstand der

"optical disector" Positionen zueinander in der x und y Richtung [A (xy step)]:



25

a(frame) / A(xy Step). Die Flache des "optical disector" wurde so gewéhlt, dal3 bei
einer Hohe desselben von 15 um im Durchschnitt je ein Neuron gezéahlt wurde. Dies
ist fur Tupaia bei CA1 361um?, CA3 506um? und im Gyrus dentatus (GD) 110um?.
Wie bei Gundersen und Jensen (1987) gezeigt, ist es fur eine Minimierung des
intraindividuellen Fehlerkoeffizienten von unter 0,10 ausreichend 100-200 Zellen auf
15-20 Schnitten zu quantifizieren. Bei einer durchschnittlichen Zahlguote von einem
Neuron pro "optical disector" fihrt das im Hippocampus von Tupaia fir CA1 zu
einem Abstand zwischen den Disectoren (xy step) von 250um x 250um, fur CA3
von 300um x 300um und fur den GD von 320pum x 320um. Die Position des ersten
"optical disector" ist zuféllig bestimmt.

Die Fraktion der Schnittdicke ist definiert als das Verhaltnis der Hohe des "optical
disector" h von 15um zu der realen Schnittdicke t (Abb.2.2.). Die reale Schnittdicke
wurde mindestens funf mal an unterschiedlichen, zuféallig ausgewahlten Positionen
des Schnittes mit einem an das Mikroskop gekoppelten Microcater gemessen. Dazu
wurde mit Hilfe eines 100x Ol-lmmersions-Objektivs von der Oberkante des

Schnittes bis zur Unterkante des Schnittes fokussiert.

2.7.4. Computergestutzte Auswertung

Zur vereinfachten Anwendung des "optical fractionator® wurden zwei
unterschiedliche computergestitzte Systeme genutzt. Dies erfolgte in
Zusammenarbeit mit Dr. Mark J. West am Anatomischen Institut der Universitat
Arhus, Arhus, Danemark und Prof. Dr. Dietrich Meyer (1) vom Anatomischen Institut
der Universitat Gottingen. In Arhus standen ein Mikroskop (Leika, Nussloch), ein
Microcator (MT-2; Heidenhahn GmbH, Traunreut), eine Videokamera, eine
Kontrollstation mit gekoppeltem Schrittmotor (MAC 4000; LUDL Electronic Products,
Howthorne N.Y., USA), einem Videobildschirm (Sony) und ein in Zusammenarbeit
mit dem Stereologie Research Laboratory von HJG Gundersen in Arhus speziell fiir
die Anwendung des ‘“optical disector® entwickeltes und modifiziertes
Computersystem zur Verfugung. In Goéttingen wurden die Zellen mit Hilfe des
Stereolnvestigator (Version 3.16, MicroBrightField, Colchester, VT, USA), einer
Kamera (Kappa CF15/2, opto-electronics GmbH, Gleichen), einem Video Bildschirm
(Sony triniton KX-14 CPlund CPD-200GS; video frame grabber, Flaschpoint
Intrigue 32, Integral Technologies Inc., Indianapolis, USA), einem an das Durchlicht-
Photomikroskop Il (Zeiss, Oberkochen) gekoppelten Microcators (MT-12;



26

Heidenhahn) und einem Uber eine Kontrollstation (MAC 2000 Communicator
Interface; LUDL Electronic Products) fir das jeweilige Objektiv geeichten xy step
Motor (LUDL Electronic Products) gezahlt.

Die Neurone wurden nach den in 3.2. beschriebenen histologischen Kriterien und
Regionsgrenzen nach Grof3e und Position den quantifizierten Regionen, CA1, CA3
und GD zugeordnet, welche zur Vereinfachung des MelRvorgangs vorher
abgegrenzt wurden. Die Grenze von CAl1 zum Subiculum wurde definiert als das
Ende der dicht gepackten Pyramidenzellschicht, bei der die Pyramidenneurone
nicht mehr direkt nebeneinander liegen (s. a. Abb. 3.4). Ein Neuron wurde beim
Focussieren durch den Schnitt dann gezahlt, wenn der Nucleus nach den Kriterien
des "optical disector” (s. Legende Abb. 2.3) innerhalb dessen gegebenen Grenzen
lag, und wenn der Nucleolus von der Oberflache des Schnittes gesehen erstmals -
bei Gebrauch eines 100x Ol-lmmersions-Objektivs - in den Focusbereich kam. Fiir
die Kornerzellen des Gyrus dentatus, die teilweise mehrere Nucleoli aufweisen, gilt

dies entsprechend fur den ersten scharf sichtbaren Nucleolus.

2.7.5. Fehlerrechnung und Statistik

Um ein optimales und effizientes Zahlschema zu erzielen, muf3 gewébhrleistet
sein, dal3 die intraindividuelle Varianz, ausgedrickt durch den CE, nur minimal zur
Gruppenvarianz beitragt. Unter Beriicksichtigung der Gleichung CV? = BCV? + CE?
muR der quadrierte durchschnittiche CE (CE?) kleiner sein als die tatsachliche
biologische Varianz (BCV?) und insofern kleiner als 50% der versuchsbedingten
interindividuellen Varianz (CV?;, Gundersen und Jensen, 1987). Der CE errechnet
sich flr systematische Proben nach Gundersen et al. 1999 anhand folgender

Formel:

. _\/[3E[Z(Q‘k)2_ ZQ‘k]+(ZQ‘kDQ—k+1)—4[(ZQ-kDQ_k+2)]/24& ZQ_kI
_ -

Mit ZQ = Summe der gezéhlten Nuclei der Serie ky,kz,...k,
Zur statistischen Evaluierung wurde ein Zweistichproben-t-Test fur unabhangige

Zufallsstichproben verwendet und nach Sachs (1972) berechnet. Eine

Irrtumswabhrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde festgelegt, um statistisch signifikante
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Unterschiede zwischen den Gruppen festzustellen. Mit Hilfe der statistischen Formel
des t-Tests besteht dann die Mdoglichkeit zu ermitteln, welche theoretisch
anzunehmenden prozentualen Unterschiede zwischen den Gruppen bei denselben
Versuchsbedingungen und Varianzen etc. hatten detektiert werden kénnen. Ebenso
wurde abgeschatzt, welche Tierzahl unter der Voraussetzung gleicher Bedingungen
bendtigt wirden, um eine Signifikanz bei einem prozentualen Unterschied von

beispielsweise 10% detektieren zu kénnen.

2.8.in situ end labeling

Das "in situ end labeling" (ISEL) wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Paul J.
Lucassen der Abteilung fur Medizinische Pharmacologie, LACDR, der Universitat
Leiden, Leiden, Niederlande, in jeweils 8 Schnittebenen von je drei chronisch
psychosozial gestref3ten und drei ungestref3ten Tupaias durchgefthrt. In Abschnitt
2.8.2. wird eine Kurzfassung des von ihm fiir Tupaia geringfligig veranderten ISEL-
Standardprotokolls (Gavrieli et al., 1992; Wijsman et al., 1993; Lucassen et al., 1995
u. 2000) beschrieben. Das Auftreten ISEL positiver, apoptotischer Zellen wurde
unbeeinflu®t von der Behandlung des jeweiligen Tieres ebenfalls an der Universitat
Leiden je von Dr. Paul J. Lucassen und Mira Gleisberg - wie unter 2.8.3.

beschrieben - quantifiziert.

2.8.1. Praparation und Einbettung in Paraffin

Von der linken Hemisphére des Tupaiagehirns wurde eine 6mm breite
frontale Scheibe zwischen der Ebene AP 0.0 und AP 6.0 nach Tigges und Shanta,
1969 prapariert und fur 3 Stunden gewassert. Die Einbettung erfolgte in einem
Hypercenter (XP, Shanon, Life Sci. International GmbH, Frankfurt) wie folgt:
* 45 min in 50% Ethanol bei 35°C
* je 45 min in 70%, 80%, 90%, 96%, 100% und 100% Ethanol bei 35°C unter

Vakuum

e 2x45 min in Chloroform unter Vakuum
* 45 min in Paraffin bei 60°C unter Vakuum
* ca. 6h in Paraffin bei 60°C
Nach der Einbettung in einen Paraffinblock wurden 10um dicke Schnitte in 4 Serien
auf einem Schlittenmikrotom geschnitten, im 39°C warmen Wasserbad gestreckt

und aus dem Wasser auf Histobond und Superfrost plus Objekttrager aufgezogen.
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Je zwei Schnitte derselben Schnittebene wurden von jeweils einem Kontrolltier und
einem gestref3ten Tier auf einen Objekttrager nebeneinander aufgezogen und vor

der quantitativen Analyse kodiert.

2.8.2. ISEL

Zuerst wurden die Schnitte in Xylol entparaffiniert und in Ethanol und aqua
bidest gewéassert. Daraufhin wurden sie in 10 mM Tris-HCI Puffer mit 2,6 mM CacCl,
(PK-Puffer; pH 7,0) preinkubiert und 15 min bei Raumtemperatur (RT) mit 20 pg/ml
Proteinase K (Sigma) in PK-Puffer inkubiert. Nach kurzem Waschen in aqua bidest
wurde 15 min in Terminal-Transferase (TdT; Bohringer, Mannheim) Puffer (0,2 M
Natriumcacodylat, 0,025 M Tris-HCI in 0,25 mg/ml BSA; pH 6,6) bei RT und folgend
60 min bei 37°C in der Reaktionslosung mit 0,2% TdT, 1% Biotin-16-dUTP
(Bohringer) und 5% Cobaldchlorid inkubiert. Diese Inkorporierung der gebundenen
Oligonucleotide wurde durch kurzes Waschen in aqua bidest und PBS (pH 7,4)
gestoppt. Endogene Peroxidase Aktivitat wurde geblockt durch eine 20 minttige
Inkubation mit 0,01% H,O, in PBS bei RT. Nach Waschen in PBS wurden die
Schnitte fur 15 min in 1% Rinderserumalbumin (BSA) in PBS preinkubiert, mit dem
peroxidasekonjugierten Avidin (ABC elite kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA) 1:1000 in PBS/1% BSA fur 30 min bei RT und folgend Gber Nacht bei 4°C
inkubiert. Dann wurde mehrfach in PBS gewaschen. Die DNA Fragmente wurden
mit Hilfe einer Inkubation von 0,5 mg/ml Diaminobenzidin (DAB; Sigma) in 0,05 M
Tris-HCI (pH 7,5) mit 0,02% H,O, sichtbar gemacht und diese Farbreaktion nach
etwa 15 min mit Waschen in aqua bidest gestoppt. Vor dem Einbetten wurden die
Schnitte mit Methylgrin leicht gefarbt. Positive Kontrollen bestehend aus Schnitten
der Prostata von drei Tage =zuvor Kkastrierten Ratten wurden jedem
Versuchsdurchlauf beigefigt (Wijsman et al., 1993).

2.8.3. Semiquantiatative Auswertung ISEL positiver Zellen und Statistik

Das Auftreten ISEL positiver, apoptotischer Zellen wurde im Alveus, im
Subiculum sowie im entorhinalen Cortex und in folgenden Substrukturen des
Hippocampus von Tupaia ermittelt: im Gyrus dentatus (Kornerzellschicht und
Stratum molekulare), im Hilus und in CA1 und CA3 (Pyramidenzellschicht, Stratum
oriens, Stratum lucidum und Stratum radiatum; s. a. Abb. 7.1 im Anhang).
Ausschlief3lich ISEL positive Zellen mit klarer apoptotischer Morphologie wurden
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gezahlt. Dabei wurden folgende Kriterien zu Grunde gelegt: Vorhandensein von
braunem DAB-Prezipitat, isoliertes Auftreten, auffallige Chromatin Reorganisation,
zellulare Schrumpfung, kondensierter oder deutlich pyknotischer Nucleus und/oder
das Auftreten von "apoptotic bodies" (Kerr et al., 1972; Wyllie , 1997; Cohen, 1993;
Lucassen et al.,, 1995; Majno und Joris, 1995). ISEL positive Zellen mit DAB-
Prezipitat wurden als nekrotisch definiert, wenn keine der beschriebenen
apoptotischen Merkmale erkennbar waren, oder sich der gefarbte Nucleus nicht in
Form und GréRe von den ihn umgebenden Zellen unterschied, oder die Nucleus-
oder Zellmembran deutlich zerstért waren, oder wenn sie in grof3er Anzahl nahe
beieinander lagen (Cohen 1993; Raff, 1998).

Die so ermittelten apoptotischen Zellen wurden in den beschriebenen Regionen in 8
unterschiedlichen interindividuell korrespondierenden Ebenen gezahlt und pro
Subregion gemittelt. Auf signifikante Unterschiede der mittleren Anzahl
apoptotischer Zellen pro Substruktur zwischen gestrel3ten und ungestref3ten Tieren
wurde mit Hilfe eines Mann-Witney U-Tests und anschlieRend eines Kolmogorov-
Smirnov Testes getestet. Als statistisch signifikant wurde jeweils p <0,05
angesehen.
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3. ERGEBNISSE

3.1.Physiologische Parameter

Das Korpergewicht sowie die Cortisol- und Noradrenalin-Konzentration im Urin
sind bei gestrel3ten Tieren vom ersten Strel3tag an deutlich und dauerhaft verandert.
Auch bei den Cortisol-behandelten Tieren ist ein dauerhaft veré&ndertes
Korpergewicht und eine erhdhte urinare Cortisol-Konzentration nachzuweisen. Im
Gegensatz dazu sind bei den Tieren der Kontrollgruppe uber den gesamten
Versuchszeitraum keine wesentlichen Veranderungen in den ermittelten
Parametern des physiologischen Zustandes zu erkennen. Die einzelnen Parameter

werden im folgenden naher erlautert.

3.1.1. Korpergewicht

Das mittlere Korpergewicht aller Tiere in der Kontrollphase lag bei
durchschnittich 233 + 5 g. Abb. 3.1 zeigt das tagliche, durchschnittliche
Korpergewicht in % der Kontrollphase von gestref3ten, Cortisol-behandelten und
ungestref3ten Tupaia. Die zweifaktorielle Varianzanalyse zeigte fir das
Korpergewicht einen signifikanten Effekt des Faktors Gruppe (Fz222 = 30,91; p <
0,0001), des Faktors Zeit (F122 = 9,53; p < 0,005) und der Interaktion der Faktoren
Gruppe und Zeit (Abb. 3.1.); F22,=5,39, p <£0,012. Ein Gruppenvergleich zeigt, dal3
bereits nach einem Tag psychosozialen Stresses eine deutliche Gewichtsreduktion
bei den psychosozial gestrel3ten Tupaias (n=11) verglichen mit der Kontrollgruppe
(n=10) zu erkennen war, die ab diesem zweiten Tag der Stref3exposition fir alle 28
Tage signifikant verschieden war (Abb. 3.1). Auch die Cortisolgruppe (n=4) liel3 ab
dem ersten Tag der Behandlung eine Gewichtsreduktion erkennen, die sich von der
Kontrollgruppe bis auf die Tage 1, 2, 3 und 5 signifikant unterschied (Abb. 3.1). Die
Cortisolgruppe und die StreRgruppe unterschieden sich nicht signifikant. Eine
signifikante Differenz zwischen allen drei Gruppen wahrend der Kontrollphase

bestand nicht.
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Abbildung 3.1: Mittleres Korpergewicht in Prozent der Kontrollphase von Tupaia wahrend
der Kontroll- (n=21; 12d) und der Stre3periode (28d). Fir die StreBperiode sind die Daten
(Mittelwert £ SEM) der chronisch psychosozial gestref3ten Tiere (n=11) weif3, der Cortisol
behandelten Tiere rot (h=4) und die der ungestrel3ten Kontrolltiere (n=10) schwarz

gekennzeichnet.

Betrachtet man den Faktor Zeit innerhalb einer Gruppe, so war in der
Kontrollgruppe das mittlere Kérpergewicht an keinem Tag signifikant unterschiedlich
von dem der Kontrollwoche mit F,g = 0,95; p = 0,539. Eine Ausnahme davon ist Tag
17 (p=0,033). In der Strel3gruppe unterschieden sich das Korpergewicht an allen 28
Tage signifikant von dem der Kontrollwoche, d.h. fir alle Tage zusammen ist Fyg =
2,14; p = 0,001. In der Cortisolgruppe war Fyg = 7,226; p < 0,0001. Das
Korpergewicht der ersten zwei Tage der Cortisol-Behandlung war nicht signifikant
unterschiedlich von der Kontrollwoche (p = 0,177 fur Tag 1 und p = 0,087 fir Tag 2),

an allen folgenden Tagen unterschied es sich jedoch signifikant.
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3.1.2. Cortisol im Urin

Die mittlere Cortisol-Konzentration der Tiere wahrend der Kontrollphase lag
bei durchschnittlich 103 + 30 pg/umol Creatinin. Abb. 3.2 zeigt die téagliche,
durchschnittliche Cortisol-Konzentration in % der Kontrollphase im Morgenurin von
gestrel3ten und ungestref3ten Tupaia. Die zweifaktorielle Varianzanalyse ergab
einen signifikanten Effekt des Faktors Gruppe F1 1, = 28,31; p < 0,0001.
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Abbildung 3.2: Mittlere Cortisolkonzentration in % der Kontrollphase im Morgenurin von
Tupaia wahrend der Kontroll- (n=14; 12d) und der Stre3periode (28d). Fur die Strel3periode
sind die Daten (Mittelwert £ SEM) der chronisch psychosozial gestref3ten Tiere (n=7) weil3

und die der ungestref3ten Kontrolltiere (n=7) schwarz gekennzeichnet.

Bei der Berechnung des Faktors Zeit war in der Kontrollgruppe die mittlere
Cortisolkonzentration an den Tagen 3 (p = 0,033 und 4 (p = 0,02) und 9 (p = 0,025)
signifikant verschieden von denen der Kontrollwoche. An allen anderen Tagen war
sie nicht signifikant verschieden von der Kontrollwoche. In der StreRgruppe
unterschieden sich alle Tage signifikant von der Kontrollwoche (p < 0,05). Davon
ausgenommen sind Tag 1 (p = 0,098) der Strel3exposition, Tag 4 (p = 0,07) und Tag
12 (p = 0,06).
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3.1.3. Noradrenalin im Urin
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Abbildung 3.3: Mittlere Noradrenalinkonzentration in % der Kontrollphase im Morgenurin
von Tupaia wahrend der Kontrollwoche (KonW; n=6; 8d) und den vier Strel3wochen (W; je
7d). Fir die Stre3periode sind die Daten (Mittelwert £ SD) der chronisch psychosozial
gestrel3ten Tiere (n=3) schwarz und die der ungestref3ten Kontrolltiere (n=3) weil3

gekennzeichnet.

Die mittlere Noradrenalin-Konzentration der Tiere wahrend der Kontrollphase lag bei
durchschnittlich 106 = 36 pg/pumol Creatinin. Abb. 3.3 zeigt die durchschnittliche
Noradrenalin-Konzentration in % der Kontrollphase im Morgenurin von gestref3ten
und ungestrel3ten Tupaia (Auf eine tagesgenaue Darstellung der Werte wie in 3.1.1.
und 3.1.2. wurde aus den in Kapitel 2.4.4. angegebenen Griinden verzichtet). Uber
eine zweifaktorielle Varianzanalyse der Noradranalinkonzentrationen der
Kontrollwoche (8d) und der vier StreB3wochen (je 7d) konnte ein signifikanter Effekt
des Faktors Gruppe (F14 = 10,56; p < 0,031), des Faktors Zeit (F14 = 14,42; p <
0,019) und der Interaktion der Faktoren Gruppe und Zeit (Abb. 3.1); F; 4=13,09, p <
0,022 festgestellt werden (Abb. 3.3).

Im Zeitverlauf ist die erste StreRwoche signifikant unterschiedlich von der
Kontrollphase (p = 0,037). Fur die anderen Stre3wochen gilt dies nicht (p = 0,108; p
= 0,094; p = 0,09). Die einzelnen Stre3wochen sind voneinander nicht signifikant
verschieden (p > 0,145). Innerhalb der Kontrollgruppe unterscheiden sich die
einzelnen Wochen nicht signifikant voneinander und von der Kontrollwoche (F4g =
0,24; p >0,91).
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3.2.Anatomie des Hippocampus von Tupaia

Im Gehirn von Tupaia belangeri liegt die hippocampale Formation medio-rostral
bis ventro-caudal zum temporalen Cortex eingebettet zwischen dem lateralen
Ventrikel, dem Tractus opticus und dem entorhinalen Cortex in den Ebenen AP 0.0
bis AP 6.0 nach Tigges und Shanta, 1969. Anders als bei Ratten ist die elongierte
hippocampale Formation im mediorostralen Teil am Ubergang von Fimbria und
Fornix flach-kegelférmig zulaufend. Im Vergleich mit nichthumanen Primaten
beinhaltet sie au3erdem bei Tupaia einen grof3en Teil des Gesamt-Cortex-Volumen
mit einem durchschnittlichen unilateralen Hippocampusformation-Volumen von 86,3
mm?®, berechnet nach MRI Messungen von Ohl et al. (1999). Angrenzend an das
Subiculum ist der begrifflich enger umgrenzte Hippocampus unterteilt in den Gyrus
dentatus und die Cornu ammonis (CA; Abb.3.4).

Abb. 3.4: Frontaler Querschnitt (30um Glycolmethacrylat-Schnitt) eines Tupaia

Hippocampus in der Ebene AP 5.0 nach Tigges und Shanta (1969) gefarbt mit
Methylenblau-Kresylviolett. Charakteristisch sind die stark angefarbten Zellkérper der
Pyramidenneurone der Regionen CAl und CA3 und der Kornerzellen des Gyrus dentatus
(GD). Letzterer umhakt die Region CA4. Die Grenzen der CA1 zum Subiculum (Sub) und
zu CA3 sind mit Pfeilspitzen gekennzeichnet. Eichstrich 0,5mm



Abb. 3.5: VergroRerter Ausschnitt der Abbildung 3.4. der Ubergangszone (siehe
Pfeilspitze) von CA1 zu CA3. Zu beachten sind die kleineren und dichter gepackten
Pyramidenzellen der Pyramidenzellschicht (Str. pyramidale) von CAl und die im
Vergleich gré3eren und nicht so dicht gepackten Pyramidenzellen in CA3. Eichstrich

0,1 mm

Die transversale Einteilung der Cornu ammonis besteht nach der Definition von
Lorente de NO (1934) aus den Regionen CA1-CA4, wobei letztere den Hilus des
Gyrus dentatus fullt und keine eindeutige Schichtung aufweist. Da in den in dieser
Untersuchung verwendeten Schnitten von Tupaia die Region CA2 nicht deutlich
abzugrenzen war (Abb.3.5; s. a. West und Schwertfeger, 1985) besteht die Regio
superior somit aus CA1 und die Regio inferior vorwiegend aus CA3. Beide bestehen
aus mehreren Schichten, der Pyramidenzellschicht (Stratum pyramidale), distal
davon der Stratum oriens und proximal der Pyramidenzellschicht der Stratum
radiatum und Stratum lacunosum-molekulare (Abb 3.4; 3.6; 3.7).

In der Pyramidenzellschicht in CA1 (Abb 3.6) haben die Pyramidenneurone dicht
gepackte Zellkorper, die kleiner sind als diejenigen in CA3 (Abb. 3.7). Es ist zudem
mdoglich sie streng linear zur Stratum radiatum abzugrenzen. Die Somata der
Pyramidenneurone in der Pyramidenzellschicht in CA3 (Abb. 3.7) sind weniger dicht
gepackt und haben in Nissl-gefarbten Schnitten proximal angrenzend eine schmale,
im Durchlichtmikroskop leicht schimmernde, hellere Subschicht, das Stratum
lucidum, in der die Moosfaserafferenzen aus dem Gyrus dentatus enden (Lorente
de NG, 1934).
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Abb. 3.6: Der semi-dunn Schnitt der Hippocampusregion CA1 von Tupaia belangeri mit den
Schichten Stratum pyramidale, radiatum und oriens stellt den Ubergang der Stratum
pyramidale zur Stratum radiatum dar. Dieser ist durch die klare Grenze der langs
angeschnittenen apicalen dendritischen Schafte der Pyramidenneurone deutlich. Die
Zellkerne der Pyramidenzellen haben eine ovale Form mit bei einigen Zellen einem zentral
gelegenen, groR¥flachigen Nucleolus. Zu beachten ist zusatzlich ein langs angeschnittenes
Blutgefal in der rechten oberen Ecke des Bildes. Eichstrich 50 pm

Stratum
radiatum

(Stratum
lucidum)

Stratum
pyramidale

Stratum
oriens

Abb.3.7: Dieser semi-diinn Schnitt zeigt die Hippocampusregion CA3 von Tupaia belangeri
mit den Schichten Stratum pyramidale, radiatum und oriens. Stratum lucidum ist nur im
Durchlicht zu erkennen. Die Pyramidenneurone liegen weiter verstreut als in CA1 (s. Abb.
3.6.) Im gleichen Anschnitt der l&angs angeschnittenen apicalen dendritischen Schafte der
Pyramidenneurone erscheint die Stratum pyramidale breiter wahrend wegen der grof3eren
Somata und Abstande zwischen den Zellen weniger Zellkerne eine ovale Form mit einem
zentral gelegenen, grof3flachigen Nucleolus aufweisen. Eichstrich 50 um
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3.3. StrelReffekte auf lichtmikroskopischer Ebene

Im Bereich lichtmikroskopischer VergroRerung stellen sich alle Schnitte von
gestrel3ten und ungestref3ten Tieren als gleichmaRig und in der selben Intensitat mit
Methylenblau-Azur Il gefarbt dar. Eine Analyse der Farbintensitat mit Hilfe der
gemessenen optischen Dichte von Nucleoli, Cytoplasma und vereinzelter Mikroglia
zeigte fur p < 0,05 keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen von
Kontroll- und Strel3tieren.
Nach 28 Tagen psychosozialem Strel3 konnte jedoch fur die Pyramidenneurone in
CAZ3 ein signifikanter Unterschied (p < 0,001) in dem Verhaltnis der optischen Dichte
des Nucleoplasma zum Cytoplasma festgestellt werden (Abb 3.8). In
Pyramidenneuronen der Region CAl waren nach vier Wochen chronisch
psychosozialem Strel3 keine signifikanten Unterschiede in dem Verhéltnis der
optischen Dichte des Nucleoplasma zum Cytoplasma detektierbar (p = 0,307; Abb.
3.8).
Bei einem Individuum der Kontrollgruppe wurde in der Region CAl ein
hyperchromatisches Pyramideneuron ("dark neuron") beobachtet, welches in Cyto-
und Nucleoplasma sehr stark Nissl gefarbt war.
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Abb 3.8: Graphische Darstellung der relativen optischen Dichte des Nucleoplasma im
Verhaltnis zum Cytoplasma von Pyramidenzellen des Hippocampus. Die linke Graphik zeigt
die Einzelwerte der Kontrollgruppe (n=3; schwarze Dreiecke) und der Stre3gruppe (n=3;
helle Kreise) aus der Region CA1, die rechte Graphik entsprechend aus der Region CA3.

Der Median ist mit einem Querstrich gekennzeichnet.
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3.4. Ultrastruktur der Pyramidenneurone und deren Zellkerne

Abb.3.9: Elektronenmikroskopische Photographie eines Perikaryon einer Pyramidenzelle
der Region CA1l eines unbehandelten Kontrolltieres. Die Zellmembran ist durch Pfeile
gekennzeichnet. Der durch die Nucleusmembran (nucM) zum Cytoplasma (Cyt) ab-
gegrenzte Nucleus (Nuc) fullt den Grofteil des Perikaryon. Der Nucleus enthalt eine relativ>
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Die der Pyramidenzellschicht namensgebenden groRen Pyramidenneurone
(Abb.3.9) zeichnen sich durch einen besonders voluminésen Zellkern aus, der von
vergleichsweise wenig Cytoplasma umgeben ist. Im Cytoplasma sind u.a. leicht
rauhes endoplasmatisches Retikulum, freie Ribosomen, Mitochondrien, Golgi-
apperate und Lipofuscingranulae deutlich erkennbar. Der meist ovioide, zentrale
Nucleus enthalt gleichmaRig strukturiertes, klares und wenig elektronendichtes
Chromatin, welches vorwiegend aus Euchromatin besteht und lediglich bei einigen
Zellen kleine Aggregationen von Heterochromatin aufweist. Zusammengenommen
mit einem zentral im Nucleus plazierten groen und komplexen Nucleolus
kennzeichnet dies typischerweise Nervenzellen, die sehr aktiv in der
Ribosomenproduktion sind (Schwarzacher und Wachtler, 1993). Aul3erdem sind im
Euchromatin der Neurone kleinere dunkle Strukturen der nuklearen Protein Matrix
zu erkennen, z.B. interchromatine und perichromatine Kérnchen im Gréf3enbereich
von nm. Diese enthalten nach allgemeiner Erkenntnis phsophorylierte Proteine bzw.
wahrscheinlich stabile RNA (Ghadially, 1988).

Wie es typisch ist fur volumindse Zellkerne haben viele Pyramidenneurone aus CAl
und CA3 Invaginationen der Zellkernmembran (Abb.3.10), die angesichts der Dinne

der Schnitte jedoch nicht in jeder Schnittebene erkennbar sind.

> gleichmalfige, helle Dispersion an Chromatinfilamenten und einen grof3en dichten
Nucleolus (Ncl). Vom Zellkorper ausgehend sind dendritische Schafte (s. vergrofRerte
Pfeile) sichtbar, an deren Basis im Cytoplasma viel rauhes Endoplasmatisches Reticulum
(ER), Elemente des Golgiapperates (G), Mitochondria (mit), geclusterte freie Ribosomen (r;
Polysomen), Microtubuli (m) und Lipofuscin Granulae (Lf) zu erkennen sind. Im unteren Teil
des Bildes liegt eine elektronendichte, d.h. dunkel erscheinende Microgliazelle (Micgl) mit
ihrem vom Cytoplasma umgebenen Zellkern perineuronal an der Pyramidenzelle. x 9450;

Eichstrich 5um



Abb.3.10: Elektronenmikroskopische Photographie eines Pyramidenneuron der Region CA3

eines unbehandelten Kontrolltieres. Die Zellmembran des Perikaryons, welches zum
Uberwiegenden Teil aus dem Nucleus (Nuc) besteht, ist mit Pfeilen gekennzeichnet. Die
Nucleusmembran (nucM) ist vorwiegend gleichmafig, zeigt aber an der Basis des apicalen
Dendriten (den) die fir groRe Nuclei mit einem zentral gelegenen grof3en Nucleolus (Ncl)
typischen Invaginationen (inv). Um den gleichmaRig hellen euchromatinergen Nucleus
(Nuc) liegt vorwiegend rauhes Endoplasmatisches Reticulum (ER) und zu Polysomen
angeordnete freie Ribosomen (r), die zusatzlich die Invaginationen fillen. In der rechten
oberen Bildecke ist ein von einer Endothelialzelle umgebenes Blutgefal’ zu erkennen. Golgi
Apparat (G), Mitochondrium (mit) x 9450; Eichstrich 5um
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3.5.EinfluRR von StrelR und Cortisol auf die Ultrastruktur

Abb. 3.11: Elektronenmikroskopische Photographie eines Pyramidenneuronperikaryon der
Region CA3 eines 28 Tage psychosozial gestrefRten Tupaias. Die Nucleusmembran (NucM)
ist teilweise invaginiert (inv). Der grof3te Teil des Zellkdrpers ist eingenommen vom Nucleus
(Nuc), der vermehrt Aggregationen von Heterochromatin (s. schwarze Pfeile) zeigt. Zu
beachten ware weiterhin der synaptische Kontakt (syn) mit der Zellmembran der
Pyramidenzelle am linken unteren Bildrand. Lipofuscin Granulum (Lf), Mitochondrium (mit);
X 9450; Eichstrich 5um
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Nach 28 Tagen psychosozialem Strel3 verandert sich die Ultrastruktur der Nuclei
der Pyramidenneurone in CA3. Anstatt des gleichmaRig verteilten, blassen
Chromatins der Pyramidenneurone der Kontrolltiere (Abb 3.10 u. 3.12a) zeigt sich
bei den gestrel3ten Tieren in CA3 eine heterogene Chromatinstruktur mit
vermehrten kleineren (>1um?2) Heterochromatinaggregationen, die im Querschnitt
Uber den gesamten Nucleus verteilt waren (Abb.3.11 u. 3.12b). Die Varianzanalyse
ergab einen signifikanten Effekt fir die relative Anzahl (F,,12 =4,02; p=0,046) und die
relative Gesamtflache (F; 12 =4,28; p=0,039) der Heterochromatinaggregate in CA3.
Zwischen den Gruppen der gestrel3ten Tiere und der Kontrolltiere in CA3 zeigte sich
in der relatven Anzahl und der relativen Gesamtflache der
Heterochromatinaggregate ein signifikanter Unterschied (p<0,001; Abb.3.14 u.
3.15).

In Nuclei der CA3 Pyramidenneurone von 28 Tage lang mit Cortisol-behandelten
Tieren wurde ebenso ein nicht-homogenes Chromatin mit einer Tendenz zu mehr
Heterochromatinaggregaten festgestellt (Abb.3.12c). Eine quantitative Analyse der
Anzahl und Flache der Heterochromatinaggregate ergab jedoch keine signifikanten
Unterschiede zu den Kontrollen (Abb 3.14 u. 3.15).
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Abb.  3.12:  Elektronenmikroskopische  Bilder ~von  Pyramidenzellnuclei  der
Hippocampusregion CA3 eines Kontrolltieres (a), eines psychosozial gestreften (b) und
eines Cortisol behandelten Tupaia (c). Pfeile kennzeichnen Heterochromatinaggregationen,
Nucleusmembran (nucM), Nucleus (Nuc). Zu beachten ist das homogene Chromatin in
Nuclei von Kontrolltieren und die grof3ere Anzahl an Heterochromatinaggregaten in Nuclei
von gestrel3ten Tieren. x 7250, Eichstrich 5um
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Abb.  3.13:  Elektronenmikroskopische  Bilder ~von  Pyramidenzellnuclei  der
Hippocampusregion CA1 eines Kontrolltieres (a), eines psychosozial gestreften (b) und
eines Cortisol behandelten Tupaia (c). Pfeile kennzeichnen Heterochromatinaggregationen,
Nucleusmembran (nucM), Nucleus (Nuc). Zu beachten ist das homogene Chromatin in
Nuclei von Kontrolltieren und die gré3ere Anzahl an Heterochromatinaggregaten in Nuclei
von Cortisol behandelten Tupaia. x 7250, Eichstrich 5um
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Die Varianzanalyse fur CA1l ergab einen signifikanten Effekt fur die relative Anzahl
(F212 =3,98; p=0,047) und die relative Gesamtflache (F,1, =3,95; p=0,048) der
Heterochromatinaggregate. In Pyramidenneuronen der Hippocampusregion CAl
(Abb.3.13abc) ist nach 28 Tagen psychosozialem Strel3 im Vergleich zur
Kontrollgruppe keine signifikante Anderung in der relativen Anzahl und Flache von
Heterochromatinaggregaten, die grof3er als 1um? sind, festzustellen (Abb 3.14 u.
3.15). Jedoch wurde in Cortisol-behandelten Tieren eine signifikant grél3ere Anzahl
und Flache von Heterochromatinaggregaten im Vergleich zu Kontrolltieren und
Streltieren ermittelt (p<0,001; Abb 3.14 u. 3.15).
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Abb. 3.14: Gesamtflache aller Heterochromatinaggregationen pro Pyramidenzellnucleus der
Hippocampusregionen CA1 und CA3. Die Daten sind angegeben in Mittelwert £+ SEM (p <
0,001) in Flache pro Referenzflache. Zu beachten ist, daf3 bei Cortisol (Cort) behandelten
Tupaia die Flache der Heterochromatinaggregate signifikant grofR3er ist als bei gestrel3ten
und ungestrel3ten Tieren (Kon), wohingegen in CA3 die gestref3ten Tupaia eine grofReren

relative Flache belegen. (* p £0,001)



46

CAl CA3

(¢)]
T 25 25
(@)
QB)') () 20 20 *
< 207 . I
b -
o} Y—
== N 15+ 154
BEG
oo I
g =6 104 _ 104
o
O —
) 5- 5-
@
T - 0-
Kon Stress Cort Kon Stress Cort

Abb. 3.15: Relative Anzahl der Heterochromatinaggregationen in Nuclei von
Pyramidenzellen der Hippocampusregionen CA1 und CA3 (in Zahl pro Referenzflache). Zu
beachten ist in CAl, dal3 die Cortisol (Cort) behandelten Tiere signifikant mehr
Heterochromatinaggregate als Kontrollen (Kon) und gestrel3te Tiere haben, wohingegen in
CA3 die gestrefdsten Tupaia mehr Heterochromatinaggregate vorweisen. Die Daten sind

angegeben in Mittelwert + SEM (* p < 0,001)

3.6.Zellzahl des Hippocampus

Durch die Einbettung in Glycolmethacrylat blieb die dreidimensionale Struktur
aller Schnitte sehr gut erhalten und fiihrte somit zu einer geringen Schwankung in
der Schnittdicke von 23,7 + 2,0 um (Mittelwert + SD). Fur das Zahlschema mit dem
"optical fractionator" wurden im Hippocampus von adulten Tupaia folgende
Parameter als optimiert angesehen (s.a. Abb. 2.2 und 2.3):
Die Flache des "optical disector" [a(frame)] ist in CA1 mit 361um? in CA3 mit
506pum? und im Gyrus dentatus (GD) mit 110pm? optimiert. Der Abstand der "optical
disector" Positionen zueinander in der x und y Richtung [A (xy step)] betragen dabei
250 x 250um fur CA1L, 300 x 300um fir Ca3 und 320 x 320um fur den GD. Damit
wurden z.B. in CA3 im Schnitt 175 Zellen gezahlt. Im GD wurden wegen der schon
anatomisch sichtbaren relativ hohen intraindividuellen Variabilitat der Schnitte in der
Regel Uber 200 Zellen gezahlt, was zu einem durchschnittlichen intra-individuellem
Fehlerkoeffizienten (CE) von 0,064 flhrte.
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Eine Beispielkalkulation der Zellzahl und des CE fir eine Subregion eines

Individuums verdeutlicht die Tabelle 1.

Tabelle 1:

Beispielkalkulation der Summe der gezéhlten Neurone (ZQ’), der Schatzung der
(N)
Fehlerkoeffizienten (CE = Fehlerkoeffizient) in der Region CA3 eines Kontrolltieres.
h = 15um, x und y Schritte: 230x230um, a(frame): 520umz, mittlere Schnittdicke (bei

unilateralen  Gesamtzellzahl pro Tier und des intraindividuellen

diesem Tier): 25,1475um, auf jedem 6. Schnitt wurde gezahilt.

k Schnitt Q  Anzahl per Disector  (Q7)? Qx*Qk+s1 QuXQks2

Nr.
1 4 0 0 0 0 0
2 10 3 1,2 9 39 30
3 16 13 2,1,1,1,2,3,2,1 169 130 247
4 22 10 1,1,1,2,1,2,1,1 100 190 450
5 28 19 1,1,31,0,1, etc. 361 855 741
6 34 45 2025 1755 1395
7 40 39 1521 1209 1638
8 46 31 961 1302 775
9 52 42 1764 1050 756
10 58 25 625 450 475
11 64 18 324 342 234
12 70 19 361 247 228
13 76 13 169 156 156
14 82 12 144 144 48
15 88 12 144 48 72
16 94 4 16 24 8
17 100 6 36 12 -
18 106 2 4 - -

2 313 8733 7953 7253

1 1

N=yQ x—x—x— [ N=313 x — x =320296

ssf

asf

tsf

16 ~ 520

X
/230 x 230 15/25.1475

Der CE errechnet sich nach Gundersen et al., 1999 anhand folgender Formel:

CE =

\/[3E[2(Q_k)2_ ZQ—k]+(zQ_kDQ_kﬂ)—4[(ZQ_kDQ_k+2)]/24G' ZQ—k.

>Q
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So ist fur dieses Beispiel der CE:

cE- J[3 % (8733 —313) +7953 -4 x7253]/240 + 313
313

=0.058

Die geschatzte Anzahl an Pyramidenneuronen im linken Hippocampus der
Subregion CAl der einzelnen Tiere ist in Tabelle 2 aufgefihrt und betrug
durchschnittlich 345369 Neurone in der Kontrollgruppe (n=8) und 370783 Neurone
in der StreRgruppe (n=7). Der CE war entsprechend 0,064 und 0,062. Die Region
CA3 umfal3te etwas weniger Zellen (Tabelle 3), durchschnittlich 243547 Neurone
bei Kontrolltieren und 237340 Neurone bei gestrel3ten Tupaias. Der CE war mit
0,071 und 0,068 leicht hoher. Im GD wurden 2010705 Neurone als
Durchschnittswert in der Kontrollgruppe und 2121036 Neurone in der Strel3gruppe
ermittelt (Tabelle 4). Daraus resultierte ein CE von 0,063 bzw. 0,065.

Eine statistische Analyse der Daten zeigte fur eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p <
0.05 keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen in CA1 (p = 0,507),
CA3 (p = 0,373) und im GD (p = 0,728). Der CV betrug 0,20 fur CA1 und 0,16 in
CA3. Im GD lag er in der Gruppe der Kontrolltiere bei 0,15 und war in der Gruppe
der gestrel3ten Tiere mit 0,38 vergleichsweise hoch. Bei einer theoretischen
Annahme von Unterschieden zwischen den Gruppen ware unter den gegebenen
Versuchsbedingungen, Varianzen etc. und unter Zugrundelegung des
Zweistichproben-t-Tests fur unabhanige Zufallsstichproben ein prozentualer
Unterschied von 22,5% in CAl, 18,7% in CA3 und 32,4% im GD detektierbar

gewesen.
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Tabelle 2:

Zahl der Pyramidenneurone (unilateral links) in der hippocampalen Subregion CAl
von chronisch psychosozial gestref3ten Tieren und Kontrolltieren: Neuronenzahl (N)
und Mittelwert der Gruppen, Standardabweichung (SD) und individueller und
mittlerer CE. Der BCV? errechnet sich aus dem CE? und CV? (CE =
Fehlerkoeffizient; CV = Koeffizient der interindividuellen Varianz; BCV = biologischer
Koeffizient der interindividuellen Varianz). p = 0,507 (t-Test, p < 0,05). Die kursiv
geschriebenen Zahlen wurden vorab veréffentlicht (Vollmann-Honsdorf et al. 1997).

Kontrolle N (CAl) CE Strel3 N (CAl) CE

1 313221 0.063 1 242602 0.073
2 296999 0.068 2 330136 0.064
3 329268 0.063 3 344070 0.061
4 262622 0.071 4 390937 0.063
5 412470 0.061 5 402570  0.052
6 324973 0.069 6 423360 0.061
7 488943 0.061 7 461806 0.058
8 334455 0.056

Mittelwert 345369 0.064 370783 0.062

SD 71844 72183

CV (=SD/Mittelwert) 0.20802 0.19468

CV?= 0.04327 0.03790

CE?= 0.00410 0.00384

BCV? = 0.03917 0.03406

BCV? (in % of CV?) = 90.52% 89.87%

CE? (in % of CV¥) = 9.48% 10.13%

“Der mittlere CE errechnet sich aus \/Mittelwert Z CE?
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Tabelle 3:

Zahl der Pyramidenneurone (unilateral links) in der hippocampalen Subregion CA3
von chronisch psychosozial gestref3ten Tieren und Kontrolltieren; Einzelheiten der
Beschriftung siehe Tabelle 2; p = 0,373 (t-Test, p < 0,05).

Kontrolle N (CA3) CE Strel3 N (CA3) CE

1 202974 0.081 1 211649 0.082
2 242265 0.078 2 193064 0.084
3 192201 0.082 3 228802 0.061
4 223396 0.066 4 245807 0.067
5 223156 0.067 5 274764  0.052
6 320296 0.058 6 232950 0.067
7 310022 0.064 7 274342 0.063
8 234063 0.072

Mittelwert 243547 0.071 237340 0.068

SD 47064 30425

CV (=SD/Mittelwert) 0.19324 0.12819

CV? = 0.03734 0.01643

CE?= 0.00504 0.00462

BCV? = 0.03230 0.01181

BCV? = 86.50% 71.88%

CE? = 13.50% 28.12%

“Der mittlere CE errechnet sich aus \/Mittelwert Z CE?
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Tabelle 4:

Zahl der Kornerzellen (unilateral links) des Gyrus dentatus von psychosozial
gestref3ten Tieren und Kontrolltieren; Details der Legende siehe Tabelle 2; p =
0,7276 (t-Test, p <0,05).

Kontrolle N (GD) CE Strel3 N (GD) CE

1 1844720 0.063 1 1026173 0.083
2 1420288 0.069 2 1761280 0.063
3 2064384 0.058 3 1440427 0.07
4 1746479 0.064 4 1867385 0.066
5 2324393 0.061 5 3188069 0.058
6 2114192 0.05 6 2981888 0.055
7 2233995 0.07 7 2582031 0.059
8 2337185 0.066

Mittelwert 2010705 0.063 2121036 0.065

SD 31943 81117

CV (=SD/Mittelwert) 0.15888 0.38243

CV? = 0.03734 0.14626

CE?= 0.00397 0.00423

BCV? = 0.03337 0.14203

BCV? = 86.50% 97,1%

CE?= 13.50% 2,89%

“Der mittlere CE errechnet sich aus \/Mittelwert Z CE?
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3.7."in situ-end labeling" (ISEL)

Isolierte, ISEL positive Zellen mit deutlichen apoptotischen Merkmalen wurden
in den in 2.8.3. aufgefuhrten quantifizierten Substrukturen bei jedem der gestrel3ten
und ungestrel3ten Tupaias detektiert (s.a. Abb. 3.6 u. 3.7). Keine nekrotischen oder
unspezifisch gefarbten Zellen konnten beobachtet werden. Alle ISEL positiven
Zellen zeigten die Charakteristika apoptotischen Zelltods, wie eine Zell-
Schrumpfung im Vergleich zu benachbarten, intakten Zellen (Abb 3.16). Chromatin-
Kondensation zu einer dichten, runden Masse und/oder das Auftreten von
"apoptotic bodies" (Abb. 3.16). Insgesammt wurden nur 2 gliadhnliche ISEL positive
Strukturen detektiert. Eine DAB-Farbung der Gehirnschnitte von Tupaia oder der

positiven Kontrollen war nicht sichtbar, wenn das TdT Enzym weggelassen wurde.
". L

\L.

Abb. 3.16: Photographie einer representativen ISEL-positiven apoptotischen Zelle (s. Pfeil),
wie sie in den verschiedenen Subregionen des Hippocampus und Cortex gefunden wurde.
Zu beachten ist das klar braune DAB-Prezipitat zusammen mit den charakteristischen
apoptotischen, morphologischen Merkmalen der Zell-Schrumpfung (s. Gré3e und Form der

benachbarten Zellen) und des Auftretens von “apoptotic bodies”; Eichstrich 15um.

Pro gesamten Hippocampus wurden durchschnittlich 3-4 ISEL positive Zellen

gezahlt, héchstens jedoch 16. Auch in Schichten des Hippocampus in denen nicht
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viele Somata lokalisiert sind, wie z.B. der Stratum radiatum, waren ISEL positive
Zellen sichtbar. Die durchschnittiche Anzahl ISEL positiver Zellen pro Tier in
einzelnen Schichten und Regionen sowie im entorhinalen Cortex und in der
gesamten Hippocampusformation sind in Abbildung 3.17 aufgefuhrt.

Der entorhinale Cortex zeigt eine signifikante Erhéhung in der mittleren Anzahl ISEL
positiver Zellen bei chronisch psychosozial gestrel3ten Tupaias im Vergleich zu den
Tieren der Kontrollgruppe (p<0,04; Abb. 3.17B). In der Schnittebene A 2.0-3.0
(Tigges und Shanta, 1969) waren apotptotische Zellen im Vergleich zum
Hippocampus generell haufiger sichtbar. In CA1 Stratum radiatum wurde eine
signifikante Verminderung an ISEL positiven Zellen festgestellt, wahrend im Hilus
ein signifikanter Anstieg zu verzeichnen war (p<0,04; Abb. 3.17C). In den anderen
Teilen des Hippocampus waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen festzustellen. Nimmt man alle hippocampalen Subregionen zusammen, so
waren signifikant weniger ISEL positive Zellen in der chronisch gestrel3ten Guppe

im Vergleich zu der Kontrollgruppe zu finden (p<0,04; Abb. 3.17A).
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Abb.3.17: Durchschnittliche Anzahl apoptotischer Zellen im gesamten Hippocampus (A), im
enthorhinalen Cortex (B) und in den verschiedenen Subregionen des Hippocampus (C) von
Kontrolltieren (schwarz; Kon) und von chronisch psychosozial gestressten Tieren (weil3;
Strel3). GDg: Kornerzellschicht des Gyrus dentatus; Gdmol: Stratum molekulare des Gyrus
dentatus; CA: Cornu ammonis; or: Stratum oriens; rad: Stratum radiatum; Pyr: Stratum

pyramidale. * p< 0,04
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4. DISKUSSION

4.1.Das psychosoziale Strel3modell von Tupaia

Psychischer Stre3 beim Menschen ist gekennzeichnet durch eine Mehrzahl
wiederkehrender bzw. chronischer Symptome. Dazu gehoéren Veranderungen der
circadianen Aktivitatsmuster, Schlaf- und ERstérungen oder psychomotorische
Auffalligkeiten des Verhaltens, sowie bei einer Mehrzahl der Patienten eine
chronisch erhohte Glucocorticoidausschuttung oder eine gestorte
Herzschlagfrequenz (Sachar et al.,, 1973; Dubrovsky, 1993, Kolb and Wishaw,
1993). Verschiedene Tiermodelle bei Ratten und Mausen haben in der
Vergangenheit zu wichtigen Erkenntnissen bei chronischem und/oder sozialem
Strel3 gefiihrt. Sie bertcksichtigen jedoch haufig nur einen Teil der Symptomatik
psychischen Stresses beim Menschen. So haben einige der im Tier-Versuch
verwendeten Stressoren, wie eine Vielzahl physischer Stressoren, wenig bis keine
Relevanz zur Biologie der Tiere und aktivieren vermutlich andere neuronale
Systeme (Sgoifo et al., 1997; Herman und Cullinan, 1997). Einige Stressoren
verursachen z.B. vorwiegend Schmerz und aktivieren das Opioid-System (McEwen
and Sapolsky, 1995). Demnach sind auf physischen Strel3 basierende
Untersuchungen in ihrer Aussagekraft als Modell fir Auswirkungen psychischen
Stressses beim Menschen kritisch zu betrachten.
Ein Modell fur psychosozialen Strel3 ist das mannlicher Tupaia belangeri, deren
ausgepragte Territorialitat auch unter kontrollierten Laborbedingungen ber einen
langeren Zeitraum fur das artspezifische Strel3paradigma genutzt werden kann: Die
Koexistenz zweier Méannchen fihrt zu einer stabilen dominanten-subordinaten
Beziehung, bei der der Unterlegene allein durch visuellen und geruchlichen Kontakt
streBinduzierte Veranderungen des Verhaltens, der Physiologie und des zentralen
Nervensystems zeigt. Diese Veranderungen sind den Symptomen der Depression
beim Menschen ahnlich (Aue, 1988; Fuchs et al., 1996; Fuchs und Fligge, 1998;
Kramer et al., 1999). Bei dominanten Tieren kbnnen im Gegensatz dazu keine
nennenswerten Anderungen des Verhaltens oder der Physiologie beobachtet
werden (Aue, 1988). Zum Vergleich werden in dieser und anderen Untersuchungen
beobachtete Auffalligkeiten bei subordinaten Tupaia folgend aufgeftuhrt:
Reduziertes Markier- und Fellpflegeverhalten, eine reduzierte lokomotorische
Aktivitat, ein gesteigertes Ausweichverhalten gegeniber dem Artgenossen und eine

leicht reduzierte Futter- und Wasseraufnahme (Fuchs et al., 1996; Kramer et al.,
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1999), Defizite des vom Hippocampus vermittelten Gedachtnissystems (Ohl und
Fuchs, 1999; Ohl et al., 2000), ein durch eine erhdéhte Anzahl an Wachepisoden in
der zweiten Nachthalfte gestorter Schlafrhythmus (Aue, 1988), ein gestorter
circadianer Rhythmus (Fuchs und Schumacher, 1990), ein gesteigerter Herzschlag
(Stohr, 1986), eine erhbhte Metabolismusrate (Fuchs und Kleinknecht, 1986; Johren
et al., 1991), eine reduzierte Aktivitat der Gonaden (von Holst et al., 1983; Fischer et
al., 1985), ein erhdhtes Gewicht der Nebenniere (Fuchs et al., 1993; Isovich et al.,
1999), konstant erhéhte Ausschiittung von adrenomedullaren und adrenocorticalen
Hormonen (s. 4.2.; Fuchs et al., 1993), sowie strukturelle Veranderungen besonders
in der Hippocampusformation auf die in Kapitel 4.3. ndher eingegangen wird. Ein
Teil der vorab aufgefuhrten Verdnderungen lait sich durch die Behandlung mit
Colomipramin, einem Antidepressivum, aber nicht mit Diazepam, einem
Anxiolytikum, weitgehend aufheben (Fuchs et al., 1996; vanKampen et al., 2000).
Schlu3folgernd hat sich Tupaia mit seinen verhaltensphysiologischen und
neurobiologischen Auswirkungen als ein phenomenologisch und pradiktiv
aussagekraftiges Tiermodell fir das Studium psychosozialen Stresses und
depressiver Erkrankungen etabliert.

4.2.Physiologische Veranderungen bei chronischem Strel3

Physiologische Vorgange des Korpers unterliegen in Folge einer Vielzahl
endogener und exogener Stimuli einer stdndigen dynamischen Anpassung (Kolb
and Wishaw, 1993). Im vorliegenden Versuch zeigten alle psychosozial gestrel3ten
und mit Cortisol-behandelten Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren bereits nach
einem bzw. zwei Tagen des Behandlungsbeginns eine signifikante, anhaltende
Gewichtsreduktion um im Mittel 10%. Dies steht im Einklang mit friheren
Untersuchungen an chronisch psychosozial gestref3ten bzw. Cortisol-behandelten
Tupaias, die ebenfalls eine Gewichtsreduktion festgestellt haben (Fligge, 1995;
Magarifios et al., 1996; Jamieson et al., 1997; Isovich et al., 1999). So hat sich das
Korpergewicht mehrfach als ein geeigneter Parameter fir chronischen Strel3
erwiesen (Fuchs et al., 1996; Kramer et al., 1999).
Bei einem Vergleich des jeweiligen in der Kontrollwoche ermittelten
durchschnittlichen Normalgewichts mit den einzelnen Tagen wahrend des
Versuchszeitraumes war innerhalb der Kontrollgruppe das ermittelte Korpergewicht
bis auf einen Tag des Versuchs nicht signifikant unterschiedlich. Insgesamt zeigten
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alle Kontrolltiere ein stabiles Gewicht. In der Stre3gruppe unterschied sich das
Korpergewicht an allen Tagen signifikant von dem der Kontrollwoche und in der
Cortisolgruppe an allen aul3er den ersten zwei Behandlungstagen. Bereits nach
einem Tag fuhrt psychosozialer Strel3 zu einer anhaltenden signifikanten
Gewichtsreduktion der gestrel3ten Tiere, wahrend eine Behandlung mit Cortisol erst
nach 2-4 Tagen das Korpergewicht signifikant reduziert (3.1.1; Mijnster, pers.
Mitteilung). Auch ein Vergleich zwischen der Stref3-, Cortisol- und Kontrollgruppe
bestatigt eine zeitliche Verzégerung der Gewichtsreduktion bei Cortisol-behandelten
Tieren. Diese Verzégerung laidt einen unterschiedlichen Verlauf physiologischer und
zentralnervoser Prozesse vermuten, die zeigen, dalR die Gewichtsreduktion nicht
ausschlief3lich von einer erhéhten Cortisol-Dosis abhangt (s.a. 4.3.2.).

Ebenso wie Tupaias, zeigen chronisch gestreldte Ratten eine Gewichtsabnahme
(Blanchard et al., 1995). Wahrend bei Ratten jedoch das verringerte Korpergewicht
vor allem auf eine reduzierte Futteraufnahme zuriickzufthren ist (Rybkin et al.,
1997), wird bei Tupaias eine Reduktion des Korpergewichtes wahrend chronisch
psychosozialem Strel3 zudem Uber eine erhohte metabolische Aktivitat erklart
(Fuchs et al., 1993; Kramer et al., 1999). Wie bereits in anderen Untersuchungen
gezeigt, reduzieren die dominanten Tiere ihr Gewicht dagegen nicht (Fuchs et al.,
1993; Magarifios et al., 1996). Somit ist die reine Interaktion wéhrend des sozialen
Konfliktes zwischen dem dominanten und subordinaten Tier als Ausloser der

Gewichtsreduktion auszuschliel3en.

Die im Vergleich zur Kontrollgruppe wahrend der Strel3periode signifikant erhéhte
Cortisol-Konzentration im Morgenurin von Tupaia ist kennzeichnend fur eine
konstante, nicht adaptierende Hyperaktivitat der HHN-Achse (Fuchs et al. 1993). Im
Allgemeinen zeigen Ratten unter chronischem Strel3 eine Habituation der HHN-
Achsen Aktivitat (Magarinos and McEwen, 1995b; Dhabhar et al., 1997). Far
Tupaias trifft dies nicht zu (3.1.2.). Chronisch erhdhte Cortisol-Konzentrationen im
Urin sind auch in anderen Untersuchungen an gestref3ten Tupaias nachgewiesen
worden (Fuchs und Flugge, 1995; Fuchs et al., 1995; Magarifios et al., 1996; Fuchs
et al., 1996; Vollmann-Honsdorf et al., 1997; Kramer et al., 1999; Isovich et al.,
1999; Mijnster et al., 1999a; Ohl und Fuchs, 1999). Dominante Tiere zeigen
dagegen im Vergleich zu den Kontrolltieren keine Erhdéhung der Cortisol-
Konzentration im Urin (Fuchs et al., 1995; Magarifios et al., 1996).
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Durch Untersuchungen am Menschen ist bekannt, dal3 die Cortisol-Konzentration
im Urin stark mit der Cortisol-Konzentration im Plasma korreliert (Maeda et al.,
1991). Die durch eine Aktivierung der HHN-Achse induzierte Erhéhung der
Glucocorticoidkonzentration im Blutplasma ist ein zentrales Charakteristikum der
StreBantwort (Munck et al., 1984). Der Anteil an freien Corticosteroiden im Plasma
gestrel3ter Tupaias unter den gegebenen Versuchsbedingungen ist jedoch nicht
bekannt (s.a. 4.3.2.) und abhanig von der Bindung an Plasmaproteine, wie
Corticosteroid-bindendem Globulin oder anderen unspezifischen Proteinen
(Spencer et al.,, 1996; Deuschle et al.,, 1998), die durch eine Bindung der
Corticosteroide den Durchtritt aus den Kapillaren und somit die Verfugbarkeit an
den Zielzellen im Gehirn regulieren. Wie u.a. bei Ratten und Pferden nachgewiesen
wurde, reduziert Strel3 die Konzentration von Corticosteroid-bindendem Globulin im
Blutplasma (Spencer et al., 1996; Alexander und Irvine, 1998; Stefanski, 2000). So
ist es bei chronisch psychosozial gestref3ten Tupaia wahrscheinlich, dalR die freie
Cortisol-Konzentration im Blutplasma und somit in Folge eines gesteigerten
Ubergangs durch die Blut-Hirn-Schranke auch im Hippocampus erhoht ist.

Die freie Cortisol-Konzentration im Urin kann mit der angewannten Methodik auch
wahrend des Versuchesverlaufes innerhalb der einzelnen Gruppen kontrolliert
werden: Innerhalb der Kontrollgruppe sind abgesehen von drei an allen anderen
Tagen keine signifikanten Unterschiede im Cortisolspiegel der Tiere im Vergleich
zum Mittelwert der Kontrollphase festzustellen. Vergleicht man innerhalb der
Strel3gruppe die Cortisol-Konzentrationen der 28 Strel3tage mit dem Mittelwert der
Kontrollphase, so sind bis auf drei, alle Tage der Stre3phase signifikant
verschieden. Die MeRwerte der Individuen der Stre3gruppe erhéhen sich im Mittel
um das 2-3fache der basalen Cortisol-Konzentration. Verglichen mit anderen
Untersuchungen ist dies die durchschnittiche Erh6hung bei psychosozial
gestref3ten Tupaias (Fuchs und Fligge, 1995; Fuchs et al.,, 1996; Vollmann-
Honsdorf et al., 1997; Kramer et al., 1999; Ohl und Fuchs, 1999; Mijnster et al.,
1999a). Jedoch war dreimal bei unterschiedlichen Individuen die Cortisol-
Konzentration im Vergleich zum individuellen Mittelwert der Kontrollphase um das
8,5-10,5fache erhoht, welches die Standardabweichung und somit die Varianz in
Bezug auf eine Prifung der Varianzhomogenitat an diesen Tagen deutlich
beeinflul3t. Eine fir ein bis zwei Tage wesentlich Uber dem Durchschnitt liegende

Cortisol-Konzentration im Urin sind bei einzelnen gestref3ten Tieren im Laufe der
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Jahre in unserem Labor beobachtet worden. Die erhohte Cortisol-Konzentration im
Morgenurin von gestref3ten Tupaias ist jedoch hoch signifikant korreliert mit der
reduzierten lokomotorischen Aktivitdt sowie dem gesteigerten Vermeidungs-
verhalten von chronisch psychosozial gestre3ten Tupaias am Vortag der
Strel3exposition (Kramer et al., 1999).

Wahrend der gesamten Strel3periode war der Noradrenalinspiegel der psychosozial
gestrel3ten Tupaias im Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant erhoht und laf3t
einen im Mittel leichten Anstieg bis zur 3. Woche erkennen. Dies steht im Einklang
mit einer Vielzahl anderer Untersuchungen des Noradrenalinspiegels im Urin von
Tupaia, die ebenfalls eine anhaltende Erhéhung des Noradrenalins verzeichnen
(Fuchs et al., 1992, 1993, 1995, 1996; Fuchs und Fliigge, 1995; Fluigge et al., 1997;
Kramer et al., 1999; Mijnster et al., 1999a). Auch im Zeitverlauf der Stref3exposition
ist der Unterschied zwischen der Kontrollwoche und der ersten StrelBwoche
signifikant. Die fur die folgenden Wochen zu verzeichnende fehlende Signifikanz
des an allen Tagen um 40% bis zum 7,3fachen des Mittelwertes der Kontrollwoche
erhohten urindren Noradrenalins ist auf die extrem hohen Standardabweichungen
(fir n=3) in der 2.-4. Streldwoche zurlckzufihren.

Die Konzentration des Noradrenalins im Urin ist das Endprodukt aller
Ausschuttungs- und  Wiederaufnahmeprozesse des  Korpers, jedweder
metabolischer Veranderungen und der Verteilung in verschiedene physiologische
Kompartimente. So erméglicht die Analyse von Noradrenalin im Morgenurin einen
verlaBlichen Einblick in die zeitabhangige Antwort des Organismus auf sich
verandernde Situationen (Moleman et al., 1992; Kramer et al., 1999). Die erhdhte
Noradrenalin-Konzentration im Morgenurin von gestrel3ten Tupaias korreliert hoch
signifikant mit der reduzierten lokomotorischen Aktivitdt sowie dem verminderten
Markierungsverhalten chronisch psychosozial gestref3ter Tupaias am Vortag der
Strel3exposition (Kramer et al., 1999). Somit ist die anhaltende, erhéhte freie
Noradrenalin-Konzentration im Urin ein zuverlassiger Marker fir eine nicht
adaptierte Aktivitat des adrenomedullaren Systems (Moleman et al. 1992; Fuchs et
al., 1992, 1993). Dies ist eine Folge des psychosozialen Stresses und nicht wie
beispielsweise zu vermuten wére der taglichen Konfrontation mit dem Artgenossen,
da bei dominanten Tupaia keine erhohte Noradrenalinkonzentration nachweisbar ist
(Aue, 1988; Fuchs et al., 1993).
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Auf Grund friherer Untersuchungen wurden die Folgen des psychosozialen
Stresses bei Tupaia in zwei unterschiedliche endokrine Strel3reaktionen unterteilt
(von Holst et al., 1983; von Holst, 1993). An Hand dieses Modells unterschieden
sich sogenannte "submissive" Tupaias mit einer Aktivierung der HHN-Achse und
reaktivem Verhalten von der durch "Resignation” und "Hilflosigkeit"
gekennzeichneten "subdominanten™ Tupaias, welche durch eine Aktivierung des
adrenomedullaren Systems mit aktiven Bewaltigungsstrategien in Stref3situationen
charakterisiert worden sind (von Holst, 1993). Ein direkter Vergleich mit den
vorliegenden Ergebnissen ist nicht zu ziehen, da sich diese Versuche in einigen
Punkten von den hier vorliegenden unterscheiden: So wurden anders als in der
vorliegenden Arbeit (s. 2.1., 2.2. u. 2.4.) 1. die Versuchstiere Wildtierpopulationen
entnommen, deren Vorerfahrungen keinen kontrollierten Bedingungen unterlagen,
2. verschiedene physiologische Parameter, wie auch die Cortisol- und Noradrenalin-
Konzentration tUber das Blutplasma ermittelt und 3. die Gewichtsverluste nicht auf
15% des Korpergewichts der Kontrollwoche limitiert (s. 2.4.1.; von Holst et al.,
1983).

Im Gegensatz dazu erschlie3t sich auf Grund der vorliegenden Ergebnisse und
anderer Untersuchungen mit einer gleichzeitig chronisch erhdhten Cortisol- und
Noradrenalin-Konzentration im Urin von Tupaia eine deutliche Korrelation beider
endokriner Strel3reaktionen (Fuchs et al., 1995; Fligge, 1996; Kramer et al., 1999;
Isovich et al., 1999; Mijnster et al., 1999a). Dies ist fUr eine parallele Aktivierung der
HHN-Achse und des sympathoadrenomedullaren Systems kennzeichnend. Wenn
somit in der vorliegenden Arbeit gestrel3te Tiere als "subordinat” bezeichnet werden,

ist dies zu berucksichtigen.

4.3. Strukturelle hippocampale Veranderungen bei chronischem Strel3

Chronischer Stre3 verursacht verschiedene zentralnervése, histologisch
sichtbare Veranderungen, die vor allem auf die Belastung durch die chronisch
erhohten Konzentrationen an Glucocorticoiden zurtickgefuhrt werden. Auf Grund
seiner besonders hohen Dichte an Corticosteroidrezeptoren konzentrieren sich viele
Studien auf den Hippocampus (deKloet et al., 1998). Neben Veranderungen auf der
Rezeptorebene heben sich einige morphologische Anderungen besonders hervor.
So ist nachgewiesen worden, dal3 drei Wochen Immobilisations-Strel3, vier Wochen
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unvorhersehbarer physischer Stref3exposition mit unterschiedlichen Stressoren oder
Corticosteronbehandlung bei ménnlichen Ratten oder vier Wochen psychosozialer
Strel3 bei Tupaia eine Regression der apikalen Dendriten von Pyramidenneuronen
der Region CA3 verursachen (Woolley et al., 1990; Magarifios und McEwen, 1995b;
Magarifios et al., 1996; Galea et al., 1997; Sousa et al., 2000; McKittrick et al.,
2000). Pyramidenneurone, insbesondere in der Region CA3, werden als besonders
sensitiv fur strukturelle Verdnderungen angesehen, auch wenn verschiedene
Effekte in anderen Teilen des Hippocampus nachgewiesen sind (Fuchs et al., 1995;
Gould et al., 1997; Sousa et al.,, 1998a, Sousa et al., 2000). Der nach der
Glucocorticoid-Kaskaden-Hypothese auf die dendritische Atrophie folgender Zelltod
wird in Kapitel 4.3.5. diskutiert.

Die Stref3- und Corticosteroninduzierte Atrophie der apicalen Dendriten ist jedoch
nicht allein von chronisch erhéhten Glucocorticoidkonzentrationen abhangig, da sie
sowohl durch eine Behandlung mit Tianeptin, einem Antidepressivum, das durch die
Wiederaufnahme von Serotonin, dessen extrazellulare Verfigbarkeit reduziert, und
auch Phenytoin, einem Antiepileptikum, welches u. a. die Freisetzung
exzitatorischer Aminosauren modifiziert, sowie CGP 43487, einem competitiven N-
methyl-D-asparatat Antagonisten verhindert werden kann (Watanabe et al., 1992;
Magarifios und McEwen, 1995a; Magarifios et al., 1996). Die exzitatorische
synaptische Verbindung tber die Moosfasern aus dem Gyrus dentatus scheint eine
wichtige Rolle bei der dentritische Atrophie in der Subregion CA3 zu haben (Sousa
et al., 2000) und sollte dennoch nicht isoliert betrachtet werden (McEwen, 1999). So
gibt es nachweislich auch geschlechtsspezifische Unterschiede, die nicht allein
abhangig sind von unterschiedlichen Konzentrationen freier Corticosteroide im
Blutplasma mannlicher und weiblicher Ratten (Galea et al., 1997): Bei chronisch
gestref3ten ménnlichen Ratten reduzieren sich die Ladnge und die Anzahl der
Verzweigungspunkte der apikalen Dendriten, wahrend bei weiblichen Ratten die
Anzahl der Verzweigungen der basalen aber nicht der apikalen Dendriten verringert
ist. Erstaunlich ist ebenso, dal3 bei einer Kombination von Stre? und
Corticosteronbehandlung ebenfalls keine dendritische Atrophie nachweisbar ist
(Magarifos et al., 1998).

Insbesondere interessant fur die hier vorliegende Studie an Tupaia ist jedoch der
Unterschied in Qualitdt und Quantitdt der dendritischen Atrophie in CA3 nach
chronischem Strefd und chronischer Corticosteron-Behandlung in Ratten (Sousa et
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al., 2000). So zeigen Corticosteron-behandelte Ratten im Gegensatz zu gestrel3ten
keine reduzierte Dichte in der Veréastelung der apikalen Dendriten in CA3. Die
geringere Quantitat der degenerativen Verdnderungen der Dendriten (Lange der
apikalen Dendriten und deren terminalen Segmente), wie auch der untersuchten
Moosfaser-Synapsen (s.a. 4.3.4.1.; Anzahl und Oberflache der Synapsen und
Volumen und Oberflache der Moosfaser-Terminalien) spiegelt sich zudem in
milderen Stérungen des getesteten raumlichen Lernverhaltens und Gedéachtnis der
Tiere wieder (Sousa et al., 2000). Ein erhdhter Glucocorticoidspiegel allein macht
somit nicht die vielfaltigen Reaktionen des Gehirns auf Strel3 erklarbar. Wie die
vorliegende Studie an Pyramidenneuronen des Hippocamus zeigt, reagiert nicht nur
die Subregion CA3, sondern in der Ultrastruktur der Zellkerne der
Pyramidenneurone auch die Subregion CA1 unterschiedlich auf Stref3 und Cortisol-
Behandlung (3.5.): Wéhrend sich in der als sensibel geltenden Subregion CA3 nach
chronisch psychosozialem Strel3 die Ultrastruktur der Nuclei der Pyramidenneurone
andert, ist dies fur die Pyramidenneurone der Subregion CA1l bei gestrel3ten Tupaia
nicht der Fall. Im Gegensatz dazu sind vermehrt Heterochromatinaggregate nach 28
Tagen Cortisol-Behandlung in CA1 Pyramidenneuronen sichtbar, wohingegen die
Cortisol-behandelten Tupaias keine Anderung der Chromatinstruktur in
Pyramidenneuronen in CA3 erkennen lassen. Neben der
Plasmaglucocorticoidkonzentration (4.3.2.) und moglichen Einfluissen auf der
Rezeptorebene (4.3.3.) als Ursachen fir die region- und behandlungsspezifischen
Heterochromatindnderungen muissen vor allem bei integrativen Neuronen wie den
Pyramidenneuronen des Hippocampus beeinflussende Faktoren wie die anderer

Transmittersysteme und Hormone (4.3.4.) diskutiert werden.

4.3.1. Heterochromatin

Nach vorherrschender Meinung reprasentiert Heterochromatin einen
spezifischen funktionalen Status chromosomaler Regionen, da verschiedene
Untersuchungen darauf hinweisen, dald ein heterochromatisches Aussehen und
transkriptionale Inaktivitat chromosomaler Regionen auf den selben Mechanismen
basieren (Zusammenfassung s. Wallrath 1998; Hennig, 1999). Als ein Beispiel der
Genunterdrickung ("gene silencing”) durch die starke Kondensierung zu
Heterochromatin sei in diesem Rahmen die Inaktivierung eines X-Chromosoms in

weiblichen Saugetier-Embryonen genannt. Fal3t man die bisherigen Erkenntnisse
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zur Genabschaltung zusammen, so ergibt sich ein kombiniertes Modell
verschiedener molekularer Mechanismen der Genunterdriickung. Diese beinhaltet
eine Assoziation der DNA mit multimerischen Proteinkomplexen, welche mit
modifizierten Histonen interagieren (Tsukiyama and Wu, 1997; Robyr and Wollfe,
1998; Taddei et al., 1999). Dabei ist z.B. fur den GR nachgewiesen, dal}
insbesondere die Rotationsposition der DNA Sequenz in Beziehung zur Oberflache
der Histone fur Zugang des GR an dessen DNA Bindungstelle ("recognition
element”) von Bedeutung ist (Robyr and Wollfe, 1998). Als Folge dieser
Konformatinsdnderung in bestimmten genomischen Regionen werden vermutlich
angrenzende bzw. ausgedehntere Abschnitte der DNA in den Zusammenschlufl3
dieser transkriptionsunterdriickenden Protein-Histon-Komplexe einbezogen. Die
Transkription der Gene dieses angrenzenden Euchromatins wird dann in der
Konsequenz ebenso unterdriickt wie die direkt durch die Konformationsanderung
betroffenen genomischen Abschnitte ("position effect”; Wallrath, 1998; Hennig,
1999; Sun und Elgin, 1999). Strukturelle Charakteristika manifestieren sich dabei in
einem generellen Verlust der Zugéanglichkeit der DNA zu Nucleasen, einer
veranderten Nucleosomanordung, der beschriebenen Assoziation bestimmter
Proteine und einer Tendenz der Hypoaciditat von Histonen des Zellkerns (Wallrath,
1998; Sun und Elgin, 1999; Hennig, 1999). Dies verandert u.a. die Farbeintensitét
basischer Farbstoffe, wie z.B. die der Nissel-Farbstoffe (3.3.). Zudem ist
Heterochromatin in eine Reihe weiterer Funktionen im Nucleus involviert, wie der
nuclearen Architektur oder der Trennung von Chromosomen, was z.B. auch den
Transport von RNA oder andere intranucleare Proteine beeinflussen kodnnte.
Dartber kann jedoch nur spekuliert werden.

Das ultrastrukturell zu identifizierende heterochromatische Aussehen reprasentiert
somit eher einen inaktiven Status des Chromatins als eine spezifische genetische
Qualitat des jeweiligen Genomteils (Hennig, 1999). So kann man fur die
vorliegenden Ergebnisse folgern, daf3 Stre3 bzw. Cortisol das Abschalten von
verschiedenen Genen in Pyramidenneuronen des Hippocampus zur Folge hat.
Diese Abschaltung erfolgt behandlungs-selektiv und regionsspezifisch.
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4.3.2. Cortisol

Die hier gezeigten Ergebnisse zeigen einen Unterschied in den
Auswirkungen von chronischem Strel3 versus chronischer Cortisol-Behandlung
(3.1.1. u. 3.5.). Dies ist mdglicherweise auf unterschiedlich hohe Konzentrationen an
Glucocorticoiden im Blut-Kreislauf der Tiere zuriickzufiihren. Von Untersuchungen
an Ratten weil3 man, dal3 normalerweise der Rhythmus der Corticoidkonzentration
einen taglichen Hohepunkt der adrenalen Glucocorticoidauschittung kurz vor bzw.
zu Beginn der aktiven Phase aufweist (Dallman, 1993). Bei exogener
Glucocorticoidgabe steigt die Plasmahormonkonzentration auf 0,4-1,0 pg/ml
(Dallman, 1993; Sousa et al., 1998a) und fuhrt zu einer verkleinerten Amplitude der
taglichen Corticosteronsekretion (Dallman, 1993). Die Glucocorticoidkonzentration
im Plasma der Cortisol-behandelten oder gestrefdten Tupaias ist nicht bekannt. Da
insbesondere bei Tupaias die Blutabnahme belastend und somit ein zusatzlicher
physikalischer Stressor ist, wurde darauf verzichtet (Fuchs et al., 1993). Wir haben
jedoch die Cortisol-Konzentration im Morgenurin bestimmt (2.4.). Strel3 erhéht die
morgentliche Cortisol-Konzentration im Urin im Mittel um das 2-3fache (3.1.2;
Fuchs und Flugge, 1995; Fuchs et al., 1996; Vollmann-Honsdorf et al., 1997;
Kramer et al, 1999; Ohl und Fuchs, 1999; Mijnster et al., 1999a, Isovich et al.,
1999). Tupaias, die 28 Tage Cortisol Uber das Trinkwasser bekommen, zeigen
einen im Schnitt um das 10fache erhdhten Cortisolspiegel im Morgenurin (Isovich et
al.,, 1999; Mijnster et al., 1999a). Da in Ratten eine um das 6-7fach erhthte
Plasmakonzentration an Corticosteron zu einer parallel hohen Besetzung der
Mineralocorticoid- und Glucocorticoidrezeptoren (GR) fuhrt (Dallman, 1993), folgern
wir, dafld in Cortisol-behandelten Tieren auch der GR konstant stimmuliert ist (s.
4.3.3.). Im Gegensatz dazu sind wahrend chronischem Stre3 in Ratten
Fluktuationen der Plasmaglucocorticodkonzentration nachgewiesen worden
(Dallman, 1993; Sousa et al., 2000). Auch wenn die taglichen Schwankungen
abgeflacht sind, so ist in Folge sich wiederholender belastender Reize die limbisch
gesteuerte HHN-Achse hyperaktiv (Dallman, 1993). Deshalb ist anzunehmen, dal3
auch bei chronisch psychosozial gestref3ten Tupaia die GR erheblich 6fter als unter
normalen Umstanden besetzt sind. Die physiologischen Effekte von chronischem
Strel3 und chronischer exogener Cortisolbehandlung sind demnach unterschiedlich.
Dies steht im Einklang mit Befunden in chronisch gestrel3ten Tupaias, deren
Nebennierengewicht im Vergleich zu dem von Kontrolltieren erhoht ist, wéhrend es
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bei Tupaia, die 5 Tage mit Corticosteron behandelt wurden, reduziert war (Fligge,
1999).

Die in diesem Experiment verwendete Cortisoldosis, die zu einer durchschnittlichen
taglichen oralen Cortisolaufnahme von 5mg/100g Koérpergewicht fuhrte, ist im
Vergleich mit denen beim Menschen oder bei nichthumanen Primaten verwendeten
Dosierungen (zum Vergleich s. Leverenz et al., 1999) sehr hoch. Nach Reul und
deKloet, 1985, ist eine subcutan injizierte Corticosteron-Dosis von 1mg/100g
Korpergewicht in Ratten fur eine 95%ige Besetzung von GR und MR erforderlich.
Die in dieser Studie bei Tupaia oral verabreichte Dosierung wurde gewahlt, um eine
maoglichst vollstandige, gleichzeitige Besetzung der Mineralocorticoid- und
Glucocorticoidrezeptoren zu gewahrleisten (s. 4.3.3.). Das Verhéltnis von
gebundenem zu freiem Cortisol im Blutplasma von gestrel3ten oder Cortisol-
behandelten Tupaias ist nicht bekannt (s. 4.2.). Es ist ebenfalls unklar, welcher
Anteil des ungebundenen lipophilen Cortisols durch die Blut-Hirn-Schranke bis in
den Hippocampus gelangt. Auf Grund der um das 10fache erhdhten Cortisol-
Konzentration im Morgenurin von mit der gleichen Cortisol-Dosierung behandelten
Tupaias (Isovich et al., 1999; Mijnster et al., 1999a) ist es mdglich, daf’ ein Teil des
Hormons direkt wieder ausgeschieden wird. Insbesondere war es im vorliegenden
Versuch zudem wichtig, die Vergleichbarkeit mit Studien an Ratten (Sousa et al.,
1998a+b; Sousa et al., 2000) und Tupaias zu gewahrleisten (Jamieson et al., 1997,
Mijnster et al., 1999a; Isovich et al., 1999; Ohl et al., 2000).

In Bezug auf die unterschiedlichen strukturellen Auswirkungen von Stre3 und
Cortisol-Behandlung ist auch eine gewebsspezifische, unterschiedlich regulierte
Verfugbarkeit endogener  Glucocorticoide interessant.  11R-hydroxysteroid
Dehydrogenase 1 (11R3-HSD-1) katalysiert die Umwandlung von Cortisol und
Corticosteron in Cortison und 11-dehydrocorticosteron und reguliert dadurch indirekt
die Bindung von Glucocorticoiden an die intrazellularen Rezeptoren. Chronisch
psychosozialer Strel3 in Tuapaia vermindert 113-HSD-1 im Hippocampus, Cortisol
alleine zeigt jedoch keinen Effekt (Jamieson et al., 1997).

Schlie3lich sind auch beim Menschen unterschiedliche Effekte von Stre? und
Glucocorticoiden nachgewiesen worden. Eine chronische orale Einnahme von
Glucocorticoiden inhibiert das sympathische Nervensystem, wohingegen
chronischer Strel3 charakterisiert ist durch eine anhaltende Aktivierung des
sympathischen Nervensystems (Lenders et al., 1995). Als Fazit hat eine 28 Tage
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dauernde orale Applikation von Cortisol bei Tupaia nicht die selben Auswirkungen
auf hippocampale Neurone wie chronisch psychosozialer Strel3, weil die

physiologische Situation beider Behandlungs-Guppen unterschiedlich ist.

4.3.3. Corticoidrezeptoren

Strel3 fuhrt Uber eine Stimmulation der HHN-Achsen Aktivitat zu erhéhten
Konzentrationen von freiem Cortisol bzw. Corticosteron im Blutplasma (s. 4.2.).
Beide Hormone binden an zwei Typen intrazellularer Steroidrezeptoren, den
Mineralocorticoidrezeptor (MR) und den  Glucocorticoidrezeptor (GR;
Zusammenfassung: deKloet et al., 1998). Da beide Rezeptoren eine unterschiedlich
hohe Affinitdt zu Cortisol und Corticosteron haben, sind bei basalen
Plasmaglucocorticoidkonzentrationen vorwiegend die MR besetzt und bei hdheren
Konzentrationen, wie unter Strel3 oder wahrend des taglichen Maximums der
Freisetzung aus der Nebennierenrinde, ebenso der GR (Reul and deKloet, 1985;
Dallman, 1993). MR scheinen nach dem heutigen Stand des Wissens eine positiv
aktivierende Rolle in der Aufrechterhaltung der Homdostase zu spielen, wahrend
Corticosteroide durch den GR eher in einer reaktiven Weise auf eine
Wiederherstellung der Homoostase einwirken (deKloet et al., 1998). Strel3effekte
werden, so die Theorie, insbesondere durch eine Aktivierung des GR vermittelt, die
durch die hohen Konzentrationen an Glucocorticoiden zu einem tberwiegenden Tell
besetzt sind (s. 4.3.2.). Besetzte GR bilden Dimere und binden an spezifische
"response elements” in Promotor Regionen verschiedener Gene, welche dann die
Gentranskription initiieren konnen (Robyr and Wolffe, 1998). GR und MR bilden
jedoch nicht nur Homodimere, sondern kénnen wie in Zellkultur nachgewiesen auch
Heterodimere miteinander und mit anderen ligandenabhangigen
Transkriptionsfaktoren bilden (erweiterte Diskussion s. 4.3.3.5.; Trapp et al., 1994;
Chen et al., 1997). Ausgehend von einer genetischen Pradisposition besagt die
MR/GR-Gleichgewichts-Hypothese, dal? vor allem das Verhaltnis der
antagonistischen Wirkung des MR und GR mit von entscheidender Bedeutung fir
eine Storung der Homoostase ist, die dann zu einer Entstehung verschiedener
Krankheiten fuhren kann (deKloet et al., 1998). Eine unterschiedliche evtl. sogar
subregionsspezfische Regulation der Corticosteroidrezeptorzahl in Tupaia wére
eine einfache Erklarung der vorliegenden lichtmikrokopischen und ultrastrukturellen
Ergebnisse, die eine reduzierte Transkription vermuten lassen (3.3.; 3.5.; s.a. 4.3.1.)
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Die Zahl der Corticosteroidrezeptoren bei Tupaia ist nicht bekannt. Wir wissen aber,
daRR nach 28 Tagen psychosozialem Strel3 die Expression von GR mRNA in CAl
und CA3 sowie im Gyrus dentatus statistisch signifikant herunterreguliert ist (Johren
et al., 1994; Meyer et al., 2001). Dieser Effekt ist vermutlich von langerer Dauer, da
nach chronischem Stre3 bei Ratten die Expression von GR mRNA ebenfalls
erniedrigt ist und derselbe Effekt auch 8 Tage nach der letzten StreRexposition
nachgewiesen werden kann (Kitraki et al., 1999). Eine Subregionspezifitdt der
reduzierten GR Expression ist jedoch bei Tupaia nicht zu erkennen und deshalb
vermutlich nicht die - alleinige - Ursache fur die Heterochromatinaggregation. Auch
die MR mRNA Expression ist im Hippocampus von Tupaia Stref3-reguliert (Meyer et
al., 2001). Eine subregionsspezifische Regulation ist jedoch auch hier nicht
festzustellen. Es zeigt sich vielmehr ein anterior-posteriorer Unterschied in der
Expressionsregulation. In der Ebene A2.5 nach Tigges und Shanta, 1969, die mit
der Ebene in der die ultrastrukturellen Untersuchungen durchgefuhrt wurden
korrespondiert, konnte jedoch keine signifikante Anderung der MR mMRNA
Expression in CA1 und CA3 nachgewiesen werden (Meyer et al., 2001).

Die Repression der mRNA Expression eines Rezeptorgens hat jedoch nicht
zwangslaufig eine Reduktion aktiver Rezeptormolekile zur Folge, da viele
verschiedene Prozesse - wie z.B. die Translation oder eine Wechselwirkung mit
anderen Molekilen oder lonen - die Anzahl aktiver Rezeptormolekile beeinfluf3t.
Bereits eine kurzfristige Stre3belastung kann z.B. zu lang andauernden
Verdnderungen der Rezeptorbindungskapazitat der GC-Rezeptoren im
Hippocampus fihren (vanDijken et al., 1993; Koolhaas et al., 1997). Summarisch
gehen wir jedoch davon aus, dalR die Anzahl und das Verhaltnis von GR und MR im
Hippocampus durch chronischen Strel3 nachhaltig verandert wird und sich u.a. auf
Grund der unterschiedlichen physiologischen Situation von dem ebenso
wahrscheinlich verénderten Verhéltnis von GR und MR chronisch Cortisol-
behandelter Tiere unterscheidet (s. 4.3.2.). Dies beeinflul3t vermutlich auch die
Transkription verschiedener Gene, was durch eine veranderte
Heterochromatinstruktur des Nucleus ultrastrukturell sichtbar ist.

In diesem Zusammenhang ist es interessant, daf3 ein CA1 Pyramidenneuron ca.
1000 GR und MR enthalt, die in Clustern im Nucleus konzentriert sind (vanSteensel
et al., 1996). 90% der CAl Pyramidenneurone produzieren davon beide
Rezeptoren. Vermutlich sind auch die am meisten geclusterterten Rezeptormolektile
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nicht direkt in die Stimmulation der Genexpression involviert (vanSteensel et al.,
1996). Ein Zusammenhang dieser Cluster und Heterochromatin ist bislang nicht
nachgewiesen. Weitere Untersuchungen konnten zeigen, ob sich die Clusterung
nach Strel3 oder Cortisol-Behandlung andert und mit einer verdnderten
Heterochromatinaggregation zu korrellieren ist. Eine Studie Uber den Einflul einer
Cortisol-Behandlung auf die Corticosteroidrezeptoren im Hippocampus von Tupaia
konnte ebenso weitere Erkenntnisse fir die ursachlichen Zusammenhénge der
Heterochromatinaggregation liefern.

Das Verhaltnis von MR und GR ist jedoch nicht allein entscheidend, eine weitere
Maglichkeit der Gentranskription und somit auch in deren Reduktion besteht in der
Transaktivierung. GR interagieren nachweislich auch mit nicht ligandenabhangigen
Transkriptionsfaktoren, wie AP1, CREB und NF«B (deKloet et al., 1998). Da GR
normalerweise deren positive Effekte auf die Transkription unterdriicken, bedeutet
Strel3 eine inadequate funktionale Ausbeute betroffener Gene, die — legt man die
erhdhten Cortisolkonzentrationen zugrunde — in einer noch starkeren Unterdriickung

des positiven Transkriptions-Effekts resultieren wirde.

4.3.4. Modulierende Faktoren anderer Transmittersysteme

Corticosteroide beeinflussen eine Vielzahl von Funktionen im Nervensystem,
im endokrinen System sowie auch im Immunsystem. Sie regulieren u.a. den
Kohlenwasserstoff-, Protein- und Lipid-Stoffwechsel und die Aufrechterhaltung des
Flussigkeits- und Elektrolytgleichgewichtes (Norman und Litwack, 1997). Eine
Stérung des neuronalen Energiehaushaltes sollte somit nicht aul3er Acht gelassen
werden. So ist es z.B. interessant, dal3 in Cortisol-behandelten Tieren vor allem die
Region CALl betroffen ist, eine Region, die auf Grund ihrer spezifischen arteriellen
Versorgung sehr empfindlich ist gegen Sauerstoffmangel (Lindenberg, 1957).
Die vorliegenden Untersuchungen haben gezeigt, dal3 hohe Cortisolkonzentrationen
eine entscheidende Rolle bei Veranderungen der neuronalen Morphologie im
Hippocampus spielen. Die Unterschiede in den ultrastrukturellen Ergebnissen
kénnen jedoch nicht allein mit erhéhten Cortisolkonzentrationen korreliert werden.
Der chronische Hypercorticolismus ist nur ein Bestandteil der komplexen
physiologischen Stref3reaktion und kann daher nicht isoliert betrachtet werden. Wir

vermuten, dall andere Faktoren die StrelReffekte direkt oder auch sekundar tber
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eine Modulation der Glucocorticoidausschittung oder der Corticosteroid-
rezeptormolekile beeinflussen.

Neben physiologischen Anderungen in der Peripherie oder im hormonellen
Gleichgewicht aller Hormone des Organismus (4.3.4.5.) werden andere
Transmittersysteme als Mediatoren diskutiert (4.3.4.1-4.3.4.4). Einige interessante
Zusammenhange werden in den folgenden Abschnitten insbesondere auch im

Hinblick auf die subareaspezifischen Unterschiede angesprochen.

4.3.4.1. Glutamat

Eine verstarkte Aggregation von Heterochromatin nach Strel ist in CA3 am
deutlichsten prasent. Diese Subregion gilt als empfindlich far strukturelle
Anderungen nach chronischem StreR, welcher die Atrophie der apicalen Dendriten
der Pyramidenneurone induziert (Magariiios et al., 1996). Da diese Atrophie jedoch
von Phenytoin, welches die Glutamatauschiittung modifiziert und Ca2?'-Kanéle
blockiert, sowie CGP 43487, einem competitiven N-methyl-D-asparatat (NMDA)
Antagonisten verhindert werden kann, ist ein sekundarer Einflu3 exitatorischer
Neurotransmitter bei chronischem Strel3 wahrscheinlich (Watanabe et al., 1992;
Magarifios und McEwen, 1995a; Magarifios et al., 1996).
Der wichtigste exitatorische Transmitter des Hippocampus ist Glutamat, welcher
nach Strel3 vermehrt im Hippocampus ausgeschittet wird (Moghaddam, 1993; Lowy
et al, 1993). Zwei Glutamatrezeptortypen und deren Regulation nach Strel3 sind
beschrieben worden: ionotrophe und metabotrophe Rezeptoren (Zusammenfassung
z.B.. Ozawa et al., 1998). lonotrophe Glutamatrezeptoren setzen sich in
unterschiedlicher Zusammensetzung (auch auf ein und derselben Zelle) aus
spezifischen Untereinheiten zusammen, deren Eigenschaften die
Rezeptoreigenschaften bestimmen (Bettler and Mulle, 1995; Ottersen and
Landsend, 1997). Eine Regulation der Expression der Rezeptoruntereinheiten ist
sowohl behandlungs- als auch subreggionsspezifisch. So wird die mRNA von
NMDA-Rezeptor-Untereinheiten nach Strel3 und Corticosteron-Behandlung in
Ratten unterschiedlich reguliert. Wahrend nach einer Corticosteron-Behandlung
NR2A und NR2B mRNA in CAl und CA3 ansteigt und fur NR1 mRNA kein Effekt
nachzuweisen ist, steigt nach Strel3 NR1 mRNA in CA1 und CA3, NR2B mRNA nur
in CA3 und NR2A mRNA zeigt keinen Effekt (Bartanusz et al., 1995; Weiland et al.,
1997). Auf Grund einer veranderten Rezeptor-Zusammensetzung nach Strel3 und
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Corticosteronbehandlung werden somit die Rezeptoreigenschaften moduliert, indem
z.B. die Permeabilitat firr Kationen (Na*,Ca®*) erhoht bzw. erniedrigt wird (Leist und
Nicotera, 1998). Ein sekundarer EinfluR der NMDA Rezeptoren kdnnte sich somit
regionsspezifisch manifestieren. Auf die in diesem Zusammenhang oft diskutierte
Exotoxizitat wird in Kapitel 4.3.5. eingegangen.

Andere Glutamatrezeptoruntereinheiten von AMPA- und Kainaterezeptoren werden
dagegen nach Strel3 und Corticosteronbehandlung herunterreguliert (Krugers et al.,
1993; Bartanusz et al., 1995; Joels et al., 1996). Dies spiegelt sich moéglicherweise
eher in einer verdnderten Genexpression als in veranderten pharmakologischen
Eigenschaften wieder (Watanabe et al., 1995). Die verschiedenen
Glutamatrezeptoren sind jedoch an unterschiedlichen Stellen des Dendritenbaumes
von Pyramidenneuronen mit einer veranderten Verteilung und Entfernung zu
synaptischen Kontakten lokalisiert (Ottersen and Landsend, 1997).

Ein wichtiger glutamaterger synaptischer Kontakt der Moosfasern aus den
Kornerzellen des Gyrus dentatus mit den Pyramidenneuronen in CA3 im proximalen
Teil deren apikalen Dendriten zeigt ebenso Veranderungen nach chronischem Strel3
oder Corticosteroidbehandlung in Ratten (Magarifios et al., 1997; Sousa et al.,
2000). Die Anderungen der Vesikelverteilung in den Moosfaserterminalien
erscheinen nach chronischem aber nicht nach akutem Strel} (Magarifios et al.,
1997). Auch die Gesamtzahl der Moosfaser-CA3 Synapsen und deren Oberflache
sowie die Oberflache und das Volumen der Mossfaserterminalien verringern sich
nach chronischem Strel3 und nach chronischer Corticosteronbehandlung (Sousa et
al., 2000). Da die Effekte nach einer chronischen Corticosteronbehandlung weniger
deutlich ausgepragt sind, wird vermutet, dafd die Leistungsfahigkeit der Moosfaser-
CA3 Synapsen nach chronischem Strel3 eingeschrankt ist, dies aber nicht
ausschlie3lich auf eine erhohte Glucocorticoidkonzentration zurtickzufuhren ist
(Sousa et al., 2000). Ein Ruckschlu3 auf eine verédnderte Erregbarkeit der
Pyramidenneurone in CA3 ist jedoch nicht mdoglich, da die Mehrzahl der
synaptischen Kontakte von Mossfasern in CA3 nicht mit Pyramidenneuronen
sondern mit Interneuronen gebildet werden, die widerum einen vorwiegend
inhibitorischen Einflu3 auf die CA3 Pyramidenneurone haben (Henze et al., 2000).
Dabei ist insbesondere bei Neuronen wie den Pyramidenneuronen, die wegen ihrer
ausgepragten Dendritenb&dume eine stark integrative Funktion haben, zu beachten,

dalR ein terminaler im Gegensatz zu einem proximalen synaptischen Kontakt
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vorwiegend einen modulatorischen bzw. verstarkenden (facilitation) Effekt
beinhaltet. Diese Beziehung steht in einem nicht-linearen Zusammenhang und
beinhaltet die Summationseffekte mehrer Synapsen (Andersen, 1990).

Der Einflul3 von Glutamat auf strukturelle Verdnderungen infolge chronischen
Strel3es ist auf Grund der Komplexitat der Glutamatrezeptorlokalisation, -wirkung
und -variabilitdt bislang nicht hinreichend untersucht worden. Weiterfihrende
Untersuchungen mussen zeigen, ob selektive Unterschiede zwischen Stref3 und
Corticosteronbehandlung bestehen, die sich auch langfristig in einer veranderten

Genexpression manifestieren.

4.3.4.2. Noradrenalin

Noradrenalin (NA) beeinflu3t die Strel3reaktion auf unterschiedliche Weise:
uber den direkten noradrenergen Input des Hippocampus durch Neurone des Locus
coeruleus (LC; Valentino et al.; 1993) und Uber eine veranderte Ausschittung von
Katecholaminen aus dem Nebennierenmark. Eine Aktivierung beider NA
Auschuttungsprozesse ist jedoch nicht zwangslaufig miteinander korreliert
(Valentino et al., 1993; Flugge, 2000). Fur die vorliegenden Ergebnisse ist dabei
mehreres zu  beachten: 1. Unter StreR fuhrt die anhaltende
sympathoadrenomedullare Aktivitat zu einer erhohten freien Noradrenalin-
Konzentration im Urin (3.1.3./4.2.), was bei chronischer Cortisolbehandlung nicht
nachzuweisen ist (Isovich et al., 1999; Mijnster et al., 1999a). Der physiologische
Effekt bei Strel3 und Cortisolbehandlung ist demnach unterschiedlich. Das
Verhaltnis von Glucocorticoiden und NA im Blutplasma von gestref3ten und Cortisol-
behandelten Tupaias ist somit vermutlich kontrar. Dies wiederum hat Auswirkungen
auf das Gehirn, da sich die HHN-Achse und die sympathische Stref3achse
gegenseitig beeinflussen (Maccari et al., 1992; Lenders et al., 1995; Fliigge, 2000)
Die Reaktionen von Tupaia ahneln denen beim Menschen, wo eine chronische
orale Glucocorticoidbehandlung das sympathische Nervensystem inhibiert, wahrend
im Gegensatz dazu chronischer Strel3 gekennzeichnet ist durch eine anhaltende
sympathische Aktivitdt (Lenders et al., 1995) 2. Ein gegenteiliger Effekt von Strel3
und Cortisol ist auch fur die Regulation von a,-Adrenoceptoren im LC von Tupaia
mit Hilfe von in vitro Rezeptorautoradiographie nachgewiesen (Fligge, 1996;
Fligge, 1999). a,-Adrenoceptoren haben Autorezeptorfunktion im LC und regulieren

somit auch die Ausschittung von NA an den Terminalien im Hippocampus (Fligge,
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1999; Fligge, 2000). Eine veranderte Freisetzung von NA wiederum wirkt sich
direkt auf die Rezeptorbindungsstellen und die Affinitdt von MR und GR im
Hippocampus aus (Maccari et al., 1992). Letztere Bindungsstudie beruht jedoch auf
Ergebnissen an homogenisiertem Hippocampusgewebe. Es ware in zukilnftigen
Untersuchungen auf Grund der hier gewonnenen Erkenntnisse jedoch wichtig, eine
subregionsspezifische Unterscheidung vorzunehmen. 3. 3;-Adrenozeptoren werden
nach 28 Tagen psychosozialem Strel3 regionsspezifisch in CA1 herunterreguliert.
Uber eine second messenger Kaskade dieses G-Protein gekoppelten Rezeptors ist
somit ein Einflul3 auf die Gentranskription mdoglich (Fligge et al., 1997; Flugge,
2000). 4. Auch elektrische Eigenschaften, wie eine durch Katecholamine
herabgesetzte Elektronegativitdt des Zellnukleus kann korrelliert sein mit einer
erhohten Quantitat an Heterochromatin "chromocenter" (Shkorbatov et al., 1999).
Ob dies auch in hippocampalen Pyramidenneuronen der Fall ist, muf3te Uberprift
werden, insbesondere, da NA und Corticosteron gegenteilige Effekte auf die
verschiedenen elektrischen Eigenschaften von CAl Pyramidenneuronen zeigen
(Joels and deKloet, 1989; Joels and deKloet, 1992).

4.3.4.3. Serotonin

Ein Zusammenhang zwischen Strel, erhéhten  Glucocorticoid-
konzentrationen und dem serotonergen System ist mehrfach nachgewiesen worden
und es gibt Hinweise, dal} eine Regulation stressor- und regionsspezifisch ist
(Fligge, 2000; Chaouloff, 2000). So werden 5-HT14 Rezeptoren im Hippocampus in
CAL1 nach Strel3 herunterreguliert, ein Effekt, der nach chronischem Strel3 nicht aber
nach akutem Stref3 nachzuweisen ist (Flligge, 1995; McKittrick et al., 1995; Steciuk
et al., 2000). Diese mit Hilfe der Rezeptorautoradiographie gewonnenen Ergebnisse
sind auf Grund fehlender [H3]-8-OH-DPAT Bindungsstellen in der Region CA3 von
Tupaia nicht nachweisbar (Fligge, 1995). Die 5-HT;a Rezeptorreduktion in der
Region CA1l ist vermutlich transkriptionsreguliert (s.a. 4.3.4.5), da eine
adrenalektomie-induzierte Uberexpression der Rezeptor mRNA durch eine Gabe
von Corticosteron in Ratten rickgéngig gemacht werden kann (Chalmers et al.,
1993; Meijer und deKloet, 1995). Uber eine Beeinflussung der HHN-Achse durch
serotonerge Rezeptoren, die zu einer sekundér erhoéhten Ausschittung von
Corticosteron in  Ratten fihrt, ist ein Einflud auf die nucleare
Transkriptionsregulation mdglich (Matheson et al., 1997).
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4.3.4.4. Dopamin und Neuropeptide

Glucocorticoiden wird eine modulierende Rolle auf das dopaminerge
System zugeschrieben, welches nach langanhaltend erhohter
Glucocorticoidkonzentration wiederum die HHN-Achse beeinflul3t (Gilad et al., 1987,
Gilad, 1987). Der bis auf die Pyramidenzellschicht bzw. Kérnerzellschicht in allen
Bereichen des Hippocampus nachgewiesene D2-Rezeptor wird in seiner Anzahl der
Bindungsstellen nach chronisch psychosozialem Strel3 hochreguliert, wahrend eine
chronische Cortisol-Behandlung die Anzahl der Bindungsstellen im Hippocampus
reduziert (Mijnster et al., 1999a+b und pers. Mitteilung). Auch wenn die detektierten
Unterschiede klein sind, sind sie in der Summation der Effekte verschiedener
Transmittersysteme im Zusammenhang der integrativen Funktion der
Pyramidenneurone moglicherweise entscheidend. Ein direkter Einflu3 von
Glucocorticoiden auf die D,-Rezeptorexpression ist jedoch nach Lammers et al.
(1999) nicht zu vermuten. Uber das "second messenger" System ist ein EinfluR auf
die Transkription jedoch denkbar.
Eine Wechselwirkung von chronischem Strel3 und Neuropeptiden in Tupaia ist
bislang nur fir den "Corticotropin-Releasing-Faktor" (CRF) untersucht (Fuchs und
Fligge, 1995). Mit Hilfe der in vitro-Rezeptorautoradiographie konnte festgestellt
werden, daR chronisch psychosozialer StreR die Anzahl der '*°I-CRF
Bindungsstellen im Hippocampus in CA1-CA3 und im Gyrus dentatus reduziert. In
Ratten ist die CRF-Rezeptorl mRNA Expression im Hippocampus nach
chronischem Strel3 gesteigert, wahrend eine chronische Corticosteron Behandlung
keinen Effekt zeigt (Iredale et al., 1996). Parallel durchgefihrte
Zellkulturexperimente haben gezeigt, dal3 die beobachteten Verdnderungen auf
eine veranderte Gentranskription zurtickzufuihren sind (Iredale et al., 1996).
Auch verschiedene andere Neuropeptide beeinflussen nach neuesten
Erkenntnissen die HHN-Achse und die StreRantwort in Ratten (Nussdorfer et al.,
2000). Zudem ist vor kurzem nachgewiesen worden, dal3 ein “Substance P*-
Antagonist therapeutisch wirksam bei Depression ist (Hokfeld et al., 2000). Ein
Charakteristikum von Neuropeptiden ist ihre Plastizitat in der Expression, welche die
Tatsache reflektiert (Hokfeld et al., 2000), daf eine Ausschittung durch eine neue
Synthese kompensiert werden muf3. Eine reduzierte Synthese kdnnte so Uber eine
veranderte Chromatinstruktur, wie eine vermehrte Heterochromatinaggregation

sichtbar sein.
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4.3.4.5. Hormone

Da Testosteron die Herunterregulierung der 5-HTian Rezeptoren im
Hippocampus bei chronischem Stre? renormalisiert, ist insbesondere eine
Interaktion von Corticoid- und Androgenrezeptoren auf der Transkriptionsebene zu
diskutieren (Chen et al., 1997, Flugge et al., 1998). Eine Wechselwirkung beider
ligandenabhangigen Transkriptionsfaktoren ist in vitro nachgewiesen (Chen et al.,
1997). Das Gleichgewicht aller Hormone ist zudem entscheident fir den
physiologischen Status eines Tieres (Dubrovsky, 1993). Im Gegensatz zu chronisch
psychosozial gestref3ten Tieren, die zusatzlich zu einer verminderten
Testosteronkonzentration im Blutplasma ein signifikant geringeres Testikelgewicht
als Kontrolltiere aufweisen (Fischer et al., 1985; Isovich et al., 2000; Mijnster 2001,
eingereicht), ist in Cortisol-behandelten Tupaias die Testosteronkonzentration im
Blutplasma nicht vermindert (Mijnster et al., 1999; Isovich, pers. Mitteilung). So ist
maoglicherweise das fehlende Testosteron fur die verstarkte Aggregation von
Heterochromatin in CA3 in gestrel3ten Tieren verantwortlich. Dies ist einmal tUber
eine direkte Interaktion auf der Rezeptorebene denkbar sowie auch Uber eine
maogliche Reduktion des inhibitorischen Einflusses von Testosteron auf die HHN-
Achse (Handa et al., 1994). Geht man davon aus, dal3 im Gegensatz zu Cortisol-
behandelten Tieren die GR von chronisch psychosozial gestref3ten Tupaias nicht
dauerhaft hoch aber wesentlich 6fter als in Kontrolltieren besetzt sind (4.3.2.),
konnte eine durch die verminderte Testosteronkonzentration im Blutplasma
reduzierte Mdoglichkeit der Heterodimerisation von GR mit Androgenrezeptoren
einen entscheidenden Einfluss auf die Transkriptionsrate verschiedener Gene
haben. Ahnliche steroid-induzierte ultrastrukturelle Effekte des Nucleoplasmas in
hypothalamischen Neuronen wurden in weiblichen Ratten beschrieben.
Ovarektomie und damit das Entfernen der gonadalen Steroide erhéhte die
Formation von Heterochromatin, wahrend eine gleichzeitige Ostrogenbehandlung
diesen Effekt aufhob (Jones et al., 1985).

4.3.5. Strel3 und Zelltod
4.3.5.1. Zellzahl

Die Anzahl von Pyramidenneuronen und Kdrnerzellen im Hippocampus von
Ratten und nichthumanen Primaten wurde in Relation zu erhohten

Corticosteroidspiegeln und Strel3 in den vergangenen Jahren mehrfach quantifiziert
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(Sapolsky et al., 1985; Uno et al., 1989; Issa et al., 1990; Sapolsky et al., 1990;
Bodnoff et al., 1995; Sousa et al., 1998a+b; Leverenz et al., 1999). Zellzahlungen
im Gehirn von Tupaia belangeri lagen bislang nicht vor. Auf Grund der alteren
Studien wurde angenommen, dal3 sowohl eine hohe Corticosteroid-Konzentration
als auch Strel3 korreliert sind mit einer Zerstérung und dem darauf folgenden Verlust
von Pyramidenneuronen in der Region CA3 (Sapolsky et al., 1985; Uno et al., 1989;
Issa et al., 1990; Sapolsky et al.,, 1990), sowie in einigen Fallen auch in CAl
(Sapolsky et al.,, 1985; Kerr et al., 1991). Anhand dieser Ergebnisse wurden
daraufhin auch einige der strel3-induzierten Beeintrachtigungen von Lern- und
Gedéachtnisleistungen erklart (Issa et al., 1990; McEwen und Sapolsky, 1995).

Der postulierte irreversible Verlust von Neuronen im Hippocampus nach Strefd und
chronischer Corticosteroidgabe wird jedoch in den letzten Jahren verstarkt in Frage
gestellt (Wickelgren, 1996; Vollmann-Honsdorf et al., 1997; Sousa et al., 1998a+b;
Leverenz et al., 1999). Bei Tupaia belangeri sind trotz der nachgewiesenen
erhohten Corticoidspiegel wahrend der 28 Tage dauernden Strel3periode keine
signifikanten Unterschiede in der Zahl der Pyramidenneuronen in CA1 und CA3 und
der Kornerzellen im Gyrus dentatus festzustellen (3.6.). Im Vergleich zu friheren
Studien sind dabei mehrere Punkte zu beachten:

1. Es muBl deutlich unterschieden werden, welchen Behandlungen die
Versuchstiere unterzogen wurden. Die Auswirkungen von psychosozialem Strel3
und chronischer Corticosteroidbehandlung auf den Hippocampus unterscheiden
sich biochemisch wie auch anatomisch voneinander (s. 4.3.). Wie in Kapitel 3.5.
beschrieben und im vorangegangenen Teil der Diskussion bereits erwahnt,
unterscheidet sich  auch die nukledre  Ultrastruktur  hippocampaler
Pyramidenneurone von chronisch psychosozial gestref3ten und chronisch Cortisol-
behandelten Tupaias. Diese Unterschiede sind ein Hinweis auf unterschiedliche
bzw. additive oder einfach komplexere Prozesse, die durch chronisch
psychosozialen Stref3 induziert werden im Vergleich zu einer ausschlie3lichen
Cortisolgabe. In der Vergangenheit sind die Effekte von Strel3, chronisch erhéhten
Glucocorticoidkonzentrationen und Corticosteroidgabe haufig interpretativ vermischt
bzw. gleichgesetzt worden. Dies mul} jedoch getrennt betrachtet werden.

2. Die meisten Untersuchungen im Hippocampus, die Stellung nehmen zu einem
Neuronenverlust in Verbindung mit hohen Glucocorticoidkonzentrationen, beziehen

sich auf die Folgen einer hoher dosierten chronischen Corticosteroidgabe. Eine in
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diesem Zusammenhang sehr haufig zitierte Studie beschreibt einen
Pyramidenzellverlust bei Ratten, vorwiegend in CA3 von 20-25% nach einer
taglichen Corticosteron-Injektion fur 3 Monate (Sapolsky et al., 1985). Dabei muf3
erwahnt werden, dal® nach 3 Monaten nur 50% der mit Corticosteron behandelten
Tiere Uberlebten, die Dosis also langerfristig zunehmend letal wirkte. Ausgehend
von diesen Ergebnissen bestétigten einige frihere Untersuchungen einen Zelltod
(Sapolsky et al, 1990; Issa et al, 1990), wahrend andere bei teilweise
vergleichbaren Versuchsbedingungen keine so offensichtliche Zelldegeneration
nach Corticosteroidbehandlung in Ratten und nichthumanen Primaten feststellen
konnten (Bardegett et al., 1994; Bodnoff et al., 1995; Sousa et al., 1998a; Leverenz
et al., 1999). Da sich die Untersuchungen widersprechen, sollte ein Ruckschlul3 auf
die Prozesse bei chronischem Strel? auch wegen der in Kapitel 4.3.2. etc.
diskutierten Ansatze vermieden werden.

3. Dal3 chronischer Strel3 zu einem Pyramidenzellverlust im Hippocampus fihrt, wie
mehrere Veroffentlichungen rezensieren (Reagan and McEwen, 1997; McEwen,
1999; Schwendt and Jezova, 2000), wurde nur in wenigen Studien untersucht:
Wahrend Kerr et al. (1991) einen Neuronenverlust in CAl bei alten aber nicht bei
jungen und mittelalten F344-Ratten nach 3 Monaten Ful3schockstrel3 zeigen konnte,
wurde in einer Studie an freilebenden Primaten, der grinen Meerkatze
(Cercopithecus aethiops), auf Grund von anhaltendem sozialen Strel3 in der
Gefangenschaft ein Zellverlust in CA1 und CAS3 festgestellt (Uno et al., 1989). Es ist
dabei wichtig zu bemerken, dal3 alle Primaten, bei denen eine geringere
Neuronanzahl festgestellt wurde, an extremem Strel} sowie z.T. daraus
resultierenden Magengeschwiiren spontan starben. Dahingegen wurden die
Kontrolltiere euthanasiert. In einer neueren Studie an chronisch gestrel3ten Wistar-
Ratten sowie in der vorliegenden Arbeit konnte jedoch kein signifikanter Zellverlust
detektiert werden (Vollmann-Honsdorf et al., 1997; Sousa et al., 1998a). Bei einem
interartspezifischen Vergleich und sogar bei einem intraartspezifischen Vergleich
(z.B. verschiedene Rattenstimme) neuroanatomischer Parameter sollte wahrend
eines Strel3versuches immer der physiologische Zustand der Tiere mit beachtet
werden. Diese Daten liegen fur einen Vergleich aus der Primatenstudie nicht vor
(Uno et al.,, 1989). Eine unterschiedliche Reaktivitat der HHN-Achse kann die
Ergebnisse beeinflussen. So habituieren die meisten Rattenstimme an
wiederholten Stre3 wahrend z.B. Fischer 344 Ratten wenig bis keine Adaptation
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oder Habituation der HHN-Achsen Antwort auf wiederholten Strel3 zeigen (Dhabhar
et al., 1997). Tupaia zeigt bei chronischem psychosozialem Strel3 eine anhaltende
Hyperaktivitat der HHN-Achse (s. 4.2.), eine starke Abnahme der Zellzahl in den CA
Regionen konnte jedoch nicht festgestellt werden (3.6.; Vollmann-Honsdorf et al.,
1997).

4. In der Studie von Sousa et al. (1998a) sowie in der vorliegenden Arbeit, die nach
Strel3 keinen Zellverlust feststellen konnten, wurden im Gegensatz zu den
vorhergehenden Arbeiten stereologische Methoden der Zell-Quantifizierung
verwendet. Frihere Studien haben Zelldegenerationsprozesse nach Stre3 und
Corticoidgabe dagegen mit Hilfe von densitiomerischen Messungen der Zellzahl
untersucht (Sapolsky et al., 1985; Uno et al., 1989; Issa et al., 1990; Sapolsky et al.,
1990; Bodnoff et al., 1995). Eine Reduktion der numerischen Dichte kann jedoch
nicht unvoreingenommen als ein Beweis fur einen Zellverlust interpretiert werden,
da sie von Faktoren wie einer Schrumpfung oder Schwellung des Gewebes, der
Schnittdicke, sowie der Zellgré3e, -form und -orientierung beeinflust wird (Landfield,
1981; Swaab und Uylings, 1987). Im Gegensatz dazu ist die Schatzung absoluter
Werte mit z.B. dem "optical fractinator" unabhangig von Volumenanderungen oder
den erwahnten Zellparametern (Gundersen et al., 1988). Dies ist insbesondere
deshalb von Bedeutung, da Volumendnderungen des Hippocampus im
Zusammenhang mit chronisch erhdhten Glucocorticoiden und Strel3 bei Menschen
und Ratten festgestellt wurden (Sheline, 1996; Lupien et al., 1998). Auch bei Tupaia
ist mit Hilfe von MRI-Messungen ein Trend zur Volumenreduktion der
Hippocampusformation wahrend und nach Stre@ und Cortisol-Behandlung
beobachtet worden (Ohl et al, 2000). Dieser Trend des verringerten
Hippocampusvolumens ist auch post mortem im Vergleich von ungestressten
Kontrolltieren mit 5 Wochen lang psychosozial gestref3ten Tieren sichtbar - aber wie
die MRI-MelRRergebnisse nicht signifikant (t;o = 2,219, p = 0,051; Lucassen et al.,
2001). Eine Zellquantifizierung mit dem "optical fractinator" schliel3t jedoch eine
Beeinflussung derselben durch Volumenanderungen aus.

Akuter und chronischer psychosozialer Strel3 bei Tupaia reduziert die
Proliferationsrate von Zellen im Gyrus dentatus (Gould et al., 1997, Fuchs et al.,
1997). Chronischer psychosozialer Stref3 erhdht in der polymorphen Schicht des
Gyrus dentatus die Anzahl apoptotischer Zellen (3.7.). Nach chronischem Strel3 ist
jedoch kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der Kdrnerzellen im Vergleich
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zur Gruppe der Kontrolltiere festzustellen. Die akut reduzierte Proliferationsrate und
die am 27./28. Streldtag erhthte Zahl apoptotischer Zellen laft somit keinen
RiickschluRR auf eine langfristige Anderung der Zellzahl im Gyrus dentatus zu. Wie
auch auf der Rezeptorebene fir verschiedene monoamine Rezeptoren
nachgewiesen, konnte eine Chronifizierung des psychosozialen Stresses
beispielsweise einen Umkehrproze3 bewirken (Fligge, 2000). Die folglich
gesteigerte Proliferationsrate ware daraufhin ein kompensatorischer Mechanismus
der erhdhten Apoptoserate. Da exzitatorische Transmitter die Proliferationsrate im
Gyrus dentatus von Tupaia Uber Glutamatrezeptoren inhibieren (Gould et al., 1997),
ist auch Uber eine langfristige Glutamatrezeptormodifikation eine Stabilisierung der
Gesamtzellzahl moglich. Neben den in Kapitel 4.3.4.1. angeschnittenen
Diskussionspunkten ionotropher Glutamatrezeptoren zeigen auch aktivierte
metabotrophe Glutamatrezeptoren neuroprotektive Eigenschaften (Nicoletti et al.,
1999).

Da die Zahl der Pyramiden- und Kornerzellen im Hippocampus erstmals in Tupaia
guantifiziert wurden, folgt ein Kkurzer interartspezifischer Vergleich. Mit
durchschnittlich 358076 Neuronen in CA1 und 240444 Neuronen in CA3 liegt die mit
Hilfe stereologischer Methoden errechnete Zahl der Pyramidenneurone von Tupaia
in der GréRRenordnung von Ratten. Wahrend bei Ratten jedoch konsistent 1,2
Millionen hochstens jedoch 1,5 Milionen Kdrnerzellen im Gyrus dentatus gezahlt
wurden, waren es bei Tupaia im Schnitt 2 Millionen Kérnerzellen (West et al., 1991;
Rapp und Gallagher, 1996; Rasmussen et al., 1996; Sousa et al., 1998a+b). So ist
trotz einer Ausnahme und der grofRen inter-individuellen Variabilitat in der Tupaia-
Stre3gruppe davon auszugehen, dafd Tupaia in der Regel 15% mehr Kornerzellen
als Ratten aufweisen. Daraus la3t sich bei adulten Tupaia im Vergleich zu
Laborratten eine maoglicherweise potentiel gréRere Verarbeitungskapazitat des
Gyrus dentatus ableiten (Kempermann et al., 1997).

Der Koeffizient der interindividuellen Varianz (CV) liegt im interartspezifischen
Vergleich bei Tupaia mit 0,18 fiur beispielsweise die CA Regionen zwischen denen
der durch Inzucht evolvierten Rattenstamme mit 0,12 und des Menschen mit 0,25
(West und Gundersen, 1990; West et al., 1991; West, 1993; Rasmussen et al.,
1996; Sousa et al., 1998b). Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dal3 auch die
Tatsache, das die vorliegende Studie in zwei Teilen ausgewertet wurde, zu der
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errechneten Hohe des CV beitragt. Der CV von CAl und CA3 lag im ersten
Auswertungsteil mit je durchschnittlich 0,14 niedriger, wenn auch nach wie vor
zwischen dem von Ratte und Mensch (s. 3.6.; Vollmann-Honsdorf et al., 1997).

Die zweiteilige Auswertung hat jedoch den Vorteil, dal’ die angewannte Methodik in
dem selben Versuch nochmals intern tberpruft werden konnte. Divergenzen der
Ergebnisse wurden nicht erkannt. Beide Teile zeigen dasselbe in Abschnitt 3.6.
zusammengefasst dargestellte Ergebnis eines nicht nachweisbaren Verlustes von
Pyramidenneuronen des Hippocampus in chronisch psychosozial gestrel3ten
Tupaias (s.a. Vollmann-Honsdorf et al., 1997)

4.3.5.2. Apoptose

Folgt man der Glucocorticoid-Kaskaden-Hypothese, so atrophieren die
apicalen Dendriten in CA3 Pyramidenneuronen auf Grund chronisch erhéhter
Glucocorticoid- Konzentration, welches in Kombination mit einer verstarkten
Aktivierung von NMDA Rezeptoren und einem resultierenden, erhohten Ca?*
Einstrom apoptotische, exotoxische Prozesse nach sich zieht (Sapolsky et al., 1986;
Reagan and McEwen, 1997). In Tupaia konnte jedoch in keinem der histologischen,
nisslgefarbten Schnitte von Strefitieren deutlich apoptotische oder nekrotische
Neurone detektiert werden (s. 3.3. und 3.6.). Lediglich in einem semi-dinn Schnitt
eines Kontolltieres war eine hyperchromatische Zelle zu erkennen. Auf der
ultrastrukturellen Ebene hatten ebenfalls keine der untersuchten Pyramidenneurone
apoptotische oder nekrotische Merkmale.
Durch die Methode des "in situ-end labeling” (ISEL), die durch eine Bindung an
DNA-Bruchstiicke eine Fragmentierung der DNA sichtbar macht, waren jedoch
einzelne apoptotische Zellen in geringer Anzahl im Gewebe von Kontrolltieren und
gestrel3ten Tupaias zu finden (s.3.7.). Obwohl nicht alle Zellen, die mehrere DNA-
Bruchstiicke enthalten, zwangslaufig sterben, sondern diese auch von der Zelle
repariert werden konnen, ist DNA-Fragmentierung eines der deutlichsten
Kennzeichen von Apoptose. Zudem zeigten alle ISEL-positiven Zellen in der
vorliegenden Untersuchung zusatzlich klare apoptotische Charakteristika.
Nekrotische bzw. so genannte Typ Il apoptotischen Merkmale (Conti et al., 1998)
wurden nicht detektiert.
Nach Hu et al. (1997) ist im Gehirngewebe eine steroid-abhangige Apoptose von
Neuronen nach ungefahr 72 h beendet. Das in der Hippocampusformation und im



79

entorhinalen Cortex von Tupaia geringe Auftreten apoptotischer Zellen steht somit
im Einklang mit dem nur Uber diesen kurzen Zeitraum zu detektierenden
apoptotischen Prozesses. Dabei ist zu beachten, daf im Gegensatz zu einer
induzierten Apoptose zu einem festgelegten Zeitpunkt in einem eng umgrenzten
Gebiet, die Chance eine voranschreitende Apoptose in einer heterogenen
Gehirnstruktur bei einer chronischen Stérung zu detektieren, sehr gering ist
(Lucassen et al., 1997; Perry et al., 1998a, 1998b ; Raff, 1998). So representieren
die detektierten Zellen dieses Versuches eher eine turn-over Rate, als festgelegte
Grenzen, wie dies bei einer Schatzung der Gesamt-Zellzahl der Fall ist (s. 4.3.5.1,;
Manjo und Joris, 1995; Hu et al., 1997; Raff, 1998). Somit ist festzustellen, daf3 bei
Bericksichtigung der Kinetik der Apoptose nur die Fraktion eines fortschreitenden
Zelltodes des 27./28. Tages der Strel3periode detektiert worden ist. Das gilt im
Grundsatz ebenso fur die Kontrolltiere und la3t vermuten, dafld die strukturellen
Verédnderungen Uber einen langern Zeitraum wesentlich groRer sind. Zudem muf3
der zeitliche Verlauf bei der Interpretation der Ergebnisse bertcksichtigt werden. So
ist es theoretisch moglich, dald unter Bertcksichtigung der synaptischen
Verbindungen im Hippocampus die zu einem friheren Zeitpunkt z.B. in CA3
induzierte Apoptose als Folge von retrograder oder anterograder Projektionen als
Apoptose in anderen Subregionen zu einem spateren Zeitpunkt sichtbar ist. Die
Apoptose in CA1 Stratum radiatum kdnnte ein Beispiel daflr sein.

Der Gyrus dentatus ist wegen der adulten Neurogenese und Synaptogenese eine
sehr plastische Gehirnregion (Gould et al., 1997; Teuchert-Noodt, 2000). Die
gesteigerte Anzahl apoptotischer Zellen kénnte somit einen starkeren Zelltod adulter
oder neu gebildeter Zellen bedeuten. Ob insbesondere neugebildete Neurone in
Folge von Strel3 sterben, muf3 noch untersucht werden.

In CA3 konnte keine signifikante Anderung der Apoptose nach StreR festgestellt
werden. Folgt man der Theorie der Glucocorticoid-Kaskade, die besagt, daf3 eine
Zelldegeneration bei anhaltend erhéhten  Glucocorticoid-Konzentrationen
vorwiegend in CA3 zu finden ist, so trifft dies flr das psychosoziale Strel3paradigma
von Tupaia nicht zu. Das Fehlen einer signifikanten Anderung der Apoptoserate in
CA3 stimmt jedoch Uberein mit friheren Ergebnissen an Tupaia, die eine Atrophie
der apikalen Dendriten ohne einen detektierbaren Zellverlust in CA3 aufweisen (s.
4.3.5.1.; Magarifios et al.,, 1996; Vollmann-Honsdorf et al., 1997). Additiv zu der
Tatsache, dal? die dendritische Atrophie reversibel ist, ware somit zu folgern, dal3 es
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sich bei dem atrophischen Prozel3 eher um morphologische als um degenerative
Verédnderungen handelt. Einen Hinweis auf verstarkten Zelltod im Hippocampus von
Tupaia nach Stre3 gibt es auf Grund dieser Befunde und der nicht signifikant

unterschiedlichen Zellzahl nicht.

Die Gesamtzahl apoptotischer Zellen in allen untersuchten Teilen des Hippocampus
unterschied sich signifikant bei gestref3ten Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren.
Dabei wiesen die Kontrolltiere mehr apoptotische Zellen auf. Es st
unwahrscheinlich, dafl diese Unterschiede auf ein verédndertes Volumen
zuruckzufihren sind, da in einer vergleichbaren Studie nach 35 Tagen Strel3 das
Volumen des Hippocampus von Tupaia nicht signifikant verandert war (Lucassen et
al., 2001).

Die nach Strel3 reduzierte Apoptose ist vorwiegend auf eine geringere Anzahl ISEL-
positiver Zellen in faserreichen Schichten zurickzufuhren. Schichten mit einer
grolen Neuronendichte wie Stratum pyramidale und Stratum granulosum weisen
dagegen keinerlei signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen auf. Unter
Berucksichtigung der — dreidimensionalen - Position in Schichten und Substrukturen
des Hippocampus mit vielen bzw. wenigen Perikarya ist somit zu vermuten, dal3 es
sich bei den markierten apoptotischen Zellen nicht um einen Verlust von Pyramiden-
und Kornerzellen sondern um Interneurone oder Glia handelt. Nach Conti et al.
(1998) ist es unwahrscheinlich, dal3 der Phenotyp neuronaler Apoptose sich deutlich
von der bei Gliazellen unterscheidet. Wegen der starken Fixierung und
Kondensierung ISEL-positiver Zellen konnten diese nicht zusatzlich mit einem
Antikdrper gegen Gliazellen markiert werden. Somit ist jedoch nicht Kklar
festzustellen, welcher Zelltyp von der Apoptose betroffen ist.

Apoptose wird uber Proteine der bcl-2 Familie reguliert. Einigen, wie bcl-2 selbst,
wird bei der Regulation von Zelltod eine antagonistische Rolle zugewiesen (Yin et
al., 1994; Korsmeyer, 1995; Kroemer, 1997). Ein EinfluR von Steroiden auf die
Expression von bcl-2 in adulten Neuronen im Gehirn wurde bereits nachgewiesen
(Garcia-Segura et al., 1998). Andere Proteine, wie bax, wirken agonistisch auf den
apoptotischen Prozel3 und bilden u.a. Heterodimere mit bcl-2 (Yin et al., 1994). Da
eine kompetitiv regulatorische Funktion im apoptotischen Prozel3 dieser
Genprodukte in Abh&ngikeit von Steroiden vermutet wird, ist auch eine indirekte
glucocorticoidabhangige Regulation der Apoptose in Tupaia denkbar.
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4.4.Schlu3folgerung

Chronisch psychosozialer Strel3 in Tupaia fuhrt zu einer nicht adaptierten
Hyperaktivitait der HHN-Achse sowie einer nicht adaptierten Aktivitat des
sympathoarenomedullaren Systems. Ein durch chronischen Strel3 oder Cortisolgabe
chronisch erhohter Corticoidspiegel fihrt zu einer verstarkten Bildung von
Heterochromatin in Pyramidenneuronen des Hippocampus. Stref3 erhéht die
Heterochromatinaggregation in CA3 Pyramidenneuronen und Cortisol in CAl. Eine
Korrelation mit der dendritischen Atrophie in CA3 besteht nicht, da nach einer
chronischen Cortisolgabe keine signifikanten Anderungen der
Heterochromatinaggregation in CA3 nachgewiesen werden konnte. Da
Heterochromatin als hoch kondensiertes und transkriptionsinaktives Chromatin
beschrieben ist, folgern wir, dal3 chronischer Strel3 und Cortisol verschiedene Gene
regionsspezifisch in Pyramidenneuronen des Hippocampus mit bisher unbekannten
Auswirkungen inhibiert. Als modulatorische Faktoren der Transkriptionsregulation
sind zum Teil bereits nachgewiesene Gleichgewichtsverschiebungen in
exzitatorischen oder monoaminergen Transmittersystemen oder bei anderen
Steroidhormonen zu vermuten. Inwieweit diese Einflul3 auf glucocorticoidinduzierte
morphologische Veranderungen nehmen, ist bislang unklar und bedarf einer Reihe
weiterer Untersuchungen.
Anders als bisher postuliert, hat chronisch psychosozialer Strel3 in Tupaia keine
verstarkt apoptotischen Prozesse und keine Anderung der Zahl der
Pyramidenneurone zur Folge. Einen Hinweis auf verstarkten Zelltod nach chronisch
psychosozialem Strel3 im Hippocampus von Tupaia gibt es auf Grund der
vorliegenden Ergebnisse nicht. Chronisch psychosozialer Stref3 in Tupaia hat somit
eher morphologische als degenerative Veranderungen zur Folge.
Dies bedeutet fur die Auswirkungen von chronischem Stref3 auf die exekutiven
Funktionen des Hippocampus, daR kein Zellverlust fir veranderte
Gedachtnisleistungen als Ursache zu nennen ist. Wie bereits von Xu et al. (1998)
postuliert, ist eher eine Kontrolle der synaptischen Plastizitat durch eine veranderte
Transkription und Translation fur stre3abhangige Lern- und Gedachtnisleistungen
verantwortlich. Unterstitzend kommt hinzu, dal3 die nachgewiesenen zeitlich
dynamischen Auswirkungen auf die kognitiven Fahigkeiten von Tupaia nicht direkt

und ausschlief3lich durch Glucocorticoide moduliert werden (Ohl und Fuchs, 1999).
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Bei der Erforschung emotional gefarbter Strel3reaktionen, die psychische Faktoren
wie Erwartungshaltungen oder kognitiv integrative Funktionen betreffen, muf3 eine
Vielzahl interagierender hormoneller und neuronaler Gleichgewichtsverschiebungen
berucksichtigt werden. Dies ist unerlal3lich, um langfristig Ansétze entwickeln zu
konnen, mit denen strel3bedingte zentralnervbse Verdnderungen beim Menschen

therapiert werden kdnnen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkungen von chronisch
psychosozialem Streld auf die Morphologie und belastungsinduzierte Degeneration
der Pyramidenneurone und Koérnerzellen im Hippocampus zu untersuchen. Die
Theorie eines glucocorticoidabhangigen Zelltodes und einem daraus resultierenden
massiven Pyramidenneuron-Verlust sollte mit Hilfe kontrollierter, natirlicher
Strel3bedingungen Uberprift werden. Tupaia belangeri wurde als Tiermodell
ausgewahlt, um eine Induktion und Dauer chronisch psychosozialen Stresses bei
kontrolliertem Einsatz eines rein psychosozialen Stressors unter Laborbedingungen
durchfiihren zu kénnen.

Als Parameter zur Objektivierung der Intensitat des Stref3zustandes wurde das
Korpergewicht, die Cortisol- und bei einem Teil der Tiere die Noradrenalin-
Konzentration im Morgenurin gemessen. Pyramidenneurone des Hippocampus
wurden auf eine stre3abhéngig unterschiedliche Farbereaktion mit Nissel-Farbstoff
getestet, die Ultrastruktur der Zellkerne beschrieben und deren Anteil an
Heterochromatin  quantifiziert. Weiterhin  wurde Uberprift, ob  mogliche
ultrastrukturelle Veranderungen allein auf eine gesteigerte Cortisol-Einwirkung
zurtckzufihren sind. AulBerdem wurde eine neue stereologische Methode der
Zellquantifizierung fur Tupaia etabliert und die Anzahl der Neurone des
Hippocampus von gestref3ten und ungestref3ten Tieren quantifiziert. Mit Hilfe des "in
situ-end labeling” konnten in Kooperation mit Dr. P. Lucassen zudem apoptotische
Zellen im Hippocampus beider Gruppen detektiert werden.

Chronisch psychosozial gestref3te Tupaias reduzieren ihr Gewicht und haben eine
nicht adaptierende Hyperaktivitat der HHN-Achse und des
sympathoadrenomedularen  Systems. Die verstarkte Farbeintensitdt von
Pyramidenneuronen in der Subregion CA3 gestreldter Tupaias ist ultrastrukturell als
eine erhohte relative Anzahl und Gesamtflache von Heterochromatinaggregaten
erkennbar. Bei Cortisol-behandelten Tieren ist diese Verdnderung der
Farbeintensitat oder Heterochromatinaggregation nicht nachweisbar. Im Gegensatz
dazu ist die Anzahl der Heterochromatinaggregate in der Subregion CA1 nach einer
Cortisol-Behandlung groéRer, wahrend Stre3 keinen Effekt erkennen la3t. Da

Heterochromatin als hoch kondensiertes und transkriptionsinaktives Chromatin
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beschrieben ist, inhibieren chronischer Stre3 und Cortisol offenbar verschiedene
Gene regionsspezifisch in Pyramidenneuronen des Hippocampus.

Die Gesamtzahl der Pyramidenneurone in CA1 und CA3 sowie im Gyrus dentatus
von gestrel3ten Tupaias ist im Vergleich mit ungestref3ten Kontrollen nicht signifikant
verandert. Im gesamten Hippocampus gestrel3ter Tupaias sowie in dessen
Subregion Stratum radiatum von CAl aber nicht in der als sensitiv geltenden
Subregion CA3 reduziert sich die Anzahl apoptotischer Zellen. Im entorhinalen
Cortex steigt sie dagegen. Einen Hinweis auf verstarkten Zelltod nach chronisch
psychosozialem Strel3 im Hippocampus von Tupaia gibt es auf Grund dieser
Ergebnisse nicht. Chronisch psychosozialer StreR in  Tupaia hat eher
morphologische als degenerative Veranderungen zur Folge, die nicht allein durch
Cortisol gesteuert, sondern vermutlich auch von anderen Faktoren wie
Neurotransmittern und Hormonen beeinfluf3t sind.

Dies bedeutet fur die Auswirkungen von chronischem Stref3 auf die exekutiven
Funktionen des Hippocampus, dall kein Zellverlust sondern vermutlich eine
Kontrolle der synaptischen Plastizitdt durch eine verédnderte Transkription und
Translation fur streRabhangige modifizierte Lern- und Gedachtnisleistungen

verantwortlich ist.
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7. ANHANG

7.1. Chemikalienliste

1-2Propylenoxyd, Merck-Schuchardt, Hohenbrunn
2,4,6-tri(dimethyl-aminomethyl)phenol, Serva, Heidelberg
Anti-rabbit Cortisol Antiserum, Paesel-Lorei, Frankfurt
anti-rabbit IgG-coated Fluormicrospheres (scintillation proximity assay anti-rabbit
reagent type 1), Amersham, Braunschweig

Azur Il, Merck, Darmstadt

Biotin-16-dUTP, Bohringer, Mannheim

Bleinitrat Pb(NO3),, Merck, Darmstadt

Borsaure, Sigma, St. Luis, MO, USA

Bromdeoxyuridin (BrdU), Sigma, St. Luis, MO, USA
Choloroform, Merck, Darmstadt

Cobald Chlorid, Sigma, St. Luis, MO, USA
Cortisol-Hemisuccinat (4-pregnen-11(3,17, 21-triol-3, 20-dione 21 hemisuccinate)
Steraloids Inc., Wilton, USA

DDSA (2-dodecenyl succinic anhydrid), Serva, Heidelberg
Diaminobenzidin (DAB), Sigma, St. Louis, USA
Dichlormethan, Merck, Darmstadt

Diethylether, Baker, Deventer, Holland

Ethanol 96%, Zander, Gottingen

Eukitt, Kindler, Freiburg i. Br.

Extrelut, Merck, Darmstadt

Formvar, Merck, Darmstadt

Gelantine (Blum 60), Sigma, St Luis, USA
Glutardialdehyd (EM Grad), Merck, Darmstadt
Glycidether (EM Grad), Serva, Heidelberg

Harter | und Harter Il, Technovit 7100, Kulzer, Weinheim
3H-Cortisol, Amersham, Braunschweig
3H-Cortisol-Standards, Amersham, Braunschweig

H,0,, Merck, Darmstadt

Isopropanol, Fluka, Buchs, Schweiz
Kationen-Austauscher-Gel (BioRex 70), Biorad, Minchen
Kresylviolettacetat, Aldrich, Milwaukee, Wis, USA
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Methylenblau (for microscopy), Merck, Darmstadt

Methylgrun, Merck, Darmstadt

MNA (Methyl nadic anhydrid), Serva, Heidelberg

Natriumcitrat Naz(C¢HsO7) *, 2H,O Sigma, St. Louis, USA

Onkovertin®, Braun, Melsungen

Osmiumtetroxyd (OsO,), Paesel-Lorey, Frankfurt

Paraffin, Shanon, Life Sci. Int. GmbH, Frankfurt

Paraformaldehyd, Merck, Darmstadt

Proteinase K, Sigma, St. Louis, USA

R(-)ARTERENOL Standards, Sigma A-7381, St. Louis, USA
Rinderserumalbumin (BSA), Sigma, St. Louis, USA
Scintillationsflissigkeit (analytic Quickszint 2000), Zinsser, Maldenhead, UK
Technovit 7100 Hydroxyethylmethacrylat Basisldsung, Kulzer, Weinheim
Technovit 3040, Kulzer, Weinheim

Terminaltransferase (TdT), Béhringer, Mannheim
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Baker, Deventer, Holland
Uranylacetat, Merck, Darmstadt

Xylol, Baker, Deventer, Holland
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7.2. L6sungen und Puffer

Bleicitrat (nach Reynolds 1963)
1,33g Bleinitrat Pb(NO3),
1,769 Natriumcitrat Naz(CgHsO7) * 2H,0
30 ml H,0 bidest
30 min wiederholtes Schitteln beschleunigt und komplettiert die Umwandlung zu
Bleicitrat
Zugabe von 8ml 1N NaOH auf 50ml aufgefiillt.

Epon (nach Luft, 1961)
Ansatz A: 71,3g Glycidether (EM Grad) mischen mit 115g DDSA (2-dodecenyl
succinic anhydrid)
Ansatz B: 100g Glycidether mischen mit MNA (Methyl nadic anhydrid)
Ansatz A und B vor Gebrauch 1:1 mischen und anschlieend mit 1,8 % 2,4,6-

tri(dimethyl-aminomethyl)phenol als Reaktionsbeschleuniger versetzen.

Tris-HCI-Puffer (RIA)
6,0g Tris werden mit 5,87g NaCl, 1g Gelantine und 1g Natriummacit in 11 H,O bidest

geldst (pH 8)

Kresylviolett-Methylenblau (2:1)

1 g Kresylviolettacetat wird in ca. 400ml H,O bidest. mit Hilfe von 9,6 ml Eisessig
geldst, mit H,O bidest. auf 500 ml aufgefillt.
1 g Methylenblau werden in 100 ml Tetraboratlésung gelost.

Beide L6sungen werden kurz vor Gebrauch im Verhaltnis 2:1 gemischt und filtriert.

Perfusionslésungen

= Perfusionslosung nach Karnovsky, 1965 in 0,1M Phosphatpuffer (pH 7,2):

Fur 11 werden in 60°C heiBem H,O bidest. unter stdndigem Ruhren 30g
Paraformaldehyd mit wenigen Tropfen 1 N NaOH gelost und mit 100ml
Glutardialdehyd (25%ig, EM Grade) und 500 ml 0,2 M Phosphatpuffer gemischt.
Dann wird der pH auf 7,2 eingestellt und mit H,O bidest. auf 1 | aufgefulit.
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= 2%ige phosphatgepufferte PFA/Glutardialdehyd-Ldsung (pH 7,3):

20g Paraformaldehyd und 80 ml Glutardialdehyd (25%ig, EM Grade), Beschreibung
s.0. bei Perfusionslésung nach Karnovsky

= 4%ige phosphatgepufferte PFA-L6sung (pH 7,2):

Fur 1l werden in 60°C heiBem H,O bidest. unter standigem Ruhren 40g
Paraformaldehyd mit einigen Tropfen 1 N NaOH gel6st und die Losung gefiltert.
Nach Zugabe von 500 ml 0,2 M Phosphatpuffer (ph 7,3) wird der pH auf 7,2
eingestellt und mit H,O bidest. auf 1 | aufgefllt.

Phosphatpuffer (nach Sgrensen, 1920)

Stammldsungen:
A: 0,2 M NaH,PO, 1 H,0 (55,2 g / 2| H,O bidest.)
B: 0,2 M Na,HPO, 12H,0 (143,3g / 2l H,0 bidest.)

fur 11 0,2 M Phospatpuffer (pH 7,3) werden
190 ml Lésung A mit
810 ml Lésung B gemischt.
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7.3. Verwendete Abkirzungen und Symbole

2-D zweidimensional

SQ Summe der gezahlten Zellen
ACTH Adrenocorticotropin

asf Fraktion der Schnittflache
BCV biologische Varianz

BrdU Bromdeoxyuridin

BSA Rinderserumalbumin
CA1-CA4 Regionen der Cornu ammonis nach Lorente de N6, 1934
CE intraindividuelle Varianz

Chr Chromatin

CRH Corticotropin-Releasing-Hormon
(04Y) interindividuelle Varianz

Cyt Cytoplasma

d Tag

DAB Diaminobenzidin

den dentritische Schafte

DNA Desoxyribonucleinsaure
EDTA Ethyldiamintetraessigsaure
ER Endoplasmatisches Reticulum
G Golgi Apperat

GC Glucocorticoid

GD Gyrus dentatus

GR Glucocorticoid Rezeptor

h Hohe des "optical disector"
HHN-Achse Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse
inv Invagination

ISEL in situ end labeling

Lf Lipofuscin Granulum

m Microtubuli

Micgl Microglia

min Minute

mit Miochondria

MR Mineralocorticoid Rezeptor

N extrapolierte, geschatzte Gesamtzellzahl
Ncl Nucleolus

Nuc Nucleus

nucM Nucleusmembran

PBS Phosphat gepufferte NaCl-Losung
PFA Paraformaldehyd

PK Proteinase K

PTSD Post Traumatic Strel? Disorder
PVN Nucleus paraventricularis

r freie Ribosomen

RNA Ribonucleinséure

RT Raumtemperatur

SD Standardabweichung

SE Standardfehler

ssf Fraktion des Schnittes

Sub Subiculum

Syn synaptischer Kontakt

t Schnittdicke

TdT Terminaltransferase

tsf Fraktion der Schnittdicke
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