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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Genomweite Assoziationsstudien liefern {iberzeugende Hinweise darauf, dass das Risikogen
CACNAIC an der Atiologie der wichtigsten neuropsychiatrischen Stérungen wie Depression,
bipolare Stérung, Autismus und Schizophrenie beteiligt ist. CACNAIC kodiert die
porenformende alc Untereinheit des spannungsabhédngigen L-Typ Calciumkanals Cay1.2, der
durch die Kontrolle des Calciumeinstroms in die Zelle eine wichtige Rolle bei der Regulation
neuronaler  Erregbarkeit, synaptischer Plastizitit und Genexpression einnimmt.
Neuropsychiatrische Stdrungen weisen hohe Komorbidititsraten und Uberlappungen der
Symptombereiche auf. Insbesondere Defizite der sozialen Funktionsfdhigkeit und
Verdnderungen des affektiven Zustands sind hiufig zu finden. AuBerdem wurden
Geschlechtseffekte von CACNAIC auf Pravalenz und psychologische Eigenschaften berichtet,
da weibliche Individuen stirker von CACNA1C Mutationen betroffen erscheinen. Genetische
Nagetiermodelle bieten einen wichtigen translationalen Ansatz, um grundlegende
Pathomechanismen zu untersuchen. Basierend auf Verhaltensstudien an Cacnalc Maus- und
Rattenmodellen konnten Defizite des Sozialverhaltens, Abweichungen des Affektzustands und
geschlechtsabhingige Effekte auf behaviorale Phdnotypen gefunden werden.

In dieser Dissertation wurde daher in Studie I ein weibliches haploinsuffizientes Cacnalc
Rattenmodell verwendet, um den Einfluss von Cacnalc auf Sozialverhalten und
Kommunikation mittels 50-kHz Ultraschallvokalisationen (USV) zu untersuchen. Die Befunde
deuten darauf hin, dass die Cacnalc Haploinsuffizienz zu einer reduzierten 50-kHz USV
Emission und leichten sozialen Defiziten wiahrend der sozialen Interaktion von Weibchen fiihrt,
was einen verringerten positiven Affektzustand vermuten lésst.

Diverse Bildgebundsstudien konnten CACNAIC Varianten mit Verdnderungen des
menschlichen Gehirns in Verbindung bringen. Bei Cacnalc Nagetiermodellen wurde eine
reduzierte adulte hippocampale Neurogenese festgestellt, die an der Atiologie
neuropsychiatrischer Stérungen beteiligt ist. In Studie II wurde daher der Einfluss von Cacnalc
auf Neurogeneseprozesse und Hirnmorphologie weiblicher Ratten untersucht. Im Gegensatz zu
vorherigen Studien konnte in Studie II kein Einfluss der Cacnalc Haploinsuffizienz auf die
adulte hippocampale Neurogenese und Hirnstruktur bei Weibchen gefunden werden.
Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Cacnalc Haploinsuffizienz mit einem
reduzierten positiven Affektzustand und leicht abweichenden Sozialverhalten von weiblichen
Ratten assoziiert ist, wiahrend die adulte hippocampale Neurogenese und Hirnanatomie nicht

durch die partielle Cacnalc Depletion betroffen sind.



Summary

SUMMARY

Genome-wide association studies provide convincing evidence that the risk gene CACNAIC is
involved in the etiology of all major neuropsychiatric disorders such as depression, bipolar
disorder, autism and schizophrenia. CACNAIC encodes the pore-forming alc subunit of the
voltage-dependent L-type Cay1.2 calcium channel, which plays an important role in regulating
neuronal excitability, synaptic plasticity and gene expression by controlling calcium influx into
the cell. Neuropsychiatric disorders also show high comorbidity and overlapping symptoms. In
particular, deficits in social functioning and alterations of the affective state are prevalent.
Interestingly, sex-dependent effects of CACNAIC on the prevalence of neuropsychiatric
disorders and psychological characteristics have been reported, as female individuals are more
affected by CACNAIC mutations than males. Genetically modified rodent models provide an
important translational approach to investigate the fundamental pathomechanisms of
neuropsychiatric disorders. Using behavioral studies in Cacnalc mouse and rat models deficits
in social behavior and sex-dependent effects on behavioral phenotypes were repeatedly found.
In this dissertation, a female haploinsufficient Cacnalc rat model was used to study the impact
of Cacnalc on social behavior and communication by 50-kHz ultrasonic vocalizations. The
findings of Study I suggest that a partial Cacnalc depletion leads to a reduction in the emission
of 50-kHz ultrasonic vocalizations and mild social deficits during direct social interaction of
female rats. Taken together this implies a decreased positive affective state. In Cacnalc rodent
models, reduced adult hippocampal neurogenesis, which is involved in the pathology of
neuropsychiatric disorders, has also been observed along with disorder-like behavioral
phenotypes. Therefore, in Study II the effect of Cacnalc on different neurogenesis processes
and the brain morphology of female rats was investigated. In contrast to previous studies, which
primarily used male animals, no influence of Cacnalc on adult hippocampal neurogenesis and
brain morphology of female rats was found. In summary, a partial Cacnalc haploinsufficiency
is associated with an reduced positive affective state and mild social deficits in female rats,

whereas adult hippocampal neurogenesis and brain anatomy are not affected.



Einleitung

1 EINLEITUNG

Mit der zentralen Botschaft ,,Keine Gesundheit ohne psychische Gesundheit” erkldrten bereits
im letzten Jahrzehnt die Gesundheitsminister/innen der europdischen Mitgliedsstaaten
psychische Gesundheit als grundlegend fiir die Lebensqualitit der Bevolkerung (Européische
WHO-Konferenz fiir Psychische Gesundheit, 2005). Die Wichtigkeit dieser Aussage ldsst sich
aus dem damaligen ,,Global Burden of Disease Bericht ableiten, in dem betont wurde, dass
psychische Storungen fiir etwa 14 % der weltweiten Krankheitslast verantwortlich waren und
deutlich hohere Belastungen verursachten als beispielsweise Herz-Kreislauf-Erkrankungen
oder Krebs (zur Ubersicht siehe: Prince et al., 2007). Weiterhin stiitzt die Ubersichtsarbeit von
Wittchen et al. (2011) diese Befunde, da innerhalb der Europdischen Union (EU) die
12-Monats-Privalenz an einer psychischen Stérung zu erkranken auf 40 % geschitzt wurde,
was in etwa 165 Millionen betroffene Européder/innen entspricht. Die hohen
volkswirtschaftlichen Kosten von psychischen Storungen, die sich im Jahr 2015 auf 4 % des
europdischen Bruttoinlandsprodukts beliefen, weisen auBBerdem auf die hohe gesellschaftliche
Bedeutung dieser Storungen hin (OECD/EU, 2018). Ursachen und auslosenden Faktoren
psychischer Storungen sind dullerst komplex und nur teilweise verstanden, daher besteht einer

groBer Forschungsbedarf, um die Atiologie dieser Stérungsbilder besser zu verstehen.

1.1 Atiologie neuropsychiatrischer Stérungen

Moderne Krankheitsmodelle beinhalten biologische, psychologische, umweltbedingte und
soziale Faktoren und beriicksichtigen die Interaktion dieser miteinander, um die Entstehung
neuropsychiatrischer Stérungen' zu beschreiben (Engel, 1977, 1980; Kinderman, 2005), wobei
die Gewichtung dieser Faktoren intensiv diskutiert wird (zur Ubersicht siehe: Deacon, 2013;
Frances, 2014).

Epidemiologische Studien berichten von Geschlechtsunterschieden in der Prdvalenz aller
neuropsychiatrischen Stérungen. So weisen Frauen beispielsweise hohere Erkrankungsraten
von majorer Depression (engl. ,,Major depressive disorder”; MDD) und bipolarer Stérung
(BPD) auf, wiahrend Ménner haufiger an Autismus-Spektrum-Stoérung (engl. ,,Autism spectrum
disorder; ASD) und Schizophrenie (SCZ) erkranken (Abel et al., 2010; Eaton et al., 2012;
Steel et al., 2014; Halladay et al., 2015). Auf klinischer Ebene weisen neuropsychiatrische

Storungen hohe Raten an Komorbidititen (Steel et al., 2014) und eine teilweise Uberlappung

! Anmerkung: Dieser Begriff wird hiufig in der Literatur synonym fiir psychische Stérungen benutzt und aus
Griinden der Lesbarkeit im nachfolgenden Text verwendet. Fiir neuropsychiatrische Stérungen wird die
Grundannahme getroffen, dass diese psychische Stérungen sind, die auf einer Erkrankung des zentralen
Nervensystem basieren.
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der Symptombereiche auf, wie beispielsweise kognitive Einschrankungen (Millan et al., 2012).
Insbesondere Defizite der sozialen Funktionsfihigkeit sind ein wichtiges diagnostisches
Kriterium fiir viele der neuropsychiatrischen Stérungsbilder (Kennedy und Adolphs, 2012;
Meyer-Lindenberg und Tost, 2012). Diese Uberschneidungen lassen bereits gemeinsame,
grundlegende Mechanismen in der Atiologie vermuten.

Auch Zwillings- und Familienstudien weisen auf eine gemeinsame biologische respektive
genetische Komponente bei der Entstehung neuropsychiatrischer Storungen hin, da diese
Erkrankungen zum Teil eine sehr hohe Gesamterblichkeit (Heritabilitdt) aufweisen (zur
Ubersicht siehe: Sullivan et al., 2014). So wird die Heritabilitit bei MDD auf ca. 40 % (Mullins
und Lewis, 2017) und BPD auf etwa 60 bis 85 % (McGuffin et al., 2003; Lichtenstein et al.,
2009) geschitzt. Die Erblichkeit von ASD liegt bei bis zu 90 % (Sandin et al., 2017) und SCZ
hat eine geschitzte Heritabilitdt von ungefdhr 60 bis 85 % (Bienvenu et al., 2011; Pettersson et
al., 2019). AuBlerdem treten diese Storungsbilder liberdurchschnittlich hdufig gemeinsam in
betroffenen Familien auf, was auf Uberschneidungen der genetischen Faktoren hinweist
(Lichtenstein et al., 2009).

Durch groBle technologische Fortschritte in der letzten Dekade, die mit einer erstmaligen
Sequenzierung des menschlichen Genoms einhergingen (International Human Genome
Sequencing Consortium, 2001), konnten individuelle Variationen des menschlichen Genoms
mittels genomweiter Assoziationsstudien (GWAS) identifiziert und mit multifaktoriellen
Phénotypen, wie neuropsychiatrischen Stérungen und psychologischen Eigenschaften, in
Verbindung gebracht werden (Horwitz et al., 2018; Nothen et al., 2019). Mit der zunehmenden
Verfiigbarkeit groBer GWAS-basierter Datensétze fiir neuropsychiatrische Erkrankungen
konnten bereits gemeinsame Ursachen auf molekularer Ebene und polygene Uberlappungen
aufgezeigt (Gandal et al., 2018) und neue Strategien zur Diagnostik und Behandlung entwickelt
werden (Visscher et al., 2017). Interessanterweise zeigten Metaanalysen des internationalen
»Psychiatric Genomics Consortium* (PGC) unter Einschluss bisheriger GWAS, dass Gene, die
mit der Calcium-basierten Signaliibertragung assoziiert sind, eine besondere Rolle in der
Atiologie der neuropsychiatrischen Stdrungen spielen (Cross-Disorder Group of the PGC,
2013), was durch sogenannte Pfadanalysen (engl. ,,Pathway Analysis®) gestiitzt wurde
(O’Dushlaine et al., 2015). Insbesondere fiir das CACNAIC Gen konnte so eine genomweite
signifikante Assoziation gefunden werden (Kabir et al., 2016).

Die im Jahr 2014 gegriindete Forschergruppe FOR2107 ,,Neurobiologie affektiver Stdrungen:
Eine translationale Perspektive auf Hirnstruktur und -funktion® (Kircher et al., 2018) greift

diese Befunde auf, um genetische und umweltbedingte Faktoren, die an der Atiologie und dem
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Krankheitsverlauf neuropsychiatrischer Stérungen beteiligt sind, weiter zu ergriinden. Die
umfangreiche Phénotypisierung (klinische Diagnostik, Bildgebung, Neuropsychologie, etc.)
von lber 2500 Patienten und Kontrollpersonen unter Beriicksichtigung von CACNAIC
Verdanderungen wird von einem translationalen tierexperimentellen Projekt begleitet, um
neurobiologische Mechanismen mittels eines genetischen Cacnalc Rattenmodells zu
untersuchen. Dieses Dissertationsprojekt ist im tierexperimentellen Bereich der FOR2107 zu
verorten und soll zur weiteren behavioralen und neurobiologischen Phinotypisierung des

Cacnalc Rattenmodells beitragen.

1.1.1 Neuropsychiatrische Storungen und das CACNAIC Gen

Das CACNAIC Gen wird als storungsiibergreifendes Risikogen angesehen, da es mit den
wichtigsten neuropsychiatrischen Storungen, wie den affektiven Stérungen, d. h. MDD und
BPD, und den Entwicklungsstorungen des Nervensystems, d. h. ASD und SCZ, in Verbindung
gebracht werden konnte (Splawski et al., 2005, 2004; Ferreira et al., 2008; Sklar et al., 2008,
2011; Moskvina et al., 2009; Dao et al., 2010; Green et al., 2010; Nyegaard et al., 2010; Ripke
etal., 2011, 2014; Witt et al., 2014). Auch wurde wiederholt nachgewiesen, dass eine de novo
Mutation von CACNA 1 C, die mit einer Verstirkung der Genaktivitét (engl. ,,Gain-of-function®)
einhergeht, die Ursache fiir das Timothy-Syndrom (TS) darstellt, das sich unter anderem durch
Symptome der ASD auszeichnet (Splawski et al., 2004, 2005; Liao und Soong, 2010).

Diverse = CACNAIC  Einzelnukleotidpolymorphismen  (engl. ,,Single  nucleotide
polymorphism*; SNP) konnten durch GWAS identifiziert werden. Insbesondere der intronische
SNP rs1006737 gehort zu den am besten replizierten Risiko-SNPs, da dieser wiederholt mit
allen der oben genannten Stdrungsbildern assoziiert wurde (zur Ubersicht siehe: Heyes et al.,
2015; Moon et al., 2018). Interessanterweise gibt es Hinweise auf geschlechtsabhéngige Effekte
von CACNAIC, da hohere Priavalenzen von MDD und BPD (Dao et al., 2010; Witt et al., 2014)
sowie eine verminderte funktionelle Erholung nach einer Episode einer SCZ (Heilbronner et

al., 2015) bei weiblichen Patienten mit einem CACNAIC Risikoallel nachgewiesen wurden.

1.1.2 Das CACNAIC Gen

CACNAIC kodiert fir die porenformende alc Untereinheit (auch Cayl.2) eines
spannungsabhéngigen L-Typ Calciumkanals (engl. ,,L-Type voltage-gated calcium channel®;
LTCC), der zu den hochspannungsabhingigen Calciumkanélen gezihlt wird (Bidaud et al.,
2006). Die Nomenclatur der LTCCs basiert auf den Proteinen der a1 Untereinheit, daher wird
neben Cayl.2 zusédtzlich zwischen den drei weiteren LTTCs, namentlich Cay1.1, Cay1.3 und

Cayl.4, unterschieden (Catterall, 2011). Die vier Mitglieder der Familie der LTCCs zeigen
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unterschiedliche Expressionsmuster im Séugetier. Beispielsweise sind Cay1.1 und Cay1.4 in der
Retina und Skelettmuskulatur aufzufinden (Heyes et al., 2015), wahrend Cay1.2 im gesamten
Korper verbreitet ist und insbesondere in der Herzmuskulatur und in den meisten neuronalen
Zellen exprimiert wird (Striessnig et al., 2014; zur Ubersicht siehe: Zamponi, 2015).
Genexpressionsanalysen mitttels quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion in
Maiusegehirnen zeigten, dass Cayl.2 mit iiber 80 % der am hdufigsten exprimierte LTCC im
Gehirn ist (Sinnegger-Brauns et al., 2009) und insbesondere im Cortex, Hippocampus und
Cerebellum gefunden werden kann (Schlick et al., 2010).

Laut Bhat et al. (2012) besteht ein funktionaler Cay1.2 Kanal aus den drei folgenden
Untereinheiten: 1. die transmenmbrane alc (CACNAIC Gen) und 028 (CACNA2D1-3 Gen)
Untereinheit, 2. die intrazelluldre p (CACNBI-4 Gen) Untereinheit sowie 3. die Calmodulin
(CaM Gen) Untereinheit. Die Untereinheiten a2, f und CaM sind vermutlich an der Regulation
der Expression und Modulation allgemeiner Eigenschaften von Cay1.2 beteiligt (Bhat et al.,
2012). Die besondere funktionelle Charakteristik von Cay1.2 ist hingegen von der alc
Untereinheit abhingig. Auf zelluldrer Ebene besitzt die alc Untereinheit insgesamt 24
Transmembran-Segmente, die vier homologe Doménen mit der Bezeichnung I-IV umfassen.
Jede Doméne hat sechs Transmembransegmente (S1-S6), einschlieBlich des Spannungssensors
S4 und der porenbildenden Segmente S5 und S6 (Catterall, 2011; Heyes et al., 2015). Durch
diese Eigenschaften beeinflusst Cay1.2 den depolarisationsabhéngigen Calciumeinstrom in die
Zelle und spielt somit eine grundlegende Rolle bei der Gehirnfunktion durch die Regulation der
neuronalen Erregbarkeit, der synaptischen Plastizitdt und der Genexpression (Zamponi, 2015;

Kabir et al., 2017c).

1.1.3 Effekte von CACNAIC Veranderungen

Die Folgen von CACNA I C Mutationen sind aktuell noch nicht vollstindig geklirt, da vor allem
SNPs, wie rs1006737, auf nicht-kodierenden Abschnitten des Gens liegen und somit zunéchst
kein direkter Einfluss auf die strukturellen und funktionellen Eigenschaften von Cay1.2
angenommen wird. Dennoch wird davon ausgegangen, dass CACNA1C SNPs auf Regionen des
Gens liegen, die der Transkriptionskontrolle unterliegen, wodurch die SNPs die Genexpression
beeinflussen (Kabir et al., 2017c). Passend zu dieser Annahme wurde fiir rs1006737 eine
verringerte Expression von CACNAIC in Gehirnen von SCZ und BPD Patienten gefunden
(Gershon et al., 2014; Roussos et al., 2014; Eckart et al., 2016).

Im Kontrast dazu berichten Bigos et al. (2010) von einer gesteigerten Expression der CACNAIC
mRNA (engl. ,,Messenger RNA*) in post mortem Gewebe von rs1006737 Risikoalleltragern.
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Auch in induzierten humanen Neuronen von Trégern des rs1006737 Risikoallels konnte eine
erhohte CACNAIC mRNA Expression nachgewiesen werden (Yoshimizu et al., 2015). Klarer
hingegen ist die Datenlagen hinsichtlich kodierender CACNA I C Varianten, die mit Autismus
assoziiert sind, da sinnverdndernde Mutationen (engl. ,,Missense mutationen) von CACNAIC
(G402S und G406R) mit einer Zunahme der Genaktivitét einhergehen (Splawski et al., 2004,
2005). Es kann daher festgestellt werden, dass eine erhdhte sowie verringerte Expression von
CACNA I C mit neuropsychiatrischen Stérungen assoziiert ist.

Auf struktureller und funktioneller Ebene konnten CACNA I C mit Verdanderung des Gehirns bei
gesunden und erkrankten Individuen in Verbindung gebracht werden (Ou et al., 2015; Kabir et
al., 2016). In einer ersten strukturell-bildgebenden Studie konnte eine Zunahme der gesamten
grauen Substanz gesunder Trager des Risikoallels rs1006737 im Vergleich zu Kontrollpersonen
gefunden werden (Kempton et al., 2009). Gestiitzt wurden diese Befunde durch Wang et al.
(2011a), die zeigten, dass Trager des Risikoallels rs1006737 bilateral ein erhohtes Volumen der
grauen Substanz im préafrontalen Cortex (PFC), hier unter anderem im anterioren cinguliren
Cortex (ACC), aufwiesen. Des Weiteren konnte eine erhdhte Dichte der grauen Substanz der
Amygdala und des Hypothalamus bei rs1006737 Risikoalleltrdgern nachgewiesen werden
(Perrier et al., 2011). Eine weitere Studie zeigte Verdnderungen der Mikrostruktur der weillen
Substanz in der rechten hippocampalen Formation bei rs1006737 Risikoalleltrigern im
Vergleich zu Kontrollpersonen (Dietsche et al., 2014).

Soeiro-de-Souza et al. (2017) untersuchten in einer weiteren Bildgebungsstudie
unterschiedliche Substrukturen des medialen prifrontalen Cortex (mPFC) von weiblichen
euthymen BPD Patienten unter Beriicksichtigung des Risikoallels rs1006737. Die Autoren
konnten eine altersabhdngige Verdiinnung des linken ACC bei Risikoalleltrigerinnen
feststellen, was bei Kontrollpersonen nicht der Fall war. Zudem wiesen Risikoalleltridgerinnen
eine erhohte Dicke des linken medialen orbitofrontalen Cortex auf. Im Gegensatz dazu
berichteten Tesli et al. (2013) keinen Einfluss des Risikoallels rs1006737 auf die frontale,
parietale, temporale oder gesamte kortikale Dicke und das Volumen des Hippocampus bei BP
und SCZ Patienten. Auch in einer vorherigen Studie konnte kein Einfluss des Risikoallels
rs1006737 auf die Morphologie des limbischen Systems, d. h. Hippocampus und Amygdala,
nachgewiesen werden (Soeiro-de-Souza et al., 2012).

Neben strukturellen Verdnderungen konnten auch diverse Verdnderungen auf funktioneller
Ebene, d. h. Hirnaktivierungsmuster und Verhalten, mit CACNAC in Verbindung gebracht
werden. In einer ersten Studie zeigten Wang et al. (2011a) mithilfe funktioneller Bildgebung

auf, dass bei rs1006737 Risikoalleltrdgern eine verringerte funktionelle Verbindung zwischen
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dem PFC und der Amygdala wihrend der Verarbeitung von Gesichtern, die einen dngstlichen,
neutralen oder gliicklichen Ausdruck hatten, bestand. Im Einklang mit diesen Ergebnissen
berichteten Radua et al. (2013), dass rs1006737 mit einer verringerten Konnektivitat
prafrontaler kortikaler Areale mit limbischen Strukturen wahrend der Verarbeitung negativer
Gesichter bei remittierten BPD Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen assoziiert
war. Des Weiteren zeigten gesunde rs1006737 Risikoalleltrdger eine erhohte Konnektivitét
innerhalb des emotionalen Gesichtsverarbeitungsnetzwerkes, u. a. eine erhohte Aktivierung des
fusiformen Gyrus und des Hippocampus, wenn diese negative Gesichter verarbeiteten (Dima
et al., 2013). Dariiber hinaus fanden Krautheim et al. (2018) eine verdnderte Aktivierung des
ventralen anterioren cinguldren Cortex (VACC), der an Erkennung von Gesichtsemotionen
beteiligt ist, wihrend Emotionsverarbeitungsaufgaben bei rs1006737 Risikoalleltrigern in
Abhiéngigkeit traumatischer Ereignisse, die in der Kindheit erlebt wurden. Zudem konnte auf
behavioraler Ebene gezeigt werden, dass rs1006737 mit einer verlangsamten
Emotionserkennung von Gesichtern bei rs1006737 Risikoalleltragern assoziiert war
(Nieratschker et al., 2015). Zusétzlich lieferten Pasparakis et al. (2015) Hinweise dafiir, dass
gesunde minnliche Triager des rs1006737 Risikoallels im Vergleich zu Kontrollpersonen im
Allgemeinen nicht nur &ngstlicher und emotional negativer eingestellt waren, sondern auch
verdnderte emotionale Verarbeitungsprozesse von negativen Bildern aufwiesen, die sich durch
eine verstirkte Schreckreaktion auf das Bildmaterial zeigten. Aus diesen Studien ldsst sich
daher schlieen, dass CACNAIC Risikoallele mit einer defizitdren Verarbeitung von
emotionalen Informationen verbunden sein konnten.

Auch ein Einfluss von CACNA I C auf kognitive Prozesse konnte bereits nachgewiesen werden,
wobei die bisherigen Ergebnisse zum Teil widerspriichlich sind. Beispielsweise wurden bei
rs1006737 Risikoalleltragern eine verringerte verbale Sprachproduktion auf semantischer
Ebene (Krug et al., 2010), Defizite im Bereich der Aufmerksamkeit (Thimm et al., 2011), ein
verschlechtertes Arbeitsgedidchtnis (Zhang et al., 2012) und eine reduzierte Lernleistung
(Dietsche et al., 2014) gefunden. Diese Verdnderungen kognitiver Funktion werden begleitet
von abweichenden Hirnaktivierungsmustern, wie einer verdnderten hippocampalen Aktivitit,
wihrend verschiedener Gedichtnisaufgaben (Bigos et al., 2010; Erk et al., 2010, 2014a) und
einer verdnderten Aktivierung des dorsolateralen préfrontalen Cortex wihrend einer
Arbeitsgedichtnisaufgabe (Paulus et al., 2014).

Im Gegensatz dazu konnten andere Studien keine Effekte von rs1006737 auf allgemeine
kognitive Funktionen (Roussos et al., 2011), Exekutivfunktionen (Soeiro-de-Souza et al.,

2013), Arbeitsgedachtnis (Paulus et al.,, 2014) sowie verbale Intelligenz und
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Gedidchtnisfunktion (Erk et al., 2010, 2014a) bei gesunden CACNAIC Risikoalleltragern
aufdecken. Bei Patienten, die an BPD oder SCZ erkrankt waren, wurden hingegen konsistent
negative Effekte von rs1006737 auf die kognitive Leistung nachgewiesen, wie beispielsweise
ein eingeschrinktes Arbeitsgeddchtnis (Zhang et al., 2012) und eine verschlechterte
Exekutivfunktion (Soeiro-de-Souza et al., 2013), im Vergleich zu gesunden Risikoalleltragern.
Das Risikoallel rs1006737 scheint zudem mit Personlichkeitsmerkmalen, wie verringerter
Extraversion, gesteigerter Angstlichkeit und erhohter Schadensvermeidung, assoziiert zu sein
(Roussos et al.,, 2011). Auch wiesen 1s1006737 Risikoalleltrager in weiteren
psychodiagnostischen Erhebungen erhohte Angst- und Depressionswerte sowie gesteigerte
Unsicherheit im Sozialkontakt auf, was mit einer verringerten Aktivierung des Hippocampus
einherging (Erk et al., 2010, 2014a). In einer Gen-Umwelt-Interaktionsstudie von Dedic et al.
(2018) wurde zudem ein Zusammenhang zwischen einem CACNAIC SNP und Traumata im
Erwachsenenalter festgestellt, da die Entwicklung von depressiven Symptomen nach
traumatischen Ereignissen durch Verdnderungen von CACNA I C vorhergesagt werden konnte,
was darauf hindeutet, dass CACNAIC und Umgebungsfaktoren miteinander interagieren.
Dariiber hinaus scheint CACNAIC geschlechtsspezifische Auswirkungen auf psychologische
Merkmale zu haben, was durch die Befunde von Takeuchi et al. (2018) gestiitzt wird. Die
Autoren fanden bei gesunden weiblichen Tragern des rs1024582, der eng mit rs1006737 in
Verbindung steht, eine erhohte Feindseligkeit vor. Dieser Effekt trat bei ménnlichen
Versuchspersonen hingegen nicht auf. Aullerdem zeigten weibliche Risikoalleltrdger in dieser
Studie reduzierte intrapersonliche emotionale Intelligenz und erhohte Schadensvermeidung. Es
soll jedoch darauf hingewiesen werden, dass Strohmaier et al. (2013) gegenldufige Effekte
aufdeckten, da ménnliche rs1006737 Risikotrager erhohte emotionale Labilitdt und verringerte
Belastbarkeit aufwiesen, wéhrend weibliche Risikoalleltriger eine erhohte Resilienz
hinsichtlich dieser Faktoren zeigten.

Zusammenfassend kann ein Einfluss von CACNAIC auf morphologische und funktionale
Domainen als gesichert angesehen werden. Zu erwihnen ist, dass Verdnderungen sowohl bei
Risikoalleltrdgern als auch bei erkrankten Individuen aufzufinden sind, was fiir die Relevanz
von CACNAIC spricht. Viele der Befunde stehen in unmittelbarem Zusammenhang mit der
psychosozialen Funktionsfahigkeit von betroffenen Individuen. Insbesondere fallen
Verdanderungen im PFC-Amygdala-Hippocampus Netzwerk auf, wie von Kabir et al. (2016)
betont wird. Eine Dysregulation dieses Netzwerkes im Zusammenhang mit CACNA 1C wird als
potenzieller pathophysiologischer Mechanismus bei der Entstehung neuropsychiatrischer

Erkrankungen diskutiert (Erk et al., 2014b). Die genauen biologischen Mechanismen und
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molekularen Signalwege, die durch CACNA IC beeinflusst werden, sind aktuell nur rudimentér

verstanden, konnen aber durch den Einsatz von Tiermodellen genauer untersucht werden.

1.2 Tiermodelle neuropsychiatrischer Storungen

Tiermodelle bieten eine gute Moglichkeit grundlegende biologische Mechanismen
neuropsychiatrischer Stérungen zu untersuchen und die Pathophysiologie dieser besser zu
verstehen. Nagetiere, insbesonders Mause (lat. ,,Mus musculus ) und Ratten (lat. ,,Rattus
norvegicus ), reprasentieren die am haufigsten verwendeten Modellorganismen im Bereich der
biomedizinischen Grundlagenforschung der letzten Jahrzehnte (Ellenbroek und Youn, 2016).
Die Interpretierbarkeit der Tiermodelle hingt maBgeblich von der Validitit des jeweiligen
Modells ab. Willner (1984) schlug die Unterscheidung dreier Hauptbereiche der Validitét vor,
die in der aktuellen Forschung von groBer Relevanz sind (zur Ubersicht siche: Wohr und
Schwarting, 2010a; Kaiser und Feng, 2015). Es ist besonders wichtig, dass Tiermodelle
behaviorale Verinderungen aufweisen, die durch hohe Ubereinstimmung mit der menschlichen
Symptomatik gekennzeichnet sind (Augenscheinvaliditdt). Moderne Diagnosesysteme, wie die
Internationale  statistische = Klassifikation = der = Krankheiten @ und  verwandter
Gesundheitsprobleme (ICD-10, World Health Organization, 2004) und das Diagnostische und
Statistische Manual Psychischer Storungen 5 (DSM-5; American Psychiatric Association,
2013), ordnen Storungsbilder nach ihren beobachtbaren Symptomen ein, was die Wichtigkeit
der Augenscheinvaliditit von Tiermodellen hervorhebt. Zusétzlich sollte der
Modellorganismus analog auf Substanzen reagieren, die zur Behandlung von Symptomen bei
menschlichen Storungen verwendet werden (pradiktive Validitidt). Von ausgesprochener
Relevanz ist, dass biologische Verdnderungen, die beim Menschen festzustellen sind, zu
vergleichbaren Symptomen im Modell fithren (Konstruktvaliditit). Somit ist die
Konstruktvaliditit besonders abhingig vom Verstindnis der Atiologie der Stérungen, was im
Hinblick auf das eingeschrinkte Wissen iiber die Atiologie neuropsychiatrischer Stérungen als
kritisch zu betrachten ist. Da neuropsychiatrische Stérungen eine hohe Heritabilitdt aufweisen,
ist die Identifizierung genetischer Risikofaktoren mittels GWAS ein entscheidender Schritt zur
Steigerung der Konstruktvaliditit (Kaiser und Feng, 2015). Die translationale Validitét und der
Nutzen eines Tiermodells erhoht sich mit einer Steigerung aller der drei genannten

Hauptbereiche der Validitét.
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1.2.1 Verhaltenstest storungsrelevanter Phianotypen

Zur Erhebung behavioraler Phénotypen von Nagetieren, die als krankheitsrelevant angesehen
werden konnen, stehen eine grole Anzahl an standardisierter Verhaltenstests zur Verfligung
(zur Ubersicht siehe: Gould, 2009; Kumar et al., 2013; Wohr und Scattoni, 2013; Ellenbroek
und Youn, 2016). Ein weitverbreitetes Verfahren ist der Offenfeldtest (engl. ,,Open field
test*; OF), der zur Messung der allgemeinen Aktivitit und des Explorationsverhaltens von
Nagetieren verwendet wird (Gould et al., 2009). Dariiber hinaus ldsst sich durch die Messung
der verbrachten Zeit im Zentrum des OF gegeniiber der Aufenthaltszeit in den geschiitzten
Randbereichen das Risiko- bzw. Angstverhalten erheben (Seibenhener und Wooten, 2015). Das
erhohte Plus-Labyrinth (engl. ,,Elevated plus maze*; EPM) ist ein sehr hdufig verwendeter Test
zur Messung von Angstverhalten bei Nagetieren und greift ebenfalls auf die natiirliche
Aversion von Nagetieren gegeniiber offener Bereiche zuriick, d. h. die verbrachte Zeit in den
offenen Armen des EPM wird als entgegengesetztes Mal3 der Angst gewertet (Walf und Frye,
2009; Kumar et al., 2013). Ein weiterer Test zur Messung von angstdhnlichem Verhalten ist der
Hell/Dunkel Test (engl. ,,.Light/dark test*; LDT), der ebenfalls auf einem Anndherungs- und
Vermeidungskonflikt zwischen dem Bestreben, neue Bereiche zu explorieren und einer
Vermeidung heller und offener Bereiche basiert (Hascoét und Bourin, 2009a; Arrant et al.,
2013).

Depressionsdhnliches Verhalten bei Mausen und Ratten wird haufig mittels des erzwungenen
Schwimmtests (engl. ,,Forced swim tests*; FST) und des Schwanz-Suspensions-Tests
(engl. ,,Tail suspension test*; TST) ermittelt (zur Ubersicht siehe: Hascoét und Bourin, 2009b;
O’Leary und Cryan, 2009; Castagné et al., 2011). Beide Tests basieren auf der Messung der
Immobilitidt, wenn Nagetiere einer unausweichlichen Situation ausgesetzt sind. Es wird
angenommen, dass diese Immobilitdit einen Zustand &hnlich der Hoffnungslosigkeit
widerspiegelt. Wiahrend beim FST das Schwimmverhalten in einem Wassertank gemessen und
bewegungsloses Schwimmen (engl. ,,Floating*) als Ma3zahl der Verzweiflung fungiert (Can et
al., 2011), wird beim TST die Dauer der Bewegungslosigkeit aufgezeichnet, wenn das
Versuchtstier iiber Kopf am Schwanz fixiert wird (Powell et al., 2011).

Wie bereits erwdhnt, werden neuropsychiatrische Erkrankungen hiufig von kognitiven
Defiziten begleitet (Millan et al., 2012), daher sind auch translationale Paradigmen zur Messung
der kognitiven Fihigkeiten von Bedeutung (zur Ubersicht siehe: Vorhees und Williams, 2014;
Holter et al., 2015). Zur Messung des raumlichen Lernens und der Gedéchtnisfahigkeit von
Nagetieren ist beispielhaft das Morris-Wasserlabyrinth (engl. ,,Morris Water maze*; MWM) zu

nennen. Die Versuchsapparatur besteht aus einem runden Becken, welches mit triibem Wasser
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gefiillt und seitlich mit optischen Hinweisreizen versehen ist. Die Versuchstiere werden iiber
mehrere Testtage darin trainiert, die Position einer Plattform, die sich nicht sichtbar unter der
Wasseroberflache befindet, zu finden und die rdumliche Position zu memorieren. Als ein
behaviorales Ergebnis wird die bendtigte Zeit zum Erreichen der Plattform gemessen (Motris,
1981; Williams und Vorhees, 2006). Ein weiteres Verfahren zur Messung des rdumlichen
Arbeitsgedichtnis ist das von Olton und Samuelson (1976) entwickelte achtarmige
Radialarmlabyrinth (engl. ,,Radial arm maze*, RAM). Futterdeprivierte Tiere lernen iiber
mehrere Durchldufe hinweg, an welchem Ende einer der Arme eine Futterbelohnung platziert
wurde. Da neben dem Aufsuchen ecines , korrekten® Armes, also ein Arm mit Futter, auch das
Betreten eines ,,falschen* Armes, d. h. ohne Belohung, aufgezeichnet wird, ist davon
auszugehen, dass der RAM das Arbeitsgeddchtnis misst, was mit dem MWM nicht ohne
Weiteres moglich ist (Vorhees und Williams, 2014).

In Anbetracht der sozialen Defizite, die bei allen neuropsychiatrischen Stérungen auftreten
(Kennedy und Adolphs, 2012; Meyer-Lindenberg und Tost, 2012), ist eine Betrachtung des
Sozialverhaltens von Nagetieren ein wichtiges Vorgehen, um kranksheitsrelevante Phinotypen
aufzudecken. Mit dem weit verbreiteten Ansatz zur Messung der sozialen Anniherung in einer
Dreikammer-Box (engl. ,,Three-chambered social approach assay”) lasst sich die Soziabilitit
von Maiusen beurteilen, indem die Zeit gemessen wird, die ein Versuchstier in einer
Seitenkammer mit einer fremden Maus oder in einer Seitenkammer mit einem neuartigen
Objekt verbringt (Silverman et al., 2010). Auch bietet sich die Messung der direkten reziproken
sozialen Interaktion zweier Versuchstiere unter Auswertung distinkter Verhaltensweisen an,
wie beispielsweise anogenitales Riechen, Korperkontakt oder Fellpflege des Partners, um
Verianderungen des Sozialverhaltens zu erheben (Silverman et al., 2010; Ferhat et al., 2016).
Von Vorteil ist dabei eine Betrachtung des Sozialverhaltens {iber verschiedene Alterstufen
hinweg. Der Spielkampf (engl. ,,Rough-and-tumble play*) juveniler Ratten ist fiir die Tiere
nicht nur stark appetitiv (Vanderschuren et al., 2016), sondern auch wichtig fiir die Entwicklung
des Gehirns und eines angemessenen Sozialverhaltens im Erwachsenenalter (Pellis und Pellis,
2007). Beispielsweise hat eine soziale Isolation von Ratten wéhrend der Adoleszenz, in der die
Tiere besonders hohe Raten an Spiel zeigen (Panksepp, 1981), negative Effekte auf das
Sozialverhalten der Tiere im adulten Alter (Seffer et al., 2015).

Die Verwendung von Ratten als Modellorganismus fiir die Untersuchung des Sozialverhaltens
kann die translationale Validitdt der Tiermodelle erhohen, da sie in hierarchischen Gruppen
leben und mehr Sozialverhalten, aber weniger territoriales und aggressives Verhalten aufweisen

als Mause (Ellenbroek und Youn, 2016; Homberg et al., 2017). Zudem haben Ratten ein
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deutlich komplexeres Kommunikationsverhalten mittels sogenannter Ultraschallvokalisationen
(USV), die ein wichtiges translationales Werkzeug zur Messung des Sozial- und

Kommunikationsverhaltens sowie des Affektzustands von Nagetieren darstellen.

1.2.2 Ultraschallvokalisationen

Ratten und Méuse verfiligen iiber die Fahigkeit, Rufe oberhalb der menschlichen Horschwelle
von ungefahr 20 kHz zu emittieren und wahrzunehmen. Die Rufe bieten eine gute Moglichkeit
die Kommunikation und emotionale Zustinde von Nagetieren zu untersuchen (zur Ubersicht
siehe: Brudzynski, 2013; Wohr und Schwarting, 2013). USV von Ratten weisen deutlich
komplexere Merkmale im Vergleich zu Mausen auf (Homberg et al., 2017) und sind somit im
Bereich der translationalen Forschung ein wichtiges Werkzeug zur Erforschung
psychologischer Zustinde der Tiere, die mit den bereits erwdhnten Verhaltensparadigmen
moglicherweise nicht erfasst werden kdnnen (Wohr und Schwarting, 2013). So lassen sich
insbesondere Defizite im Sozialverhalten bzw. der Kommunikation in Tiermodellen
neuropsychiatrischer Erkrankungen aufdecken und die translationale Validitédt dieser Modelle
weiter stirken (Wo6hr und Schwarting, 2010a). USV lassen sich in Abhidngigkeit von
Entwicklungsstand, Umweltbedingungen und affektiven Zustand der Ratte anhand ihrer
akustischen Parameter unterscheiden (Portfors, 2007; zur Ubersicht siche: Brudzynski, 2013;
Wohr und Krach, 2017). Es wird aktuell angenommen, dass Ratten drei distinkte Arten an USV,
namentlich 40-kHz, 22-kHz und 50-kHz USV, emittieren. Kurz nach der Geburt bis zum
Absetzen sind bei Jungtieren 40-kHz USV zu finden, wohingegen bei adulten Tieren 22-kHz
und 50-kHz USV auftreten.

1.2.2.1 Furchtinduzierte 22-kHz Ultraschallvokalisationen

In aversiven Situationen emittieren juvenile und adulte Ratten 22-kHz USV (zur Ubersicht
siehe: Wohr und Schwarting, 2010b). Diese USV zeichnen sich durch einen Frequenzbereich
um 22 kHz, lange Rufzeiten von liber 1000 ms und geringe Frequenzmodulation aus. 22-kHz
sind mit einem Lautstirkepegel von 65-85 db deutlich lauter als die anderen USV Ruftypen
(Wohr et al., 2005; Brudzynski, 2013; Wohr und Schwarting, 2013). Den 22-kHz USV wird
eine affektive Komponente zugewiesen, da sie in aversiven Situationen, wie Konfrontation mit
Fressfeinden (Blanchard et al., 1991), Kampf bzw. sozialer Unterlegenheit (Sales, 1972;
Burgdorf et al., 2008), und wéhrend des Entzugs von Drogen, wie z. B. Kokain (Covington und
Miczek, 2003), auftreten. Im Labor wird hdufig die Furchtkonditionierung zur Induktion von
22-kHz USV verwendet (Borta et al., 2006; Wohr und Schwarting, 2008a). Typischerweise

korreliert die Emission von 22-kHz USV mit der Verhaltensstarre, welche als ein typisches
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Angstmal bei Ratten verwendet wird (Wohr und Schwarting, 2008b, 2008a). Dariiber hinaus
zeichnen sich Ratten mit einer erhdhten Angstlichkeit durch gesteigerte 22-kHz USV Rufraten
im Vergleich zu weniger dngstlichen Vergleichstieren aus (Borta et al., 2006). Das Rufverhalten
mittels 22-kHz USV ist nicht nur von individuellen Faktoren, sondern auch von diversen
Umweltfaktoren abhéngig. Beispielsweise zeigten Yee et al. (2012), dass bei adulten Ratten die
22-kHz USV Anzahl starkt erhoht ist, wenn diese in ihrer Entwicklung verschiedenen
Stressoren ausgesetzt waren. Auch die Aktivierung des miitterlichen Immunsystems mittels des
Immunstimulans Polyinosinic-polycytidylic-Sdure (poly 1:C) wihrend der Schwangerschaft
sorgte fiir eine erhohte 22-kHz USV Emission bei adulten Ratten (Yee et al., 2012b). In einem
Angstkonditionierungsexperiment konnten Wohr et al. (2005) demonstrieren, dass die Anzahl
von 22-kHz USV im Sinne einer Dosis-Wirkungs-Kurve mit der gesteigerten
FuBlschockintensitdt wihrend einer Lernphase zunahm. Interessanterweise fanden die Autoren
den gleichen Effekt in der Testphase, wenn der vorab konditionierte Stimulus ohne den
dazugehorigen Schock prasentiert wurde, was darauf hindeutet, dass 22-kHz USV insbesondere
den negativen affektiven Zustand des Versuchstieres anzeigen und weniger ein Indikator fiir
Schmerzempfinden sind.

Eine weit verbreitete Hypothese lautet, dass 22-kHz USV zur Alarmierung von Artgenossen
bei Gefahr dienen und dieser Ruftyp daher eine besondere Rolle bei der Kommunikation von
Ratten spielt (zur Ubersicht siehe: Brudzynski, 2013; Wohr und Schwarting, 2013). Gestiitzt
wird diese Hypothese durch frithere Studien von Blanchard et al. (1991), die die Funktion von
22-kHz USV in Gruppen von Ratten in einem naturalistischen und durchsichtigen
Hohlensystem untersuchten. Die Autoren wiesen nach, dass die Emission von 22-kHz USV in
Reaktion auf ein Raubtier, in diesem Falle eine Katze, hauptséchlich bei Anwesenheit von
Artgenossen zu finden war. Dieser sog. Publikumseffekt (engl. ,,Audience effect”) auf die
Emission von 22-kHz USV konnte jedoch nicht im Labor repliziert werden (Wohr und
Schwarting, 2008a). Playback-Experimente stiitzen weiter die Annahme, dass 22-kHz USV
eine Alarmfunktion besitzen, da diese Rufe behaviorale Verdnderungen, wie beispielsweise
eine Inhibition der lokomotorischen Aktivitédt, verursachen (Endres et al., 2007; Wohr und

Schwarting, 2007).

1.2.2.2 Appetitive 50-kHz Ultraschallvokalisationen

In positiven Situationen, wie Paarung (Thomas und Barfield, 1985; White et al., 1990),
juvenilem Spielverhalten (Knutson et al., 1998; Lukas und Wohr, 2015), und nach der
Verabreichung von Psychostimulanzien, wie Amphetamin (AMPH; Burgdorf et al., 2001;
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Engelhardt et al., 2017), emittieren juvenile und adulte Tiere 50-kHz USV, die in einem
vergleichsweise breiten Frequenzbereich von 30 bis 90 kHz zu finden sind, wobei die meisten
Rufe hauptsichlich zwischen 50 und 70 kHz auftreten (Abbildung 1A). Mit einer Rufdauer von
meist unter 50 ms sind sie zudem im Vergleich zu den 22-kHz USV recht kurz (Wo6hr und
Schwarting, 2013). Im Allgemeinen scheint die Emission der 50-kHz USV einer groflen
interindividuellen Variabilitdt zur unterliegen, wenngleich die Rufraten intraindividuell
betrachtet, recht stabil erscheinen (Schwarting et al., 2007), so dass angenommen wird, dass
mittels 50-kHz USV charakterdhnliche Unterschiede zwischen Versuchstieren gemessen

werden konnen (Engelhardt et al., 2018).

Abbildung 1: 50-kHz Ultraschallvokalisationen. (A) Reprisentatives Spektrogramm von 50-kHz USV, die
wihrend der direkten wechselseitigen sozialen Interaktion von weiblichen adulten Cacnalc™* Ratten
aufgenommen wurden. Zu erkennen ist eine deutliche Variabilitit des Erscheinungsbildes individueller Rufe, die
(B) eine Einordnung in verschiedene 50-kHz USV Subtyp zulésst (Pereira et al., 2014). * kennzeichnet beispielhaft
den Subtyp ,,Flat*, wiihrend # den Subtyp ,, Trill* zeigt.

Die Funktion von 50-kHz USV wird seit langerem diskutiert und zwei unterschiedliche
Annahmen haben sich herausgebildet, die aber nicht als gegensdtzlich anzusehen sind. Eine
Hypothese besagt, dass 50-kHz USV den positiven affektiven Zustand der Ratten
widerspiegeln, da sie in appetitiven Situationen auftreten (Brudzynski, 2013; Wohr und
Schwarting, 2013; Wohr, 2018). Der zweite Ansatz rechnet den 50-kHz USV eine wichtige
kommunikative Komponente zu, da sie in vielen sozialen Kontexten auftreten und
Annidherungsverhalten bei Ratten auslésen (Wohr und Schwarting, 2007; Seffer et al., 2014;
Woéhr, 2018).

1.2.2.2.1 50-kHz USV: Hypothese zum positiven affektiven Zustand

Da 50-kHz USV in appetitiven Situationen auftreten, wird davon ausgegangen, dass sie einen
positiven affektiven Zustand der Ratten widerspiegeln (zur Ubersicht siehe: Brudzynski, 2013;
Wohr und Schwarting, 2013; Wahr, 2018). Panksepp (2005) ging sogar soweit, diesen Ruftyp
als ,,Lachen der Ratten” zu bezeichnen und in 50-kHz USV einen evolutiondren Vorldufer der
menschlichen Freude zu sehen (Panksepp und Burgdorf, 2003). Bei juvenilen Tieren kann eine

hohe Anzahl an appetitiven 50-kHz USV wihrend des Spielkampfes zweier Jungtiere

15



Einleitung

beobachet werden (Knutson et al., 1998; Lukas und Wohr, 2015; Kisko et al., 2018). Nicht nur
wihrend des Spiels an sich, sondern auch in Erwartung von Spiel mit einem Artgenossen,
emittieren juvenile Ratten eine hohe Anzahl an 50-kHz USV (Knutson et al., 1998), was die
starke appetitive Komponente des innerartlichen Spielverhaltens bekriftig.

Im Labor kann das juvenile Spielverhalten im heterospezifischen Spiel mittels sog. Kitzel-
Experimente (engl. ,, Tickling*) verlisslich nachgestellt werden (zur Ubersicht siehe: LaFollette
et al., 2017). Das Kitzeln eines Versuchstieres durch einen menschlichen Versuchsleiter fiihrt
zu einem hohen Ausstof3 von 50-kHz USV (Panksepp und Burgdorf, 2000; Wohr et al., 2009).
Insbesondere das Kitzeln dorsaler und ventraler Seiten des Korpers verursacht viele 50-kHz
USV (Panksepp und Burgdorf, 2003; Schwarting et al., 2007; Ishiyama und Brecht, 2016).
Auch zeigten Panksepp und Burgdorf (2003), dass Ratten, die eine hohe Emission von 50-kHz
USV aufwiesen, das Kitzeln als besonders positiv empfanden, da diese Versuchstiere die Hand
des Versuchsleiters in kiirzester Zeit nach Beginn des Experiments aufsuchten. Die Autoren
wiesen zudem nach, dass die reine Prisentation von Reizen, die mit dem ,, Tickling* verbunden
sind, z. B. dic Hand des Versuchsleiters, bereits 50-kHz USV auslosten. Passenderweise
scheinen angstauslosende und aversive Situationen, wie helles Weil3licht zur Beleuchtung bei
Tickling-Experimenten (Ishiyama und Brecht, 2016) oder beim juvenilen Spielkampf (Knutson
et al., 1998), die Produktion von 50-kHz USV zu verringern.

Ein weiterer Ansatz, um eine hohe Emission von 50-kHz USV hervorzurufen, ist die
Verwendung von Psychostimulanzien (zur Ubersicht siehe: Rippberger et al., 2015), wie
AMPH oder Kokain (Barker et al., 2010; Natusch und Schwarting, 2010; Pereira et al., 2014;
Engelhardt et al., 2017). Da AMPH bei gesunden Personen maniedhnliche Symptome und bei
Patienten mit BPD eine manische Episode hervorrufen kann, wird zudem auf translationaler
Ebene diskutiert, ob AMPH-induzierte 50-kHz USV maniedhnliche positive Zustinde bei
Ratten widerspiegeln (Rippberger et al., 2015). Unterstiitzt wird diese Annahme durch Befunde,
dass Lithium, ein Phasenprophylaktikum zur Behandlung von BPD, die erh6hte Anzahl an
50-kHz USV nach AMPH Injektion reduzieren kann (Pereira et al., 2014; Wendler et al., 2016).

1.2.2.2.2 50-kHz USV: Hypothese zur kommunikativen Funktion

Die kommunikative Funktion der 50-kHz USV wurde zunichst im Kontext der Paarung von
Ratten studiert, wo 50-kHz USV eine bedeutsame Rolle bei der Kontaktaufnahme
und -aufrechterhaltung im sexuellen Kontext einnehmen (Thomas und Barfield, 1985; Barfield
und Thomas, 1986; White et al., 1990). Nachfolgende Studien fokussierten die kommunikative

Funktion von 50-kHz USV in weiteren sozialen Kontexten und Wohr (2018) diskutiert in seiner
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ausfiihrlichen Ubersichtsarbeit die Rolle von 50-kHz USV als sozioaffektive Signale mit einer
wichtigen kommunikativen Funktion, insbesondere als soziale Kontaktrufe. Gestiitzt wird diese
Annahme beispielsweise durch eine Studie von Panksepp et al. (2002), die nachwiesen, dass
adoleszente Ratten mehr Zeit mit einer erwachsenen Ratte verbrachten, wenn diese eine hohe
Anzahl an 50-kHz USV emittierten, als mit Tieren, die vergleichsweise wenige 50-kHz USV
ausstieBen. Burgdorf et al. (2009) konnten aulerdem basierend auf einem Zuchtansatz zeigen,
dass Ratten, die spezifisch fiir eine geringe Emission von 50-kHz USV geziichtet wurden,
weniger Zeit mit einem Artgenossen verbrachten als Kontrolltiere, die aus einer klassischen
Zucht stammten.

Weitere iiberzeugende Hinweise fiir die kommunikative Komponente von 50-kHz USV
stammen aus der Untersuchung von 50-kHz USV wihrend des juvenilen Spielverhaltens. In
einer Studie konnte nachgewiesen werden, dass die Emission von 50-kHz USV mit appetitiven
Komponenten des juvenilen Spielkampfes, wie der dorsale Kontakt mit dem Artgenossen,
korreliert war und bereits die Erwartung von Spiel mit einem Artgenossen 50-kHz USV bei den
Ratten ausloste (Knutson et al., 1998). Des Weiteren wurde festgestellt, dass 50-kHz USV
wihrend des Spielkampfes als Spielsignale dienen und zur Aufrechterhaltung des spielerischen
Kontakts beitragen (Himmler et al., 2014). Gestiitzt wird diese Annahme durch Kisko et al.
(2015b, 2015a), die nach einer chirurgischen Devokalisierung von juvenilen Ratten eine starke
Verringerung des Spielverhaltens verzeichneten.

Bei adulten Ratten 10sen bereits olfaktorische Hinweisreize auf andere Ratten (Brudzynski und
Pniak, 2002) und eine kurzzeitige Trennung von Artgenossen (Wohr et al., 2008) die Emission
von 50-kHz USV aus. Auch scheinen 50-kHz USV eine elementaren Funktion bei der sozialen
Interaktion von adulten Ratten zu besitzen, da 50-kHz USV vermutlich aggressives Verhalten
verhindern (Kisko et al., 2015a), was nicht nur die Annahme stiitzt, dass 50-kHz USV sozialen
Kontakt aufbauen und aufrechterhalten, sondern auch zur Steuerung sozialer Interaktionen
beitragen.

Auch die akustische Prédsentation von appetitiven 50-kHz USV in Playback-Studien (zur
Ubersicht siehe: Seffer et al, 2014) verursacht bei juvenilen und adulten Ratten
Anndherungsverhalten in Richtung der Schallquelle, was die Funktion von 50-kHz USV als
soziale Kontaktrufe stiitzt, wie mittels des von Schwarting und Wohr entwickelten 50-kHz USV
Playback-Paradigmas auf einem RAM gezeigt werden konnte (Wo6hr und Schwarting, 2007,
2012; Kisko et al., 2018). Dieser experimentelle Ansatz bietet eine gute Moglichkeit,
verschiedene Fragestellungen im Kontext der Kommunikation und des Sozialverhaltens von

Ratten zu untersuchen. Exemplarisch konnte gezeigt werden, dass die behaviorale Antwort des
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Empféangertieres von akustischen Parametern der 50-kHz USV abhéngig ist, da Ratten auf
50-kHz USV und in geringerem Malle auf 50-kHz USV-Sinustone, mit sozialem
Anndherungsverhalten reagierten, wahrend 22-kHz USV und Kontrollstimuli, wie weilles

Rauschen, keine soziale Annidherung verursachten (Wo6hr und Schwarting, 2007, 2012).

1.2.2.3 Subtypen der 50-kHz Ultraschallvokalisationen

Um die Funktion der appetitiven 50-kHz USV weiter zu ergriinden, wurden unterschiedliche
Ansitze zur Klassifikation der Rufe vorgeschlagen und eine Verkniipfung mit verschiedenen
Verhaltensweisen durchgefiihrt (Burgdorf et al., 2008; Wright et al., 2010; Pereira et al., 2014).
In einem ersten Ansatz verwendeten Burgdorf et al. (2008) eine zweiteilige Kategorisierung
basierend auf der Frequenzmodulation, d. h. sie unterschieden zwischen 50-kHz USV mit einer
konstanten Frequenz (engl. ,,Flat*) und frequenzmodulierten (FM) 50-kHz USV. Laut der
Autoren konnen FM 50-kHz USV ebenfalls eine ,,Flat“-Komponente aufweisen, miissen aber
entweder einen sog. Triller (engl. ,,Trill*) und/oder eine Stufenkomponente (engl. ,,Step*)
enthalten. Insgesamt berichten Burgdorf et al. (2008), dass iiber 90 % der FM 50-kHz USV
mindestens zwei oder mehr Komponenten besal3en. Interessanterweise waren die FM Rufe
positiv mit appetitiven Verhaltensweisen wédhrend der Paarung und des Spielverhaltens
korrelliert, wohingegen ,,Flat Rufe nicht mit appetitiven Verhaltensweisen oder Belohnung
assoziiert waren (Burgdorf et al., 2008).

In einer weiteren Studie unterschieden Wright et al. (2010) mittels umfangreicher Analysen,
die auf verschiedenen strukturellen und akustischen Eigenschaften basierten, insgesamt 14
50-kHz USV Subtypen. Sie beschrieben die Subtypen vor allem auf Basis der
Zusammensetzung verschiedener Komponenten, wie beispielsweise ,,Flat-Trill“ Rufe, und
weiterer optischer Eigenschaften, z. B. umgekehrt u-formig Rufe. Die Autoren zeigten, dass
sich das Profil der Subtypen in Abhédngigkeit vom sozialen Kontext und der Verabreichung von
AMPH énderte. Beispielsweise produzierten Ratten in einer Dyade, d. h. zwei Tiere in direkter
Interaktion miteinander, deutlich hohere Anteile an ,, Trill* Rufen, als wenn diese Tiere getrennt
untersucht wurden. Auch nahm das Verhéltnis von ,, Trill* Rufen nach der Injektion von AMPH
im Vergleich zu Kochsalzlosung deutlich zu. Wright et al. (2010) analyisierten zudem die
akustischen Parameter, d. h. Dauer, Bandbreite und mittlere Spitzenfrequenz, der 14 Subtypen.
Sie fanden stabile interindividuelle Unterschiede in der Anzahl der 50-kHz USV bzw. der
Subtypen und in den akutischen Parametern. Die akustischen Parameter unter den
Testbedingungen (sozial vs. getrennt bzw. AMPH vs. Kochsalz) unterschieden sich

interessanterweise nur marginal.
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Einen Mittelweg mit insgesamt vier Subtypen von 50-kHz USV (engl. ,,Flat®, ,,Step®, ,, Trill*
und ,,Mixed*; Abbildung 1B) wurde von Pereira et al. (2014) gewéhlt und in weiteren Studien
wiederholt validiert (Wohr et al., 2015; Engelhardt et al., 2017; Kisko et al., 2018, 2019). Die
“Flat” Rufe wurden in diesem Falle als Rufe mit einer einzigen Komponente sowie einer
Anderung der Spitzenfrequenz unter 5 kHz spezifiziert. Auch steiler an- oder absteigende Rufe
mit einer Komponente wurden den ,,Flat* Rufen zugeordnet. Diese Einordnung entspricht somit
den ,,Flat“ Rufen von Burgdorf et al. (2008) und Wright et al. (2010). Die Autoren gingen
aullerdem davon aus, dass FM 50-kHz USV basierend auf ihrer visuellen Struktur
unterscheidbar sind und fiihrten daher den ,,Step* Subtype ein, der sich durch eine ,Flat*
Komponente und mindestens einem tiiberlappenden und hoher bzw. tiefer liegenden kurzen
»Flat“ Element auszeichnete. Der sog. ,Trill“ Ruftyp wurde als ein einzelnes
»zickzackformiges™ Rufelement definiert. Alle FM 50-kHz USV, die nicht in eine der beiden
0. g. Kategorien eingeordnet werden konnten, da diese z. B. eine ,,Trill“ und eine ,,Step*
Komponente aufwiesen, wurden zu den ,,Mixed* Subtypen gezihlt. Auch mit diesem Ansatz
konnte gezeigt werden, dass nach der Injektion von AMPH das Profil der Subtypen in Richtung
,» I 1ill* Rufe verschoben wird (Pereira et al., 2014).

Eine Annahme dieser Klassifikationsansétzen ist, dass bestimmte 50-kHz USV Subtypen mit
spezifischen Verhaltensweisen assoziiert sind und Ratten diese in bestimmten Kontexten
einsetzen. Es wurde vorgeschlagen, dass FM 50-kHz USV positiven Affekt, appetitives
Verhalten und Belohnung widerspiegeln (Burgdorf et al., 2011), da vor allem ,,Trill* Rufe
wiederholt damit in der Verbindung gebracht wurden (Burgdorfet al., 2008; Wright et al., 2010;
Wohr et al., 2015). Gestlitzt wird diese Annahme durch ein Selbstverabreichungsparadigma, da
sich Ratten Playback von FM 50-kHZ USV selbst verabreichen, wihrend dies bei ,,Flat* Rufen
nicht zu finden ist (Burgdorf et al., 2008).

Des Weiteren wurde fiir den ,,Flat“ Subtyp die Hypothese aufgestellt, dass dieser zum
Herstellen von sozialem Kontakt dient, da ,,Flat“ Rufe bei Trennung von den Artgenossen
verzeichnet wurden (Wohr et al., 2008; Wright et al., 2010). Interessanterweise reagierten
Ratten auch auf das Playback von 50-kHz Sinustdnen mit Annéherungsverhalten, was Hinweise
darauf liefert, dass die Frequenzmodulation der 50-kHz USV in diesem Kontext nicht als
verhaltenssteuernd anzusehen ist (Wo6hr und Schwarting, 2007). Detaillierte zeitliche Analysen
von 50-kHz USV und Verhaltensweisen von Ratten lieferten weiterhin Hinweise, dass USV
eine bedeutende Rolle bei der Regulierung des sozialen Verhaltens von Nagetieren spielen
(Himmler et al., 2014; Burke et al., 2017, 2018; Kisko et al., 2018, 2019). Zum Beispiel ergab
eine Studie von Burke et al. (2017), dass 50-kHz USV wichtig fiir die Koordination des
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Spielverhaltens erwachsener minnlicher Ratten waren und insbesondere USV mit einer flachen

Komponente bedeutsam fiir die Vermeidung von aggressivem Verhalten sein konnten.

1.2.2.4 Neurobiologie der Ultraschallvokalisationen

Es wurden bereits diverse Experimente durchgefiihrt, um die neurobiologischen Prozesse der
USV-basierten Kommunikation von Nagetieren zu untersuchen (Burgdorf et al., 2007;
Brudzynski, 2013). Interessanterweise scheinen sich die gegenldufigen behavioralen
Verhaltensmuster der furchtinduzierten 22-kHz und appetitiven 50-kHz USV ebenfalls in
eigenstdndigen neuronalen Aktivierungsmustern des Rattengehirns widerzuspiegeln. Mittels
eines immunohistochemischen Ansatzes zur Messung der frilhen Genexpression (C-Fos)
fanden Sadananda et al. (2008) nach der Prasentation von 22-kHz USV Playback einen Anstieg
der Aktivitdt in Hirnregionen, wie der Amygdala und dem zentralen Hoéhlengrau, die an
Angstreaktionen beteiligt sind (Canteras et al., 2010). Kongruent zu diesem Ergebnis wiesen
Parsana et al. (2012) mittels Einzelzellableitung eine erhohte Aktivitit der Amygdala nach dem
Playback von 22-kHz USV nach. Die Autoren deckten zudem auf, dass appetitive 50-kHz USV
die elektrophysiologische Aktivitit der Amygdala reduzieren konnten. Begleitend dazu konnte
nach der Prdsentation von appetitiven 50-kHz USV eine erhohte Aktivitit im Nucleus
accumbens (NAc; Sadananda et al., 2008; Pultorak et al., 2016), der insbesondere bei
Belohnungsverarbeitung involviert ist (Salamone und Correa, 2012), und im ACC (Saito und
Okanoya, 2017) gemessen werden. Kongruent dazu fanden Willuhn et al. (2014) durch Einsatz
zyklischer Voltammetrie eine phasische Dopaminausschiittung im NAc, die zugleich mit
sozialem Anndherungsverhalten korrelierte, in Reaktion auf 50-kHz USV Playback.
Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass sich die neuronalen Aktivierungmuster, u. a. auf
limbischer Ebene, mit den Annahmen zur Valenz der Ruftypen, d. h. appetitive versus aversiv,
decken. Des Weiteren konnte ein Zusammenhang zwischen 22-kHz und 50-kHz USV und der
adulten Neurogenese im Hippocampus hergestellt werden (Wohr et al., 2009), wie in Kapitel

1.3.1 naher erldutert wird.

1.2.3 Cacnalc in Nagetiermodellen

Der Einfluss einer Cacnalc Dysfunktion auf Phinotypen, die mit neuropsychiatrischen
Erkrankungen assoziiert sind, wurde insbesonders in Mausmodellen (zur Ubersicht siehe: Kabir
et al., 2017c; Moon et al., 2018) untersucht. Ein groBer Teil dieser Studien verwendete dazu
einen Ansatz zur Gendeaktivierung (engl. ,,Knockout™). Es wurden konstitutive heterozygote
)

Cacnalc (Cacnalc*) Mausmodelle untersucht und mit Cacnalc Wildtyp (Cacnalc

Kontrolltiere verglichen (Dao et al., 2010; Lee et al., 2012; Zanos et al., 2015; Bavley et al.,
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2017; Dedic et al, 2018). Im Allgemeinen sind homozyote (Cacnalc”) Tiere nicht
iberlebensfihig (Seisenberger et al., 2000). Dariiber hinaus gibt es ein Cay1.2 TS Mausmodell
mit einer Cay1.2 Gain-of-function Mutation (Bader et al., 2011; Kabitzke et al., 2018).

In weiteren Studien wurden ein Knockout von Cacnalc regionsspezifisch (Moosmang et al.,
2005; McKinney et al., 2008; White et al., 2008; Jeon et al., 2010; Lee et al., 2012; Kabir et al.,
2017b, 2017a; Terrillion et al., 2017b), zellspezifisch (Temme et al., 2016; Volkening et al.,
2017; Dedic et al., 2018) sowie wahrend unterschiedlicher Entwicklungsstufen (Dedic et al.,
2018) durchgefiihrt. Seit einigen Jahren wird ein vergleichsweise neues konstitutives
Cacnalc™” Rattenmodell verwendet (Braun et al., 2018, 2019; Kisko et al., 2018, 2019; Moon
et al.,, 2018; Sykes et al., 2018b), um den Einfluss von Cacnalc auf Endophidnotypen

neuropsychiatrischer Storungen genauer herauszuarbeiten.

1.2.3.1 Cacnalcin Mausmodellen

Diverse behaviorale Phénotypen und molekulare Signalwege, die im Zusammenhang mit
neuropsychiatrischen Stérungen stehen, wurden in den praklinischen Mausmodellen untersucht
(zur Ubersicht siehe: Moon et al., 2018). Defizite des Sozialverhaltens sowie Stimmungs- und
Emotionsdnderungen, die sich hiufig in Angst und Depression manifestieren, sind
Kernmerkmale der o. g. Storungsbilder und der Einfluss von Cayl.2 auf neuronale
Mechanismen, die der Pathophysiologie der Storungen zugrunde liegen, z. B. Verdnderungen
des PFC-Amygdala-Hippocampus Netzwerkes, wurden in den Mausmodellen exploriert (zur
Ubersicht siehe: Kabir et al., 2016).

Beziiglich der Cacnalc®” Miuse, die sich durch eine global reduzierte Expression von Cacnalc
auszeichnen, konnte ein erhohter angstdhnlicher Phanotyp bei weiblichen (Dao et al., 2010; Lee
et al., 2012) und bei ménnlichen Cacnal ¢ MAusen ermittelt werden (Bader et al., 2011; Lee
et al., 2012). Ein Knockout von Cacnalc spezifisch im Vorderhirn und im PFC ging auBerdem
mit einer gesteigerten Angstlichkeit der Versuchstiere einher, was eine wichtige Funktion der
Cacnalc Expression im Vorderhin bei der Regulation von Angst vermuten ldsst (Lee et al.,
2012). Im Gegensatz dazu konnte beim Cay1.2 TS Mausmodell, welches eine Gain-of-function
Mutation von Cay1.2 aufweist, keine Verdnderung der Angstsverhaltens gefunden werden
(Bader et al., 2011), was darauf hindeutet, dass besonders ein Funktionsverlust von Cacnalc
ein angstdhnliches Verhalten bedingt. Auf translationaler Ebene stehen die Befunde im
Einklang mit verschiedenen Humanstudien, die erhohte Angstwerte bei CACNAIC
Risikoalleltragern fanden (Erk et al., 2010, 2014a; Pasparakis et al., 2015).
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Weiterhin gibt es Hinweise, dass Cacnalc an der Regulation depressionsdhnlichem Verhaltens
beteiligt ist. Dao et al. (2010) berichteten in einer ersten Studien von einem antidepressiven

Phinotypen bei Cacnalc™

Mausen unter Verwendung des FST und TST, was in
nachfolgenden Studien bestitigt werden konnte (Bavley et al., 2017; Kabir et al., 2017b; Dedic
et al., 2018). Dariiber hinaus geniigt auch ein spezifischer Knockout von Cacnalc im adulten
PFC (Kabir et al., 2017b) und in glutamatergen Neuronen des Vorderhirns wéhrend der
Entwicklung (Dedic et al., 2018), um eine vergleichbare antidepressive Wirkung bei Méusen
zu erzielen.

Kognitive Beeintrachtigungen sind bei neuropsychiatrischen Stérungen hdufig komorbid zu
finden (Millan et al., 2012) und verschiedene Studien konnten bereits einen Zusammenhang
zwischen dem SNP rs1006737 und kognitiven Funktionen herstellen (Thimm et al., 2011;
Zhang et al., 2012; Dietsche et al., 2014). Durch den Einsatz der verschiedenen Mausmodelle
konnte gezeigt werden, dass eine Verdnderung von Cayl.2 bestimmte Formen des
Gedéchtnisses und Lernens beeinflusst. Im MWM, dessen Leistung stark vom Hippocampus
abhingig ist, wurde nachgewiesen, dass Cacnalc Vorderhirn Knockout Méuse und
Kontrolltiere eine vergleichbare Leistung in der Akquisition und Konsolidierung der
Plattformposition aufwiesen (White et al., 2008; Kabir et al., 2017a), wiahrend die Cacnalc
Knockout Méuse in einer 30 Tage spiteren Nachuntersuchung durch ein signifikantes
Gedéichtnisdefizit gekennzeichnet waren (White et al., 2008). Passend dazu berichten Temme
et al. (2016), dass neuronspezifische Cacnalc Knockout Méuse keine Lernschwierigkeiten im
MWM hatten. Durch eine Erschwerung der Aufgabe, wie das Entfernen von rdumlichen
Hinweisreizen, konnten diese Cacnalc Knockout Miause hingegen die Plattform schlechter
finden. Gestiitzt werden die Befunde, dass eine verringerte Expression von Cacnalc mit
Defiziten in erschwerten hippocampus-spezifischen kognitiven Aufgaben einhergeht, durch
eine frithere Studie von Moosmang et al. (2005), welche zeigte, dass ein konditionaler Cacnalc
Knockout im Hippocampus von Miusen zu schweren Beeintrachtigungen des rdumlichen
Lernens fithrte. Ebenfalls geht ein Knockout von Cacnalc spezifisch in exzitatorischen
Neuronen bei Mdusen mit einer verringerten kognitiven Performanz in einer Wasserlabyrinth-
Aufgabe einher, die zudem von einer defizitiren Langzeit-Potenzierung (LTP) im
Hippocampus begleitet wird (Dedic et al., 2018). Bestarkt wird diese Annahme durch Bader et
al. (2011), die im Cay1.2 TS Mausmodell, das sich durch eine Gain-of-function von Cay1.2
auszeichnet, eine normale Lernen- und Gedichtnisleistung fanden, aber auffillige Defizite
beim Umkehrlernen (engl. ,,Reversal learning; RL) im Vergleich zu Kontrolltieren

nachwiesen.
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Beziiglich des kontextuellen Angstlernens konnte nach einer Verringerung der Cacnalc
Expression eine intakte Angstkonditionierung gefunden werden (McKinney et al., 2008;
Temme et al., 2016). Im Gegensatz zu der funktionsfahigen klassischen Angstkonditionierung
berichten Jeon et al. (2010), dass bei Méusen durch den Knockout von Cay1.2 mittels eines
viralen Vektors im ACC, der eine wichtige Rolle beim Angstlernen durch Beobachtung spielt
(Debiec und Olsson, 2017), eine deutliche Beeintrdchtigung des Beobachtungslernen zu finden
war. Im Allgemeinen zeigten die ACC Knockout Miuse ein vergleichbares Angstverhalten wie
die Kontrolltiere, was darauf hindeutet, dass die neuronalen Grundlagen fiir das
Beobachtungsangstlernen und angeborene Angst unterschiedlich sind (Jeon et al., 2010). Die
bisherigen Ergebnisse deuten daraufhin, dass Cay1.2 wéihrend des Angstlernens involviert und
eine regionsspezfische funktionelle Analyse von Cay1.2 von Vorteil ist.

Defizite im Sozialverhalten und der Kommunikationsfdhigkeit lassen sich bei allen
neuropsychiatrischen Storungen zu finden und gehdren zu den Kernsyptomen der ASD
(Kennedy und Adolphs, 2012). Mit dem weit verbreiteten Ansatz zur Messung der sozialen
Annidherung in einer Dreikammer-Box (Silverman et al., 2010) konnte nachgewiesen werden,
dass adulte ménnliche Miuse, bei denen Cacnalc regionsspezifisch im Vorderhin ausgeschaltet
wurde, keine Bevorzugung eines Artgenossen gegeniiber einer leeren Kammer zeigten (Kabir
et al., 2017a; Dedic et al., 2018). Eine Beeintrachtigung der Soziabilitit wurde auch nach der
Reduzierung der Cacnalc Expression im PFC nachgewiesen (Kabir et al., 2017a), wihrend die
Verringerung der Expression von Cacnalc im NAc keinen Einfluss auf das Sozialverhalten
hatte, aufler die Versuchstiere durchliefen ein Protokoll zur Induktion von Stress durch
chronische soziale Niederlage (engl. ,,Chronic social defeat stress®; CSDS), was in einer
verringerten sozialen Interaktionszeit resultierte (Terrillion et al., 2017b). Bei Cacnalc™”
Maiusen wurden keine sozialen Defizite festgestellt (Bader et al., 2011; Dedic et al., 2018). Das
Cay1.2 TS Mausmodell wies in einer zeitlich verldngerten Version des Dreikammer-Box-Tests
soziale Defizite auf (Bader et al., 2011). Wihrend der typischen 10-miniitigen Testung konnte
hingegen kein Mangel an Soziabilitdt des Cay1.2 TS Mausmodells gemessen werden (Bader et
al., 2011; Kabitzke et al., 2018).

Basierend auf den bisherigen Ergebnissen ldsst sich daher feststellen, dass soziale Defizite
insbesondere bei regionsspezifischen Cacnalc Verinderungen, nicht aber bei Cacnalc™
Maiusen zu finden sind. An dieser Stelle ist es wichtig zu erwédhnen, dass die Auswirkungen
genetischer Cacnalc Verdnderungen auf Sozialverhalten und Kommunikation fast
ausschlieBlich bei erwachsenen méannlichen Méusen untersucht wurden (Bader et al., 2011,

Kabir et al., 2017a; Terrillion et al., 2017b; Dedic et al., 2018; Kabitzke et al., 2018). Dies steht
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im Gegensatz zu den Bemiihungen des National Institutes of Health (NIH), die Zahl der
weiblichen Tiere in der praklinischen Forschung zu erh6hen (McCullough et al., 2014), um den
bekannten geschlechterspezifischen Verzerrungseffekten entgegenzuwirken (Beery und
Zucker, 2011). Besonders hervorzuheben ist, dass es diverse Hinweise auf
geschlechtsspezifische Effekte der partiellen Cacnalc Deletion auf storungsrelevante
Verhaltensweisen im Mausmodell gibt, da weibliche, aber nicht ménnliche Cacnalc™” Miuse
erhohtes Angstverhalten, eine groBBere Dampfung der AMPH-induzierten Hyperlokomotion
und eine geringere Entwicklung erlernter Hilflosigkeit aufwiesen (Dao et al., 2010), was sich
mit den geschlechtspezifischen Effekten im Humanbereich deckt (Dao et al., 2010; Witt et al.,
2014; Heilbronner et al., 2015; Takeuchi et al., 2018).

Bisher ist nur wenig iiber die Hirnmorphologie der Cacnalc Mausmodelle bekannt, was in
Anbetracht der bildgebenden Studien, die eine Assoziation von CACNAIC und strukturellen
Verianderungen des menschlichen Gehirns herstellen konnten, tiberraschend ist (Kempton et al.,
2009; Wang et al.,, 2011a; Dietsche et al., 2014; Soeiro-de-Souza et al., 2017). Erste
morphometrische Analysen konnten trotz einer verringerten hippocampalen Neurogenese
(siehe: 1.3.2 Kapitel) keinen Einfluss von Cacnalc auf das Volumen des Hippocampus und
verschiedenen Substrukturen bei den unterschiedlichen Cacnalc Knockout Mausmodellen
feststellen (Lee et al.,, 2016; Temme et al., 2016). Weiterhin wurden beim Cay1.2 TS
Mausmodell keine auffilligen Hirnverdnderungen gefunden, auch wenn die Autoren eine
geringfiigige VergroBerung der lateralen Ventrikel von Cay1.2 TS Méusen im Vergleich zu

Kontrolltieren berichten (Bett et al., 2012).

1.2.3.2 Cacnalc im Rattenmodell

Die Verwendung von Ratten als Modellorganismus fiir storungsrelevante Verhaltensweisen
kann zur Steigerung der translationalen Validitdt beitragen, da sie in hierarchischen Gruppen
leben, ein ausgefeilteres Sozialverhalten aufweisen, aber dabei weniger territorial und aggressiv
sind als Méuse (Ellenbroek und Youn, 2016). Basierend auf dem Sprague-Dawley Rattenstamm
wurden mittels des etablierten Protokolls von Geurts et al. (2009) Cacnalc*” Ratten von der
Firma SAGE Labs (heute Horizon Discovery Ltd, Cambridge, UK) unter Zuhilfenahme der

Zinkfinger-Nukleasen Technologie generiert. Diese Cacnalc™

Ratten tragen eine vier
Basenpaare (bp) umfassende Deletion bei 460649-460652 bp in der genomischem Sequenz,
was zu einem frithen Stoppcodon im sechsten Exon fiihrt. Die partielle Cacnalc Depletion
verursacht eine Reduktion des Cay1.2 Proteinspiegels um ca. 50 % im Gehirn von ménnlichen

und weiblichen Cacnalc™” Ratten im Vergleich zu Cacnalc™* Wurfgeschwistern (Kisko et al.,
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2018, 2019; Sykes et al., 2018b). Die Verwendung von homozygoten Cacnalc Ratten ist nicht
moglich, da diese Tiere nicht iiberlebensfihig sind (Seisenberger et al., 2000).

Da es sich bei dem Cacnalc™ Rattenmodell um ein vergleichsweise neues Modell handelt, ist
bis zum jetzigen Zeitpunkt nur wenig iiber den Phanotyp der Tiere bekannt. Beziiglich basaler

Parameter wurde eine verzdgerte Entwicklung des Korpergewichtes von juvenilen weiblichen

/- +/+

Cacnalc™ Ratten im Vergleich zu Cacnalc™" Wurfgeschwistern berichtet, was bei

méannlichen Tieren nicht festgestellt werden konnte (Kisko et al., 2018, 2019). Adulte

Cacnalc™ und Cacnalc™™*

Ratten zeigten vergleichbare lokomotorische Aktivitdt in einem
leeren Haltungskéfig und im Offenfeld (Sykes et al., 2018b), was sich mit den Ergebnissen
deckt, dass die lokomotorische Aktivitit wahrend des Spielverhaltens von juvenilen Tieren
nicht vom Genotyp beeinflusst wurde (Kisko et al., 2018, 2019). Auch auf repetitive und
stereotype Verhaltensmuster, gemessen anhand der Eigenfellpflege (engl. ,,Self-grooming®)
und des Drehverhaltens (engl. ,,Circling behavior), konnte weiterhin kein Effekt des Genotyps
bei juvenilen Versuchstieren festgestellt werden (Kisko et al., 2018, 2019).

Die ersten behavioralen Studien, die die Auswirkung einer Cacnalc Haploinsuffizienz im

- Rattenmodell untersuchten, konzentrierten sich zunichst auf die kognitive

Cacnalc
Funktionsféhigkeit (Braun et al., 2018, 2019; Sykes et al., 2018b). In ihrer Studie berichten
Sykes et al. (2018), dass minnliche Cacnalc®” Ratten eine Beeintrichtigung des RL, vor allem
in der friihen Phase des Umlernens, im Vergleich zu Cacnalc™* Kontrolltieren aufwiesen, was
Hinweise auf eine verringerte behaviorale Flexibilitit der Cacnalc™ Tiere lieferte. Im Kontrast
dazu zeigten Braun et al. (2018), dass das RL bei Cacnalc*” Ratten im Vergleich zu
Cacnalc™™ Kontrolltieren nicht verindert war. Interessanterweise fanden die Autoren sogar
positive Auswirkungen auf das rdumliche Gedédchtnis in Abhingigkeit des Geschlechts der
Ratten, da beispielsweise weibliche Cacnalc*” Tiere weniger Fehler in der Lernphase
begangen als weibliche Cacnalc*™" Ratten.

In zwei weiteren Studien untersuchten Kisko et al. (2018, 2019) den Einfluss der Cacnalc
Haploinsuffizienz auf das juvenile Spielverhalten von Ratten, da diverse Hinweise auf soziale
Defizite in den verschiedenen Cacnalc Mausmodellen gefunden wurden. Hier zeigten sich
abermals geschlechtspezifische Effekte, da minnliche Cacnalc™” Ratten im Vergleich zu
Cacnalc™ Kontrolltieren eine signifikant verringerte Emission von 50-kHz USV wiihrend des
Spiels aufwiesen, wohingegen das Spielverhalten nicht beeinflusst war (Kisko et al., 2018). Zu
diesem Befund steht kontrir, dass bei weiblichen Cacnalc™ Ratten die 50-kHz USV Emission
wihrend des Spielverhaltens im Vergleich zu Cacnalc™* Kontrolltieren nicht verindert war

(Kisko et al., 2019). Das Spielverhalten hingegen zeigte sich jedoch stark erhoht, da weibliche
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Cacnalc*” Tiere vor allem mehr Niederdriickverhalten (engl. ,,Pinning*) als Cacnalc™*

Kontrolltiere zeigten. Das Ausmall des Spielverhaltens weiblicher Cacnalc*” Ratten war
interessanterweise sogar deutlich groBer als das ménnlicher Cacnalc™" Ratten (Kisko et al.,
2019). Dariiber hinaus zeigten beide Geschlechter der Cacnalc™” Tiere ein verringertes soziales
Anniherungsverhalten in Reaktion auf 50-kHz USV Playback im Vergleich zu Cacnalc*™*
Kontrolltieren (Kisko et al., 2018, 2019).

Morphologische Hirnverinderungen wurden bis zum heutigen Zeitpunkt kaum im Cacnalc™”
Rattenmodell untersucht. Lediglich Moon et al. (2018) untersuchen die GroBe des Gyrus
dentatus des Hippocampus und fanden keine signifikanten Unterschiede zwischen ménnlichen

~ Ratten und Cacnalc™" Kontrolltieren, auch wenn die adulte Neurogenese

Cacnalc”
(siche: Kapitel 1.3.2) verdndert war. Weitere neurobiologische Messungen zeigten, dass eine
partielle Cacnalc Depletion in vitro mit einer erhdhten mitochondrialen Resistenz gegen

oxidativen Stress assoziiert ist (Michels et al., 2018b, 2018a, 2019).

1.3 Neurogenese im adulte Gehirn

Als adulte Neurogenese wird der Prozess bezeichnet, bei dem neue Nervenzellen im
erwachsenen Gehirn entstehen (zur Ubersicht siehe: Kempermann, 2011a; Ming und Song,
2011; Kuhn et al., 2018). Diverse Studien deuten darauthin, dass strukturelle und funktionelle
Verdanderungen des Hippocampus, wie eine hippocampale Volumenreduktion und eine
verringerte adulte Neurogenese (Campbell et al., 2004; Lucassen et al., 2010), mit
neuropsychiatrischen Stérungen assoziiert sind. Daher wird eine verdnderte adulte
hippocampale Neurogenese (AHN) als gemeinsamer Mechanismus in der Pathophysiologie der
mit CACNAIC assoziierten Storungsbilder diskutiert (Samuels und Hen, 2011; Kang et al.,
2016; Toda et al., 2018).

Die Forschungsgeschichte inklusive der neuesten Erkenntnisse zur adulten Neurogenese sind
von Kontroversen geprigt, wie Gage (2019) in seiner Ubersichtsarbeit nachvollziehbar
erlautert. Bevor Altman und Das (1965) erste Hinweise darauf lieferten, dass im postnatalen
Hippocampus von Ratten neue Nervenzellen entstehen, bestand das vorherrschende Dogma der
damaligen Zeit darin, dass Neurogenese auf die Entwicklung des embryonalen Gehirns
beschrankt ist. Den Ergebnissen von Altman und Das (1965) wurden zum Zeitpunkt der
Veroffentlichung wenig Aufmerksamkeit geschenkt und erst in den 1970er Jahren stiitzen
weitere Befunde die Annahme der adulten Neurogenese in verschiedenen Hirnarealen, da
Kaplan und Hinds (1977) Neurogenese im adulten Hippocampus von Ratten und Goldman und

Nottebohm (1983) diese bei Vogeln nachweisen konnten. Ab den 1990er Jahren erlebte die
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Forschung nach einer Reihe von Verdffentlichungen iiber adulte Neurogenese bei Menschen
und nicht-menschliche Primaten (Cameron et al., 1993; Eriksson et al., 1998; Gould, 1999)
einen erneuten Aufschwung. Es gilt seitdem als gesichert, dass adulte Neurogenese bei vielen
Saugetieren in distinkten Hirnregionen, insbesondere in der subventrikuldren Zone (SVZ) der
seitlichen Ventrikel und im Hippocampus, wihrend des Erwachsenenalters stattfindet
(Kempermann et al., 2015; Kuhn et al., 2018; Gage, 2019). Ein Fokus der Forschung liegt auf
der AHN, da diese an wichtigen kognitiven Funktionen wie Lernen, Gedéchtnis, kognitiver

Flexibilitdt und Emotionsprozessen beteiligt ist (Kempermann et al., 2015; Toda et al., 2018).

1.3.1 Adulte hippocampale Neurogenese

Im adulten Hippocampus findet die Neurogenese im Bereich des Gyrus dentatus (engl. ,,Dentate
gyrus®; DQ) statt und ist ein komplexer mehrstufiger Entwicklungsprozess, der Proliferation,
Zelldifferenzierung, Migration, Uberleben und Integration neuronaler Zellen umfasst (zur
Ubersicht siehe: Toda et al., 2018). Basierend auf der Zellmorphologie und verschiedenen
Markerproteinen lassen sich die Entwicklungsstufen der Zellen beschreiben, die iiber den
Entwicklungsprozess hinweg aus der subgranularen Zone (SGZ) in die Granularzellschicht
(engl. ,,Granule cell layer*; GCL) wandern (Ming und Song, 2005; Abbildung 2). Wie
Kempermann et al. (2015) in ihrer Ubersichtsarbeit beschreiben, enstehen radialgliashnliche
(engl. ,,Radial glia-like*) Stammzellen (Typ 1) in der SGZ, die sich dann vergleichweise
langsam zu intermedidren Vorlduferzellen (Typ 2-3) entwickeln. Diese sich dann schnell
teilenden Typ 2 Zellen weisen zunédchst einen gliadhnlichen (Typ 2a) und anschlieBend einen
neuronalen (Typ 2b) Phinotyp auf. Im ndchsten Schritt reifen die Zellen zu Neuroblasten
(Typ 3), verlassen den Zellzyklus und migrieren in die GCL. Nun treten diese unreifen
Nervenzellen in ein postmitotisches Reifestadium ein und entwickeln sich zu exzitatorischen
Granularzellen, deren Dendriten in die Molekularschicht (Mol) integriert werden. Die Axone
dieser Granularzellen verbinden zudem mittels des sog. Moosfasertrakts (engl. ,,Mossy fiber
pathway*) den DG mit dem CA3 Areal des Hippocampus (Abbildung 2A). Da normalerweise
ca. 50 % dieser jungen hippocampalen Nervenzellen eine Woche nach ihrer Entstehung
absterben (Pieper et al., 2010), ldsst sich die AHN auch als ein Gleichgewicht zwischen
Proliferation von Stammzellen und dem Uberleben junger Neurone beschreiben.

Zur Untersuchung der AHN konnen diverse immunohistochemische Marker verwendet werden
(zur Ubersicht siehe: Kempermann, 2011b; von Bohlen und Halbach, 2011). Ein weit
verbreiteter Ansatz ist die intraperitoneale (i. p.) Injektion des exogenen Markers

Bromdesoxyuridin (5-Brom-2-desoxyuridin; BrdU) zur Identifikation von neu entstandenen
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hippocampalen Zellen (Wojtowicz und Kee, 2006). BrdU ist ein Analogon des Thymidin und
wird wahrend der Synthese-Phase des Zellzyklus in die neu synthetisierte DNA eingebaut (von
Bohlen und Halbach, 2011). Je nach Forschungsfrage konnen die Anzahl der Injektionen, die
Dosierung und die Dauer bis zur Entnahme des Hippocampus variiert werden, um

unterschiedliche Entwicklungsstadien der Zellen zu ermitteln (Abbildung 2B).

A &
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der adulten hippocampalen Neurogenese bei Ratten. (A) Coronaler
Schnitt durch den Hippocampus, der den DG (gelb/schwarz gestreifte + grau schattierte Region) hervorhebt. Der
DG gliedert sich auf in die Mol (wei3), GCL (grau) und Hi (orange). Die SGZ (schwarz schraffierte) befindet sich
zwischen GCL und Hi. Ein Neuron (lila) in der GCL wird in (B) vergroftert, um die Entwicklungsstufen
neuronaler Stammzellen darzustellen. (B) Darstellung der GCL, um die Stadien der adulten Neurogenese zu
verdeutlichen. Diverse endogene Marker der Proliferation, z. B. GFAP oder Ki-67, der Differenzierung, z. B.
DCX, und der Reifung, z. B. NeuN, konnen in Kombination mit zeitlich abgestimmten BrdU-Injektionen zur
Bestimmung des neuronalen Phénotyps und Entwicklungsstadiums von Zellen verwendet werden (angepasst nach
Mandyam und Koob, 2012).

So markiert beispielsweise eine einmalige Verabreichung von BrdU eine Stunde vor der
Hirnentnahme Zellen, die sich in frithen Phasen der Proliferation befinden (Pieper et al., 2010).
Wihlt man hingegen ein Vorgehen mit wiederholten Injektionen von BrdU {iber mehrere Tage

hinweg, so wird eine Mischung aus Proliferation und unreifer Zellen gemessen, da bereits
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wenige Tage nach der ersten BrdU Injektion die neuen Zellen Marker fiir unreife Neurone
exprimieren (von Bohlen und Halbach, 2011). Wird das Intervall bis zur Gewinnung des
Hippocampus auf mehrere Wochen verlingert, so zeigen BrdU® Zellen das Uberleben
hippocampaler neuronaler Vorlduferzellen an (Lee et al., 2016).

Des Weiteren gibt es diverse endogene Zellmarker zur Bestimmung der Stadien der AHN
(Kempermann, 2011b; von Bohlen und Halbach, 2011; Abbildung 2B). Sehr friihe proliverative
Prozesse konnen mittels des sauren Gliafaserproteins (engl. ,,Glial fibrillary acidic protein®;
GFAP) identifiziert werden. Als breitere Marker der Proliferation dienen beispielsweise das
Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA) und Kiel 67 (Ki-67), die beide teilende Zellen
markieren konnen (von Bohlen und Halbach, 2011). In spéteren Stufen der Proliferation
(Stufe 2b-3)  werden  Doublecortin  (DCX) und das polysialysierte  neurale
Zelladhédsionsmolekiil (engl. ,,Polysialylated neural-cell-adhesion molecule; PSA-NCAM)
exprimiert. Beide Marker konnen die neuronale Zelldifferenzierung kennzeichnen
(Kempermann et al., 2015). Da DCX und PSA-NCAM auch nach dem Austritt aus dem
Zellzyklus hinweg wéhrend der postmitotischen Reifung exprimiert werden, kdnnen beide auch
als Indikatoren fiir unreife (engl. ,,immature*) Neurone verwendet werden (von Bohlen und
Halbach, 2011). Nach dem Austritt aus dem Zellzyklus beginnen die Nervenzellen das
neuronspezifische Zellkernprotein (engl. ,,Neuron-specific nuclear protein; NeuN) zu
expremieren, welches als der am hiufigsten verwendete Marker fiir adulte Neurone gilt
(Kempermann, 2011b).

Bei der Verwendung der Zellmarker sind verschiedene methodische Aspekte und Limitationen
zu berticksichtigen. Zum einem ist die AHN ein transienter Prozess und die Expressionsmuster
der Marker weisen je nach Entwicklungsstufe Uberlappungen auf, so dass nur bedingt der
exakte Entwicklungssstand einer Zelle bestimmt werden kann. Zum anderen ist die neuronale
Spezifitit der Marker nicht immer gegeben, da beispielsweise der Zellzyklus-Marker PCNA
keine Unterscheidung ermdglicht, ob PCNA™ Zellen zur glialen oder neuronalen Zellpopulation
gehoren (von Bohlen und Halbach, 2011). Da die verfiigbaren Marker Vor- und Nachteile
haben, bietet sich eine Kombination mehrerer Marker an, um diese Herausforderungen zu
bewiltigen. Der akutelle Goldstandard ist eine immunhistochemische Doppelmarkierung von
Zellen durch BrdU in Kombination mit einem weiteren endogenen Marker, z. B. Ki-67 oder
NeuN, um den Stand der Zellentwicklung oder den neuronalen Phénotyp der Zellen zu

validieren (Kuhn et al., 2018).
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1.3.1.1 Verhalten und adulte hippocampale Neurogenese bei Nagetieren

Mit Hilfe von Nagetierstudien konnte gezeigt werden, dass die AHN eine Rolle bei vielen
krankheitsrelevanten behavioralen Phénotypen spielt, da die im adulten Alter entstandenen
Neuronen einen signifikanten Einfluss auf kognitive Fdhigkeiten sowie emotionales und
soziales Verhalten haben (Gongalves et al., 2016; Holmes, 2016; Anacker und Hen, 2017; Toda
et al.,, 2018). An der Regulation der AHN sind eine Vielzahl an Faktoren beteiligt, wie
Umwelteinfliisse, Wachstumsfaktoren, Glukokortikoide und Neurotransmitter (Toda et al.,
2018). Negative Umweldbedingungen, wie soziale Isolation und unvorhersehbarer chronischer
Stress (Stranahan et al., 2006; Cz¢h et al., 2007; de Andrade et al., 2013), verringern die AHN,
wihrend positive Umweltfaktoren, wie physische Aktivitit und Umweltanreicherungen (van
Praag et al., 1999a, 1999b; Brenes et al., 2016), die AHN erhdhen. Insbesondere das soziale
Umfeld von Nagetieren kann die hippocampale Neurogenese beeinflussen (Gheusi et al., 2009;
Lieberwirth und Wang, 2012).

Wie Holmes (2016) in einer Ubersichtsarbeit erliutert, wird die AHN durch eine Vielzahl
sozialer Manipulationen, wie soziale Isolation, soziale Konflikte und sozio-sexuelle
Interaktionen, beeinflusst. In einer renommierten Studie von Lu et al. (2003) konnte gezeigt
werden, dass eine Isolationshaltung von Ratten die Proliferation von Zellen im Hippocampus
verringerte. Spannenderweise konnte dieses Defizit durch eine nachfolgende Gruppenhaltung
der Tiere wieder auf ein normales Niveau gebracht werden, was den Zusammenhang zwischen
AHN und sozialer Interaktion verdeutlicht.

In einer aktuellen Studie von Anacker et al. (2018) konnten die Autoren zudem einen kausalen
Zusammenhang zwischen AHN und sozialem Interaktionsverhalten von Miusen nach CSDS
herstellen, da die chemogenetische Hemmung der Neurogenese im DG eine robuste
Vermeidung einer Stimulus-Maus in einem sozialen Interaktionstest verursachte. Gegenldufig
dazu fiihrte eine Steigerung der hippocampalen Neurogenese zu einer erhdhten Soziabilitét der
Mause (Anacker et al., 2018).

Im Kontext des Sozialverhaltens berichten Wohr et al. (2009) ferner von einem Zusammenhang
zwischen USV und AHN von Ratten. Die Autoren induzierten mittels ,,Tickling® USV und
fanden einen hoch positiven Zusammenhang zwischen Proliferation und der Anzahl an 50-kHz
USYV, wihrend eine hoch negative Korrelation zwischen der Emission von 22-kHz USV und
der Proliferation festgestellt wurde. Interessanterweise war die Proliferation spezifisch bei
jenen Ratten deutlich erhoht, die die ,, Tickling* Prozedur als besonders positiv empfanden, was

an einer erhohten Emission von 50-kHz USV der Tiere festgemachten wurde.
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1.3.1.2 Funktionelle Lingsachse der hippocampalen Neurogenese

Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass der Hippocampus entlang seiner Lingsachse eine
heterogene Struktur ist und die AHN entlang dieser dorso-ventralen Achse unterschiedliche
Funktionen einnimmt (Fanselow und Dong, 2010), da Lé&sionen des dorsalen
Hippocampus (dHC) Kognitionen und Lernen und Lésionen des ventralen Hippocampus (VHC)
emotionales und soziales Verhalten verindern (Kheirbek und Hen, 2011; zur Ubersicht siehe:
Anacker und Hen, 2017). Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass die antidepressive
Wirkung von Serotonin-Wiederaufnahmehemmern (engl. ,,Serotonin reuptake inhibitors®;
SSRIs) nicht nur im Zusammenhang mit der Rate der AHN stehen (Santarelli et al., 2003; zur
Ubersicht siehe: Micheli et al., 2018), sondern Antidepressiva selektiv die AHN im vHC
erh6hen, wie Banasr et al. (2006) nach einer wiederholten Gabe von Agomelatin, einem

Melatonin-Rezeptor Agonisten und serotonergen 5-HT>c-Rezeptor Antagonisten, berichten.

1.3.2 Cacnalc und adulte hippocampale Neurogenese

Wie bereits erwihnt, diskutieren Kabir et al. (2016) eine Dysregulation des PFC-Amygdala-
Hippocampus Netzwerkes bedingt durch Cacnalc Verdnderungen als Grundlage fiir die
Entstehung von neuropsychiatrischen Stérungen. Da die AHN bereits mit vielen
krankheitsrelevanten Phénotypen in Verbindung gebracht wurde (Toda et al., 2018), konnte
eine verdnderte Neurogenese zur Dysregulation des Netzwerkes beitragen. Die adulte
Neurogenese respektive die verschiedenen Prozesse der Neurogenese werden von der
Signaliibertragung mittels Calcium reguliert (Toth et al., 2016). Der Cayl.2 Kanal, der
insbesondere im Hippocampus exprimiert wird (Schlick et al., 2010), scheint daher eine
wichtige Funktion bei der Regulation der AHN einzunehmen, wie von Kabir et al. (2017c¢)
ausfiihrlich diskutiert wird. Pharmakologische Studien lieferten erste Hinweise darauf, dass
eine Blockierung von LTCCs, beispielsweise mit dem Cay1.2/1.3 Antagonist Nifedipin, die
aktivitatsabhiangige Proliferation (Zhu et al., 2012) und adulte Neurogenese im Hippocampus
(Deisseroth et al., 2004) reduzierte.

Bei den unterschiedlichen Cacnalc Nagetiermodellen konnten neben verdnderten behavioralen
Phiinotypen verringerte Proliferation und reduzierte Uberlebensraten adulter Neurone im
Hippocampus nachgewiesen werden (zur Ubersicht siehe: Moon et al., 2018). In einer ersten
Studie zeigten Lee et al. (2016), dass ein Vorderhin-spezifischer Knockout von Cacnalc bei
Miusen die Anzahl der unreifen Neuronen und das Uberleben der neugeborenen
hippocampalen Nervenzellen verringerte, wobei der Glukokortikoidspiegel der Versuchstiere

nicht verdndert war. In anderen Mausmodellen war die neuron-spezifische Deletion von
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Cacnalc mit einer reduzierten Anzahl unreifer Neuronen (Temme et al., 2016) und die Deletion
von Cacnalc auf astrozytenidhnlichen (Typ-1) neuronalen Stammzellen mit einer reduzierten
Zellproliferation bzw. neuronalen Zelldifferenzierung assoziiert (Volkening et al., 2017). Bei
Ratten gibt es erste Hinweise darauf, dass Cacnalc die AHN verédndert, da in einer Studie von
Moon et al. (2018) von einer reduzierten Proliferationsrate bei ménnlichen Cacnalc™ Ratten
berichtet wird.

Die Cay1.2 Expression scheint auf junge reife Neurone im Hippocampus beschrinkt zu sein
(Marschallinger et al., 2015) und Cay1.2 ist nicht auf neuronalen Stammzellen zu finden
(Deisseroth et al., 2004). Da Cacnalc nicht nur das Zelliiberleben, sondern auch die
Proliferation verdndert, ist der genaue Mechanismus (zellautonom vs. nicht-autonom), wie
Cacnalc die unterschiedlichen Stufen der Neurogenese beeinflusst, noch unklar (Lee et al.,
2016; Volkening et al., 2017). Ein moglicher nicht-autonomer Mechanismus kénnte durch den
Wachstumsfaktor BDNF (engl. ,,Brain-derived neurotrophic factor*) vermittelt sein, da LTTCs
als primare Hauptquelle fiir Calcium-Ionen wihrend der BDNF Synthese fungieren (Kabir et
al., 2017c). Passend zu dieser Annahme berichten Lee et al. (2016), dass Vorderhin-spezifische
Cacnalc Knockout Miuse verringerte hippocampale BDNF Spiegel aufwiesen. Die Autoren
zeigten auch, dass durch den Einsatz des neuroprotektiven Aminopropylcarbazols P7C3-A20
die AHN auf ein normales Niveau gebracht werden konnte, indem die hohe Sterblichkeitsrate
hippocampaler junger Neuronen verringert wurde. Dieser therapeutische Effekt wurde aber
unabhingig vom hippocampalen BDNF Spiegel erreicht, was darauf hindeutet, dass es

alternative Therapiewege zur Wiederherstellung der Neurogenese gibt.
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2 FRAGESTELLUNG UND HYPOTHESEN

Das Risikogen CACNAIC ist an der Atiologie aller wichtigen neuropsychiatrischen Stérungen,
d. h. MDD, BPD, ASD und SCZ, beteiligt, wobei Frauen stirker von CACNAIC Mutationen
betroffen sind als Mainner. Diese Storungen zeichnen sich durch iiberlappende
Symptombereiche aus, da insbesondere Defizite der sozialen Funktionsfdhigkeit und
Verdnderungen des affektiven Zustands zu finden sind. Mittels Bildgebungsstudien wurde ein
Zusammenhang zwischen CACNAIC und Verdnderungen der Gehirnstruktur und -funktion
aufgedeckt. Auf translationaler Ebene konnten abweichendes Sozialverhalten und verringerte
AHN in Cacnalc Nagetiermodellen nachgewiesen werden.

Ein Ziel dieser Dissertation war es, die Effekte einer Cacnalc Haploinsuffizienz auf das
Sozialverhalten des Cacnalc'” Rattenmodells im Erwachsenenalter zu untersuchen, da im
juvenilen Alter bereits ein verdndertes Sozialverhalten gefunden wurde (Kisko et al., 2018,
2019). Basierend auf den geschlechtsspezifischen Effekten von Cacnalc (Dao et al., 2010;
Braun et al., 2018) wurde der Fokus in der vorgelegten Studie I auf das direkte reziproke soziale

*/* Kontrolltieren gelegt.

Interaktionverhalten weiblicher Cacnalc™ Ratten und Cacnalc
Neben einer umfangreichen Auswertung sozialer und nicht sozialer Verhaltensweisen wurde
die Emission von 50-kHz USV detailliert beziiglich Ruftypen und akustischer Parameter
ausgewertet, um den Einfluss von Cacnalc auf die pro-soziale Kommunikation zu ermitteln.
AuBlerdem wurde durch zeitliche Synchronisation Verhaltensweisen und 50-kHz USV
verkniipft, um weitere Einblicke in Funktion von 50-kHz USV zu erhalten. In Anbetracht der
bekannten behavioralen Abweichungen wurde daher in Studie I erwartet, dass adulte weibliche
Cacnalc*” Ratten ein verdndertes Sozial- und Kommunikationsverhalten im Vergleich zu
Cacnalc™™ Kontrolltieren aufweisen.

In Studie IT wurde der Einfluss der Cacnalc Haploinsuffizienz auf die adulte Neurogenese im
Hippocampus untersucht. Die AHN wird als ein grundlegender Mechanismus in der
Pathophysiologie neuropsychiatrischer Storungen diskutiert (Toda et al., 2018) und steht in
einem direkten Zusammenhang zum Sozialverhalten von Nagetieren (Holmes, 2016; Anacker
et al., 2018). In vorherigen Studien konnte eine verringerte AHN bei Cacnalc
Nagetiermodellen festgestellt werden (Moon et al., 2018). Die adulte Neurogenese ist ein
Zusammenspiel aus Proliferation und Zelliiberleben junger Nervenzellen, daher wurden diese
Prozesse mit dem immunohistochemischen Marker BrdU und zwei endogenen Zellmarkern

basierend auf einer immunfluoreszierenden Mehrfachfirbung in adulten weiblichen Cacnalc™”

Ratten und Cacnalc™ Kontrolltieren untersucht. Des Weiteren wurden volumetrische
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Fragestellung und Hypothesen

Analysen des dorsalen Hippocampus und medialen préfrontalen Cortex erstellt, um den
Einfluss von Cacnalc auf die Hirnanatomie zu ermitteln. Beruhend auf den Befunden zur
verringerten AHN in Cacnalc Nagetiermodellen wurde in Studie Il erwartet, dass die Cacnalc
Haploinsuffizienz zu einer verringerten hippocampalen Neurogenese sowie morphologischen

Hirnverdnderungen bei adulten weiblichen Ratten fiihrt.
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Zusammenfassung der Publikationen

Studie I: Effects of Cacnalc haploinsufficiency on social interaction behavior and

50-kHz ultrasonic vocalizations in adult female rats

Redecker TM, Kisko TM, Schwarting RKW, Wohr M (2019) Effects of Cacnalc
haploinsufficiency on social interaction behavior and 50-kHz ultrasonic vocalizations in

adult female rats. Behav Brain Res 367:35-52.

Zusammenfassung

Das Risikogen CACNAIC wurde wiederholt mit den wichtigsten neuropsychiatrischen
Storungen in Verbindung gebracht. Interessanterweise konnten geschlechtsabhingige Effekte
von CACNA 1C Mutationen auf Pravalenz und psychologische Eigenschaften gefunden werden,
so dass davon auszugehen ist, dass Frauen stirker von CACNAIC Verdnderungen betroffen
sind als Ménner. Neuropsychiatrische Erkrankungen weisen neben hohen Komorbiditatsraten
eine Uberlappung vieler Symptombereiche auf, da insbesondere Defizite in der sozialen
Funktionsfdhigkeit hdufig berichtet werden. Auch durch Verhaltensstudien an Cacnalc
Nagetiermodellen konnten wiederholt Defizite des Sozialverhaltens und geschlechtsabhéngige
Effekte auf den behavioralen Phianotyp gefunden werden.

Die folgende Studie konzentrierte sich daher auf die Rolle von Cacnalc an der Regulation von

Sozialverhalten und Kommunikation bei erwachsenen weiblichen heterozygoten (Cacnalc*”)

Ratten und Wildtypwurfgeschwistern (Cacnalc™*).

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Cacnalc Haploinsuffizienz zu einer verdnderten Kommunikation und leichten sozialen
Defiziten wahrend der direkten sozialen Interaktion von weiblichen Ratten fiihrt. Detaillierte
zeitliche Analysen zeigten eine deutliche Reduktion der Emission von 50-kHz USV wihrend
nicht-sozialer Verhaltensweisen, was auf einen allgemein reduzierten positiven Affektzustand
der Cacnalc®” Ratten hinweist. Die Ergebnisse dieser Studie unterstiitzen die Rolle von
Cacnalc bei der Regulation von Verhaltensphinotypen, die im Zusammenhang mit

neuropsychiatrischen Storungen stehen.
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Studie II: Cacnalc haploinsufficiency lacks effects on adult hippocampal
neurogenesis and volumetric properties of prefrontal cortex and hippocampus in

female rats

Redecker TM, Kisko TM, Schwarting RKW, Wo6hr M (eingereicht Januar 2020) Cacnalc
haploinsufficiency lacks effects on adult hippocampal neurogenesis and volumetric

properties of prefrontal cortex and hippocampus in female rats. Neurosci Lett.

Zusammenfassung

Das krankheitsiibergreifende Risikogen CACNAIC ist an der Entstehung aller wichtigen
neuropsychiatrischen Erkrankungen beteiligt, wobei Frauen oft stirker von CACNAIC
Mutationen betroffen sind als Ménner. Humane Bildgebungsstudien zeigten, dass CACNAIC
Alterationen mit anatomischen und funktionellen Hirnverdnderungen, wie vermindertes
préafrontales Volumen, mikrostrukturelle Verdnderungen im Hippocampus und verminderter
hippocampaler Aktivitit wihrend Gedichtnisaufgaben, einhergehen.

Bei Cacnalc Mausmodellen wurden wiederholt krankheitsdhnliche Verhaltensphdnotypen und
eine reduzierte adulte hippocampale Neurogenese, die in der Pathologie neuropsychiatrischer
Storungen involviert ist, festgestellt. In dieser Arbeit wurde auf das kiirzlich entwickelte
Cacnalc Rattenmodell zuriickgegriffen und es wurden zwei Untersuchungen durchgefiihrt, um
die Auswirkungen der partiellen Cacnalc Depletion auf die Neurogenese und die
volumetrischen Eigenschaften des Hippocampus und des priafrontalen Cortex bei erwachsenen
weiblichen heterozygoten (Cacnalc™”) Ratten und Wildtyp (Cacnalc™*) Kontrolltieren zu
erheben. Dazu wurden in Untersuchung 1 die Proliferation und das Uberleben von adulten
hippocampalen Zellen basierend auf einem 5-Bromdoxyuridin-Ansatz, der den neuronalen
Phénotyp der gefiarbten Zellen durch die Anwendung einer immunfluoreszierenden
Mehrfachmarkierung sicherstellt, untersucht. In Untersuchung 2 wurde eine detaillierte
volumetrische Analyse des dorsalen Hippocampus und des medialen prifrontalen Cortex unter
Berticksichtigung der wichtigsten Substrukturen durchgefiihrt. Die Ergebnisse weisen auf ein
vergleichbares Niveau der Zellproliferation und des Uberlebens neuronaler Zellen bei
Cacnalc™ Ratten und Cacnalc™* Kontrolltieren hin. Dariiber hinaus wurden bei
Cacnalc*” Ratten und Cacnalc”" Kontrolltieren vergleichbare Volumina des dorsalen
Hippocampus und des medialen préfrontalen Kortex iiber diverse Substrukturen hinweg
gefunden, was darauf hindeutet, dass eine Cacnalc Haploinsuffizienz keine signifikanten

Auswirkungen auf diese Hirnstrukturen bei weiblichen Ratten hat.
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1. Background

ABSTRACT

The risk gene CACNAIC ls strongly implicated in the etlology of all major psvchiatrie disceders, such as de-
pressive disorder, bipolar disorder, autism spectrum disorder, and schizophrenia, These disorders feature high
levels of comorhidity and share an overlap of sympbims; in ]'lnrtil:ular..d:ﬁ.n:iu im social funclioning ane cammon
Intriguaingly, sex-dependent effects of CACNAIC single nucleotide polymorphisms on prevalence, health out-
comes, and psychological traits have been reported, typically suggesting that women are more affected by
CACNA IC mutations than men. In mdents, genetic modifications specifically targeting Cacele have repeatedly
been linked o deficiis in soclal behavior In male mice and rais but many studles neglect the sex-dependent
effects observed in humane. Our study focused on the role of Coenole in regubating social behavior and com.
munication In adult female rats. We compared social and non-socisl behavior together with concomitant
emission of pro-social 50-kHz ultrasonic vocalizations (USY) associated with positive affect in constitutive
heteroeygous (Cacnale ™" ~) rats 1o wildiype (Cocrele ™ ) linermeate controls, Our results indicale that partial
Cacmale depletion leads to strongly reduced emission of 50-kHz USY and mild soclal deficits during female direct
reciprocal soctal interaction. Detailed temporal snalyses revealed most prominent reductions of 50-kHz USY
during nen-socinl behavior, suggesting that reduced positive affect oceurs in a soctal conlext In Cacnale ™ rats
but is mot specifically linked to social behavior. Finally, we observed increased seli-groeming behnvior in
Caenale® "~ rals, conslstent with an autiem.like phenotype. Our Andings In rats Unes support a robe of Cacnale in
regulating behavioral phenotypes with relevanoe for several neuropsychiatric disorders.

cross-disorder risk gene CACNAIC, which was previously assoclated
with MDD, BPD, ASD, and SCZ [%-12]. For instance, higher prevalences

Epldemiological studies consistently report sex differences in the
prevalence of all majer neuropsychiatrie disorders, For instanee,
women have higher rates of major depressive disorder (MDD} and bi-
pelar disorder (BPD), while tn men higher rates of autism spectrum
disorder (ASD] and schizophrenia (SCZ) have been demonstrated [1-4].
These disorders, however, have common features as reflected in high
levels of comorbidities and overlap of symptoms, such as deficits in
social functioning [5,6]. Furthermore, it was suggested that genetic risk
factors and specific biological pathways are shared between the major
neuropsychiatric disorders [7,5].

Interestingly, there ls evidence for zex-dependent effects of the

of MDD and BOP [13,14] and reduced functional recovery from SCE
eplsodes [15] have been reported for female patients carrving a
CACNAIC risk allele. Additionally, matadaptive psychological traits,
such as hostility, have been found to be incressed in female bul not in
male CACNATC risk allele carriers [16]. Several CACNAIC single-nu-
clentide polymaorphisms (SNPs) have been identified from genome-wide
association studies (GWAS), with the intronie SNP rs1006737 being
among the best replicated risk SNP for newropsychiatric disorders (for
review see: [17,18]). CACNAIC encodes the pore-forming alpha-1
subunit of the voltage-dependent w-type gate calcium channef Ca,1.2.
By controlling depolarization-dependent calelum influx into the eell,

Abbrevigtionss AD, offective disorder; BPOD, hipiﬂar disorder; MDD, major d.rpruu"u disorder; NEH, Mational Institote of Health; SCZ, schizophrenio; ASD, nutism
spectrum disorder; SNP, single-nucleotide polymorphism; GWAS, genome-wide association study; Cacnnle”® ", heterozygous Cocnale; Cacnalc” ", wildiype

Cocmalc; PNDY, postnatal doy; USY, altrasondic vocalizations
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Ca,1.2 thus plays a fundamental role in brain functioning through
regulating newrcnal excitability, synaptic plasticity, and gene expres-
sion, The biological mechanisms by which €a,1.2 mediates new-
ropsychiatrie phenotypes, however, are only raodimentarily understood,
vet different molecular and biological pathways have been suggested
(18,39,

On 4 functlonal level, multiple siudies linked CACNATC rsl 006737
and other 5NPs to changes in behaviornl processes relevant for social
functioning. For example, Paspamakis et al. [20] provided evidence that
healthy male risk allele carviens display abereant emational processing
represented by an increased startle response to negative pictures com-
pared to controls, CACNA IE risk allele carriers also have lower verbal
fluency resulting in aggravated language production on a semantic level

21] mnd altered social outgroup emotion processing reflected by a
reduced activation of brain areas involved in facial affect recognition
[z2].

Due 1o thelr pronounced sociability, rodents, especially mice and
rats, are commonly used mode] organisms to study social behaviors ancd
underlying biological mechanisms. Previous results from mouse studies
indicate that genetic Cacnale modifications influence behaviors with
relevance to social deficits seen in newropsychintric disorders [23-249],
For example, two independent experiments showed that a forebmin
specific knockout of Cacnale in adult male mice leads to reduced social
approach behavior and increased snxiety-like behavior [25,.268]. Sur-
prisingly, these studies exclusively focused on male mice, despite the
stronger effects of CACNAIC alterations in women compared to man
and the efforts of the Matiomal Institute of Health (N1H] to balance the
sex of animals in preclinical research [20]. In support of that view,
evidence for sexspecific effects of partial Cecnole depletion on dis-
orderrelevant behaviors in mouse models has been provided. For in-
stance, female, but not male, heterozygous Cecnalc mice display in-
creased  anxiety, greater  attenuation  of  amphetamine-induced
hyperlocomation, and decreased development of leamed helplessness
[13).

Using rats as a model organism for studying socinl behavior may
further enhance translational valdity because they live in hierarchical
groups, display higher levels of social behaviors, but are less territorial
and aggressive than mice (for review see: [21]). Acoustic commumica-
tHon through ultrasonic vocalizations (USV) is an important aspect of rat
social behavior. Juvenile and adults rats emit two distinet tvpes of USV,
namely 50-kHz and 22-kHz USY [22], Specifically, 22-kHz USV ocour in
aversive situations flike social defeat [33], confrontation with a predator
[34], or fear conditioning [25] and 22 kHz USV are therefore belleved
to reflect negative affective states. In contrast, 50-kHz USV are thought
1o express positive affective states [36], also called “rat Inughter” [37],
because they are emitted in appetitive social and rewarding situntions
like social play [25,59], mating [44,41] or in response to the admin-
istration of psychostimulants, most notably amphetamine [42,43]. Be-
sides being a readout for positive affective states, 50-kHz USY serve an
important pro-socisl communicative functlon as demonstrated by
playback studies where 50-kHz USY elicited social exploratory and
approach behavior [42£4,45].

The first studies investigating the effects of partial Cacnale deple-
tion in a newly gencrated rat model focused on cognitive functioning
[46,47 ], Sykes et al, [46] detected impairments in reversal leaming in
heterozygous Cacnalc rats, suggesting Increased behavioral inflexibility
compared to control animals. In contrast, we showed that partial
Caerrale depletion did not affect reversal learning in rats and even had
positive effects an spatlal memory in a sex-specific manner [47]. At the
neurobiological level, partial Cacnalc depletion was assoclated with
reduced adult hippocampal neurogenesis [29] and increased mi-
iechondrinl resilience to oxidative stress in o cell culture approach [45],
However, very little is known about Cecnalc effects on social behavior
in rats and, 1o our knowledge, no one has studied this topic in adult
female rats, We have recently demonstrated that partial Cacnalc de-
pletion in juvenile rats leads to sex-specific deficits in pro-social
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communication and social play behavior, also known as roogh-and-
tumble play [49]. In males, emission of pro-social 50-kHz USY during
rough-nnd-tumble play was reduced in heterocygous Cocmole rots
compared to their wildoype Hitermates, while play behavior was not
affected by Cacmale haploinsufficiency. Furthermore, male hetero-
zygous Cacrale rats displaved reduced social approsch behavior in-
{tated by 50-kHz USV playback. Importantly, however, different effects
of Cacnale haploinsufficlency were obtained in females [50]. Most
notably, rough-and-tumble play behavior was strongly enhanced in
female heterseygous Cocnale rats. In fact, female heterozygous CacraTe
rats did not only display more social play behavior and higher levels of
pinning behavior than female wildtype littermates but their levels were
even higher than the ones seen in male wildtype Littermates, Despite
this, Cacnale haploinsufficiency had no effect on 50-kHz USV emission
during rough-and-tumble play in females ond effects of on social ap-
proach evolied by 50-kHz USY were weak. Together, this suggests that
Cocnole haploinsufficlency leads to sex-dependent alterations in the
incentive value of playful social interactions in juvenile rats.

Given the sex-specific effects of CACNATC mutations in humans and
evidence from animal studies showing that Cecnale modulates soclal
behaviors in rodents, we decided to study the impact of Cacnale hap-
Isinsufficiency on social behavier and communication in our recently
generated Cacnnle rat model. In a direct reciprocal socinl interaction
paradizgm, we measured social and non-social behaviors together with
concomitant emission of S0-kHz USV in adult female heterozygous
Cocnale rats and thelr female wildtype littermate contralz. We hy-
pothesized that a redoction of Cacmric expression leads to alterations in
their social behavior repertoire and changes in 50-kHz USV production.

2. Materials and methods
2.1, Animals and housing

Direct reciprocal social interaction, concomitant pro-social 50-kHz
USV, and social dominance were assessed in female constitutive hiet-
sropygous pate (Cacnale ", N = 40) and compared to female wildoype
littermate controls {Cacnafe ™™, N = 40 Cacnale™ rats were gen-
erated using zinc finger technology by SAGE Labs (now Horizon
Discovery Ltd, Cambridge, UK) on & Sprague-Dawley background [51].
Such Cocnale™ ™ pats carry a 4 hase pair (bp) deletion at
460649460652 bp in genomic sequence resulting in an early stop
codon in exom 6, Genotyping was performed on a 3130x] Genetic
Analyzer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) as reported
before [49,50], with the following primers: 5-GCTGCTGAGCCTTTTA
TTGG-3" (Cacnale Cel-1 F) and 5 — CCTCCTGGATAGCTGCTGAC-37
{Cacnale Cel-1 B}, As shown in recent studies, brain Ca, 1.2 protein
levels are reduced by ~50% in male and female Cecnalc™ rats as
compired to Cacnele ™" littermates [49,50], Homozygous Cacnalc”
rais were not used since they are embryonically lethal.

A heterozygous breeding protocol was used to obtain offspring fram
both genotypes. To this aim, wildiype Sprague-Dawley females (Charles
River, Sulzfeld, Germany) and male Cocnale™” rats were paired for
breeding, ‘Wildtype females were used because breeding efficacy is re-
duced in female Carmalc™’ ™ mats [49), Overall, N = 13 litters with
N=1537 = 0.7]1 pups were obtained, with equal sex (tya = 1:128;
p = 0.281) and genotype (tyy = 0.726; p = 0.482) ratios. [n order 1o
avoid litter effects, only litters with both genotypes were included in the
experiments, Breeding was performed at the Department of Psychology,
Philipps-Universitar Marburg, Germany.

Approximately 2 weeks after palring for breeding, females were
individually housed and inspected daily for pregnancy and delivery.
The day of birth was considered as posmatal day (PND) 0. After
wenning on PND 21, rats were soclally houwsed In groups of 4-6 with
same-sex pariners in polycarbonate Makrolon Type [V cages {(Tecniplast
Deutschland GmbH, Hohenpeifenberg, Germany; 58 x 38 x 20cm,
length x width, x height) under standard laboratory conditdons
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(22 + 2°C and 40-70 % humidity} with free access to standard rodent
chow and water. Rats were identified by paw tattoo, using non-toxic
animal tattoo ink (Ketchum permanent tattoo inks green paste,
Kerchum Manufacturing Inc., Brockville, Canada). The ink was inserted
subcutanecusly through a 30 gauge hypodermic needle tip into the
center of the paw on PND 5 = 1,

22 General overview

Direct reciproenl social intersction and concomitant pro-social S0-
kHz USV were nssessed in female Cacnalc”™ ™ rats and Coonale® 't
littermate controls on PND 135-138. On two consecutive days, pairs of
rats were allowed 1o socially interact for 10 min with each other. Rats
were palred either with same- or different-genotype non-littermate
pariners using o counter-balanced design to control for social experi-
ence between test days. Thus, on day 1, hall of the animals had a same-
genotype partner, e, Caenale™ ™ and Caenate ™™ or Cacnale ™" and
Cacreale ™", and on the subsequent day a different-genotype partner,
i Cocnole’ " and Cocnale®” and vice versa, This resulted in the
following experimental dyads WTEWT, WTRHET, and HET&HET.
Alongside of social and non-social behaviors, the number of 50-kHz
UsY, 50-kHz USV subtypes, and their acoustic parameters were mei-
sured, Moreover, a detailed temporal analysis of USV and specific (non-
) socinl behaviors was performed, The tube test of social dominance was
performed directly before and after each 10min test session. Also, body
weslght was measured but did not differ between genotypes (Cacnale * ™
rats: 284,80 + 350g Cocmale™ " ram: 27008 + 430g
bt = 0.99], p = 0,325).

Behavioral experiments were carmied out during the light phase of a
1212 h light/dark evele (ights on ot 06:00h). Testing was performed
under red light illumination (28 1x). Rats were handled for three con-
secutive davs prior (o behavioral testing in o standardized way for
Smin. Maive rats were used for direct reciprocal social interaction and
rats had no prior experience with behavioral assays, except elevated
plus-maze (PND 114-137; data not shown). Behavioral analysis was
performed by experenced sheervers blind 1o genotypes.

2.3, Direct reciprocal social interaction

On two consecutlve days, palrs of femnale rats were allowed to so-
cially interact for 10 min in an, at first, unfamiliar observation arena
(35 x 35 cm, with Plexiglas walls, cleaned before lesting with 1% scetic
acld solution; floor covered with 1 em of fresh bedding). To achleve a
sufficient level of social motivation, subject rats were individually
housed the night prier testing in a Makrolon type 110 cage (Tecniplast
Deutschland GmbH, Hohénpeilenberg, Germany; 27 % 15x43em,
length x width, x height).

24, Recording of social interaction behavior

For behavioral analyses, a digital camera system (ABUS, Wetter,
Germany; camerns: “Nadelahr Super Mini Kamera®; video captune de-
vice: “4 Kanal Digitalrekorder™) was centrally arranged in the front side
of the observation arena. Before both testing days, the fur of the animals
wies togged with commercial markers to ensure discrimination in the
asubsequent video analysis.

2.5, Analysls of soclal interaction behavior

Behavioral measures {Table 1) obtained during direct reciprocal
social interaction were scored individually for each animal and orga-
nized inte the following major categories: social behaviors, aggressive
behaviors, and non-social behaviors. Analysis was perdformed by an
experienced observer using The Observer XT 11 {Noldus, Wagenigen,
The Netherlands), For the category social behaviors (green), the durs-
ton or number of single behaviors, namely sniffing, following, social
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yrooming, crawling over/under, and physical contact, was detenmined.
The category aggressive behaviors (orange) comprised the duration or
number of the single behaviors boxing, pilocrection, tail wiggling, and
attack behavior. The category non-soclal behaviors (blue) consisted of
the durstion or number of the single behaviors self-grooming, rearing,
and digging, For the major category social behaviors, a subcategory
active social behaviors (light green) was created by including snlffing.
following, social grooming, and crawling over/under. First, all (sub-)
categories and single behaviors were compared at the dyadic level, ie.
the duration er number of behaviors of both animals were added up in
cach dyad. Second, single social and non-social behaviors were eval-
uated in WT&HET dyads on the individual level to provide an insight
into genstype différences within mixed genotvpe dyads. Data was
pooled over both test days.

26, Recording of pro-social 50-kHz wliresomic vocalizations

An  UlraSoundGate Condenser CM16 microphone (Avisoft
Bisacoustics, Perlin, Germany) sensitive to frequencies of 15-180 kHz
{flat frequency response between 25 and 140 kHz, = 6dB), placed
centered 40 cm above the floor of the observation arena, was used for
USY recordings over the entire 10 min of soctal interaction. The mi-
crophone was connected via an UltrmSoundGate 416H USE audio device
{Avisall Bloacoustics) to a personal com puter, where acoustlc data were
recorded with a sampling rate of 250 kHz in 16-bit format (recording
range: 0-125 kHz) by Avisoft RECORDER USGH (Avisolt Bioacoustics).
Start of behavioral recording was acoustically labeled by a besp signal
to synchrenize audie and video recordings.

2.7. Analysis of pro-social 50-kHz wirasonic vocalizations

For acoustical amalysis, recordings were transferred o Avisoft
SASLab Pro (version 5.2.0%; Avisoft Bioacoustics). High-resolution
spectrograms [frequency resolution: 488 Hz; time resolution: 0.512 ms)
were obtained through a fast Fourier transformation (512 FFT length,
100% frame, Hamming window and 75%-time window overlap).
Detection of USV emitted by rats during direct reciprocal social inter.
action on both test days was performed by an experlenced observer,
who manually counted the mumbers of USY in 20 s time bins. USY with
peak frequencies higher than 32 kHz were considered as 50-kHz USV
and USY emitted within a frequency range of 18-32kHz and call
durations longer than 300 ms were labeled as 22-kHz USV [52]. If two
USV clements were at least 10 ms apart, two independent USV were
counted [40]. Based on previous studies on S0.-kHz USY, a detailed
analysls of 50kHz-USY was performed during the first day of direct
reciprocal social interaction for all experimental dyads and on the
second test day for sme-genatype dyads, e, WTEWT and HETRHET
[4:2,49.527], The following parameters were determined: call duration,
peak frequency, frequency modulation, and peak amplitude. Peak fre-
quency and peak amplitude were derived from the average spectrum of
the entire call. The extent of frequency modulation was defined as the
difference between the lowest and the highest peak frequency within
each call,

28 Subtype classification of 50-kHz ultrasonic vocalizations

In addition, the shapes of 30-kHz USY were determined and 50-kHz
UsY emitbed during the first day of direct reclproeal soclal interaction
were classified into flat, step, trill, and mixed 50-kHz USV subtypes
based on previously established [53] and repeatedly validated criteria
[42,49,52], Moreover, atypical S0-kHz USV with peak frequencies
below 32 kHz and/or long call durations higher than 150 ms were de-
termined. Finally, the occurrence of overlapping 50-kHz USV, i.e. when
both animals were emitting 50-kHz USY simultaneously, were inchaded
in the detailed analysis.
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29, Detailed temporal analyses

For linking behavioral events and 50-kHz USV, detailed temporal
analyses for all experimental dyads were performed for the first day of
direct reciprocal social interaction by means of high-resolution etho-
grams using The Observer XT (Noldus, Wagenigen, The Netherbands),
Additionally, same-genatype dyads, Le. WTEWT and HETEHET, were
analyzed for the second test day. The representative ethograms were
maddified by manually adding genotype and a time reference. A red
relative-time indicator used by The Observer XT and subsequently
copied into the image export was used to match 50-kHz USY and be-
haviors. Due to technical problems and missing start signals three dyads
of each condition had to be excluded from the detailed temporal ana-
Iveis of the first test day.

210 Tube test of sociel dominance

All animals were tested in a tube test for social dominance before
and after the direct reciprocal social interaction assay. Both animals of
exch dyad were placed head first at opposite ends of a transparent ac-
rylic tube {(6cm inner dismeter, 44.5cm length). Four matches were
performed. A match was counted as a defeat when an animal left the
tube with all four pasws. Mutches longer than sne min were declared as
a draw. Datn was pnalyzed and presented for WT&HET dyads to show
genotype differences in social dominance.

211, Statistical analysis

For comparing pro-social 50-kHz USV between dyads, analvsis of
variances (ANOVAsY for repeated measurements with the berween.
subject factor genotype (G and the within-subject factor day (D) or
minute (M} were cafeulated. Acoustic characteristics of 50-kHz USV
were compared using ANOVAs with the between-subject factor geno-
type [G). The proportion of 50-kHz USV subtypes and their corre-
sponding acoustic features were analyzed by ANOVAs for repeated
measurements with the between-subject factor genotype (G) and the
within-subject factor subtype (5). Genotvpe differences within distinct
50-kHz USV subtypes were evaluated by ANDVAs with the between-
sublect factor genotype (G To examine direct reciprocal social inter-
action behaviors on dyadic level, first ANOVAS for repeated measure-
ments with the between-subject factor genotype (G) and the within-
subject factor category (C) were calculated. Subssquently, ANOV As for
repested measurements with the between-subject factor genotype (G}
and the within-subject factor behavior (B) were applied for all single
social and non-social behaviors. Genotype-depended effects  within
single behaviors were examined vsing ANOVAs with the between-sub-
ject factor genotype (G). Social and non-social behaviors on the in-
dividual level in WTEHET dyads were analyzed by means of paired t-
tests (one-tailed), while tube test behaviors were analvzed using paired
t-tests (fwo-talled). For & detalled temporal analysis, 50-kHz USY
emission rates during social and non-social behaviors were analyzed by
an ANOVA for repeated mensurements with the between-subject foctor
genotype (G) and the within-subject factor subtype (5). Because of o
low number of subjects (N = 10} 50-kHz USV emission rates during
categorical and single social and non-social behaviors were subse
quently analyzed using the non-parametric Kruskal-Wallis H-test, which
is approximated by a chi” distribution, with the between-subject factor
genotvpe  (G), followed by post-hoc  Mann-Whitney-U-test  with
Bonferronl-Holm correcttons to control for multiple testing. Parmer-
dependency of direct reciprocal social interaction was analyzed using
two-way ANOVAs with the between-subject factors partnes’s genotype
(P) and day (D). ANOVAs were followed by post-hoe 1-tesis when ap-
propriate. All post-hoc tests were performed by using Bonferrond cor-
rections te control for alpha error accumulation. All ANGVAs for re-
peated mensurements were Greenhouse-Gedsser-corrected if a violation
of sphericity was detected. For statisticnlly significant outcomes, the
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effect size Cohen's d and the suggested interpretations (d = 0.2 small;
d = 0.5 medium, and d = 0.8 large) were incladed [54). Data are
presented as mean = SEM. A pvalue of < (L0O5 was considered sta-
tistically significant and a p-value of = 0.10 was considered to show a
trend.

3. Resulis

In the present experiment, we investigated the effects of Cacnale
haploinsufficiency on direct social reciprocal interaetion behavior and
pro-social 50-kHx USV pssociated with positive affect in adult female
rats by comparing constitutive heterozygouws Cacale '™ rats (N = 40)
1o wildtvpe Cacnalct ™ linermate controls (N = 40), Dvads including
either Cacnale® ™ and Cacnale™™ (WTRWT; N = 10), Cacnale™ '™
and Cagnale '™ (WT&HET; N = 20), or Cacnalc ™~ and Cacnale ™"~
(HETRHET; N = 10} animals were tested on two consecutive days.

2.1. Prosociel 50-kHz ultressnic vocolizations

During direct reciprocal social Imieraction, the tofal number of 50-
kHz USV emitted on both test days differed between experimental
dyads (G: Fpqp = 6,243, p =0.005 Fig. 1A) Dyads including
Cacnnle’ ™ rats emitted fower 50:cHz USY than dyads including only
Cocnade™ " controls. Specifically, more 50-kHz USY were emitted by
WT&WT dynds than WTAHET dyads (p = 0.033, d = 0.707) and HET&
HET dyvads (p = 0.002, d = 1.168), while 50-kHz USV emission did not
differ between WTEHET and HET&HET dyads (p = 0.465). This pattermn
was  consisteritly seen across. both test davs (D0 Fp e = 0.093,
p = 0762 Gal: Fygey = 0270, p=0.765; Supplementary Fig, 51).
When performing a detailed analysis of the time course of S0-kHz USV
emission, genotype differences. were further found to be stable (G:
Fiz= 6,287, p = 0.003), with 50-kHz USV emission declining over the
10min of social interaction {M: Frgaamasr = 14409, p < 0.001) ir-
respective of genotype (GxM: Fiy o424 57 = 1290, p = 0.225; Fig. 1B;
for representative spectrograms, see Fig. 1C). Of note, in total, only four
22-kHz USV in one WTEHET dysd were detected, with no genotype
differences evident (Fy;; = 0,494, p = 0.612 data not shown).
Therefore, 22-kHz USV were not further analyzed.

Together, this shows that dyads including female Cocnale”’ s
emitied fewer 50-kHz USY during direct reciprocal social interaction
and that the genotvpe differences remained stable over the 10 min of
social interaction and poross tese days,

2.2 Subtype prevalence of S0-kHs ultrasonic vocalizations

‘We additionally performed a subtype classification of 50-kHz USV
emitted during the first day of direct reciprocal social interaction
{Fig. | D) This classification revealed that certain S0-kHz USV subtypes
were clearly more prevalent than others (5: F) oy iyee = 70619,
p o= 0,001], with flat and trill 50-kHz USY being the most frequent
subtypes, However, the proportion of subtypes did not differ between
experimental dyads (G: Fyap = 1.276, p = 0.291) and no significant
interaction was detected (GxS: Fy a5 gane = 0.321, p = 0.837).

Together, this indicates that the mtie of 50-kHz USY subtypes did
not differ between experimental dyads. [t can thus be concluded that
dyads including female Cacnaie ™'~ rats displayed o general reduction
of 50-kHz USY emission during direct reciprocal social interaction in
the absence of prominent genotype cffects on 50-kHz USY subtype
prevalence.

3.3, Acoustic characteristics of 50-kHz ulirasonic vocalizations
Conecomitant with divergent 50-kHz USY emission rates, detniled
amalyses of acoustic parameters of 50-kHz USV emitted during the first

day of direct reciprocal social interwction revealed differences between
genotypes. Most notably, peak amplitude of 50-kHz USV differed
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Fig. 1. Number of 50-kHz USV emited by WT&W, WTEHET, and HET&HET dyads during direet reciprocal social interaction. (A
ot reciprocnl social itermction in WTEWT [(hinck bar; N = 20), WTEHET (grey bar; N = 20}, and HET&HET {white

LSV during 10mi
Time coavrse of 50-kHz USY for the 10 min festing period. (C) Representative specirograms of S0-kHz USY recorded during direct reciprocal social internction of WTh
WT, WTEHET, and HET&RHET dyads. (01} Pie charis depicting the proporiion of the different subtypes, i.e. fiat (black), stop (dark grey), erill (light greyl, and miced
(white) S0-kHx emiited by WTEWT (N = 10}, WTEHET [N ind HET&EHET (N = 10} dyads durdng day 1 of direct reciprocal soctal interaction. Data are

represented as mean £ SEM: * p 0.050 ve. WTEWT controd dyads: *7 p < 0.001 change over 10min

between experimental dyvads (G Fyar = 5441, p = 0.008; Al HET&HET dyads was due to a gradual reduction in the occurrence of

Specifically, the peak amplitude of 50-kHe USV emitted by WT&WT 50-kHz USY with high peak amplitudes, Le. o shift in the entire un-

dyads was higher than the peak amplitude of WTRHET (p = 0,014, imodal distribution of peak amplitudes towards lower values ( A)

d = 1.299] and HETRHET (p = 0,022, d = 1.312) dyads, while there replicating our findings in juvenlle Cacnale " rats [49]. Call duration

was no  difference  between WTEHET and HETEHET dyads (G Fiar=0892, p=041% I 'B), peak frequency (G

p = 0.9949), The decrease in peak :|1'np|';r_'.|rlr~ shown in WTEHET and Fasr = 0300, p = 0.743; ), and frequency madulation (G:
15"
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Fig. 2. Acoustic parameters of 50-kHz USY emitted by WTRWT, WTRHET, and HETRHET dyads during direct reciprocal soclal intersction. (A) Penk
amplitude and his v
histogram of peak frequency [in Kiloherz (kM) ), and (D9 frequency modulation and histogram of frequency modulation (in kilohertz [KHz]) of 50 KHz USY emirted
by 1 ¢ WTRBWT (black; N = 10), WTEHET (grey; N = 20} and HETRHET (white; N = 10) dyeds during doy 1 of direct reciprocal social interaction. MNote
Histograms show resulls enly for WTEWT and HETRHET dyads for the suke of clarty, (E) S0-EHz USY chsters. Density plots illustrting the distribution of individual
50-kHz USV depending on peak frequency (in kilohertz [kHz]) and peak amplitede {in decibel [db]) emitted by female WTRWT and HET&HET dyads. Color coding
reflects frequencies as percentages, Densty plots were crested by including — 9000 50-kHz USY emitted by WT&WT contmls dyads and — 0045 50-kHz USY emitted
by female HETRHET dyads. Dats pre represented as mean = SEM; * p o< QU050 ve WTEWT controd dyads,

ogram if peak amplituce (in decibel [dRT), (B coll doration and histogram of call duration {in milliseconds [ms]), (C) peak frequency and

Faar = (LAG68, p = 0.630; 0) were nat affected by genotype. The clustertng was nol alfected by genotype. Moreover, 50-kHz USY showed
distribution of call durations was characterized by three sharp peaks a comparable unimodal distribution in terms of peok frequency, typi-
present irrespective of genotype ( B). Regarding frequency mod- cally between 50 and 70 kHz, irrespective of genotype (Fi E). A
ulatbon, & bimodal distribution was evident and twe distinet eall elus- second cluster of 50-kHe USY characterized by substantlally higher
ters were ldentified { D). The majority of calls was characterized peak frequencies between 70 and 90 kHz recently described by Kisko
by a frequency modulation between | and 10 kHz, while another cluster et al. [49] in juvenile male rats was not detected in the present ex-
of calls had a frequency modulation between 20 and 30 kHz, yet periment. (for mare in-depth information on 50-kHz USV clusters, see

A4l
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Table 1

Befrvnural Brain Ressarch 367 (2019) 35-52

Waould it be pessible to make the description column a bite wider so that some if not all the de-
scriptions fit into one line? That would sk better, my coauthors feel, and safe space. Description
anid color coding of single behaviors and eorresponding (sub-) categories. (For Interpretation of the
references to osdour in this mble, the mader is refermed to the web version of this articie.)

Snglo Bahaviors  Dascriplion

‘ovarfundar Mﬂﬁhﬂaﬂ'mlﬂw
o under the appanent
Pnysical comtact e amma iouchas ummm
any ciear sign of piver social behaviors
Baing O il sdands o ids hind lsgs and pushes or
paws the pataer with its from legs and paws
Plosrecan Ankmal s fur standing up
Tak rsttling Arverial wilvips 23 fail fror sick fa side
Misck bsbavior  Ankmial shows Biling attacks o over fanks and
R o pLEhES The pedtner aside
Sell-groaming Aritrizal groams ity aven hody
Rmaring Ankmal nears an i hind legs
Digging Animal digs wp and soaiters e badding with nose
o famspaws
Table 2
Acostic parameters of 50-kHe USV subtypes.
Agomaslic parmmetars Flal S Teill Mlized
Preak wwmptitude (o] Owernll 65,22 + 043 B360 + 057 7 6641 = 039 " 63,57 + a0 *
WIRWT 67.50 + D42 64.13 = 048 " G818 = 080 ¢ 6503 =+ 82
WTRHET BAFT % B5] * 62,05 + 0,60 ° 65,71 = 0.6 * BLBI £ 049 =
HET&HET 63,83 = 102 * 64,45 + 116 6592 = nsﬁ' Wil 63,21 + Lo
Caff duration [ms] (werall 19,30 = L0 26 + 1957 230 = o~ 3400 = 124"
WTaWT 1040 = 1,34 25,70 + 144 7 2140 = |08 ° 35,30 + 1,99 %+
WTRHET 20,80 = 1.6 I7.50 + 2087 TR0 = 080 * 00+ X L
HETEHET 1630 & 1.92 23,40 1 3.83 2.7 = 1. 3270 2 1Lpe
Pk frequency (kiiz) Owerall 55,02 = O.57 50,17 = s * BL50 = 059" BI.08 + D5 "
WTBWT 55.84 + 0,89 59,30 + 091 * 5191 = am2" 53,71 = o0 "
WTRHET 55,23 = 0.7% 58,75 % 137 ' 6043 = 0AR " 6358 % meg =
HETEHET S51.75 = L.40 e e e R T (T T
Freguency modulation (k| oyernll 472 = 0,14 1947 + 052 * h&62 &£ A "t 2419 + o4z "
WTBRWT 464 = Q.17 19,40 + dhE5 * 855 + o525 2447 % 057 5
WIRHET AT = 0d 1972 = 0E3 " 523 & D82S 2401 = onT "t
HET&HET 450 = 0.2l I855 + 132 "7 1059 = a.m " 24,26 + (o9 "t

Data are represented od means = SEML® p < 0050 vs. WTRWT control dyads within subtype; (*] p < D100 vs. WTEWT control dyuds within sublype, #
p < (U050 ve Flog (#p < 0,100 vs, Flat, & p < 0,050 v, Step; (+ ] p < 0100 ve Step.” p < 0,050 ve, Trlll; () p < 0,100 vs. Trill. Mote: The prevalence of

subiypes differsd between dyuds, resulting in different numbers per cell.

density plots in Supplementary Fig. §2). Comparable patterns were
detected for pcoustic parameters of 50-kFz USV emitted during the
second day of direct reclprocal socal Interaction (Supplementary Flg.
53}

We additionally analyzed the acoustic parameters of coch 50-kHz
USY subiype emitted during the frst day of direct reciprocal social
internction (Table 23, which was similarly performed before in wildoype
rats [55,56], Acrass all experimental dyads, peak amplitude differed
berween S0-kHz USV subtvpes (8: Fj oo ssq = 18863, p =< 0,001), with
trill 50-kHz USY showing the highest peak amplitude, Mixed 50-kHz
USY had the longest call duration (5 Fy oy an e = 68.316, p < 0.001),
highest peak frequency (5 Figaspaz = 53710, p < 0.001), and the
most pronounced frequency modulation (8 Fpyzes0 = 668,031,

Ll

p = 0.001) compared to the other 50-kHz USY subtypes. Similar pat-
terns were observed when exclusively focusing on WTEWT dynds,
where trill 50-kHz USV showed Hkewise the highest peak amplitude in
comparison o the other 50-kHz USV subtypes (5: Fagr = 27.248,
p = 0.001). Within WTEWT dyads, mived 50-kHz USV had again the
longest eall duration [8: Fysr = 74.028, p = 0.001], the highest peak
frequency (5 Fyar = 39.312, p <= 0,001}, and the highest level of
frequency modulation (8 Fyg = 490,391, p < 0.001) compared 1o
the other 50-kHz USY subtvpes. In fact, the pattern was consistent
across all experimental dyads and we did not obtain evidence for pro-
minent interactions between experimental dyad and acoustic features of
the 50-kHz USY subtypes, i.e. peak amplitwde (GxS: Fz j0.65.04 = 0.910,
P = 0.446), call duration {GxS: F3 gy paee = 0.840, p = 0.500], peak
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frequency (GxS: Fiygamgga = 0670, p = 0.585), and frequency mod-
ulation (GxS: Fa g6 a0 = 0.386, p = 0.829), Our resilis stand there-
fore in line with provious studies showing that trill 50-kHz USV exhibit
higher peak frequencies than flat and step 50-kHz USY subtypes even
though they focused on different rat strains [55,56]. However, in our
hands, mixed 50-kHz USV had the longest call duration, highest peak
frequency, and the most pronsunced frequency modulation compared
to all other 50-kHz USY subtypes, yet this mixed 50-kHz USV subtype
wis not included as a separate subtype in the previous studies [55.56],

Together, it con thus be eoncluded that the reduction of 50-kHz USV
emission during direct reciprocal secial interection seen in dyeds in-
cluding female Cacnale™' ™ rats was paralleled by a reduction in peak
amplitudes of 30-kHz USV,

3.4, Direct reciprocal seciol interoction on dyedic level

Next, we focused on social and non-social behaviors on dyedic level
1o gain a better understanding of the effects of Cocnale haploinsuffi-
clency on these behaviors during direct reciprocal social interaction
{Table 1} Across all experimental dyads, the category non-social be-
haviors was most prevalent, followed by social behaviors, mostly active
social behaviors, while aggressive behaviors occurred rarely (C:
Fy 4nq11.97 = 645,831, p < 0.001). Importantly, however, the ocour-
rence of social and pon-social behaviors was clearly dependent on ex-
perimentil dyuds {G: Fazz = 3.912, p = 0024 GxG:
Fago 1107 = 2:320, p = 0.081).

At the cotegorical level, social behaviors were not affected by gen-
otype and the thme engaged in social behaviors was similar in the three
experimental dyads {G: Fzrr = 1.738, p = 0L183; Fio. 3A). Moreover,
no evidence for differences in the subcategory active social behaviors
was obtalned (G: Fory = 2,148, p = 0.124; Fig. 3B). There was a trend
for genotype differences In aggeessive behaviors (G: Fy-r = 2010,

A B

-
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g
Active social behaviors [s]
-
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p o= 0.0680; Fig. 9C) but due to very low levels of aggression this cate.
gory was not further analyzed, This indicates that the genotype effect
on the oceurrence of social and non-social behaviors at the categorical
level was primarily driven by differences between experimental dyads
in non-social behaviors (G: Fazy = 3.242, p = 0.044). In fact, behaviors
in the category non-social behaviors were reduced in HET&EHET dyids,
as compared to WIRWT dyads (p = 0.040, d = 0.746; WTE&WT vs. WT
&HET: p = 0.280; WTRHET vs. HETEHET: p = 0,677, Fly. 3D).

At the level of single social behaviors, however, a different pattern
was evident, While the securrence of most single social behaviors
varied consistently BCTOSS experimental dyads (B:
Fiomiangs = 118069, p < (L0O1), the prevalence of others was
clearly affected by genotype in a rather specific manner (G:
Fapr = 1738, p = 0.183; GxB: Fy g0 13505 = 3,114, p = 0.026). In fact,
the social behaviors sniffing (G Py = 0896, p = 0.4132; Fig 4A),
following (G: Faw = 2125, p=0.126; Fig. 4B), social grooming (G:
Fazr = 1,485, p = 0.233; Fig. 4C), and the number of crawling over)
under (G: Fy7 = 0.488, p= 0.616; not shown) were not affected by
genotype, However, experimental dyad had a prominent effect on the
ilme spent In physleal contact (G: Fa77 = 3.568, p = 0,033). HETRHET
pairs engaged more in physical contact then WTEWT (p = 0.077) and
WTEHET dyads (p= 0049, d=0610; WTEWT vi. WTEHET:
p = 0,999 Fig D), This indicates that, although the genotype effect
on social behavior was moderate and experimental dvads did not differ
in the overall level of time engaged in social behaviors, the prevalence
of single social behaviors was affected, most notably physical contact,

Much stronger genotype effects, however, were obtained at the level
of single non-socinl behaviors, Despite the fact that the ocourrence of
most single non-social behaviors vared systematically across experis
mental dyads (B Fy oo ggpes = 459,106, p < 0.001), their prevalence
was strongly affected by genotype (G: Fy o = 3.210, p = 0.046; GxB:
Faos 1iaes = 16352, p = 0.001). Specifically, the duration spent self-

Fig. 3. Durntion of categorical behaviors in
WTEWT, WTEHET, and HETAHET dyads on
dyndic level. (A) Duration of social behaviors,
(B} duration of active social behaviors, [C)
duration of aggressive behaviors, and (D)
duration of pon-social behaviers in WTEWT
(black bar; N = 20), WTEHET (grey bar;
N = 40), and HETEHET [white bar; N = 20)
dyacds, Data are represented as mean £ SEM; =
p < D.050 va. WTRWT control dyads (*)
P o< 0100 vs, WTEWT control dyads.

WTEWT WTEHET HETSHET

WTEWT WTEHET HET&HET
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grocming was affected by genotype (G: Fier = 9,220, p < 0.001},
with HET&HET dyvads engaging more in sell-grooming than WTEWT
(p < 0001, d = 1.184) and WTEHET (p = 0.003, d = 0.841) dvads,
while the Iatter did not differ (p = 0,515; Fig. 5A), Also, the nuomber of
rearings was affected by genotype (G: Fomr = 12,224, p < 0.001), HET
&HET dyads showed a decreased number of rearings compared o WTE
WT (p < 0.001, d = 1.538) and WT&HET (p = 0.002, d = 0.598)
dyads, while there were no differences between WTEWT and WTEHET
dyads (p = 0.105; Flg. 5B). Moreover, the time spent digging was in-
fluenced by genotype (G: Fyrr = 7.047, p = 0.001), with HET&HET
{p=0.002, d = 1.101) and WTAHET {p = 0.002, d = 0.939) dyads
cigging less compared to WTEWT cantrol dyads, There were no dift
ferences in digging time between HET&HET and WTA&HET dyads
{p = 0.999; Fig 5]

Together, similar levels of social behaviors ar dyadic level were
detected, although physical contaet was enhanced in adult female
dynds including Cacnale ™ rats, as compared to Cocnafe ™™ control
dyads, Interestingly, most prominent effects became apparent during
non-social behaviors, Le. dyads including Cacnale™ — rats showed
more self-grooming, though less rearing and digging behavior, com-
pared to Cacnnlc®' ™ control dyads.

3.5, Detailed temporal anolyses of 50-kHz wltrasonic vocalizatons and
behaviars

In gn additonal exploratory approach, we further aimed at ob-
taining new insights into the temporal synchronization of individual
components of the behavioral repertoire and the emission of 50-kHz
USY. A detalled temporal analysis revealed that most 50-kHz USY were
emitted during social behaviors. as evidenced by elevated 50-kHz USY
emisston rates during social behaviors compared o nonsocial beha-
viors, consistently across all experimental dvads (B: Fy 5 = 33,537,
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Fig. 4. Duration of single social behaviors in
WTRWT, WTRHET, and HETRHET dyndis on
dyadic level. (&) Duratin of sniffing, (R)
duration of following, (C) durstion of social
grooming, and (E) duration of physical contact
in WT&WT (block bar; N = 20), WT&HET
(grey bar; N = 400, and HETRHET (white har;
N =20 dymsds. Data are mepresented as
mean = SEM; ¢ p < 050 ve. WTEWT cons
tral dyods; (* p= 0,100 v, WITRWT controd
dyadi. # p = 0,080 vi WTEHET dyads.

WTEWT WT&HET HETEHET

L

(%)

WTEWT WTESHET HETEHET

p = 0001}, fe WTEWT ([t =3390, p=0.003), WTRHET
(tyx = 3.655, p=0001), and HETRHET (t;» =3.170, p= 0.006)
dyads. Moreover, 50-kHz U5V emisslon differed between experimental
dyads (G: Fz7 = 3,646, p = 0.031; GxB: Fy 5 = 0632, p = (L535).
Specifically, genotype effects on the emission of 50-kHz USY during
social behaviors were obtained (G: Hy = 6,510, p = 0.0309; Flg 6A),
with WTEWT dyads emitting more 50-kHz USV than HETEHET dyads
{p = 0.045, d = 0.633) and WT&HET dyads displaying an intermediate
phenotype (WTEWT vs. WTRHET: p = 0.214; WTRHET vs. HETRHET:
p = 0,214). This can be explained by penotype differences during fol-
lowing {G: Hz = 10.562, p = 0.005) and, partially, sniffing (G:
Hy = 5335, p= 0.069), WTEAWT dyads emitted more 50-kHz USV
during following than WTEHET (p = 0.006, d = 0.463) and HETRHET
dyuds (p = 0,048, d = 0.734), while levels in WTRHET and HET&HET
dyids were almost equal (p = 0.759). In contrast, the emission of 50-
kHz USV during soecial grooming (G: Hy = 1.464, p = 0.481), physical
comtact (G: Hz = 3.027, p= 0220}, and crawling over/under [G:
Hz = 0,244, p = 0,.885; not shown) did not differ between experimental
dyads.

Surprisingly, most prominent differences between experimental
dyads were seen for 50-kHz USY emitted during non-social behaviors
{G: Hy= 11416, p = 0.00%; ¥ly 6A) While engaging in non-social
behaviors, WT&WT dyads emitted more 50-kHz USY than HET&HET
dyads (p = 0.001, d = 1.051), with WTRHET dyads displaying an in-
termediate phenotype (WTEWT vs. WTEHET: p = 0LO56; WTEHET vs.
HET&HET: p = 0.068). This effect was driven by particularly promi-
nent differences between experimental dyads during self-grooming (G:
Ha = 12,592, p= 0.002), rearing {(G: Ha = 10.003, p = 0,007), and
digging (G: Hy = B.245 p = 0.016). Specifically, during self-grooming,
WTEWT dyads emitted more 50-kHz USY than HET&HET dyads
(p=0.001, d = 1127}, with WTRHET dyads again showing an inter-
mediate phenotype (WTAWT va. WTEHET: p = 0.710; WT&RHET vs.
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Fig. 5. Duration or number of single non-social behaviars in WTEWT, WT
&HET, and HETRHET dyads on dyadic level. (A) Duration of sell-grooming,
(B) number of rearing, and {C) duration of digging in WTRWT (black bar;
N = 20), WTEHET (grev bar; ¥ = 40}, and HETEHET (white bar, N = 20
dyads. Data are represented as menn + SEM; * p < 0,050 ve. WTEWT contral
dyads. ** P = G0l ve WTEWT control dyads, # P = .00 v WTEHET
dyads.
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HET&HET: p = (L0300, d = (.640). The same pattern was present for
rearing. WTEWT dyads emitted more 50-kHz USV than HET&HET
dynds during rearing (p = 0.003, d = 0.985), while WTEHET dyods
tended to differ in 50-kHz USV emission rates from the other experi-
mental dyads (WTEWT vs, WTRHET: p = 0.088;, WT&HET vs. HET&
HET: p = 0,099). During digging, comparable results were obiained,
with WTEWT dyads emining more 50-kHe USY than the other ex-
perimental dyads (WTEWT vs. WTEHET: p = 0,044, d = 0.441; WTE
WT vs. HETRHET: p = 0.009, d = 0.893; for representative ethograms
of WTEWT dyvads and HETRHET dyids, see Fig. 6B and C, respectively).
A detailed temporal analysis of the second test day revealed comparable
patterns of 50-kHz USV emission during social and non-social behaviors
(Supplementary Fig. 53),

Together, our detniled temporal nnalysis revealed that the majority
of 50-kHz USV were emitbed during social behaviors, Despite this and
the fact that genotype effects on S0-kHz USY emission were evident
during both social and non-social behaviors, however, most prominent
gemotype offects were seen during nop-social behaviors as indicated by
a reduced number of 50-kHz USY seen in dyads including Cacnale ™
rats during self-grooming, rearing, and digging.

2.6, Single social and non-social behaviors on individual level in WTEHET
dyails

Furthermore, we individually analyzed the behavior of Cacnale ™~
rats and Cacmale " controls in WTRHET dyads to gain a detailed
Insight Into genotype effects on single social and non-social behaviors.
While socially interacting with a Cacnalct’™ partner, Cacnale ™"
amimals spent more time sniffing the parner than Cacnale ™ animals
sniffing them (ty = 2.114, p = 0,021, d = 0.434; Flg. 7A). This In-
dicates that the Cacnalc™ ™ partners were extensively sniffed by
Carnale " animals, wet that Cocnulc® partners did not e
cl.pl'ur.:l.tn There were no BEAGLYE differsnces in werms of fnlln‘:wi:lg
{t3a = 0.273, p = 0.394; 'B), social grooming (tss = 0.536,
P = 0.298; Fig. 7C), crawling over/under [t = 1.267, p = 0L107; not
shown), and physieal contact [y = 0648, p = 0.260; Flz. "D

Consistent with the dvadic level, more pronounced genotype effects
were again seen in non-social behaviors, Cacnalc®™’ " contrels showed
an increased number of rearings (L, = 3.023, p = 0,002, d = 0.721;
Fig. TE) and spent more time digging (e = 2319, p = 0.013,
d =0.486; Fig. 7F) compared to Cocnalc™™ mts. Intercstingly,
Cacnale ' animals tended 1o display increased selfsgrooming while
interscting  with Cacnafe®’"  parmers (tzo = 1.628, p = 0.056;
Fig. 7G), replicating increased self-grooming behavior in HETRHET
dyads (Fip 5A), While there was no difference in the tabe test when
performed before direct reciprocal soclal interaction (tse = 0.534,
p = 0.596), Cacnafc”’ ™ animals won more often than Cacnale™ "
controls in the tube test after interacting with each other (tye = 2.648,
p = 0.012; Fig. TH).

Together, Cacmailc pariners were extensively sniffed by
Cacnale ** animals, yet Cocmale * '~ partners did not reciprocate bui
tended to display increased sell-grooming while interacting with
Cacnole " partners,

1.7, Partner-deperdency of direct reciprocasl social interoction

To test whether social behaviors displayed by individual animals
were dependent on their partner's genotype, we ok advantage of our
repeated measures design and compared behaviaral ehanges across the
two consecutive test days in Cacnale ™ rats and Camale™ ™ litter-
mate controls, In Cecnale ™ © controls, the influence of the partner's
genotyvpe was absent and social behaviers were not affected by their
pariner's genotype between test days (P2 Fyop = 0,051, p = 0LB22; D:
Fizo = 0204, p = 0.653; Pulk Fy 4 = 0,002, p = 0.967; Fig. BA) In
addition, single social behaviors, ie following (Pr Fype = 0.232,
p = 0.631; Dt Fyy = 1.023, p = 0.315; PxD: F 5 = 0.510, p = 0.477;
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Fig. 7. Duration or number of single social
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| iB), physical contact (P2 Fyge = 00001, p= 0984 i Intriguingly, however, social behaviors displayed by Cacnale”™
Fize = 2,487, p=0,11% Pilk Fyz = 0.291, p= 0.591; Fi 1), rats were dependent on their partner’s genotype (P Fy 0 = 4,158,

1ni|'|'|ng (P: Fy e = . 195, p= 660 [X Fi2a = 7514, p= 0,08 Pxl;

shovwn),  social

Fyy = 0540, p=0L465 no grooming [P
Fiza=1298, p=0258 I F;»=1168 p=0283; Pxx
Fize = 2,189, p = 0,143 not shown), and crawling over/under (P
Fioe= 0043, p=0836 D Fypp=2760, p=0101; PxD:

Fy 74 = 0L173, p = 0LG79; not shown) were likewise not affected by the
partner's genotype,

p = (L045), while neither o main effect of test day (D Fy 2 = 0.068,
p o= 0.795) mos significant was  detected  (Pul:
Fi7e = 0.443, p = 0.508; D). Cacnale ™~ rats showed enhanoced
levels of social behaviors when interacting with a same-genotype
pariner, vet reduced levels when confronted with a Cacmale” "' con-
trol. This pattern was driven by the tme spent in physical contact (P:
Fize =4.382, p=0040 [x Fyp=2.388, p=012& PxD:

L] Interaction
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Fy7e = 1.335, p = 0.251; 1 HE). Cocnafce’ rats spent maore time
physically close to a same-genotype partner than a Caenale ™ ™ control,
Contrary to the pattern shown before, Cacnalc ™ rats tended to show o
reduction of following when Interacting with a same-genotype partner
(P: Fiza= 3707, p=0068; Ix Fyz= 0949, p= 0.333; Pxix
Fy4s = 2,045, p = L157; Fig. 8F). Other single behaviors were nod
affected by partner's genotype, including sniffing (P F, »p = 0018,
p = 0.894; D: Fy 75 = 8,505, p = 0.005; PxD: Fy 75 = 0.505, p = 0.479;
not shown), social grooming (P Fjsa= 1133 p=0.286; D
Fiye = 8,306, p= 0L.O0O5; PXI: Fyz = 0011, P= 0,917 not shownl,
and crawling over/under (P; Py = 0026, p= 0873 Dt
Fize = 5.832, p = 0.0018; PxIx F; » = 3.136, p = 0,08]1; not shown)

controts (N = 40) and Cacnale”
{hlack bar] and the second test day (white bar). Data are represented as mean = SEM; * p < 0,050 main effect partner’s genotypes (%1 p <

rais (N = 40), respectively, dependent on the pariner’s genotype for the frst
1. 108 main effect

Together, these results indieate that Cacnaie’’ ™ rais change their
social behaviors depending on their partner’s genotype, while
Cacnalc ™" controls do not vary their behavior and retain their re-
sponse patiern irrespective of the partner’s genetic status.

4. Discussion

The CACNATC risk gene has been implicated in the etiology of all
manjor neuropsychiatric disorders [7] and sex-dependent effects of SNPs
within CACNA1C have been identified, with potentially stronger effects
1], While relevant pathomechanisms are still not well
understood, there is striking evidence that Ca,1.2 channels play a key

in women [13,
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role in warious brain processes in humans and rodents, ultimately re-
sillting in behavioural impairments, e.g. social functioning (for review
s [19]). Im rodents, genctic modifications specificnlly  targeting
Cacrrade have been repeatedly linked to deficlis in social behavior
[25,28] and first studies confirmed sex-dependent effects in humans
[13,14], Based on our recent fndings of sex-specific effects of Cacnale
haplotnsufficlency on  rough-and-tumble play behavier and con-
comitant emission of pro-social 50-kHz USVY in juvenile rats [49,50], we
expected to find altered social behavier and/or 50-kHz USV in adult
female rats,

In line with our hypothesis, we detected reduced emission of pro-
social 50-kHz USV during direct reciprocal social interaction in adult
female dyads including a Cacnale™ " rat, a8 compared 1o Caocnole ™
control dynds, This reduction wos consistently seen across both test
days. Moreover, the peak amplitude of 50-kHz USY emitted by adult
female dyads including a Cocnale ™" rar was lower. Other acoustic
features and the ratlo of 50-kHz USY subrypes, however, did not differ
between experimental dyads.

Our detailed temporal analyses showed that pro-social 50-kHz USY
were primarily emitied during secial behaviors. Consistently across all
experimental dyvads, 30-kHz USY emission rates were highest during
social behaviors compared to non-social behaviors. Moreover, at the
dyadic level, similar levels of social behaviors were seen in all experi-
mental dyads, with the exception of enhanced physical contact in adult
female dyads including a Cocnale™ ™ rat, as compared to Cacnalc® '™
control dyads. At the individual level, in mixed WTEHET dyads,
Caeraic " controls spent more time sniffing Cacngie™ ™ rats than
vice versa. Remarkably, Cacnale™ ™ rats showed dominance over
Cacrrale " controls after social interaction in the tube test. In addi-
tion, we were able to show that Cacnale ™™ rats but not Cacnaic® '™
controls change their social behavior based on their partner's genotype.

Surprisingly, however, most robust genotype differences were seen
during non-secial behaviors. Dyads including a Caenale ' rat showed
increased self-grooming compared to Cacnalc™ " control dyads, while
rearing and digging behavior was reduced. Detailed temporal analyses
further revealed that dyads Including Coecnale ™ rals emitted fewer
50-kHz USV during socinl and especially non-social behaviors.

We wish to emphasize, however, that our detailed temporal ana-
Iyses aimed at obtaining new insights into the temparal synchronization
of individual components of the behavioral repertoire and the emission
of 50-kHz USV was explortory in nature and bear the risk of alpha-
error accumulation, This is also true for our subty pe classification of 50-
kHz USV and the determination of thelr ncoustic features, Replications
in independent samples appear therefore warranted. To this aim, we
performed the same analyses not only for the frst but also the second
day of direct reciprocal soclal interaction, where each rat was exposed
to a novel partner. In this initial effort, we obtained evidence indicating
that the temporal synchronization of individeal components of the
behiavioral repertoire and the emission of 50-kHz USV ix relatively
stable (Supplementary Fig. 53} This is also true for the acoustle para-
meters of 50-kHz USV (Supplementary Fig. 53). Finally, we wish to note
that similar results were obtained by parametric and non-parametric
statistical pnalyses (Supplementary Table 1).

Cur findings ‘of reduced emission of S0-kHz USV in adult female
dyads including a Cacmalc®™ mat are at varance with our previous
results in juvenile female Cacnale haploinsufficient rats [50]. In juve-
nile females, partial Cacnale depletion was pssociated with strongly
enhanced rough-and-tumble play behavior, although Cecnale hap-
loinsufficlency had no effect on 50-kHz USY emidsston. A pattern similar
to our present findings, however, was obtained iIn juvenile male
Cacnale haploinsufficient rats [49]. In juvenile males, 50-kHz USV
emission during rough-and-tumble play was reduced in Cocnale hap-
loinsufficient rats, yet this reduction was not associated with alterations
in rough-and-tumble play behavior. Likewise, reduced peak amplitude
of 50:-kHz USV appears to be stable across development., Specifically,
during rough-and-tumble play, dvads consisting of juvenile male

Hefirriounnl firgin Bessarch 367 (3019 3582

Cacnale’™ ™ rats emitted fewer 50-kHz USY with lower amplitude
compared to dvads including Cacnalc ™" controls [49]. Regarding 50-
kHz USY subtypes, we detected the same ratio of flat, step, trill, and
mixed 50-kHz VSV in all experimental dyads. The most frequent 50-kHz
USY subtypes were flat and trill, followed by mixed, while step 50-kHz
USY were less detected. Similar ratios of 50-kHz USY subtypes were
evident In juvenlle male Cacnele™ ™ rats and Cacmale”™ ™ controls
[49] and this might be a general pattern because Wright et al. [54]
found that dyads of male rats emitted high proportions of flat and erill
S0-kH2 USV during direct reciprocal social interaction as well. How-
ever, while the prevalence of 50-kHz USV subtypes appears to be si-
milar in both sexes and across developmental stages, 50-kHz USV
clustering might be affected by sex and/ or developmental stage. For
Instance, we recently described two 50-kHz USV clusters depending on
their peak frequency [44]. The first cluster was characterized by peak
frequencies between 50 and 70kHz. This cluster was evident in the
present experiment in adult female rats a5 well However, a second
cluster of 50-kHz USV characterized by substantially higher peak fre-
quencies between 70 and 90 kHz recently described by Kisko et al, [49]
in juvenile male rats was not detected In the present experiment.

There is convincing evidence that the emission of 50-kHz USV is
involved in the regulation of social behaviors in rats (for review see:
[57]). For instance, rats sebectively bred for low levels of 50-kHz USV
displayed less contact time in & social contact paradigm compared fo
control animals, as shown by Burgdorf et al. [58]. Moreover, young rats
spent more me with adult rats emitting high levels than with animals
emitting low levels of 50-kHz USY [59]. Evidence from devocallzation
studies demonstrating reduced play behavior in paics of devocalized
rats further support the notion thit 50-kHz USY play an impartant mole
as soclo-affective communicative signals [60]. Finally, playback stu-
dies, using 50-kHz USY to reliably elicit social approach behavior in
rats, underline the important communicative function of 50-kHz USV
and suggest that they serve as social contact calls to maintain and/ or
{reJestablish social proximity (for review see [44]:).

In dyads including a Cocnalc® ™ rat, one might therefore expect
that the reduced number of pro-social 50-kHz USV, wgether with the
change in peak amplitude, leads to prominent alterations in the social
behavior repertaire and an overall reduction in social behaviors. In fact.
vur detailed temporal analyses showed that 50-kHz USY were primarily
emitied during social behavior, lreespective of genotype. This under-
lines evidence obtined in previous temporal anabyses in mice and rats
[49,61-61], and supports the notion that ultrsonic communication
ploys a significant role in regulating rodent soclal behavior. For in-
stance, & study by Burke et al. [64] yvielded information that 50-kHz
USY were important in coordinating play behavior of adult male rats,
and, especially, specific 50-kHz USV were eritical for preventing ag-
gressive behavior. Moreover, Ferhat et al. [63] linked specific social
behavior of female-female adult social interactions to ultrasonic com-
munication in a genetic mouse model for ASD, providing evidence that
genetically modified mice vocalize less when being engaged in physical
contact compared 1o wildiype controls.

Contrary to this assumption, however, we measured similar bevels of
social behaviors [n all three experimental dyads, contrasting the salient
difference in pro-social 50-kHz USY emission. A more detailed eva-
luation of single social behaviors at dyadic level even revealed an en-
hanced duration of physical contact in adult female dyads Incleding o
Coenedc ™™ rat, as compared to Cacnale ™™ control dyads,

At the individual level, in mixed WTEHET dyads, we detected only
subtle genotype differences. Interestingly, Cacnale” " controls spent
mare time sniffing Cacnale™ ™ rats than vice versa. Sniffing s one of
the most frequent behavioss in the rich behavioral repertoire of mis
[65,66] and olfsctory cues are used by s o obtain information on
partner tats, such as health status [67]. While it is difficalt to well
whether this alteration in sniffing behavior is linked 1o the prominent
genotype difference in the emission of 50-kHz USV, It iz obvious that
the strong reduction in 50-kHz USV emission in Cacmelc™ ™ rats had
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e of only minor effects on their social behavier. This ks surprising in
light of substantial evidence supporting the view that 50-kHz USV play
a key role in regulating social behavior [57].

This sald, it is In limwe with our previous results in juvenile male
Caemaic ™~ rats; where we did not find any prominent genotype effects
on social play behavior although the same pattern of reduced 50-kHz
L8V embssion in dyads including Cacnale™ ™ wak clearly evident [49],
Wae suggested therefore that Camnale haploinsufficlency leads to a re-
duction in the incentive value of playful social interactions in juvenile
male rats and that this is reflected in lower 50-kHz USV emission rates,
In fact, 50-kHz USY, also called “rat langhter™ [37], are assumed to
express pasitive affective states becavse they occur in appetitive si-
tuations, such is social play [38,39], mating [40,41], or in response to
drugs of abuse, especially amphetamine [42,49], Additionally, secial
interaction is highly rewarding for rats as shown by conditioned place
preference paradigms [56].

Together, this suggests that the strong reduction In 50-kHz USV
emission shown by dyads including @ Cacnale ™"~ ral has no or only
minor effects on their social behavior and that this reduction is most
likely the consequence of genotype-dependent alierations in affective
state during direct reciprocal social interaction. The view that Cacnalc
haploinsufficiency leads to reduced incentive valwe of secial internc-
tiesns is supported by our previous Andings in juvenile male and female
Caenalc™” ™ rats, where social play appears to be less rewarding
[49.50]. We therefore propose that this pattern continues to adult age
due to the 50% reduction of 50-kHz USV specifically detected in dyvads
including Caenaie™ '~ rats compared to Cacpale™’” control dyads,
This finding highlights the importance of 50-kHz USV analvsis as a
sensitive tool to reveal genotype-dependent alterations in affective state
during direct reclprocal social interaction in rats.

Rats live in groups and establish social hierarchies. The tube test is o
commeonly used paradigm to investigate social hierarchy in rodents.
Stadies confirmed thar the genetic background of rats can influence
social dominance [6%-71]. Our results indicate that, in mixed genotype
dyads, Caenaic "~ rats showed dominance over Camalc®™'* controls
after soclal interaction, Interestingly, we found supporting results in
juvenile female rats during rough-and-tumble play behavior with
Cacnalc™ '™ rats displaying more pinning behavior than Cacnafe* ™
contrals [50], Based on thess findings, [t appears that female Cacnale
~ pats are more socially dominant than their Cocnale® '™ limermares.
However, simitar to previous experiments focusing on female social
interactions, aggressive behaviors were almost absent in our study
[65.66]. In additon, we demonsteated that Cacnafc™ ™ rats changed
their social behoviors based on the genotvpe of the partner rat wherens
Caenalc” ' controls retained the same behavioral patterns, As shown
in an early experiment, rodents can sense the genotype of partners [72].
Interestingly, Cecnale® ™ rats displayed more social behaviors when
interacting with a same-genotype partner, while they reduced their
social behaviors when interacting with a different-genstype partner.
This might reflect a preference in Cacnade ™'~ rats for same-genotype
pariners.

Strikingly, however, most robust genotype differences were seesn
during non-social behavior. Dyads including s Cacmatc®’™ rat dis-
played a prominent increase in self-grooming compared to Cacnale®
control dyads, while the number of rearing and time spent digging was
reduced. We also found large genotype effects on 50-kHz USV emission
during non-social behaviors, Specifically, the number of 50-kHz USV
was reduced in dyads including Cacmale "~ rats during non-secial
behaviors, particularly self-grooming and rearing, compared io
Caenaic ™" control dyads, onee again indicating reduced positive af-
fect rather than communicative deficits in Cacnale ™~ rats compared
1 their lintermate controls,

At the individual level, in mixed WTEHET dyads, comparable pat-
terns became apparent with Cocnale *"” rats showing reduced rearing
and digging but, partially, increased self-grooming compared to
Caceaic '’ controls. Self-grooming is commonly used to investigate
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stereatyples and repetitive patterns of behavior In modents (for review
seet [73]), and several mouse and mt models for ASD display increased
self-grooming behavior (for review see [74,75]). In contrast to our
current findings, we did not detect any differences in self grooming and
other non-social behaviers, like rearing, in juvenile male and female
Cacnale ™~ rats and their littermate controls [19,50], This might
sugpesi that repetitive self-grooming emerges later In development In
Cacnale™ ™ rats, as seen in some rodent models for ASD. However, no
stereotypies, such as self-grooming [24,76] and marble-burying [23],
were detected in heterozygous Cocnalc mice.

Our current results of deficits in pro-social 50-kHz ultrasonic com-
munication and mild alterations of social behaviors in adult female rats
are partly in line with previous mouse studies. For instance, in the
widely used three-cchambered social approach assay [74], It has been
shown that adult male forebrain Cacnalfc null mutant mice did not
prefer a conspecific mouse [25,28], Impaired sociability has also been
demonstrated after Caocnale knockdown in the prefrontal eortex [25]
but not in the nucleus accumbens [27). On the contrary, no social
deficits were found in Cacnalc heterogygous mice [23,25]. A Timothy
syndrome (TS) mouse model, which is recaplulating a gain-of-function
mutation in the Ca,1.2 channel, displayed only socinl deficits in o
prolonged three-chambered nssay [23], while this model did net show a
lack of sociability during the typical 10 min testing [23,24], Intrigu-
ingly, the TS mouse model displayed normal levels of direct reciprocal
social interaction behavior although Cecnafc mutant animals spent
mare time in close proximity with each other compared with wildtype
controbs [24], consistent with our results of increased physieal contaet
It thus appears that social deficits were only evident in brain side-
specific Cacna Ie null mutant but not in heterozygous mice, whereas in
rats even partial Cacnale depletion was sufficlent to exert behavioral
alterations, However, it is important to mention that effects of genetic
Cacnole modifications on social behavior and communication have
almost solely been assessed in adult male mice [23-24], contrasting the
NIH efforts to increase the number of female animals in preclinical
research when appropriate [0]. Of note, we made no attempt to gen-
erate constitutive Caenale null mutsnt rats beeause it was reported that
constitutive Cacnale null mutant mice are not viable [77].

As yet, very little is known about sex-dependent Cecnaic effects on
social behavior in rodents, which s surprising as the variability of
varfous trafts, including messures for behavior, neuwrochemisiry, or
electrophysiology, does not appear to be higher in female than in male
rats [78]. Im an initial study, Dao et al [13] highlighted sex-specific
effects of Cacnale, obtnining results that female, but not male, het-
erogygous mice exhibited incremsed anxiety and decreased risk-taking
behavior in several paradigms. Regarding the genetic Cacnale ral
madel, we provided evidence that Cacnale regulates in particular socio-
affective communication in adult female rate, matching the sex-de-
pendent effects of CACNATC genotypes seen in humans.

I humans, studies obtained evidence for sex-specific associations of
CACNAIC 5NPs amnd neuropsychlatric disorders with stronger effects
towards females [ 13-16,79]. For instance, Heilbronmer et al, [15] found
that female carriers of the SNP rs10774035, a proxy SNP for s1006737,
showed impaired functional recovery from SCE episodes, contrasting
the beneficial effects of this SNP on functional sutcomes detected: in
men, Moreover, CACNAIC seems to have sex-specific effects on psy-
chological troits, as shown by Takeuchi et sl [16], who provided evi-
dence that SNP rs1024582, which is tightly linked to SNP rs1006737,
was associated with increased hostility, concomitant with reduced ac-
tvity in frontolimbie regions during a working memory task in female
but not male healthy subjects. Interestingly, female risk allele carriers
also exhibited reduced intrapersonal emotional intelligence and in-
ereased harm avoidance, both highly relevant for appropriate social
functioning. Howewver, it should be noted that Strohmaier et al. [79]
found mostly opposite effects, with male risk carriers of SNP rs1006737
showing higher emotional lability and lower resilience, contrasting
female risk carriers who displayed stronger resilience.
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5. Conclusion

In comclusion, vur work shows for the first time that partial Cecnalc
depletlon in adult female rags results in reduced levels of pro-secial 50-
kHz U5V emitted during the direct reciprocal social interaction assay.
Interestingly, socinl behaviors were only mildly affected by genotype
and 50-kHz USV emisslon was reduced while rais engaged In soclal and,
maost prominently, non-soclal behaviors. Together, this suggests re-
duced positive affect in female Cocnale™ " mts compared o their
Caerraie” " littermate controls in a social context, although reduced
positive affect is not specifically linked to social behavior, Additionally,
we provide evidence for increased repetitive behaviers in female
Cacrale " rats with relevance for ASD. Our study supports the role of
Caenale in regulating socio-affective communication in adult female
rats with refevance for neuropsychiatric disorders like MDD, ASD, BPD,
and SCZ.
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Supplementary Figure S2
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Supplementary Table 1: Non-parametric tests (Kruskal-Wallis test) of outcomes.

Behavior

Statistics

Post-hoc tests

A Total number of 50-

kHz USV

Peak amplitude

[dB]

Call duration [ms]
Peak frequency

[kHz]

Frequency

modulation [kHz]

H,=12.693, p=0.002

H,=10.365, p=0.006

H,=1.968, p=0.374
H=1.095, p=0.578

H,=1.306, p=0.520

WT&WT vs. WT&HET: p=0.032; WT&WT vs. HET&HET:
p<0.001; WT&HET vs. HET&HET: p=0.100
WT&WT vs. WT&HET: p=0.009; WT&WT vs. HET&HET:
p=0.009; WT&HET vs. HET&HET: p=0.983

B Social behaviors

H,=3.378, p=0.185

Active social H,=4.431, p=0.109 -
behaviors
Aggressive H,=1.392, p=0.499 -
behaviors
Non-social H,=5.461, p=0.065 -
behaviors
C Sniffing H,=2.731, p=0.255 -
Following H,=8.884, p=0.012 WT&WT vs. WT&HET: p= 0.184; WT&WT vs.

Social grooming

Crawling

over/under

Physical contact

H,=2.974, p=0.226
H,=0.177, p=0.915

H,=7.338, p=0.025

HET&HET: p=0.024; WT&HET vs. HET&HET: p=0.042

WT&WT vs. WT&HET: p=0.136; WT&WT vs. HET&HET:
p=0.092; WT&HET vs. HET&HET: p=0.039

D  Self-grooming

Rearing

Digging

Ho=11.116, p=0.004

H»=18.07, p<0.001

H>=11.495, p=0.003

WT&WT vs. WT&HET: p=0.188; WT&WT vs. HET&HET:
p=0.003; WT&HET vs. HET&HET: p =.028

WT&WT vs. WT&HET: p=0.033; WT&WT vs. HET&HET:
p<0.001; WT&HET vs. HET&HET: p=0.006

WT&WT vs. WT&HET: p=0.006; WT&WT vs. HET&HET:
p<0.001; WT&HET vs. HET&HET: p=0-730

Post-hoc tests were performed by using Mann-Whitney-U-Tests with Bonferroni-Holm corrections to control for

multiple testing.
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SUPPLEMENTARY LEGENDS

Supplementary Figure S1: (A) Number of 50-kHz USV emitted on the first and second test
day in WT&WT (black circle; N=10), WT&HET (grey circle; N=20), HET&HET (white
triangle; N=10) dyads. Data are represented as mean+=SEM.

Supplementary Figure S2: S0-kHz USYV clusters. Density plots depicting the distribution of
individual 50-kHz USV on day 1 of direct reciprocal social interaction based on peak frequency
(in kilohertz [kHz]) and call durations (in milliseconds [ms]), respectively frequency
modulation (in kilohertz [kHz]) and call durations (in milliseconds [ms]), for (A,C) female
WT&WT (N=10) and (B,D) HET&HET (N=10) dyads. Color coding reflects frequencies as
percentages. Density plots were created by including ~9000 50-kHz USV emitted by WT&WT
controls dyads and ~4000 50-kHz USV emitted by female HET&HET dyads.

Supplementary Figure S3: Detailed temporal and acoustic parameter analysis of 50-kHz
USYV emitted by WT&WT and HET&HET dyads on test day 2. (A) Peak amplitude and
histogram of peak amplitude (in decibel [dB]), (B) call duration and histogram of call duration
(in milliseconds [ms]), (C) peak frequency and histogram of peak frequency (in kilohertz
[kHz]), and (D) frequency modulation and histogram of frequency modulation (in kilohertz
[kHz]) of 50 kHz USV emitted by female WT&WT (black; N=10) and HET&HET (white;
N=10) dyads during direct reciprocal social interaction. (E) 50-kHz USV emission during social
behaviors, non-social behaviors and single behaviors (sniffing, following, social grooming,
physical contact, self-grooming, rearing, and digging) with 50-kHz USV being presented for
WT&WT (black bar; N=10) and HET&HET (white bar; N=10) dyads. Data are represented as
mean£SEM; * p<0.050 vs. WT&WT dyads; (*) p<0.100 vs. WT&WT dyads.
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ABSTRACT

The cross-disorder risk gene CACNA1C is strongly involved in the etiology of all major
neurcpsychiatric disorders, with women often being more affected by CACNA1C
mutations than men. Human neurcimaging studies provided evidence that CACNATC
variants are associated with anatomical and functional brain alterations, such as
decreased prefrontal volumes, microstructural changes in the hippocampus, and
reduced hippocampal activity during memory tasks. In mouse models, Cacnafc
alterations were repeatedly linked to disorder-like behavioral phenotypes and reduced
adult hippocampal neurogenesis, which has been implicated in the pathology of
neuropsychiatric disorders. Here, we applied a recently developed rat model and
conducted two studies to investigate the effects of partial Cacna1c depletion on adult
hippocampal neurogenesis and volumetric properties of the hippocampus and the
prefrontal cortex in adult female constitutive heterozygous (Cacnafc*~) rats and
wildtype (Cacnafc**) littermate controls. In study 1, we analyzed proliferation versus
survival of adult-born hippocampal cells based on a 5-bromedeoxyuridine assay
ensuring neuronal cell-type specificity through applying an immunofiuorescent multiple
staining approach. In study 2, we performed a detailed volumetric analysis with high
structural resolution of the dorsal hippocampus and the medial prefrontal cortex,
including their major substructures. Our results indicate comparable levels of cell
proliferation and neuronal survival in Cacnafc* rats and Cacnatfc** controls.
Additionally, we found similar volumes of the dorsal hippocampus and the medial
prefrontal cortex across major substructures irrespective of genotype, indicating that
Cacna 1¢ haploinsufficiency has no prominent effects on these brain features in female
rats.

Key Words: Cavi.2, calcium, adult hippocampal neurogenesis, medial prefrontal
cortex, hippocampus, neuropsychiatric disorders
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BACKGROUND

The CACNA 1C gene encodes the channel pore-forming alpha-1 subunit of the voltage-
dependent L-type gate calcium channel Cav1.2. Via this pore and a voltage sensor,
Cav1.2 conirols the depolarization-dependent calcium influx into the cell and,
therefore, plays a central role in brain functioning through modulating neuronal
excitability, synaptic plasticity, and gene expression (for review see: Kabir et al. [1,2]).
This gene was repeatedly linked to major neuropsychiatric disorders, such as major
depressive disorder (MDD)', bipolar disorder (BPD), autism spectrum disorder (ASD),
and schizophrenia (SCZ), as shown by several studies [3-8] Genome-wide
association studies identified a particular single-nucleotide polymorphism (SNP),
rs1006737, as one of the most common CACNA1C variants with relevance to
neuropsychiatric disorders (for review see: Heyes et al. [7]). Interestingly, sex-
dependent effects of CACNA 1C have been reported, with female patients exhibiting a
higher prevalence of MDD and BD [8,9] and reduced recovery from SCZ episodes [10]
than males.

Several neuroimaging studies confirmed an association of CACNA 1C and human brain
anatomy and function, such as increased gray matter volume in the prefrontal cortex
(PFC; [11]) and especially in the anterior cingulate cortex (ACC; [12]) of rs1006737 risk
allele carriers, as compared to healthy controls. Soeiro-de-Souza et al [13]
investigated the impact of rs 1006737 on different substructures of the medial prefrontal
cortex (mPFC) in female euthymic BD patients. Interestingly, they reported an age-
related thinning of the ACC and increased thickness of the medial orbitofrontal cortex
in risk allele camriers. Another study showed alterations in the white matter
microstructure of the hippocampus (HC) in rs1006737 risk carners compared to
controls [14]. On the functional level, reduced connectivity between the PFC and limbic
structures was reported for healthy rs1006737 risk carriers [12] and BP patients [15].
In addition, rs1006737 risk carriers displayed altered social outgroup emotion
processing reflected by a reduced activation of the ventral ACC [16]. Furthermore,

‘Abbreviations: AD, affective disorder; AHN, adult hippocampal neurogenesis; BPD, bipolar disorder ;
MDD, major depressive disorder; SCZ, schizophrenia, ASD, aulism spectrum disorder; SNP, single-
nuclectide polymorphism; Cacnalc'”, heterozygous Cacnalc; Cacnatc™”, wildtype Cacnaic, USV,
ultrasonic vocalizations; DCX, doublecortin; BrdU, 5-bromodeoxyuridine; ACC, anterior cingulale cortex;
dHC, dorsal hippocampus; iHC, intermediate; vHC, ventral, DG, dentate gyrus; Hi, hilus, fCA1-3, field
of CA1 - CA3; mPFC, medial prefronial cortex; Cg1, cingulale cortex area 1; Cg2, cingulate corlex area
2. Ci, cingulum; IL, infralimbic cortex; PrL, prelimbic cortex; Mo medial orbital cortex, Cl, claustrum, Ceg,
corpus callosum; HC, hippocampus; PFC, prefrontal Cortex.
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altered hippocampal activity during emotional and episodic memary tasks [17-19] and
aberrant activation patterns of the dorsolateral prefrontal cortex during a working
memory task [20] were found in healthy rs1006737 risk carriers.

Based on the evidence from human imaging studies, Kabir et al. [2] concluded that
CACNA1C alterations eventuate in a dysregulation of the PFC-amygdala-
hippocampus network and they emphasized rodent madels as a useful tool to explore
the influence of Cacnafc on this neuronal circuitry. In mice, effects of Cacnatc
manipulations on adult hippocampal neurogenesis (AHN) were reported ([21-23]; for
review see: Moon et al. [24]) In a first study, Lee et al. [23] demonstrated that a
forebrain specific knockout of Cacnafc decreased the number of immature neurons
and the survival of newborn hippocampal neurons. In other mouse models, neuron-
specific deletion of Cacnalc was associated with reduced numbers of immature
neurons [21] and deletion of Cacna1c on astrocyte-like neural stem cells was related
with reduced cell proliferation [22]. In rats, there is also evidence for Cacnaic playing
a role in AHN. Most notably, a recent study reported reduced proliferation rates in a
heterozygous Cacna1c rat model [24]. On the behavioral level, this Cacna1c rat model
was shown to display aberrant leaming capabilities [25,26] and aberrant social
interaction associated with altered socio-affective communication [27-29].

However, very littie is still known about brain alterations in this Cacna1c rat model and,
to our knowledge, no one has studied AHN in heterozygous Cacnafc female rats,
which is surprising given the sex-specific effects of CACNA1C variants in humans.
Here, we conducted two studies to investigate the effects of partial Cacna 1c depletion
on AHN and volumetric properties of the HC and the PFC in adult female constitutive
heterozygous (Cacna1c*~) rats and wildtype (Cacnafc**) littermate controls. In study
1, we analyzed proliferation versus survival of adult-born hippocampal cells based on
a 5-bromodeaxyuridine assay ensuring neuronal cell-type specificity through applying
an immunofluorescent multiple staining approach as suggested by Kuhn et al. [30].
Specifically, we focused on cell proliferation versus survival of adult-born neurons in
the dorsal (dHC), intermediate (iIHC), and ventral (vHC) hippocampus. In study 2, we
performed a detailed volumetric analysis with high structural resolution of the dHC and
the mPFC, inciuding their major substructures. We hypothesized that a reduction of
Cacnaic expression leads to reduced AHN accompanied by volumetric changes in the
dHC and mPFC.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

Adult female constitutive heterozygous rats (Cacnafc™) were compared to female
wildtype littermate controls (Cacnaic**). Cacnaic*" rats were generated using zinc
finger technology (Horizon Discovery Ltd, Cambridge, UK) on a Sprague-Dawley
background [31] Rats were housed in groups under standard laboratory conditions
and genotyped as previously described [27].

General Procedure

Two studies were performed in rats of both genotypes at the age of approximately 6
months. In study 1, AHN was assessed. In Study 2, volumetric analyses of the dHC
and mPFC were performed. For study 1, AHN was assessed in N=16 Cacnafic* rats
and compared to N=16 Cacnafc** controis. To this aim, 5-bromodeoxyuridine (BrdU,
Sigma, St Louis, MO, USA), a thymidine analog which gets permanently incorporated
into DNA during the S-phase of the cell cycle, was used for the analysis of
neurogenesis based on the time point of sacrifice (for review see: [32,33]). BrdU was
dissolved at 10mg/ml in 0.9% saline and injected i.p. at a dose of 100 mg/kg on 5
consecutive days, according to previous studies [34,35] After the last BrdU injection,
rats were sacrificed either 1 day later to quantify immature neurons, or 21 days later to
measure survival of young hippocampal cells (Fig. 1A) For study 2, volumetric
measures of the dHC and mPFC were performed in N=20 Cacnaic™ and compared
to N=19 Cacnaic** controls (one Cacnaic™ rat had to be excluded from the

experiment).

Immunohistochemistry

All rats were sacrificed with 600 mg/kg pentobarbital i.p. (Merial, Hallbergmoos,
Germany) and perfused transcardially using 0.9% saline followed by 4% (wt/vol)
paraformaldehyde in 0.1 mol/L phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4). The brains
were removed and postfixed (4% paraformaldehyde, 4°C) for 24 h. To measure AHN,
relevant parts of the brains were stored in 0.1 mol/lL PBS for further analysis. For
volumetric analysis of the dHC and mPFC, brains were cryoprotected (4%
paraformaldehyde with 20% sucrose) and stored (4°C) for further processing.
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Study 1 - Adult Hippocampal Neurogenesis
For immunohistochemistry, brains were sent to NeuroScience Associates (Knoxville,

TN, USA) where their MultiBrain®/MultiCord® Technology was used for embedding,
sectioning, and staining. In short, free-floating coronal 40 pm sections of every 10th
slice were used for triple immunohistochemical staining to warrant cell-type specificity
in subsequent analyses. All incubation solutions from the primary antibody onward
used Tris buffered saline (TBS) with Triton X-100 as the vehicle. All rinses were done
with TBS. The sections were immunostained with the primary antibodies overnight at
room temperature. Vehicle solutions contained Triton X-100 for permeabilization.
Following rinses, a fluoro-tagged or biotinylated secondary antibody (anti IgG of host
animal in which the primary antibody was produced) was applied. Following rinses, for
sections with a biotinylated secondary antibody, a fluorescent tagged streptavidin was
applied. To obtain triple staining, the following steps were accordingly performed. BrdU
(Novus NB500-235) was run at 1:5K and then an AlexaFluor 555 secondary antibody
(ThermoScientific A21436) was applied at 1:500. Per BrdU protocol, a 1M HCL step
was performed after initial rinses, but prior to beginning staining. NeuN (neuron-
specific nuclear protein, Millipore MAB377), a commonly used marker of postmitotic
and mature neuronal cells (for review see: von Bohlen und Halbach [36]), was run at
1:150, then a biotinylated secondary (Vector Labs BA-2001) was applied at 1:1K, then
an AlexaFluor 647 streptavidin (ThermoScientific S32357) was applied at 1:1K. Ki-&7
(Abcam ab16667), an endogenous cellular marker of on-going cell proliferation [36],
was run at 1:150 and then an AlexaFluor 488 secondary antibody (ThermoScientific
A21206) was applied at 1:500. The obtained sections were mounted on gelatin-coated
glass slides and air-dried. The slides were dehydrated in alcohols, cleared in xylene,
and cover-slipped.

Digital whole-slide scans (format NDPIS) of the coronal sections were captured by a
Hamamatsu NanoZoomer S60 Digital Slide Scanner (Hamamatsu Photonics,
Hamamatsu, Japan), which is capable of 3-color fluorescence imaging. Fluorescence
scans were acquired at 20x magnification corresponding to the three markers at 555
nm (BrdU; exposure 16), 488 nm (Ki-67, exposure 28), and 647 nm (NeuN; exposure
B4) wavelength. All sections were scanned under identical light and exposure settings.
The Orbit Image Analysis software (Actelion Pharmaceuticals Ltd, Allschwil,
Switzerland) was applied for whole slide analysis [37]. Orbit is an open source program
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(http:/Awww orbit bio, September 28th 2018) and allows machine-learning based cell
segmentation and classification [38]. Labeled cells were counted bilaterally on every
10th section in the SVZ (bregma 2.2 to -0.4 mm), the granular cell layer (GCL), and
the subgranular zone (SGZ) of the dentate gyrus of the HC (bregma -3.24 to -5.76 mm;
[39]). The SGZ was defined as an approximately two-cell soma-wide zone along the
inner base of the GCL, as suggested by Banasr et al. [40]. The regions of interest
(ROI), i.e. SVZ and GCL combined with SGZ, were manually marked and a trained
algorithm applied to detect BrdU*, Ki-67*, and double-labeled, i.e. BrdU*/Ki-67* and
BrdU*/NeuN*, cells. These data were visually double-checked by an experienced
observer who was blind to genotype and perfusion time point.

Additionally, the numbers of cells were countd separately in the dHC (bregma -3.24 to
-5.16 mm) and the vHC (bregma -5.28 to -5.76 mm), based on the suggestions by
Banasr et al [40,41]. Furthermore, we distinguished vHC and iHC. On slides containing
the vHC, upper parts (vertically 5.8 mm in relation to bregma) were defined as the iHC
(Fig. 1B). The numbers of BrdU*, Ki-67*, and double-labeled cells, i.e. BrdU*/Ki-&7*
and BrdU*/NeuN*, were expressed as cells per cubic millimeter (N/mm?3) by multiplying
the area of ROIs by the thickness of sections.

Study 2 - Volumetric analysis of the dHC and mPFC

Frozen brains (-20°C) were cut on a freezing microtome (CM1850, Leica, Wetzlar,
Germany) in 40 ym coronal sections for volumetric analysis. Every 10th slice was
mounted on a gelantin-coated glass slide and stained with cresyl-viclet. If one slide
was lost or damaged during cutting, one of the next two slides was mounted to avoid
missing data Planimetric measurements were created to quantify areas of the dHC
and mPFC on an Axic Imager M2 light microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) with
a magnification of 25. In Stereo Investigator 9 (MicroBrightField Inc., USA), regions of
interest (um?) were manually labeled based on Paxinos and Watson [39]. Regarding
the HC, the area of total dHC, and corresponding substructures CA1-CA3, dentate
gyrus (DG), hilus (Hi). and field of CA1-CA3 (fCA1-3) were determined, covering the
dorsal part of the HC (-2.28 to —4.20 mm in relation to bregma). Additionally, we
determined the whole area of the brain at these coordinates using sections containing
the dHC. In total, N=2 Cacnafc™ and N=3 Cacnafc** animals had to be excluded
from analysis due to data loss. Additionally, we performed a detailed analysis of the
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mPFC (4.20 to 2 28 mm in relation to bregma), including the area of the total mPFC,
and as substructures, cingulate cortex area 1 (Cg1), cingulate cortex area 2 (Cg2),
cingulum (Ci), infralimbic cortex (IL), prelimbic cortex (PrL), medial orbital cortex (Mo),
claustrum (Cl), and corpus callosum (Cc). We also determined the whole area of the
brain at these coordinates using section containing the mPFC. Due to data loss, N=5
Cacnaic* and N=4 Cacnaic** animals had to be excluded. Finally, volumes in mm?
of all (sub-) structures were calculated based on the Cavalieri principle [42] with the
Cavalieri Estimator tool in Stereoc Investigator 9. All volumetric analyses were
performed by experienced observers blind to genotypes.

Statistical analysis

AHN was analyzed by two-way ANOVAs with the between-subject factors genotype
(G) and time point of perfusion (PF). Additionally, we examined AHN in the sub-regions
of the HC, i.e. dHC, HC, and vHC, by two-way ANOVAs with the between-subject
factors genotype (G) and the within factor sub-region (S) separately for each perfusion
time point. For comparing volumes of the dHC and mPFC with the total brain volumes,
repeated measures ANOVAs with the between factor genotype (G) and the within
factor structure (S) were calculated. The substructures of the dHC and mPFC were
analyzed by repeated measures ANOVAs with the between-subject factors genotype
(G) and the within factor substructure (S). ANOVAs were followed by post-hoc
Bonferroni-corrected t-tests when appropriate. All repeated measures ANOVAs were
Greenhouse-Geisser-corrected if a violation of sphericity was detected. For statistically
significant outcomes, the effect size (Cohen's d) and the suggested interpretations
(d=0 2 small, d=0 5 medium, and d=0.8 large) were reported [43]. Data are presented
as means+SEM. A p-value of <0.05 was considered statistically significant and a p-
value of <0.10 was considered to show a trend.

RESULTS

Study 1 - Adult hippocampal Neurogenesis

The number of BrdU® cells differed between the time point of perfusion (P:
F120=38.216, p<0.001, d=2.185), 1.e. there was a prominent decrease in BrdU* cells
21 days compared to 1 day after the last BrdU injection. We did not find any genotype
effects on the number of immature neurons and cell survival (G: F12=1.193, p=0.284,
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GxP: F12=0825, p=0372; Fig. 2A) Besides investigating immature neurons, we
additionally used Ki-67 to quantify early proliferation. The number of Ki-67* cells did
not differ between genotypes (G: F12s=1.105, p=0.302) and time points of perfusion
(P: F1.22=2.012, p=0.167; GxP: F122=0.808, p=0.337; Fig. 2B).

Based on our multiple staining approach, we evaluated the number of double-labeling
of BrdU* with Ki-67* and NeuN® cells to confirm the neuronal origin of the BrdU* labeled
cells. The number of co-labeled BrdU*® and Ki-67" cells was higher at 1 day compared
to 21 days (P: F128=19.300, p<0.001, d=1.588), while genotype had again no effect on
proliferation (G: F128=0.419, p=0523; GxP: F120=0.292, p=0.593; Fig. 2C). Regarding
co-labeling of BrdU* and NeuN* cells, a reversed pattern was observed with an
increased number of BrdU™ and NeuN" cells on the second time point of perfusion (P:
F128=61.307, p<0.001, d=2.853), indicating that these cells have undergone typical
maturation processes. Again, genotype had no effect on the number of co-labeled cells
(G: F128=0.200, p=0.658; GxP: F125=0.035, p=0.852; Fig. 2D). Notably, the volumes
of the ROIs used to determine labeled cells did not differ between genotypes (G:
F128=1.460, p=0.273) and time points of perfusion (PF: F12¢=0.229, p=0636; GxP:
F128=0.118, p=0.734).

Furthermore, we evaluated AHN in the dHC, iHC, and vHC (Fig. 1B). In general, the
number of BrdU"* cells was highest in the dHC as compared to the iHC and vHC 1 day
(S: F126=35.809, p<0.001) and 21 days (S: F22s=25.085, p<0.001; Table 1) after the
last BrdU injection. Similar patterns were found for Ki-67* cells (1 day = S: F1 26=35.808,
p<0.001; 21 days = S: F1442012=28.133, p<0.001), BrdU* and Ki-67* double-labeling
(1day =S F12:=7.792, p=0002; 21 days = S: F1.2s=1.284, p=0.293), and co-labeling
of BrdU* and NeuN* (1 day = S: F1271780=31.259, p<0.001; 21 days = S: F12s=40 468,
p<0.001).

Again, no genotype effects were found after 1 day (G: F114=2.444, p=0.140, GxS:
F128=0.468, p=0.631;) and 21 days (G: F1.14=0.061, p=0.808, GxS: F12=0.637,
p=0.536) after the last BrdU injection for BrdU* cells. The same was true for Ki-67* (1
day = G: F114=1.457, p=0.247, GxS: F122=0.468, p=0631; 21 days = G: F114=0451,
p=0.513; GxS: F1442012=2.924, p=0.091), BrdU* and Ki-67* co-labeled cells (1 day =
G: F114=1.080, p=0.316, GxS: F126=0213, p=0809. 21 days = G: F114=0.300,
p=0.592, GxS: F128=0.992, p=0.384), and doubie-labeling of BrdU* and NeuN* (1 day
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= G: F1.14=0.070, p=0.795, GxS: F127.1780=0.965, p=0.393; 21 days = G- F114=0.161,
p=0.694, GxS: F12s=0.788, p=0.465).

Study 2 - Volumetric analysis of the dHC and mPFC

Neither the volume of the whole area of the brain at coordinates containing the dHC
nor the volume of the dHC differed between genotypes (G: F132=0.173, p=0680; §:
F12=1139.045, p<0.001, d=7.423; GxS: F132=0.050, p=0.824 Fig. 3A). Furthermore,
genotype had no effect on the volumes of the substructures, i.e. CA1-CA3, DG. Hi,
fCA1-3(G: F1.22=2.464 p=0.126; 5: F1.14350-450.373, p<0.001; GxS: F114365=2 499,
p=0.119, Table 2A).

We additionally analyzed the volume of the mPFC in female Cacnaic* rats and
Cacnaic™* controls. Again, genotype did not affect the volumes of the mPFC and the
whole area of the brain at coordinates containing the mPFC (G: F122=0.389, p=0.538;
S: F128=4770.770; GxS: F128=0.171, p=0.682). In addition, genotype had no effect on
the volumes of the substructures, i.e. Cg 1 and 2, Ci, IL, PrL, medial orbital cortex, CL,
and Cc (G Fi12=0441 p=0512, S Fioex20=4850973, p<0001; GxS:
F1.083020=0.292, p=0.610; Table 2B).
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DISCUSSION

We performed two studies to determine the effects of Cacnafc haploinsufficiency on
AHN, as well as the volumes of the dHC and mPFC using adult female heterozygous
Cacna1c* rats and wildtype Cacnac** littermate controls. In study 1, we carried out
a detailed immunoflucrescence-based analysis of AHN to examine genotype effects at
different developmental stages of adult-born cells in the dentate gyrus of the HC. In
general, we found a prominent decrease of BrdU" cells 21 days in comparison to 1 day
after the last BrdU injection, which is in accordance with Pieper et al. [44], who
demonstrated that ~50% of new-born BrdU* cells died 20 days after a single BrdU
injection. Moreover, we used Ki67 to assess cell proliferation. We found comparable
numbers of Ki-67* cells at both times of perfusion, which underiines the validity of our
analysis, since no major changes in proliferation within 21 days were to be expected
[45.46]. Additionally, we verified the neuronal origin of detected cells using a multiple
staining approach. The number of double-labeled BrdU* and Ki-&67* cells was higher at
1 day compared to 21 days This effect was also expected since Ki-&67 is only
expressed during early developmental stages of adult-born hippocampal cells ([47], for
review see: Mandyam and Koob [48]). The increase of co-labeled BrdU* and NeuN*
cells between time points of perfusion is also consistent with previous results showing
that a substantial number BrdU" and NeuN"* cells can be found three days after a single
BrdU injection [49] and co-labeling of both markers increases over time reaching a
peak about 2 weeks after BrdU injection [50]. Also, we found a dorso-ventral gradient
of AHN, consistent with previous results showing more neurogenesis in the dHC as
compared to the vHC in rats and mice [51,52].

On the other hand, our results provide no evidence for effects of partial Cacnaic
depletion on AHN, especially on immature neurons and survival of cells in the HC of
adult female rats. In a first study using a heterozygous Cacnaic rat model, Moon et al,
[24] investigated AHN in male Cacnaic* rats and Cacnafc** controis and reported
equal amounts of immature neurons using doublecortin (DCX), which is commonly
used to identify immature neurons [53]. This finding is in line with our BrdU results
showing similar levels of immature neurons in adult female rats. However, Moon &t al.
[24] showed reduced numbers of BrdU"* cells after a single dose of BrdU 6 hours before
perfusion in Cacnafc* animals suggesting reduced proliferation They explained these
differences between both markers by compensatory mechanisms based on reduced
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apoptosis followed by enhanced cell survival In contrast, we did not find effects of
Cacna1c haploinsufficiency on proliferation rates as the numbers of Ki-67* cells and,
respectively co-labeled Ki-67* and BrdU* cells on day 1, were similar in female
Cacna1c* rats and Cacnafc** controls. These somehow contradictory results could
be explained by the different markers and their abilities to label distinct stages of cell
development. Ki-67 is expressed during the entire duration of the cell cycle except the
resting phase [36], while BrdU gets incorporated into DNA only during the S-phase of
the cell cycle [32]. Indeed, quantitative analysis of Ki-67* and BrdU* cells showed 50%
higher numbers of Ki-67* cells when examined 24 h after a single BrdU injection [48].
The BrdU data of Moon et al. [24] might reflect very early deficits in proliferation, which
cannot be detected by slightly broader markers, such as DCX or Ki-67, due to the
proposed compensatory processes. The divergent results could also be explained by
sex-specific mechanisms (for review see: Shohayeb et al. [54]), since Moon et al. [24]
used males, whereas we focused on females.

Furthermore, we assessed the survival of young hippocampal neurons in Cacnaic*
rats and Cacnalc* controls. Neither the numbers of Brdu* cells nor the cells co-
labeled for BrdU and NeuN differed between groups 21 days after BrdU injections,
implying equal survival rates of young hippocampal neurons. Lee et al. [23], however,
reported reduced survival of young hippocampal neurons over 30 days after a single
BrdU injection in forebrain-specific Cacnafc knockout mice. They additionally
demonstrated that their forebrain-specific knockout was associated with decreased
numbers of immature neurons as indicated by reduced DCX* cells and BrdU* cells
after applying the same BrdU assay as ours. Interestingly, they reported comparable
proliferation rates as indicated by equal levels of BrdU* cells in the HC of forebrain
specific-Cacnalc knockout and control mice 1 hour after a single BrdU injection
standing in line with our results. In a different mouse model, Temme et al. [21]
demonstrated reduced immature neurons in conditional knockout mice with neuron-
specific deletion of Ca.1.2 as compared to wildtype animals by analyzing DCX* and
BrdU* cells in the HC. Furthermore, a deletion of Cacnafc on astrocyte-like neural
stem cells (type 1 cells) in mice resulted in decreased cell proliferation measured by
Ki-67" cells and a BrdU assay with injections 24, 18, and 12 h before sacrifice while
numbers of immature DCX"* cells did not differ between genotypes [22]. In summary,
the impact of Cacnac deletions on AHN seems to be rather subtle in the heterozygous
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Cacnafic rat model, whereas in several mouse models, characterized by more severe
manipulations of Cacnac, pronounced effects were observed.

In addition, we performed a detailed volumetric analysis of the dHC showing that partial
Cacnaic depletion did not affect the size of the total HC and its subsiructures. In
particular, structures such as dentate gyrus and hilus, which include the neurogenic
niche for AHN, had similar volumes irrespective of genotype. Also, no effects of
Cacnaic haploinsufficiency on dentate gyrus size in Cacnaic mouse models [21,23]
and Cacnaic haploinsufficient rats [24] were reported. Moreover, we also focused on
the mPFC in female Cacnaic* rats and Cacnafc* controls. Again, no genotype
effects on the volumes of mMPFC and corresponding substructures, i.e. cingulate cortex
area 1 and 2, cingulum, infralimbic cortex, and prelimbic cortex, were found.

Taken together, Cacnaic haploinsufficiency lacks effects on AHN and the volumetric
properties of the mPFC and the dHC in female rats. This is interesting, because Cav1.2
is highly expressed in the cortex, including the mPFC, and HC [1,55] Cacnafc mRNA
is especially enriched in the mPFC and the dentate gyrus [56]. Accordingly, we found
reduced Cav1.2 expression levels by ~50% in cortical tissue of female and male
Cacnaic** rats compared to Cacna1c** littermate controls, therefore effects on brain
structure could have been expected [27 28] Additionally, Cacnaic depletion was
accompanied by enhanced mitochondrial resilience to oxidative stress in witro [57,58]
yielding information that certain, but different, biclogical pathways are affected by
Cacna1c manipulations

On the behavioral level, two studies investigated the impact of Cacnailc
haploinsufficiency on cognitive functions in the Cacnaic rat model. These results are
somewhat conflicting because Sykes et al. [25] detected impairments in an early stage
of reversal leaming while we demonstrated intact reversal learning and even positive
effects on spatial memory [26,59], which suggests rather mild effects of Cacnaftc
haploinsufficiency on cognitive domains. This is paralleled by our current results
showing no main effects of Cacnafc depletion on AHN and the volumetric properties
of the mPFC and the dHC. However, we demonstrated changes in social behavior in
juvenile [27 28] and adult female [29] Cacnaic* rats. The emission of pro-social
50-kHz ultrasonic vocalizations (USV), a readout for affective communication (for
review see: Wohr and Schwarting [60]), during juvenile play was reduced in Cacnafc**
rats compared to their wildtype littermates. Likewise, Cacnafc* rats displayed reduced
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social approach behavior towards 50-kHz USV playback [27] In adult female
Cacnaic™ rats, we demonstrated a highly reduced emission of 50-kHz USV and mild
social deficits during direct social interaction [29]. Several other potential molecular
pathways have been implicated [1] that should be addressed in future studies to gain
a better understanding of behavioral deficits seen in the Cacnafc rat model as well as
in the patho-mechanisms of neuropsychiatric disorders like MDD, ASD, BPD, and
SCZ
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FIGURE & TABLE LEGENDS

Figure 1: Effects of Cacnafc haploinsufficiency on adult hippocampal
neurogenesis. (A) The experimental design to determine the number of immature
neurons (I, blue bar) and survival (S; orange bar) of young hippocampal neurons
(PF=perfusion). (B) lllustration of coronal sections of the rat brain showing the dHC
(red), iHC (black) and vHC (green) used for the analysis of AHN based on Paxinos and
Watson [39]

Figure 2: Adult hippocampal neurogenesis in the dentate gyrus of female
Cacnalc*” rats and Cacnaic*” littermate controls. Results and representative
images of coronal hippocampal sections immunostained for (A) BrdU*, (B) Ki-67*, (C)
doubie-labeling of BrdU*/Ki67*, and (D) double-labeling of BrdU*/NeuN* cells of
Cacnaic** (black bar; N=8) and Cacnaic*" rats (white bar, N=8) depicted for animals
sacrificed 1 day and 21 days after the last BrdU injection. Insets highlight
immunoreactive cells. Data are represented as meantSEM, * p<0.050 main effect time
point of perfusion. ** p<0.001 main effect time point of perfusion.

Figure 3: Volumetric analysis of the dorsal hippocampus and medial prefrontal
cortex of female Cacnac* rats and Cacnafc** littermate controls. (A) Volumes
of the dHC and the whole area of the brain at coordinates containing the dHC of
Cacnaic* (white bar, N=18) and Cacnaic** Cacnac** controls (black bar, N=16).
(B) Representative images of a coronal section showing the dHC (purple) and its
substructures, i.e. DG (red), Hi (blue), CA1 (yellow), CA2 (green), CA3 (cyan), fCA1
(brown), fCAZ2 (grey), fCA2 (orange). (C) Volumes of the mPFC and the whole area of
the brain at coordinates containing the mPFC of Cacnaic™ rats (white bar, N=15) and
Cacna1c** controls (black bar; N=15). (D) Representative images of a coronal section
showing the sub structures of the mPFC (purple), i.e. Cg1 (green), Cg2 (yellow), Ci
(brown), IL {(cyan), PrL (orange), Mo (blue), claustrum (grey), Cc= (black), PFC (white).
Data are represented as mean+SEM,; ** p<0.001 main effect time of structure. Note:
Line thickness in (B) and (D) was manually increased to improve clarity.
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4 DISKUSSION

Das Risikogen CACNAIC konnte durch GWAS mit den wichtigsten neuropsychiatrischen
Storungen, d. h. MDD, BPD, ASD und SCZ, in Verbindung gebracht werden (Heyes et al.,
2015; Moon et al., 2018). Diese Erkrankungen zeichnen sich durch {iberlappende
Symptombereiche aus, da insbesondere Defizite der sozialen Funktionsfahigkeit und affektive
Symptome hidufig auftreten. Auf translationaler Ebene konnte zugleich verdndertes
Sozialverhalten und Abweichungen des Affektzustands bei verschiedenen Cacnalc
Nagetiermodelle gefunden werden (Kabir et al., 2017c; Moon et al., 2018). Zudem weisen die
bisherigen Studien auf Geschlechtseffekte von CACNAIC bzw. Cacnalc hin (Dao et al., 2010;
Witt et al., 2014; Braun et al., 2018; Takeuchi et al., 2018; Kisko et al., 2019), da weibliche
Individuen starker von Verdnderungen betroffen erscheinen als ménnliche Individuen.
Zunichst fasse ich die umfassenden Ergebnissen der Studie I, die einen Einfluss der Cacnalc
Haploinsuffizienz auf das direkte Sozialverhalten von adulten weiblichen Ratten zeigte,
zusammen und vergleiche diese mit den Befunden der bisherigen Cacnalc Nagetierstudien.
Weiterhin werden die Vorteile der Messung 50-kHz USV und die zeitliche Verkniipfung dieser
Rufe mit unterschiedlichen Verhaltensweisen im Kontext des sozialen Interaktionsverhaltens
erldutert. Darliber hinaus werde ich methodische Aspekte und Limitationen der Studie I
diskutieren.

Im darauffolgenden Abschnitt nehme ich Bezug auf die adulte hippocampale Neurogenese als
einen moglichen grundlegenden Mechanismus in der Atiologie neuropsychiatrischer Storungen
(Toda et al., 2018), da ein negativer Einfluss von Cacnalc auf die adulte Neurogenese in den
Cacnalc Nagetiermodellen bereits gefunden wurde (Lee et al., 2016; Temme et al., 2016;
Volkening et al., 2017; Moon et al., 2018). Ich werde die gegenldufigen Befunde der
unverinderten Neurogenese von adulten weiblichen Cacnalc™” Ratten aus Studie IT ausfiihrlich
diskutieren, mogliche Einflussfaktoren auf die AHN aufzeigen und methodische Uberlegungen
zur Messung der Neurogenese einflieen lassen. Des Weiteren gehe ich auf den Nutzen der
detaillierten morphologischen Untersuchung des Hippocampus und mPFCs aus Studie II im
Rahmen der translationalen Forschung ein.

Nachfolgend bette ich die Ergebnisse meiner Studien in die allgemeine Forschung ein, um so
die Validitit des Cacnalc™ Rattenmodells und der weiteren Cacnalc Nagetiermodelle zu
diskutieren. Dazu werde ich zusétzlich die geschlechtsspezifischen Cacnalc Effekte aufgreifen

und die Wichtigkeit der Untersuchung von weiblichen Individuen in der biomedizinischen
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Forschung erldutern. AbschlieBend wird eine translationale Einordnung der Ergebnisse

vorgenommen und mdgliche zukiinftige Forschungsvorhaben dargestellt.

4.1 Studie I: Cacnalc und Sozialverhalten bei weiblichen adulten Ratten
Psychische Gesundheit und das soziale Funktionsniveau sind eng miteinander verbunden und
insbesondere Defizite der sozialen Funktionsfdhigkeit sind laut DSM-5 ein wichtiges
diagnostisches Kriterium fiir viele der neuropsychiatrischen Stérungsbilder (American
Psychiatric Association, 2013). Zudem sind soziale Defizite bei vielen psychiatrischen
Patienten ausgeprigt vorhanden (Kennedy und Adolphs, 2012; Meyer-Lindenberg und Tost,
2012). Interessanterweise konnten CACNAIC SNPs mit psychologischen Eigenschaften, wie
einer verringerten Extraversion (Roussos et al., 2011) und einer erhdhten Feindseligkeit
(Takeuchi et al., 2018), sowie funktionellen Hirnverdnderungen wéhrend der Verarbeitung
emotionaler sozialer Reize (Wang et al., 2011a; Radua et al., 2013) in Beziechung gesetzt
werden, was einen direkten Einfluss von CACNAIC auf die soziale Funktionsfdhigkeit
nahelegt.

Die Fokussierung auf das direkte reziproke soziale Interaktionsverhalten von adulten
Versuchstieren und die Kommunikation mittels 50-kHz USV bieten eine addquate Moglichkeit,
den Einfluss von Cacnalc auf krankheitsrelevante Phénotypen in Ratten zu untersuchen. Die
Ergebnisse aus Studie I liefern Hinweise drauf, dass adulte weibliche Cacnalc™" Ratten ein
deutlich verringertes Rufverhalten wihrend der direkten sozialen reziproken Interaktion

*/* Kontrolltiere. Bei Dyaden, die eine Cacnalc™" Ratte

aufwiesen als weibliche Cacnalc
enthielten, konnte eine Reduktion der Emission von 50-kHz USV um bis zu 50 % festgestellt
werden. In Anbetracht dieser Ergebnisse und der Hinweise dafiir, dass 50-kHz USV an der
Regulation des Sozialverhaltens von Ratten beteiligt sind (Wohr, 2018), werde ich daher
zunichst die Resultate der umfassenden behavioralen Analysen der Studie I aufgreifen.

In Studie I wurden zwei unterschiedliche Ebenen gewihlt, um den Einfluss einer Cacnalc
Haploinsuffizienz auf soziale und nicht-soziale Verhaltensweisen von adulten weiblichen
Ratten zu evaluieren. Durch die Betrachtung der dyadischen Ebene konnte das Verhalten
zwischen den unterschiedlichen Gruppenzusammensetzungen beziiglich des Genotyps, d. h.
genotpy-gleiche oder genotpy-gemischte Dyaden, untersucht werden. Ein Vorteil der Studie I
liegt auBerdem darin begriindet, dass auch genotyp-gemischte Dyaden, bestehend aus

Cacnalc®” Ratten und Cacnalc™*

Kontrolltiere, untersucht wurden, da in den bisherigen
Ansitzen zum juvenilen Spielverhalten im Cacnalc Rattenmodell lediglich die Effekte auf das

Verhalten in Zweiergruppen des gleichen Genotyps untersucht wurden (Kisko et al., 2018,
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2019). So konnten in Studie I mdgliche Interaktionseffekte zwischen den beiden Genotypen
dargestellt werden. Zudem bestand so die Moglichkeit auf einer weiteren Ebene das
individuelle Verhalten beider Versuchstiere einer genotyp-gemischten Dyaden zu analysieren,
um subtilere Verhaltensverdnderungen herauszuarbeiten.

In Bezug auf Sozialverhalten konnte trotz der beutetenden Rolle von 50-kHz USV an der
Regulation von Sozialverhalten (Wohr, 2018) nur ein leichter Einfluss des Genotyps auf das
allgemeine Sozialverhalten wihrend der dyadischen Interaktion von adulten weiblichen
Cacnalc™ und Cacnalc™™ Ratten festgestellt werden. Zundchst konnte auf dyadischer Ebene
ein vergleichbares Niveau an unterschiedlichen sozialen Verhaltensweisen, wie Riechen am
Partner oder gegenseitige Fellpflege, gemessen werden. Es zeigte sich jedoch, dass reine
Cacnalc™~ Dyaden mehr passiven Korperkontakt aufbauten als reine Cacnalc™*
Kontrolldyaden. Vergleichbare Effekte eines erhohten Korperkontakts wurden wihrend des
juvenilen Spielkampfes in minnlichen Cacnalc™ Dyaden gefunden (Theresa Kisko,
unverdffentlichen Daten). Passenderweise zeigten Kabitzke et al. (2018), dass Cay1.2 TS Miuse
ein normales Niveau an Sozialverhalten aufwiesen, aber deutlich mehr Zeit in unmittelbarer
Niéhe zueinander verbrachten als Wildtypkontrolltiere, was mit den Ergebnissen aus Studie I
tibereinstimmt. Da vermutet wird, dass die belohnendste Komponente der direkten sozialen
Interaktion die direkte Beriihrung ist (Kummer et al., 2011), konnte dieses erhohte Aufsuchen
von Korperkontakt der Cacnalc*” Ratten als Versuch gedeutet werden, ihren reduzierten
affektiven Zustand, angezeigt durch die verringerte 50-kHz USV Emission, zu verbessern.

Bei Betrachtung der zweiten individuellen Ebene, d. h. in genotyp-gemischten Dyaden, fiel auf,
dass Cacnalc™ Ratten deutlich weniger Zeit mit dem Beriechen der Cacnalc™" Ratten
verbrachten als umgekehrt. Riechverhalten spielt als eine der hidufigsten Verhaltensweisen eine
Schliisselrolle im komplexen Verhaltensrepertoire der Ratte (Ferdman et al., 2007; Snigdha und
Neill, 2008), da Ratten {iber olfaktorische Hinweisreize wichtige Informationen {iber eines
Interaktionspartners, z. B. den Gesundheitsstatus des Artgenossens (Arakawa et al., 2010),
gewinnen konnen. Interessanterweise berichten Terrillion et al. (2017), dass ein Knockout der
Cacnalc Expression im NAc von médnnlichen Méiusen zu einem verringerten Riechverhalten
im weiblichen Urin-Riechtest (engl. ,,Female urine sniffing test”; FUST) nach CSDS fiihrte.
Der FUST wird zur Messung von Anhedonie bzw. des affektiven Zustandes von Nagetieren
verwendet und ist hoch mit der Emission von USV und der Ausschiittung von Dopamin im
NAc korreliert (Malkesman et al., 2010). Daraus kann geschlossen werden, dass auch iiber das
Riechen indirekt der affektive Zustand der Versuchstiere erhoben werden kann und die

Reduktion des Riechenverhaltens der Cacnalc™ Ratten in Studie I ebenfalls auf einen
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reduzierten positiven Affektzustand hinweist, was im Einklang mit der verringerten Anzahl an
50-kHz USV steht.

Besonders ausgepréigte Genotypeffekte kamen in Studie I nach Analyse der nicht-sozialen
Verhaltensweisen zum Vorschein, da adulte weibliche Cacnalc™ Ratten deutlich linger ihr

** Kontrolltiere. Im Bereich der translationalen ASD

eigenes Fells putzen als Cacnalc
Forschung wird intensive Fellpflege hiufig verwendet, um stereotype und repetitive
Verhaltensmuster von Nagetieren zu untersuchen (Wo6hr und Scattoni, 2013). Somit konnte in
Studie I erstmalig ein autismus-relevanter Phianotyp bei adulten weiblichen Cacnalc®” Ratten
nachgewiesen werden. Im Konstrast dazu wurde bei juvenilen minnlichen und weiblichen
Cacnalc*” Ratten und Kontrolltieren keine Unterschiede in der Fellpflege und anderen nicht-
sozialen Verhaltensweisen festgestellt werden (Kisko et al., 2018, 2019). Auch bei Cacnalc*”
Mausen und dem Cay1.2 TS Mausmodell wurden keine Stereotypien festgestellt, welche per
Fellpflege (Lee et al., 2012; Kabitzke et al., 2018) und Murmelvergraben (engl. ,,Marble
burying*; Bader et al., 2011) gemessen wurden. Es ist daher zu vermuten, dass ASD-dhnliche
Verhaltensmuster erst in der spiteren Entwicklung der Cacnalc” Ratten auffillig werden,
wobei die Wichtigkeit der Evaluation des ASD-relevanten Verhaltens in einem sozialen
Kontext hervorzuheben ist, da beispielsweise Sungur et al. (2016) im Shankl Mausmodell fiir
Autismus zeigten, wie wichtig ein sozialer Kontext zur Messung eines autismusidhnlichen
Phénotyps ist.

Dariiber hinaus zeigte sich durch das messwiederholte Versuchsdesign der Studie I, dass
Cacnalc”" Ratten ihr Sozialverhalten basierend auf dem Genotyp des jeweiligen Artgenossens
in einer Dyade verinderten, wihrend Cacnalc*” Kontrolltiere die gleichen Verhaltensmuster
unabhiingig vom Genotyp des Partners beibehielten. Bemerkenswerterweise zeigten Cacnalc™”
Ratten ein gesteigertes Sozialverhalten, wenn sie mit einem Partner gleichen Genotpys
interagierten, wihrend sie dieses Verhalten reduzierten, wenn sie mit einer Cacnalc™* Ratte in
Kontakt kamen, was auf eine Priferenz der Cacnalc™ Ratten fiir Partner des gleichen
Genotyps hinweist. Dass Nagetiere den Genotyp anderer Tiere wahrnehmen, wurde bereits in
einem frithen Experiment gezeigt, wobei dieser Effekte im Kontext der Paarung untersucht
wurde (Lenington, 1983). Studie I liefert Hinweise darauf, dass im gleichgeschlechtlichen
Kontakt diese Unterscheidung ebenfalls eine Rolle spielte und durch die Cacnalc
Haploinsuffizienz beeinflusst wurde.

Da Ratten in Gruppen leben und soziale Hierarchien aufbauen, wird der etablierte RGhrentest
(engl. ,,Tube test*) zur Untersuchung der Hierarchie von Nagetieren eingesetzt (Lindzey et al.,

1961). Studien bestétigten, dass der genetische Hintergrund von Ratten und Méausen die soziale
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Dominanz beeinflussen kann (Garfield et al., 2011; Wang et al., 2011b; Saxena et al., 2018).
Die Ergebnisse der Studie I unter Verwendung des Rohrentests lieferten erste Hinweise, dass
adulte weibliche Cacnalc™ Ratten nach sozialer Interaktion dominanter sind als Cacnalc™*
Kontrolltiere. Diese Dominanz wurde nicht {iber eine gesteigerte Aggression vermittelt, da in
Studie I kein aggressives Verhalten gefunden wurde. In Ubereinstimmung mit der gesteigerten
Dominanz wurde bei juvenilen weiblichen Cacnalc™” Ratten im Vergleich zu Cacnalc™*
Kontrolltiere wéahrend des Spielkampfes ein gesteigertes ,,Pinning® Verhalten beobachtet
(Kisko et al., 2019), was ebenfalls als Zeichen von erhohter Dominaz gewertet werden kann.
Basierend auf diesen Ergebnissen kann daher geschlussfolgert werden, dass vor allem
weibliche Cacnalc™” Ratten sozial dominanter sind als weibliche Cacnalc™* Kontrolltiere.
Im Gegensatz zu den vergleichsweise leichten Verdnderungen der sozialen Verhaltensweisen
wurde in Studie I bei adulten weiblichen Cacnalc'” Ratten eine stark verringerte Emission der
50-kHz USV im Vergleich zu weiblichen Cacnalc** Kontrolltieren wihrend der sozialen
Interaktion gemessen. Um diese Unterschiede ausfiihrlich zu ergriinden, wurden die
50-kHz USV in Studie I detailliert analysiert, was in diesem Umfang meines Wissens erstmalig
fiir ein genetisches Rattenmodell geleistet wurde. Dabei wurden nicht nur die Anzahl der
50-kHz USV und diverse akustische Parameter analysiert, sondern die 50-kHz USV auch
hinsichtlich ihrer Subtypen klassifiziert. Zudem erfolgte eine detaillierte zeitliche Analyse
mittels hochauflosender Ethogramme, um neue Erkenntnisse iiber die zeitliche Synchronisation
einzelner Komponenten des Verhaltensrepertoires und der Emission von 50-kHz USV von
Ratten zu gewinnen.

Zuniichst konnte in Dyaden, die eine Cacnalc™” Ratte enthielten, eine markante Reduktion der
Emission von 50-kHz USV um bis zu 50 % festgestellt werden, was in Einklang mit den a priori
formulierten Hypothesen steht. Durch das messwiederholte Vorgehen der Studie I konnte diese
Reduktion durchgiéingig an beiden Testtagen beobachten werden, was als interne Replikation
der Ergebnisse zu werten ist und die Stabilitit des Effekts betont, da am zweiten Testtag jeweils
eine neu zusammengesetzte Dyade gemessen wurde. Die detaillierten Analysen der akustischen
Parameter der 50-kHz USV ergaben, dass die Lautstarke der 50-kHz USV, die von Dyaden mit
mindestens einer Cacnalc™ Ratte emittiert wurde, stark verringert war, wihrend weitere
Parameter wie Rufdauer, Spitzenfrequenz und Frequenzmodulation nicht vom Genotyp
beeinflusst wurden.

Die reduzierte Emission von 50-kHz USV bei erwachsenen weiblichen Cacnalc®” Ratten steht
zum Teil im Widerspruch mit vorangegangen Ergebnissen von weiblichen Cacnalc*” Ratten

in fritheren Entwicklungsstufen. Bei juvenilen Weibchen war die Cacnalc Haploinsuffizienz
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zwar mit einem gesteigerten Spielverhalten assoziiert, dennoch hatte der Genotyp der
Versuchstiere bei allgemeiner Betrachtung keinen Einfluss auf die Emisson von 50-kHz USV
(Kisko et al., 2019). Setzt man aber die Anzahl der 50-kHz USV in Verhiltnis zur Dauer des
gezeigten Spielverhaltens, so war auch die Emission der 50-kHz USV von juvenilen weiblichen
Cacnalc*” Ratten verringert.

Ein vergleichbares Muster, wie in Studie I berichtet, wurde hingegen bei juvenilen minnlichen
Ratten gefunden, da die 50-kHz USV Emission wéhrend des Spielverhaltens von minnlichen
Cacnalc™” Ratten signifikant reduziert war, wihrend diese Reduktion nicht mit einer
Verianderungen des Spielverhaltens einherging (Kisko et al., 2018). Interessanterweise scheint
die Reduktion der Lautstirke der 50-kHz USV in Studie I iiber die gesamte Entwicklung der
Tiere aufzutreten, da auch wéhrend des Spielverhaltens von juvenilen médnnlichen Ratten eine
Reduktion der Amplitude bei Cacnalc™ Dyaden gemessen wurde (Kisko et al., 2018).

Die Verinderungen der 50-kHz USV wurden hingegen nicht von einer abweichenden Anzahl
an 22-kHz USV im Zuge der sozialen Interaktion in Studie I begleitet. Das Rufverhalten aller
Dyaden wurde ebenfalls detailliert beziiglich 22-kHz USV ausgewertet. Dieser Ruftyp konnte
aber lediglich in einer Dyade und nur in einstelliger Anzahl festgestellt werden. Daraus kann
geschlussfolgert werden, dass die direkte soziale Interaktion mit einem unbekannten Tier fiir

~ Ratten und Cacnalc™* Kontrolltiere nicht aversiv bzw.

adulte weibliche Cacnalc®
angstbesetzt war (Wohr und Schwarting, 2010b).

Die 50-kHz USV wurden dariiber hinaus hinsichtlich ihrer spektrographischen Eigenschaften
untersucht und basierend auf dem Vorgehen von Pereira et al. (2014) den vier verschiedenen
50-kHz USV Ruftypen zugeordnet. Nach Klassifikation der 50-kHz USV erfolgte auBerdem
eine ausfiithrliche Analyse verschiedener akustischer Parameter der Ruftypen. In vorherigen
Studien wurden bereits unterschiedliche Klassifikationsansdtze zur Einordnung von
50-kHz USV Ruftypen verwendet und auch akustische Analysen dieser durchgefiihrt (Burgdorf
et al., 2008; Wright et al., 2010), allerdings wurden diese Ansédtze in Studie I deutlich erweitert
und bieten somit einen hohen Neuheitsgrad, da neben diversen akustischen Variablen auch der
Genotyp der Versuchstiere beriicksichtig wurde.

In Bezug auf die Funktion der Ruftypen wurden bereits unterschiedliche Annahmen getroffen.
Es wird angenommen, dass FM 50-kHz USV mit positivem Affekt, appetitivem Verhalten und
Belohnung assoziiert sind (Burgdorf et al., 2011), wahrend der ,,Flat“ Subtyp bei der
Wiederherstellung von Sozialkontakt und der Vermeidung von Aggressionen von hoher

Relevanz ist (Wohr et al., 2008; Wright et al., 2010; Burke et al., 2017).
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Im Kontrast zu dem ausgepréigten Genotypeffekt auf die Anzahl der 50-kHz USV konnte in
Studie I unabhéngig vom Genotyp in allen experimentellen Dyaden das gleiche prozentuale
Verhiltnis an ,,Flat, ,,Step®, ,,Trill*“ und ,,Mixed* Subtypen festgestellt werden, auch wenn
natiirlich eine absolute Reduktion jeden Subtyps in Dyaden, die Cacnalc™" Ratten enthielten,
zu verzeichnen war. Dies stimmt nur zum Teil mit den Ergebnissen der Analysen der Rufypen
von Kisko et al. (2018) {iberein, da die Autoren wéhrend des Spiels von juvenilen médnnlichen
Ratten ein verdndertes Profil der Subtypen feststellten. Es zeigte sich, dass die Anzahl an ,,Flat*
und ,,Mixed* Subtypen in Cacnalc*” Dyaden reduziert war. Interessanterweise berichten die
Autoren, dass trotz einer verdnderten 50-kHz USV Emission das Spielverhalten nicht verdndert
war, was im Einklang mit den nur geringen Veridnderung des Sozialverhaltens in Studie I steht.
In Anbetracht der Hypothese, dass 50-kHz USV eine wichtige kommunikative Funktion
einnehmen und Subtypen mit unterschiedlichen Verhaltensweisen assoziiert sind (siehe:
Kapitel 1.2.2.2.2), wire auch in Studie I eine Verschiebung des Profils zu erwarten gewesen,
welche nicht festgestellt werden konnte. Interessanterweise ging die absolute Reduktion der
Gesamtanzahl der Rufe, also auch der ,,Flat* Ruftypen, nicht mit gesteigertem aggressiven
Verhalten in den experimentellen Dyaden mit Cacnal ¢~ Ratten einher, obwohl dem ,,Flat“
Subtyp eine wichtige Rolle bei der Vermeidung von Aggressionen zugeschrieben wird (Burke
et al., 2017). Die reine Reduktion der 50-kHz USV Emission ohne Verschiebung des
prozentualen Verhéltnisses der Subtypen stdrkt die Hypothese, dass mit den 50-kHz USV der
affektive Zustand der Versuchstiere abgebildet wird (siehe: Kapitel 1.2.2.2.1) und in dem
Kontext der weiblichen sozialen Interaktion 50-kHz USV eine eher geringere kommunikative
Funktion einnehmen.

Wie in Studie I gezeigt, waren die hdufigsten Ruftypen ,,Flat” und ,,Trill* Rufe. Auch ,,Mixed*
Rufe konnte vergleichweise hdufig gefunden werden, wéhrend der Ruftyp ,,Step” nur in
geringer Anzahl verzeichnet wurde. Ein dhnliches Verhéltnis der Ruftpyen war ebenfalls bei

** Kontrollentieren zu beobachten

juvenilen minnlichen Cacnalc®~ Ratten und Cacnalc
(Kisko et al., 2018). Diese Verteilung der Ruftypen konnte ein allgemeines Muster iiber
unterschiedliche Entwicklungsstadien und Zuchtlinien hinweg abbilden, da auch Wright et al.
(2010) wiahrend der direkten sozialen Interaktion von Long-Evans Ratten hohe Anteile an
,Flat“ und ,, Trill“ Rufe mallen.

Da sich in Studie I nicht nur die visuellen Eigenschaften, sondern auch die akustischen
Parameter der Ruftypen signifikant voneinander unterschieden und die Kriterien von Pereira et

al. (2014) wiederholt erfolgreich angewendet wurden (Wohr et al., 2015; Engelhardt et al.,
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2017; Kisko et al., 2018, 2019), sprechen diese Befunde fiir die Validitidt der gewihlten
Kategorienanzahl zur Einteilung der 50-kHz USV Ruftypen.

Um die Funktion der 50-kHz USV weiter zu ergriinden, wurde in Studie I auf eine zeitliche
Synchronisation von Verhalten und 50-kHz USV mittels hochauflosender Ethogramme
zuriickgegriffen. Dieses Vorgehen erlaubt eine direkte Verkniipfung der 50-kHz USV einer
Dyade mit den individuellen Verhaltensweisen, die jede Ratte der Dyade zum Zeitpunkt der
Emission zeigte. In Studie I wurde ein Grofteil der 50-kHz USV wihrend des sozialen
Verhaltens emittiert, was im Einklang mit vorherigen Maus- und Rattenstudien steht (Ferhat et
al., 2016; Burke et al., 2018; Kisko et al., 2018; Sungur et al., 2018). Es zeigte sich auBerdem,
dass der Effekt der Cacnalc Haploinsuffizienz auf die 50-kHz USV Emission sowohl wéihrend
des sozialen als auch nicht-sozialen Verhaltens offenkundig waren. Ausgeprégtere Effekte des
Cacnalc Genotyps wurden jedoch auf die Anzahl der 50-kHz USV wihrend nicht-sozialer
Verhaltensweisen beobachtet, da Dyaden mit Cacnalc™ Ratten eine duBerst prignante
Reduktion der 50-kHz USV wihrend dieser Verhaltensweisen aufwiesen.

In Hinblick darauf, dass direkte korperliche Beriihrung eine der belohnendsten Komponenten
der sozialen Interaktion ist (Kummer et al., 2011) und reine Cacnalc™" Dyaden signifikant
mehr Korperkontakt in Studie I suchten, jedoch eine vergleichbare Anzahl an 50-kHz USV
wihrend dieses Verhaltens emittierten, kann vermutet werden, dass der erhohte Korperkontakt
der Cacnalc™ Ratten nur zu einer geringen Verbesserung ihres reduzierten positiven
affektiven Zustands beitragen konnte, was fiir die Stabilitdt dieses Zustands spricht. In einem
dhnlichen experimentellen Ansatz verkniipften Ferhat et al. (2016) spezifisches Sozialverhalten
und USV im Shank2 Mausmodell fiir ASD und zeigten so, dass weibliche Shank2 Knockout
Miéuse beim korperlichen Kontakt mit einem Wildtyptier weniger USV ausstieBen als
Wildtypkontrollen, was ebenfalls auf eine verdnderte affektive Komponente des
Korperkontakts in diesem ASD-Mausmodell hinweist.

Zusammengefasst zeigte die ausfiihrliche zeitliche Analyse aus Studie I, dass die Anzahl der
50-kHz USV bei Dyaden, die mindestens eine Cacnalc™ Ratten enthielten, wihrend nicht-
sozialer, und abgeschwiicht, wihrend sozialer Verhaltensweisen im Vergleich zu Cacnalc™*
Kontrolldyaden verringert war, was im Kontext der zwei Hypothesen zur Funktion der 50-kHz
USV ebenfalls diskutiert werden soll (siehe: Kapitel 1.2.2.2). Die vorliegenden Befunde der
reduzierten 50-kHz USV Emission in Dyaden mit Cacnalc™ Ratten stiitzen die zweite
Annahme, da die verringerte Anzahl an 50-kHz USV nur mit leichten Abweichungen des

Sozialverhaltens einherging. Daher zeigt diese Reduktion vor allem die Annahmen einer
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genotypabhingige Verdnderung des positiven affektiven Zustands wéhrend der sozialen
Interaktion von Cacnalc™ Ratten im Vergleich zu Cacnalc™* Kontrolltieren an.

Im Allgemeinen wird die zweite Hypothese dadurch gestiitzt, dass 50-kHz USV bei Ratten
durch angenehme Situationen, wie Paarung, innerartliches Spiel und die Injektion von AMPH,
hervorgerufen werden konnen (Thomas und Barfield, 1985; Burgdorf et al., 2001; Lukas und
Woéhr, 2015; Engelhardt et al., 2017) und aversive Stimuli die Emission von 50-kHz USV
blockieren (Ishiyama und Brecht, 2016). Dariiber hinaus verabreichen sich Ratten 50-kHz USV
dhnlich wie Drogen selbst (Burgdorf et al., 2008). Generell ist das Zusammentreffen mit einem
Artgenossen fiir Ratten sehr appetitiv, da 50-kHz USV insbesondere wéhrend der sozialen
Interaktion auftreten (Wohr, 2018). Durch die Verwendung der konditionierten Platzpraferenz
(engl. ,,Conditioned place preference; CPP) wurde eine hohe Priferenz fiir dyadische
Interaktion bei Ratten nachgewiesen (Zernig und Pinheiro, 2015), die einen vergleichbaren
Anreizwert wie Kokain zu haben scheint (Kummer et al., 2014).

Auf neurobiologischer Ebene besteht ein Zusammenhang zwischen 50-kHz USV und der
Aktivitdt des dopaminergen mesolimbischen Systems (Brudzynski, 2013), dessen Dysfunktion
mit vielen neuropsychiatrischen Storungen in Verbindung gebracht wurde (zur Ubersicht siehe:
Dichter et al., 2012). Nach der Préasentation von appetitiven 50-kHz USV kommt es zu einer
erhohten Aktivitdt im NAc (Sadananda et al., 2008; Pultorak et al., 2016), der eine Kernstruktur
des mesolimbischen Systems ist. Des Weiteren kann eine gesteigerte Dopaminausschiittung im
NAc des Empféingers in Reaktion auf 50-kHz USV Playback aufgezeichnet werden (Willuhn
etal., 2014). Auch wird Dopamin wéhrend der Emission von 50-kHz USV beim rufenden Tier
ausgeschiittet (Panksepp und Burgdorf, 2000; Burgdorf et al., 2007) und die Emission kann
durch dopaminerge Substanzen, wie AMPH und Kokain, gesteigert werden (Barker et al., 2010;
Natusch und Schwarting, 2010; Pereira et al., 2014; Rippberger et al., 2015; Engelhardt et al.,
2017). In Einklang mit diesem Zusammenhang gibt es Hinweise darauf, dass Cacnalc Einfluss
auf das mesolimbische Dopaminsystem nimmt, wodurch Veridnderungen des affektiven
Zustandes der Versuchstiere erklirt werden konnte. Bei weiblichen Cacnalc™- Miusen konnte
eine robuste Abschwichung der AMPH-induzierten Hyperlokomotion gefunden werden (Dao
et al., 2010), was darauf hindeutet, dass die Cacnalc Haploinsuffizienz Verhaltensweisen,
welche iiber das mesolimbische Dopaminsystem gesteuert werden, verdndert. Gestiitzt wird
dieser Befund durch Terrillion et al. (2017a), die ebenfalls bei Cacnalc™ Miusen eine
verringerte Hyperlokomotion nach Injektion von AMPH, Kokain und GBR-12909, einem

+/+

selektiven Dopamin-Wiederaufnahmehemmer, im Vergleich zu Cacnalc Maiusen

nachwiesen. Zusitzlich zeigten die Autoren mittels zyklischer Voltammetrie, dass die
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Verabreichung von GBR12909 zu einer reduzierten extrazelluldren Dopaminkonzentrationen
bei Cacnalc™ Miusen fithrte und schluBfolgerten, dass Cacnalc insbesondere die
dopaminerge Funktion der présynaptische Endigung beeinflusst. Durch Ziichtungsansitze
konnte aufgezeigten werden, dass Ratten, die spezifisch fiir eine geringe Emission von
50-kHz USV geziichtet wurden, neben einem abweichenden Sozialverhalten vor allem eine
verdnderte Cacnalc Genexpression im NAc aufwiesen (Moskal et al., 2011; Burgdorf et al.,
2013), was den Zusammenhang zwischen Cacnalc und dem mesolimbischen Dopaminsystem
verdeutlicht.

Zusammenfassend konnte in Studie I erstmalig nachgewiesen werden, dass eine Cacnalc
Haploinsuffizienz bei adulten weiblichen Ratten zu einer Reduzierung der Anzahl von
50-kHz-USV wiéhrend der direkten reziproken sozialen Interaktion fiihrte. Die sozialen
Verhaltensweisen waren hingegen nur vergleichsweise schwach durch den Genotyp
beeinflusst. Die Reduktion der 50-kHz USV Emission zeigte sich vorallem wihrend Ratten in
sozialen und vor allem nicht-sozialen Verhaltensweisen involviert waren. Die Ergebnisse
deuten daher auf einen reduzierten positiven affektiven Zustand der weiblichen Cacnalc™”

** Kontrolltieren in einem sozialen Kontext hin, wobei der

Ratten im Vergleich zu Cacnalc
verdnderte Affekt nicht direkt mit dem Sozialverhalten der Tier verkniipft ist. Zusitzlich fanden
sich in Studie I Belege fiir ein erhdhtes repetitives Verhalten bei weiblichen Cacnalc*” Ratten,
was fiir behaviorale Verdnderungen mit Relevanz auf die ASD spricht.

Bisher wurde nur in wenigen Studien der Einfluss von Cacnalc auf das Sozialverhalten von
Mausen untersucht. Die meisten dieser Studien griffen auf die Dreikammer-Box (Silverman et
al., 2010) zur Messung der Soziabiltit zuriick, was mit diversen Nachteilen einhergeht, da die
direkte reziproke soziale Interaktion so nicht untersucht werden kann. Weiterhin besteht ein
Nachteil darin, dass in diesen Studien fast ausschlieBlich adulte mdnnlichen Mausen verwendet
wurden (Bader et al., 2011; Kabir et al., 2017a; Terrillion et al., 2017b; Dedic et al., 2018;
Kabitzke et al., 2018). Ein regionsspezifischer Knockout von Cacrnalc im Vorderhirn von
adulten mannlichen Méusen war mit einer zeitlich verringerten sozialen Annéherung assoziiert
(Kabir et al., 2017a; Dedic et al., 2018). Auch war die Soziabilitidt nach der Reduktion der
Cacnalc Expression im PFC von Miusen verringert (Kabir et al., 2017a). Eine Verringerung
der Cacnalc Expression im NAc war nur mit einer verminderten sozialen Interaktionszeit
verknlipft, wenn die Versuchsméause zuvor CSDS erfuhren (Terrillion et al., 2017b). Das Cay1.2
TS Mausmodell zeigte nur in einer verldngerten Version des Dreikammer-Box-Tests soziale
Defizite auf (Bader et al., 2011), da in der Standardversion keine abweichende Soziablitit

gemessen wurde (Bader et al., 2011; Kabitzke et al., 2018). Interessanterweise wurden in den
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Studien, die auf Cacnalc™” Miuse zuriickgriffen, keine Veréinderungen des Sozialverhaltens
festgestellt (Bader et al.,, 2011; Dedic et al., 2018), was im Einklang mit den geringen
Verinderungen des Sozialverhaltens der weiblichen Cacnalc™” Ratten in Studie I steht.
Beziiglich affektiver Zustinde konnte bei Cacnalc” Miusen ein erhohter angstihnlicher
Phiinotyp bei weiblichen (Dao et al., 2010; Lee et al., 2012) und méinnlichen Cacnalc*- Miusen
gefunden werden (Bader et al., 2011; Lee et al., 2012). Auch ein Knockout von Cacnalc
spezifisch im Vorderhirn und im PFC ging mit einer gesteigerten Angstlichkeit der
Versuchstiere einher (Lee et al., 2012). Im Gegensatz dazu konnte beim Cay1.2 TS Mausmodell
keine Verdnderung der Angstsverhaltens gefunden werden (Bader et al., 2011). Die weiblichen
Cacnalc™” Ratten aus Studie I wiesen zwar in einer vorangegangen EPM Untersuchung (eigene
unpublizierte Daten) einen geringfiigig erhdhten Angstphinotyp verglichen zu Cacnalc**
Tieren auf, dennoch kann davon ausgegangen werden, dass die behavioralen Verdnderungen
aus Studie I nicht durch einen erh6hten Angstphidnotyp verursacht wurden. Fiir diese Annahme
spricht, dass die Emission von 22-kHz USV bei Cacnalc™" Ratten nicht erhoht und auch das
allgemeine Aktivititsniveau nicht aufféllig verringert war.

Driiber hinaus berichten mehrere unabhéngige Studien einen antidepressiven Phénotyp bei
Cacnalc”” Miusen (Dao et al., 2010; Bavley et al., 2017; Kabir et al., 2017b; Dedic et al.,
2018). Auch ein Knockout von Cacnalc spezifisch im adulten PFC (Kabir et al., 2017b) und
in glutamatergen Neuronen des Vorderhirns wihrend der Entwicklung (Dedic et al., 2018) von
Maiusen ist mit einem vergleichbaren antidepressiven Phénotyp assoziiert. Beziiglich des
Cacnalc™” Rattenmodells liegen hingegen Hinweise vor, dass adulte Cacnalc™ Ratten keinen
antidepressiven Phénotyp (eigene unpublizierte Daten), sondern sogar einen erhdhten
depressiven Phidnotyp (Annuska Berz, unpublizierte Daten) aufweisen. Im Einklang damit
stehen die Befunde des reduzierten affektiven Zustands von Cacnalc*” Ratten aus Studie 1.
Somit ldsst sich ein Einfluss von Cacnalc auf den affektiven Zustand von Nagetieren
feststellen, was durch Studie I mit Hinweisen auf einen verringerten positiven affektiven
Zustand bedingt durch die Cacnalc Haploinsuffizienz erweitert wurde. In Anbetracht der
vergleichsweise subtilen Verinderung des Sozialverhaltens der weiblichen Cacnalc™ Ratten,
ist die Wichtigkeit der Messung der 50-kHz USV Emission in der translationalen Forschung
besonders zu betonen, da ohne die Messung des Rufverhaltens die Genotypeffekte auf den

affektiven Zustand nur bedingt hétten aufgedeckt werden konnen.
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4.1.1 Studie I: Methodische Aspekte und Limitationen

Die in Studie I verwendete Technik lésst eine verldssliche Aufzeichnung der USV beider Tiere
einer Dyade zu, was gleichzeitig einen Nachteil darstellen kann, weil so nicht direkt das
individuelle Rufverhalten eines Tieres gemessen wird. Da aber in Studie I gezeigt werden
konnte, dass auch in genotyp-gemischten Dyaden eine Reduktion der 50-kHz USV im
Vergleich zu einer reinen Wildtypdyade vorliegt, kann daraus indirekt geschlossen werden,
dass das jeweilige Cacnalc™ Tier dieser Dyade weniger vokalisierte. Nichtsdestotrotz wire in
Zukunft eine individuelle Detektion der 50-kHz USV in Gruppen von Tieren wiinschenswert.
Ein Losungsansatz ist die Verwendung von mehreren Mikrofonen in Kombination mit
Videoaufzeichnungen, wie es beispielsweise durch Heckman et al. (2017) beschrieben wird,
um den Ort der Emissionsquelle zu messen. Durch dieses Vorgehen konnte auch die zeitliche
Synchronisation von Verhalten und USV in Nagetiermodellen, wie in Studie I und weiteren
Ansitzen gezeigt (Ferhat et al., 2016; Kisko et al., 2018), weiter verbessert werden, da dieser
Ansatz ebenfalls der oben genannten Limitation unterliegt.

Dariiber hinaus konnte in zukiinftigen Studien eine zeitliche Verkniipfung der vier 50-kHz USV
Ruftypen mit verschiedenen sozialen Verhaltensweisen, wie es Kisko et al. (2018) erstmalig
beim Spielverhalten juveniler Ratten durchgefiihrt haben, vorgenommen werden, um weitere
Einblicke in die Funktion der 50-kHz USV bei adulten Ratten zu liefern. Die zeitlich sehr
aufwendige Auswertung der Ruftypen konnte in Zukunft durch die Verwendung von
automatisierten Analysesansdtzen, die auf maschinellem Lernens basieren (siche
beispielsweise: Coffey et al., 2019), deutlich vereinfacht und beschleunigt werden. So lielen
sich Klassifikationsansdtze Okonomisch auf vorhandene Datensitze anwenden und die
Realiabilitdt und Validitét verschiedener 50-kHz USV Subtypen iiberpriifen.

Des Weiteren konnten in zukiinftigen Studien der Einfluss der Cacnalc Haploinsuftizienz auf
das Sozialverhalten von adulten minnlichen Ratten und im zwischengeschlechtlichen
Sozialkontakt untersucht werden, um die bestehenden geschlechtsspezifischen Effekte, die im
juvenilen Alter berichtet werden (Kisko et al., 2019), auch in spdteren Altersstufen
nachzuweisen.

In Anbetracht der Priferenz der Cacnalc™” Ratten fiir Partner des gleichen Genotyps bieten
sich zudem zukiinftige Playbackstudien unter Verwendung von 50-kHz USV Rufmaterial, das
von Cacnalc”” oder Cacnalc*™ Ratten stammt, an, um diese Priferenz zu validieren. Bei den
bisher durchgefiihrten Playback Studien an juvenilen Cacnalc™” Ratten, die ein verringertes
Annidherungsverhalten in diesem Paradigma zeigten (Kisko et al., 2018, 2019), wurde als

Stimulusmaterial 50-kHz USV verwendet, welche von adulten ménnlichen Wistar-Ratten
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stammten (Seffer et al., 2014). Ein Variation der aufgenommen 50-kHz USV hinsichtlich
Faktoren wie Genotyp, Geschlecht oder Ziichtungsstamm konnten wertvolle Erkentnisse im
Kontext des Kommunikationsverhaltens von Ratten liefern (Wohr et al.,, 2016) und die

Priferenz der Cacnalc™” Ratten fiir Tiere des gleichen Genotyps untermauern.

4.2 Studie II: Cacnalc und adulte hippocampale Neurogenese bei Ratten

Die Ursachen der behavioralen Verdnderungen in Folge einer Cacnalc Haploinsuffizienz bei
Nagetieren sind weitgehend unerforscht. Wie Kabir et al. (2016) in ihrer Ubersichtsarbeit
ausfilhren, konnte eine Dysregulation des PFC-Amygdala-Hippocampus Netzwerkes
ausschlagebend sein, da eine Storung dieses Systems als pathophysiologischer Mechanismus
bei der Entstehung neuropsychiatrischer Erkrankungen angenommen wird (Erk et al., 2014b).
Um dieses System bei Cacnalc™ Ratten genauer zu beleuchten, wurden in Studie II insgesamt
zwei Untersuchungen vorgenommen. In Untersuchung 1 wurde die Neurogenese im adulten
Hippocampus fokussiert, wihrend in Untersuchung 2 hirnanatomische Analysen durchgefiihrt
wurden.

Zur Dysregulation des erwidhnten Netzwerkes konnte eine verdnderte AHN beitragen, da diese
bereits mit vielen kranheitsrelevanten Phénotypen assoziiert wurde (Kabir et al., 2017¢) und
eine direkte Verbindung der hippocampalen Neurogenese zum Sozialverhalten besteht
(Holmes, 2016; Anacker et al., 2018). Die AHN als mehrstufiger Prozess ist ein Zusammenspiel
aus Proliferation und Zelliiberleben junger Nervenzellen (Kuhn et al, 2018) und
vorangegangene Studien konnten in der Tat einen negativen Einfluss von Cacnalc
Verdnderungen auf die unterschiedlichen Stufen der AHN in Cacnalc Nagetiermodellen
nachweisen (zur Ubersicht siehe: Moon et al., 2018). Auch in Anbetracht der stark reduzierten
50-kHz USV Emission der weiblichen Cacnalc™ Ratten aus Studie I und des Zusammenspiels
von USV und der Proliferation im adulten Hippocampus (Wohr et al., 2009) bot sich die
Untersuchung der AHN bei adulten weiblichen Cacnalc™~ Ratten und Cacnalc®™*
Kontrolltieren in Studie II an.

Um den komplexen Prozess der AHN differenzierter zu betrachten, wurde in Untersuchung 1
eine Variation des Perfusionszeitpunktes nach der Injektion des exogenen Markers BrdU
durchgefiihrt, um sowohl proliferative Vorginge als auch Reifung und Uberleben von
Nervenzellen zu erfassen. Neben einer immunhistochemische Fiarbung der BrdU* Zellen
wurden zwei weitere endogenen Zellmarker, d. h. Ki-67 und NeuN, verwendet, um den
neuronalen Phédnotyp der neu entstandenen Zellen zu verschiedenen Entwicklungszeitpunkten

im DG des Hippocampus durch eine dreifache Fluoreszenzfarbung abzusichern. Durch die
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Verwendung zweier Perfusionszeitpunkte sollte zudem eine Validierung der Erhebung der
AHN durch BrdU erreicht werden, da zum zweiten Perfusionszeitpunkt eine Reduktion der
BrdU" Zellen erwartet wurde (Pieper et al., 2010). Diese Verringerung von BrdU" Zellen
konnte in Untersuchung 1 festgestellt werden, was die Validitdt des gewihlten Vorgehens
bestitigte.

Im Allgemeinen konnte in Untersuchung 1 kein Einfluss der Cacnalc Haploinsuffizienz auf
die AHN nachgewiesen werden, da keine Unterschiede in der Anzahl der BrdU" Zellen im

** Kontrolltieren

Hippocampus erwachsener weiblicher Cacnalc™ Ratten und Cacnalc
gefunden wurden. Die Proliferationsraten zeigten sich vom Genotyp der Versuchstiere nicht
beeinflusst, da die Anzahl der Ki-67" Zellen und der doppelmarkierten Ki-67" und BrdU"
Zellen bei weiblichen Cacnalc™” Ratten und Cacnalc™" Kontrolltieren vergleichbar war. Im
Gegensatz dazu fanden Moon et al. (2018) jedoch eine reduzierte Anzahl an BrdU" Zellen nach
einer Einzelinjektion von BrdU sechs Stunden vor Perfusion bei ménnlichen Cacnalc®” Ratten,
was laut der Autoren fiir eine reduzierte Proliferation sprach.

Auch in Bezug auf die unreife Neuronen zeigte sich in Untersuchung 1, dass sich die Anzahl
der BrdU" Zellen bei erwachsenen weiblichen Ratten nicht signifikant zwischen den Genotypen
unterschieden. An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dass durch die wiederholte
Injektion von BrdU iiber fiinf Tage hinweg nicht nur unreife Zellen markiert, sondern auch
Zellen in frithen proliferativen Prozessstufen der AHN detektiert wurden. Interessanterweise
decken sich die Ergebnisse aus Untersuchung 1 mit den Befunden von Moon et al. (2018), die
berichten, dass die Anzahl unreifer Nervenzellen, gemessen mittels DCX, vergleichbar
zwischen adulten ménnlichen Cacnalc™” Ratten und Cacnalc™" Kontrolltieren war. Moon et
al. (2018) erklarten ihre abweichenden Ergebnisse der reduzierten Proliferation und
vergleichbaren Anzahl unreifer Neurone durch Kompensationsmechanismen, die auf einer
reduzierten Apoptose und einem verbesserten Zelliiberleben basieren.

Dariiber hinaus wurde in Untersuchung 1 das Uberleben junger hippocampaler Nervenzellen
untersucht, was meines Wissens bisher noch nicht beim Cacnalc” Rattenmodell durchgefiihrt
wurde. Da sich weder die Anzahl der BrdU" Zellen noch der doppelmarkierten BrdU" und
NeuN" Zellen 21 Tage nach der letzten BrdU Injektion zwischen den Genotypen unterschieden,
kann auf vergleichbare Uberlebensraten junger Neurone von weiblichen Cacnalc™” Ratten und
Cacnalc™ Kontrolltieren geschlossen werden. Dies ist gegenldufig zu den vorherigen
Befunden von Lee et al. (2016), die bei ménnlichen Vorderhin-spezifischen Cacnalc Knockout
Miusen ein reduziertes Uberleben hippocampaler Nervenzellen iiber einen Zeitraum von 30

Tagen nach einer einmaligen BrdU Injektion fanden. Die Autoren gaben auBerdem an, dass
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dieser spezifische Cacnalc Knockout mit einer geringeren Anzahl unreifer DCX" Neuronen
verbunden war. Des Weiteren griffen die Autoren zur Messung unreifer Zellen, wie in Studie II,
auf eine tdglichen Injektion von BrdU iiber fiinf Tage zuriick und fanden eine reduzierte
Gesamtzahl unreifer BrdU" Zellen bei Vorderhin-spezifische Cacnalc Knockout Miusen, was
im Gegensatz zu den negativen Befunden im Cacnalc®” Rattenmodell von Moon et al. (2018)
und Untersuchung 1 steht.

Interessanterweise berichten Lee et al. (2016) vergleichbare hippocampale Proliferationsraten,
wie durch eine kongruente Anzahl BrdU" Zellen im Hippocampus von Vorderhin-spezifischen
Cacnalc Knockout Mausen und Wildtyptieren eine Stunde nach einer einzigen BrdU Injektion
nachgewiesen wurde. Dies wiederum steht im Einklang zu den Ergebnissen der unveridnderten
Proliferation aus Untersuchung 1.

In einem weiteren Mausmodell wiesen Temme et al. (2016) eine reduzierte Anzahl unreifer
Nervenzellen, gemessen durch die Marker BrdU (tagliche Injektion {iber fiinf Tage, Perfusion
24 Stunden nach letzter Injektion) und DCX, im Hippocampus von neuronspezifischen
Cacnalc Knockout Mdusen nach. Auch fiihrte eine Deletion von Cacnalc auf astrozyten-
dhnlichen neuronalen Stammzellen bei Médusen zu einer verminderten Zellproliferation,
gemessen mittels Ki-67" Zellen und einem BrdU-basierten Untersuchungsansatz mit
Injektionen 24, 18 und 12 Stunden vor Perfusion, wihrend sich die Anzahl unreifer DCX"
Neuronen nicht zwischen den Genotypen unterschied (Volkening et al., 2017).

Zusitzlich wurde in Untersuchung 1 eine ausfiihrliche Auswertung der AHN entlang der
hippocampalen dorso-ventralen Achse durchgefiihrt, um den funktionellen Unterschieden der
adulten Neurogenese gerecht zu werden (Kheirbek und Hen, 2011; Anacker und Hen, 2017).
Eine getrennte Betrachtung der dorsalen und ventralen Areale wurde in den bisherigen Studien
zum Einfluss von Cacnalc auf die AHN in den Nagetiermodellen meines Wissens noch nicht
durchgefiihrt (Lee et al., 2016; Temme et al., 2016; Volkening et al., 2017; Moon et al., 2018).
Dennoch trat auch nach diesen detailierten Analysen von Untersuchung 1 kein Einfluss der
Cacnalc Haploinsuffizienz auf die AHN bei adulten weiblichen Ratten zu Tage.
Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Auswirkungen von Cacnalc auf die AHN im
Cacnalc™~ Rattenmodell vergleichsweise subtil erscheinen, wihrend bei Cacnalc
Mausmodellen, die sich durch schwerwiegendere genetische Manipulationen, z. B. Deletion
von Cacnalc auf beiden Allelen, auszeichnen, deutlich ausgepragtere Effekte, vor allem auf
die Anzahl unreifer Neurone, beobachtet wurden. Einschrinkend soll an dieser Stelle
angemerkt werden, dass diese Mausmodelle durch die zell- und regionsspezifischen Cacnalc

Manipulatonen mechanistisch zwar hochst interessant sind, aber auf translationaler Ebenen das
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konstitutive Cacnalc™" Rattenmodell mit seiner gesteigerten Konstruktvaliditit vorzuziehen
ist. Beim Menschen ist der gesamte Organismus durch CACNAIC Mutationen betroffen,
welche oft eine partielle Deletion verursachen, was deutlich besser durch das Cacnalc™”
Rattenmodell abgebildet wird.

Die zum Teil widerspriichlichen Ergebnisse der Untersuchung 1 im Vergleich zu den
vorherigen Untersuchungen (Lee et al., 2016; Temme et al., 2016; Volkening et al., 2017; Moon
et al., 2018) konnen durch unterschiedliche Faktoren bedingt sein. Zunéchst soll auf
methodische Limitationen hingewiesen werden, da die Ergebnisse der Cacnalc Mausmodelle
(Lee et al., 2016; Temme et al., 2016) und des Cacnalc™ Rattenmodells (Moon et al., 2018)
auf einfachen immunohistochemischen Markierungen basierten und somit der neuronale
Phinotyp der detektierten Zellen hinterfragt werden sollte. Durch den Verzicht auf die
Verwendung endogener Marker kann daher in diesen Studien zwar darauf geschlossen werden,
dass die Anzahl der Zellen an sich reduziert ist, aber eine Unterscheidung zwischen Nerven-
und Gliazellen ist in diesen Studien nicht verldsslich moglich.

Im direkten Vergleich der abweichenden Ergebnisse von Untersuchung 1 und Moon et al.
(2018), die beide das Cacnalc™ Rattenmodell fokussierten, soll auBerdem auf die Fahigkeiten
der Marker, die unterschiedliche Stadien der Zellentwicklung zu markieren, hingewiesen
werden. Das in Untersuchung 1 verwendete Ki-67 zur Messung der proliferativer Vorgiange
wird wihrend der gesamten Dauer des Zellzyklus mit Ausnahme der Ruhephase exprimiert
(von Bohlen und Halbach, 2011). BrdU hingegen wird nur wihrend der Synthese-Phase des
Zellzyklus in die DNA aufgenommen (Kempermann, 2011a). Die BrdU-basierten Befunde von
Moon et al. (2018) konnten daher sehr frithe Proliferationsdefizite widerspiegeln, die aufgrund
der von den Autoren vorgeschlagenen Kompensationsechanimsen von vergleichsweise
breiteren Markern wie Ki-67 oder DCX nicht aufgedeckt werden kdnnen. Hier wiirde sich eine
Untersuchung der frithen Proliferation (Typ 1 Zellen) durch den Marker GFAP in zukiinftigen
Studien anbieten (Abbildung 2B).

Des Weiteren sind auch geschlechtsspezifische Mechanismen im Kontext der AHN zu nennen
(zur Ubersicht siehe: Shohayeb et al., 2018), da Moon et al. (2018) adulte Minnchen
untersuchten, wohingegen in Untersuchung 1 weibliche Versuchstiere fokussiert wurden. Von
potenzieller Relevanz fiir geschlechtsabhingige Effekte ist das Steroidhormon Ostradiol, das
Einfluss auf die Zellproliferation iiber Ostrogenrezeptoren (ER) nimmt, die von den
Vorlduferzellen des DG exprimiert werden (Mazzucco et al., 2006). Die durch Ostradiol
induzierte Proliferation im Hippocampus kann durch ER-Agonisten gesteigert und ER-

Antagonisten gehemmt werden (Nagy et al., 2005; Mazzucco et al., 2006). Interessanterweise
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beeinflusst Ostradiol den schnellen Calciumeinstrom iiber Cay1.2 in kultivierte hippocampale
Neurone direkt iiber die Dihydropyridin Bindungsstelle, welches fiir Neuroprotektion und LTP
von Bedeutung ist (Sarkar et al., 2008; Duncan et al., 2010). Brewer et al. (2009) konnten zudem
nachweisen, dass eine Ostradiolbehandlung den altersbedingten Anstieg des Cayl.2
vermittelten Calciumeinstroms in hippocampale Neurone verhinderte. Der altersbedingte
Anstieg der Aktivitdit von LTCC wird als ein Biomarker fiir die Gehirnalterung angesehen
(Thibault et al., 2007). Da in Studie II auf adulte weibliche Ratten zuriickgegriffen wurde,
konnten protektiven Effekte von Ostradiol auf die Funktionsfihigkeit von Cay1.2 angenommen
werden. Daher wire es weiterhin von Interesse, ob sich die bekannten Defizite der LTP, die
Dedic et al. (2018) nach einem Neuron-spezifischem Cacnalc Knockout bei Méusen fanden,

ebenfalls im Cacnalc™

Rattenmodell replizieren lassen und diese verdnderte LTP in
Abhingigkeit des Geschlechts aufzudecken ist.

Da der Hippocampus an wichtigen kognitiven Prozessen involviert (Fanselow und Dong, 2010)
und die adulte Neurogenese mit dem RL assoziiert ist (Kalm et al., 2013; Yau et al., 2015), ist

*~ Rattenmodells von

zudem eine Betrachtung der kognitive Performanz des Cacnalc
Relevanz, da es auch in diesem Fall abweichende Befunde gibt (Braun et al., 2018; Sykes et al.,
2018b). Wihrend die Arbeitsgruppe um Hall bei minnliche Cacnalc™~ Ratten eine
Beeintrachtigung des RL (Sykes et al., 2018b) und die oben erwihnte verringerte Neurogenese
(Moon et al., 2018) ermittelte, konnte im Kontext der FOR2107 ein intaktes RL bei weiblichen
und minnlichen Cacnalc™” Ratten (Braun et al., 2018) und eine unverinderten AHN bei
weiblichen Cacnalc*” Ratten in Studie II festgestellt werden. Braun et al. (2018) berichten
sogar positive Auswirkungen auf unterschiedliche Doménen des rdumlichen Gedichtnis der
Cacnalc*” Ratten im Vergleich zu Cacnalc™* Kontrolltieren. Interessant erscheint, dass sich

*~ Rattenmodell beziechen und innerhalb der

die Ergebnisse auf das gleiche Cacnalc
Arbeitsgruppen konsistent sind, aber zwischen den unterschiedlichen Laboren keine
Replikation des Genotypeffekts auf die kognitive Leistung und adulte Neurogenese gefunden
werden konnte. Dies mag zum einen durch methodische Unterschiede erklirt werden, zum
anderen konnten sich grundlegende Faktoren wie Zucht- und Haltungsbedingungen
unterscheiden. Vor allem die Messung der AHN war in Studie II im Vergleich zu Moon et al.
(2018) deutlich umfangreicher, da zur Absicherung der Validitit der Befunde eine mehrfache
Fluoreszenztarbung durchgefiihrt wurde.

Ein interessanter Zusammenhang besteht zwischen der AHN und dem sozialen Status von

Ratten, da Kozorovitskiy und Gould (2004) bei ménnlichen Ratten eine erhdhte Neurogenese,

d. h. gesteigertes Uberleben adulter hippocampaler Neurone, fanden, wenn die Versuchstiere
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die Rolle des dominanten Tieres in einer Gruppe innehatten. In Anbetracht des erhdhten
Dominanzverhaltens der Cacnalc®” Weibchen in Studie I konnte spekuliert werden, dass daher
die AHN in Studie II im Sinne eines ,,Schutzfaktors* nicht durch den Genotyp beeinflusst
wurde. Um diese Hypothese zu {iberpriifen, sollte zukiinftig der Dominanzstatus jedes
Versuchtieres innerhalb eines Haltungskifigs erhoben werden.

Insgesamt ist das Cacnalc” Rattenmodell relativ neu und gibt es noch wenig publizierte
Befunde im Kontext der adulten Neurogenese. Zukiinftige Studien sollten daher die bekannten
geschlechsspezifischen Effekte von Cacnalc (Dao et al., 2010; Braun et al., 2018; Kisko et al.,
2019) auf die adulte Neurogenese im Hippocampus von Ratten unter Beriicksichtigung der

verschiedenen Neurogeneseproszesse untersuchen.

4.2.1 Cacnalc und strukturelle Verinderungen des Gehirns von Ratten

In Anbetracht der postulierten Dysregulation des PFC-Amygdala-Hippocampus Netzwerks
(Kabir et al., 2016) und der bekannten Einfliisse von CACNA I C auf strukturelle Eigenschaften
des Gehirns (Kempton et al., 2009; Wang et al., 2011a; Dietsche et al., 2014; Soeiro-de-Souza
et al., 2017) wurden in Untersuchung 2 der Studie II detaillierte volumetrische Analysen des
dHCs und mPFCs durchgefiihrt, um den Einfluss der Cacnalc Haploinsuffizienz auf die
Hirnstruktur von weiblichen adulten Ratten zu untersuchen. Diese Strukturen sind von
besonderer Relevanz, da Cay1.2 ausgeprigt im mPFC und Hippocampus exprimiert wird
(Schlick et al., 2010; Kabir et al., 2017¢) und Cacnalc Boten-RNA (engl. ,,Messenger RNA®;
mRNA) vor allem im mPFC und dem DG des Hippocampus aufzufinden ist (Sykes et al.,
2018a). Auch sind diese Hirnstrukturen bei vielen kognitiven, sozialen und emotionalen
Prozessen involviert (Kabir et al., 2016).

In Untersuchung 2 unterschied sich das Volumen des dHC und verschiedener hippocampaler
Substrukturen nicht signifikant zwischen weiblichen Cacnalc™  Ratten und Cacnalc™*
Kontrolltieren. Auch in den Substrukturen DG und Hilus, in denen die AHN stattfinden,
konnten keine Volumenunterschied zwischen den Genotypen festgestellt werden. Mausmodelle
mit einer defizitiren AHN weisen hdufig Verdnderungen der Morphologie des Hippocampus
auf (Pieper et al., 2005), daher ist die strukturelle Untersuchung des Hippocampus von
besonderer Bedeutung. Trotz Verdnderungen der hippocampalen Neurogenese fanden weder
Lee et al. (2016) noch Temme et al. (2016) Verdnderungen der Volumina des Hippocampus in
Cacnalc Mausmodellen. Auch Moon et al. (2018) konnten keine GroBenunterschiede des DG
zwischen mannlichen Cacnalc™” Ratten und Cacnalc' Kontrolltieren aufdecken, was sich

mit den Ergebnissen der Studie II deckt.
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Interessanterweise berichten Marschallinger et al. (2015), dass eine Deletion von Cacnald
(Cay1.3) eine verringerte AHN verursachte, die von einem verringerten Volumen des DG
begleitet wurde. Wie Lee et al. (2016) daraus schlussfolgerten, konnte Cay1.3 daher einen
Einfluss auf die hippocampale Neurogenese und somit auf das Hippocampusvolumen wéhrend
pre- und postnataler Entwicklungsstufen haben, wahrend Cay1.2 eine spezifische Rolle bei der
Regulation der AHN im adulten Gehirn spielt und somit die Morphologie des Hippocampus
weniger beeinflusst. Weitere strukturelle Untersuchungen des Hippocampus wurde bei den
Cacnalc Nagetiermodellen bisher meines Wissens nach nicht durchgefiihrt, was in Anbetracht
der bekannten Hippocampusatrophie bei affektiven Erkrankungen verwunderlich ist (Campbell
et al., 2004; Cole et al., 2011).

In Bezug auf prifrontale Hirnstrukturen konnten bildgebende Studien strukturelle
Verinderungen insbesondere im mPFC im Zusammenhang mit CACNA1C aufzeigten werden,
da bei Tragern des Risikoallels rs1006737 ein erhohtes Volumen der grauen Substanz im ACC
(Wang et al., 2011a) und bei euthymen BDP Patientinnen mit dem Risikoallel rs1006737 eine
altersabhédngige Verdiinnung des ACC gefunden wurde (Soeiro-de-Souza et al., 2017). In
Untersuchung 2 wurde das Volumen des mPFC im Cacnalc*” Ratten untersucht, da auch
Veranderungen des mPFCs zu einer Dsyfunktion des PFC-Amygdala-Hippocampus
Netzwerkes (Kabir et al., 2016) beitragen konnten. Auch wird dem mPFC eine wichtige Rolle
bei der Modulation des Sozialverhaltens von Nagetieren beigemessen (Quirk und Beer, 2006;
Ko, 2017), daher ist diese Struktur von besonderer Relevanz.

Die Analysen der Untersuchung 2 zeigten keine Unterschiede des Volumens des mPFCs
zwischen weiblichen Cacnalc®” Ratten und Cacnalc*" Kontrolltieren. Weiterhin zeigte sich
kein Einfluss der Cacnalc Haploinsuffizienz auf die Substrukturen des mPFCs. Beispielsweise
konnten keine Volumenunterschiede des cinguliren Cortex zwischen Cacnalc™ Ratten und

Cacnalc™"

Kontrolltieren festgestellt werden, dessen Rolle im Zusammenhang mit Cacnalc
beim Beobachtungslernen bekannt ist (Jeon et al., 2010). Die Befunde von Untersuchung 2,
dass die partielle Cacnalc Depletion keinen Einfluss auf das Volumen des mPFCs und dHCs
hat, deckt sich hingegen auf behavioraler Ebene mit dem unverénderten RL und rdaumlichen
Gedichtnis der Cacnalc™ Ratten (Braun et al., 2018).

Zusammenfassend ldsst sich durch Untersuchung 2 feststellen, dass die Cacnalc
Haploinsuffizienz keine auffélligen strukturellen Verdnderungen des Gehirn von weiblichen
Ratten verursacht. Die visuelle Inspektion der Hirnschnitte gab keine Hinweise darauf, dass

andere Hirnstrukturen, wie Corpus callosum (Cc) oder ventrikuldres System, Abweichungen

aufwiesen oder gar fehlten. Bisher wurde nach meinem Kenntnisstand keine Untersuchung
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diverser Hirnstrukturen fiir die Cacnalc Nagetiermodellen vorgenommen, was in Anbetracht
der diskutieren Dysfunktion des PFC-Amygdala-Hippocampus Netzwerks bei
neuropsychiatrischen Stérungen iiberraschend ist (Kabir et al., 2016) und die Wichtigkeit von
Untersuchung 2 herausstellt.

Translational betrachtet stehen die Ergebnisse von Untersuchung 2 zwar zum Teil in
Widerspruch zu den strukturellen Verdnderungen, die durch Bildgebungsstudien bei CACNA1C
Risikoalleltragern nachgewiesen werden konnten (Wang et al., 2011a; Dietsche et al., 2014;
Soeiro-de-Souza et al., 2017), dennoch weichen auch die Ergebnisse der Human-
untersuchungen voneinander ab. So berichteten zum Beispiel Tesli et al. (2013), dass es keinen
Einfluss des Risikoallels rs1006737 auf die frontale kortikale Dicke und das Volumen des
Hippocampus bei BP und SCZ Patienten gab, was sich mit den Ergebnissen von Untersuchung
2 deckt.

Um die behavioralen Verinderungen des Cacnalc™ Rattenmodells zu erkliren, kommen
unabhéngig von AHN weitere potenzielle biologische Prozesse und molekulare Signalwege in
Betracht (Kabir et al., 2017c), die in zukiinftigen Studien untersucht werden sollten, um ein
besseres Verstdndnis dieser Verhaltensdefizite zu gewinnen. Die bisherigen Studien weisen
darauthin, dass Cacnalc einen vergleichsweise geringen Einfluss auf die Hirnmorphologie hat
und spezifischere Untersuchungen von Noten sind. Beispielsweise sollte in Anbetracht der
defizitdre LTP im Hippocampus nach einem Knockout von Cacnalc bei Méusen (Dedic et al.,
2018) dieser Mechnismus ebenfalls beim Cacnalc” Rattenmodell untersucht werden.

Durch Ziichtungsansdtze wurde interessanterweise nachgewiesen, dass Ratten, die spezifisch
fiir eine geringe Emission von 50-kHz USV geziichtet wurden, neben einem abweichenden
Sozialverhalten vor allem eine verdnderte Cacnalc Genexpression im mPFC und NAc
aufwiesen (Moskal et al., 2011; Burgdorf et al., 2013). Im Detail betrachtet war die Expression
von Cacnalc im mPFC von den wenig vokalisierenden Ratten signifikant verringert (Moskal
et al., 2011). Die Autoren zeigten in ihrer Studie auf korrelativer Ebene einen Zusammenhang
von Cacnalc mit Defiziten der 50-kHz USV Kommunikation auf. Da sich das Cacnalc™”
Rattenmodell durch eine verringerte Expression von Cacnalc in kortikalen Arealen auszeichnet
(Kisko et al., 2018, 2019), konnte in Studie I weiterhin ein kausaler Zusammenhang zwischen
Sozialverhalten und der Cacnalc Haploinsuffizienz bei Ratten hergestellt werden. Weitere
neurobiologische Messungen zeigten, dass eine partielle Cacnalc Depletion in vitro mit einer
erhohten mitochondrialen Resistenz gegen oxidativen Stress assoziiert ist (Michels et al.,
2018b, 2018a), was darauf hinweist, dass weitere biologische Prozesse durch Cacnalc

beeinflusst werden und daher von Interesse sind.
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4.2.2 Studie II: Methodische Aspekte und Limitationen

Eine Herausforderung von Untersuchung 1 bestand darin, den transienten Prozess der adulten
Neurogenese im Hippocampus durch die Wahl addquater Zellmarker verlédsslich darzustellen.
Durch die Wahl einer Dreifachmarkierung, d. h. der exogene Marker BrdU und die beiden
endogenen Marker Ki-67 und NeuN, konnte nicht nur der neuronale Phinotype, sondern
gleichzeitig verschiedene Entwicklungsstufen der neu entstandenen Zellen abgebildet werden,
was dem geforderten Vorgehen einer Mehrfachmarkierung von Kuhn et al. (2018) entspricht.
Die Validitit der Messungen von Untersuchung 2 lésst sich durch den Abgleich der Ergebnisse
der verschiedenen Marker unabhéngig vom Genotyp der Versuchstiere bewerten. Durch die
Verwendung von zwei unterschiedlichen Perfusionszeitpunkten kann der Zeitverlauf der
Expression der drei verwendeten Zellmarker dargestellt werden, was ebenfalls zur Abschédtzung
der Validitit dienen kann.

Im Allgemeinen konnte ein Riickgang der BrdU" Zellen von ungefihr 50 % zwischen den
beiden Perfusionszeitpunkten festgestellt werden, was in Ubereinstimmung mit Pieper et al.
(2010) steht, die zeigen konnten, dass die Hilfte neu entstandener BrdU™ Zellen 20 Tage nach
einer einzigen BrdU Injektion starben. Der signifikante Anstieg der doppelt markierten BrdU"
und NeuN" Zellen zwischen den Zeitpunkten der Perfusion steht ebenfalls im Einklang mit
fritheren Ergebnissen, dass drei Tage nach einer einmaligen BrdU-Injektion eine betrachtliche
Anzahl von BrdU" und NeuN" Zellen gefunden werden konnte (Kempermann, 2011¢) und die
Doppelmarkierung beider Zellmarker circa zwei Wochen nach einer BrdU-Injektion einen
Hochststand erreicht (Snyder et al., 2009a).

Zur Messung der Proliferation wurde Ki-67 verwendet und zu beiden Zeiten der Perfusion
konnte eine vergleichbare Anzahl an Ki-67" Zellen gemessen waren, was die Validitdt unserer
Analyse unterstreicht, da keine groferen Verdnderungen der Proliferation innerhalb von 21
Tagen zu erwarten waren (Fu et al., 2014; Snyder, 2019). Zusétzlich konnte in Untersuchung 1
der neuronale Ursprung der proliferativen Zellen tiberpriift werden, da die Anzahl der doppelt
markierten Ki-67" und BrdU" Zellen nur zum ersten Perfusionszeitpunkt substanziell
vorhanden war. Dieser Effekt war zu erwarten, da Ki-67 nur in frithen Entwicklungsstadien der
Neurogenese exprimiert wird (Kee et al., 2002; Mandyam und Koob, 2012).

Des Weiteren wurde die AHN in dorsalen und ventralen Teilen des Hippocampus analysiert.
Durch dieses Vorgehen konnten die bereits bekannten quantitativen Unterschiede mit einer
gesteigerten Neurogenese im dorsalen Bereichen des Hippocampus repliziert werden (Snyder
et al., 2009b; Jinno, 2011), was fiir die Validitdt der gewdhlten Marker spricht. Es ldsst sich

daher feststellen, dass die Erhebung der AHN durch die verwendeten Zellmarker als valide
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anzusehen ist und die AHN im Cacnalc™” Rattenmodell somit deutlich priiziser im Vergleich
zu Moon et al. (2018) dargestellt wurde.

An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dass der Einsatz von BrdU zur Markierung
von Zellen mit einigen Herausforderungen verbunden ist. BrdU besitzt nicht nur die
Eigenschaft die Synthese-Phase des Zellzyklus zu markieren, sondern es kann als Analogon
des Nukleosids Thymidin auch die allgemeine DNA-Synthese kennzeichnen (von Bohlen und
Halbach, 2011). Die DNA-Synthese tritt auch wéhrend der DNA-Reparatur oder der
Genduplikation auf (Taupin, 2007). Auch kénnen postmitotische Zelle wahrend der Apoptose
nach Hirnverletzungen wieder in den Zellzyklus eintreten und so BrdU exprimieren (Kuan et
al., 2004). Die Versuchstiere aus Studie Il wurden in Gruppen in Standardkéfigen gehalten und
keinen aversiven Paradigmen ausgesetzt, daher konnen apoptotische Prozesse vermutlich
ausgeschlossen werden. Durch die Verwendung endogener Marker zur Mehrfachmarkierung
der BrdU" Zellen lassen sich zudem Apoptoseprozesse gut kontrollieren, so dass davon
auszugehen ist, dass Fehlmarkierungen von Zellen vermieden werden konnten.

Des Weiteren hat BrdU in Abhédngigkeit seiner Dosierung selbst toxische und mutagene
Eigenschaften (Taupin, 2007), da hohe BrdU-Dosierungen von bis zu 600 mg/kg
Korpergewicht neuronalen Zelltod wihrend der embryonalen und neonatalen Entwicklung zur
Folge haben (Biggers et al., 1987; Nagao et al., 1998). Diverse Studien konnten hingegen
nachweisen, dass Dosierungen von BrdU zwischen 50 und 150 mg/kg Korpergewicht keinen
negativen Einfluss auf Verhalten und Proliferation bei adulten Nagetiere ausiiben (Taupin,
2007; Kempermann, 2011b) und daher zur Messung der AHN verwendet werden konnen
(Hancock et al., 2009).

Ein Vorteil von Untersuchung 1 war die Erstellung von digitalen Bildern der gesamten Fldche
der Objekttrager mit einem Immunfluoreszenzscanner. So war es moglich, eine grole Anzahl
an Hippcampi bzw. deren Schnittebenen zu analysieren und die Datensdtze fiir spitere
Analysen durch die Digitalisierung zur erhalten, da Immunfluoreszenzfarbungen bei
wiederholter Beleuchtung zum Ausbleichen tendieren (Mahmoudian et al., 2011). Durch die
Verwendung des Computerprogrammes ORBIT, welches eine automatisierte Bildauswertung
basierend auf dem Maschinenlernen erlaubt (Stritt et al., 2011; Seger et al., 2018), konnte eine
reliable Quantifizierung der Zellen im DG des Hippocampus durchgefiihrt werden. In
zukiinftigen Studien sollte zur Auswertung der Immunfluoreszenzdaten dennoch zusétzlich auf
die konfokale Mikroskopie zuriickgegriffen werden, da diese Technik weitere Vorteile, wie
beispielsweise die Einbeziehung dreidimensionaler Informationen, ermdglicht (Kempermann,

2011b).
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Die funktionelle Assoziation zwischen der Neurogenese im adulten Hippocampus und diverser
Verhaltensweisen ist als gesichert anzusehen (Gongalves et al., 2016; Holmes, 2016; Anacker
und Hen, 2017; Toda et al., 2018) und zukiinftige Studien sollten auch im Cacnalc™”
Rattenmodell diese Verkniipfung herstellen. In Anbetracht der verdnderte 50-kHz USV in
Studie I und dem bekannten Zusammenhang der Proliferation und 50-kHz USV (Wéhr et al.,
2009) ist dies von besonderem Interesse. Erste explorative Ansdtze zur korrelativen
Verkniipfung behavioraler Ergebnisse mit der AHN zeigten keine signifikanten
Zusammenhdnge (eigene unpublizierte Daten). Dies ldsst sich durch das experimentelle
Vorgehen erldutern, da die bisherigen Studie unabhingig voneinander geplant wurden,

wodurch eine Verkniipfung erschwert wurde.

4.3 Zusammenfassung des Phiinotyps adulter weiblicher Cacnalc*” Ratten

Die Ergebnisse dieser Dissertationsarbeit (Abbildung 3) liefern Hinweise darauf, dass die
Cacnalc Haploinsuffizienz zu einer reduzierten 50-kHz USV Emission und leichten sozialen
Defiziten wihrend der direkten sozialen Interaktion von adulten weiblichen Cacnalc*” Ratten
fiihrt. Da die Emission von 50-kHz USV hauptsidchlich wéhrend nicht-sozialer
Verhaltensweisen verringert war, ist davon auszugehen, dass eine Reduktion des positiven

affektiven Zustandes der weiblichen Cacnalc®” Ratten vorliegt. Zusitzlich zeigten weibliche

Cacnalc™” Ratten erhdhtes repetitives Verhalten, was fiir einen ASD-ihnlichen Phinotyp
spricht.
Cacnate Haploinsuffizienz bei adulten weiblichen Ratten
A B Zusammenfassung:
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Abbildung 3: Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Dissertation. (A) Direkte reziproke soziale
Interaktionverhalten von adulten weiblichen Cacnalc*” Ratten und Cacnalc** Kontrolltieren. (B) Reprisentative
Spektrogramme von 50-kHz USV, die von Cacnalc™* und Cacnalc*” Dyaden aufgenommen wurden. (C)
Graphische Ubersicht der untersuchten Hirnstrukturen. (D) Beispielhafte Darstellung der Neurogenese im Gyrus
dentatus des Hippocampus. Die VergroBerung zeigt BrdU* Zellen, welche durch weie Pfeile markiert wurden.
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Zeitgleich konnten in diesem Dissertationsprojekt auf neurobiologischer Ebene keine
auffilligen Verdnderungen der Neurogenese im Hippocampus und der Hirnanatomie adulter
weiblicher Cacnalc*” Ratten festgestellt werden. Eine Replikation der bisherigen Befunde zur
verringerten AHN bei Cacnalc Maus- und Rattenmodellen konnte somit nicht erreicht werden.
In Anbetracht der bekannten behavioralen Verdnderungen und der Befunde einer verdnderten
Neurogenese der bisherigen Cacnalc Maus- und Rattenstudien ist die Wichtigkeit des
Einbezugs weiblicher Versuchstiere hervorzuheben. Die Ergebnisse dieser Arbeit
unterstreichen die geschlechtsabhidngigen Effekte von Cacnalc und lassen weitere
neurobiologische Verdnderungen, welche unabhingig von der AHN sind, vermuten.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass vor allem behaviorale Abweichungen des Verhaltens
bestehen, die analog zu Beeintrichtigungen der sozialen Funktionsfdhigkeit und affektiven
Symptomen sind, welche bei neuropsychiatrischen Storungen auftreten. Aktuelle
Klassifikationssysteme, wie DSM-5 oder ICD-10, beschreiben diese Storungsbilder rein
deskriptiv auf Erlebens- und Verhaltensebene, da Biomarker bis jetzt nicht gefunden wurden.
Daher sind die Befunde der behavioralen Untersuchungen dieser Dissertationsarbeit von

besonderer translationaler Bedeutung.

4.4 Einordnung bisheriger Modellierungsansétze von Cacnalc bei Nagetieren

Bei den meisten der genetischen Cacnalc Nagetiermodelle wurde auf eine Reduktion der
Gendosierung zuriickgegriffen. Die regions- und zellspezifischen Cacnalc Knockout
Mausmodelle, die hauptsidchlich auf Cre-Rekombinase-Systemen basieren (Moosmang et al.,
2005; White et al., 2008; McKinney et al., 2008; Jeon et al., 2010; Lee et al., 2012; Temme et
al., 2016; Kabir et al., 2017a, 2017b; Terrillion et al., 2017b; Volkening et al., 2017; Dedic et
al., 2018), bieten eine gute Mdglichkeit den Einfluss von Cacnalc auf krankheitsrelevante
Verhaltensweisen, neuronale und molekulare Mechanismen zu untersuchen, die der
Pathophysiologie der neuropsychiatrischen Storungen zugrundeliegen. Der spezifische
Knockout von Cacnalc dieser Modelle ist auf das Gehirn begrenzt, was von Vorteil ist, da
Cay1.2 auch im Herzen exprimiert wird (Striessnig et al., 2014), was einen Einfluss auf das
Verhalten der Versuchstiere nehmen konnte. Der Nachteil dieses Vorgehens besteht darin, dass
die Konstruktvaliditit dieser Modelle eingeschriankt wird, da CACNAIC Verdanderungen im
Menschen den gesamten Organismus, d. h. alle Organsysteme, betreffen. Hier bietet vor allem
das konstitutive Cacnalc™” Rattenmodell einen groBen Vorteil (Braun et al., 2018; Kisko et al.,

2018, 2019; Moon et al., 2018; Sykes et al., 2018b), da sich die Reduktion von Cacnalc auf
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den gesamten Organismus bezieht und somit eine gesteigerte Ubertragbarkeit auf den
Menschen gewihrleistet wird.
An dieser Stelle soll erwihnt werden, dass adulte Cacnalc™ Miuse nur geringfiigige

** Kontrolltieren aufwiesen und

Veranderungen der Herzfunktion im Vergleich zu Cacnalc
erst nach Stress konnte bei Cacnalc” Miusen eine leichte Hypertrophie des Herzens und
minimale VergroBerungen der Herzventrikel festgestellt werden (Goonasekera et al., 2012). Im
Kontrast dazu fanden Rosati et al. (2011), dass eine vollstdndige Deletion von Cay1.2 im Herzen
von Madusen zwar zu einer Verringerung der Herzfunktion und einer friihen postnatalen
Sterblichkeit fiihrte, aber ein heterozygoter herzspezifischer Knockout von Cay1.2 bei Méusen
keinen auffilligen kardialen Phinotyp verursachte. Beziiglich Cacnalc™- Miusmodelle gibt es
weiterhin Hinweise, dass wihrend frilher embryonaler Entwicklungsstufen verringerte
Calciumkanalstrome in das Herzen vorliegen, folglich jedoch Kompensationsmechanismen
greifen und die Herzfunktion stabilisieren (Muth et al., 2001), was zu einer normalen
Entwicklung des Korpers und Verhaltens fiihrt (Seisenberger et al., 2000). Das Gain-of-
function Cay1.2 TS Mausmodell wie3 laut Zhang et al. (2018) zwar Herzrhythmusstorung auf,
dennoch konnten auch unter stressreichen und korperlich anspruchsvollen Testbedingungen,
wie dem MWM, keine Hinweise auf eine Herzinsuffizienz gefunden werden (Bader et al.,
2011).

In Anbetracht dieser nur leichten Verdnderungen des Herzens von genetisch manipulierten
Cacnalc Miusen lisst sich vermuten, dass auch Cacnalc™ Ratten keinen pathologischen
Phéanotypen des Herzens aufweisen, der behaviorale und neurobiologische Paramenter
beeinflusst (Kabir et al., 2017¢c). So konnte bei juvenilen und adulten Cacnalc™- Ratten und

*/* Kontrolltiere vergleichbare lokomotorische Aktivitit gefunden werden (Kisko,

Cacnalc
2018; Sykes et al., 2018b; Kisko et al., 2019). In Studie I konnte kein Unterschied zwischen
den Genotypen beziiglich des Korpergewichts festgestellt werden, was gegen eine verdnderte
korperliche Entwicklung und abweichende Performanz des Herzens im Vergleich von adulten

weiblichen Cacnalc™ Ratten und Cacnalc™™*

Kontrolltieren spricht. Auch die weiteren
behavioralen Parameter der Studie I, wie die gesteigerte Aktivitit der Cacnalc” Ratten bei
Kontakt mit Tieren gleichen Genotyps, sprechen fiir eine vergleichbare Herzleistung. Somit ist
davon auszugehen, dass Cacnalc*” Ratten keinen kardialen Phinotyp einhergehend mit einer
Herzschwiéche aufweisen, womit auch ein Einfluss durch eine moglicherweise verringerte

Durchblutung des zentralen Nervensystems ausgeschlossen werden kann und die vorhandenen

Verhaltensénderungen auf eine direkt verdnderte Funktion des Gehirns zuriickzufiihren sind.
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Im Allgemeine lésst sich feststellen, dass das konstitutive Cacnalc*” Rattenmodell den
regionsspezifischen Cacnalc Mausmodellen vorzuziehen ist, da eine erhohte translationale
Validitit angenommen werden kann. Die partielle Cacnalc Deletion im Cacnalc™
Rattenmodell spiegelt die Situation der menschlichen Genvarianten von CACNAIC deutlich
besser wieder, da davon auszugehen ist, dass die CACNAIC Risikoallele lediglich die
Gendosierung beeinflussen und nicht zu einer vollstindigen Loschung des Gens fiihren.
Ebenfalls spricht das komplexere Verhalten von Ratten in Anbetracht der verhaltensbasierten
Diagnosekriterien neuropsychiatrischer Stérungen fiir eine Bevorzugung dieser Spezies im

Vergleich zu Mausmodellen.

4.4.1 Cacnalc und Geschlechtseffekte in der priklinischen Forschung

Geschlechtsunterschiede bei neuropsychiatrischen Stérungen gehéren zu den am besten
replizierten Befunden in der Erforschung der Atiologie dieser Storungsbilder (Steel et al., 2014;
Riecher-Rossler, 2017). Passenderweise konnten bereits Effekte von CACNAIC in
Abhingigkeit des Geschlechts nachweisen, da weibliche Triger eines CACNAIC Risikoallels
hohere Privalenzraten von affektiven Stérungen (Dao et al., 2010; Witt et al., 2014) und eine
verschlechtere funktionelle Erholung nach einer schizophrenen Episode aufwiesen
(Heilbronner et al., 2015). Auch scheint CACNAIC in Abhéngigkeit des Geschlechts
psychologische Faktoren zu beeinflussen, da beispielsweise eine erhohte Feindseligkeit und
eine verringerte emotionale Intelligenz bei weiblichen rs1006737 Risikotridgern (Takeuchi et
al., 2018) und eine erhohte emotionale Labilitét und verringerte Belastbarkeit bei ménnlichen
rs1006737 Risikotrdgern (Strohmaier et al., 2013) festgestellt werden konnte.
Auch die translationale Forschung konnte in Nagetiermodellen diverse geschlechtsabhingige
Effekte von Cacnalc feststellen (Dao et al., 2010; Braun et al., 2018; Kisko et al., 2018, 2019).
Weibliche Cacnalc™” Miuse zeigten einen deutlich erhdhten Angstphinotyp im Vergleich zu
weiblichen Cacnalc”” Kontrolltieren (Dao et al., 2010). Weiterhin gibt es
geschlechtspezifische Effekte im Cacnalc™ Rattenmodell, da die Cacnalc Haploinsuffizienz
in Abhéngigkeit des Geschlechts der Versuchstiere das rdumliche Lernen verbessert (Braun et
al., 2018) und das soziale Interaktionsverhalten veréndert (Kisko et al., 2018, 2019). Trotz
dieser pragnanten Effekte fokussierten die bisherigen Nagetierstudien hauptsdachlich ménnliche
Versuchstiere (Bader et al., 2011; Kabir et al., 2017a; Terrillion et al., 2017b; Dedic et al., 2018;
Kabitzke et al., 2018; Moon et al., 2018; Sykes et al., 2018b), was die bekannte und kritisch zu
bewertende Bevorzugung ménnlicher Nagetiere in der biomedizinischen Forschung festigt

(Beery und Zucker, 2011).
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Der Fokus auf das ménnliche Geschlecht insbesondere in den Neurowissenschaften ist der
Fehlannahme geschuldet, dass weibliche Versuchstiere aufgrund einer hormonellen
Fluktuation eine hohere Variabilitit aufweisen als méannliche Tiere (Becker et al., 2016;
Shansky, 2019). Wie das NIH bereits 2014 betonte, kann die Vernachldssigung weiblicher
Versuchstiere in der préklinischen Forschung zu einer Verringerung der translationalen
Validitat der Tiermodelle und nachfolgend zu negativen Folgen fiir die Gesundheit von Frauen
fiihren (McCullough et al., 2014). Das NIH gibt wichtige Empfehlungen, um die Anzahl der
weiblichen Tieren in der Wissenschaft zu erhdhen und weilit daraufhin, dass klinische Studien
auf allen Ebenen der Forschung, d. h. prd- und klinisch beziehungsweise iiber Spezies hinweg,
das weibliche Geschlecht beriicksichtigen sollen. Daher habe ich in meiner Arbeit weibliche

Cacnalc” und Cacnalc™™*

Ratten untersucht, um den geschlechterspezifischen
Verzerrungseffekten entgegenzuwirken und den geschlechtsabhinigen Effekte von CACNAIC

respektive Cacnalc gerecht zu werden.

- Rattenmodells

4.5 Translationaler Vergleich des Cacnalc
Auf translationaler Ebene wurden vergleichbare Effekte von CACNAIC SNPs auf den
affektiven Zustand von Individuen berichtet, wobei der Effekt von CACNAIC abhéngig vom
Geschlecht der Betroffenen ist (Dao et al., 2010; Strohmaier et al., 2013; Witt et al., 2014).
Insbesondere konnten bei Patientinnen mit einem CACNAIC Risikoallel erhohte
Priavalenzraten fiir MDD und BPD gefunden werden (Dao et al., 2010; Witt et al., 2014).
AuBerdem zeigten weibliche Risikoalleltriger des CACNAIC SNP rs1024582 eine erhdhte
Feindseligkeit und Schadensvermeidung sowie reduzierte intrapersonliche emotionale
Intelligenz (Takeuchi et al., 2018), was ebenfalls auf Verdnderungen des Affektzustands
hinweist. Im Gegensatz zu diesen negativen Effekten bei Frauen, berichten Strohmaier et al.
(2013), dass bei ménnlichen Tragern des Risikoallels rs1006737 eine erhohte emotionale
Labilitdt und verringerte Belastbarkeit gemessen wurde, wiahrend Alleltrdgerinnen eine erhohte
Resilienz beziiglich dieser Parameter zeigten. Unabhéngig vom Geschlecht weisen Triger des
Risikoallels rs1006737 eine gesteigerte Angstlichkeit und Schadensvermeidung (Roussos et al.,
2011) sowie erhdhte Angst- und Depressionswerte auf (Erk et al., 2010, 2014a). Auch ist das
AusmalB einer depressiven Symptomatik bei Tragern verschiedener CACNAIC SNPs nach
multiplen Traumata im Erwachsenenalter signifikant erhoht (Dedic et al., 2018).

Zwar sind auf struktureller und funktioneller Ebene Verdnderungen des Gehirns von gesunden
und erkrankten CACNAIC Risikoalleltragern bekannt, wobei auf funktioneller Ebene deutlich
ausgepragtere Effekte gefunden werden konnten (Ou et al., 2015; Kabir et al., 2016). Beziiglich
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des mPFCs (Wang et al., 2011a; Soeiro-de-Souza et al., 2017) und Hippocampus (Dietsche et
al., 2014) konnte eine Zusammenhang des Risikoallels rs1006737 mit Volumendnderungen
gefunden werden, wohingegen andere Studien keinen Einfluss von CACNAIC auf die
Hirnmorphologie ermitteln konnten (Soeiro-de-Souza et al., 2012; Tesli et al., 2013). Diese
Bildgebungsstudien unterscheiden sich in Hinblick auf methodische Aspekte und die Wahl der
Stichproben, was einen Teil der Diskrepanzen erkliren kann. Wie Tesli et al. (2013) feststellten,
kann in Anbetracht der bisherigen Bildgebungsstudien darauf geschlossen werden, dass die
CACNAIC Risikoallele iiber Mechanismen wirken, die nicht unbedingt durch strukturelle
Bildgebung aufgedeckt werden konnen. Passend zu dieser Annahme konnten beispielsweise
mikrostrukturelle Verdnderungen des Hippocampus (Dietsche et al., 2014) und abweichende
funktionelle Aktivierungsmuster des Hippocampus (Erk et al., 2010, 2014a; Dima et al., 2013)
bei rs1006737 Risikoalleltragern festgestellt werden.

Im Allgemeinen ldsst sich daher sagen, dass CACNAIC an der Regulation des affektiven
Zustandes beteiligt ist, wobei der Einfluss des Geschlechts beriicksichtigt werden sollte. Auch
konnten CACNAIC Risikoallele mit Hirnverdnderungen in Verbindung gebracht werden,
wobei diese auf struktureller Ebene vergleichsweise subtil erscheinen und eher bei funktioneller

Betrachtung von betroffenen Individuen zutage treten.

4.6 Zukunftsperspektiven

Das konstitutive Cacnalc™" Rattenmodell, welches einen monogenetischen Ansatz mit einer
Reduktion der Expression von Cay1.2 aufweist, stellt ein mdgliches Vorgehen zu Modellierung
genetischer Verdnderungen im Rahmen der translationalen Forschung dar. Der Einfluss von
CACNAIC SNPs auf die Genexpression bei Menschen ist noch nicht endgiiltig geklart, da es
Hinweise auf eine verringerte (Gershon et al., 2014; Roussos et al., 2014; Eckart et al., 2016)
sowie gesteigerte (Bigos et al., 2010; Yoshimizu et al., 2015) Expression von CACNAIC gibt.
In Zukunft sollte ein konstitutives Cacnalc Rattenmodell mit einer gesteigerten Expression
beziehungsweise Funktion von Cay1.2, dhnlich dem Gainf-of-function Cay1.2 TS Mausmodell
(Bader et al., 2011), entwickelt werden, um auch die Effekte der erhéhten Expression von
Cay1.2 auf krankheitsrelevante Phdnotypen zu untersuchen.

AuBlerdem stellt aktuell die Erforschung nicht-kodierender CACNAIC SNPs in
Nagetiermodellen eine Herausforderung dar. Durch die CRISPR/Cas9 Technologie wird die
genetische Manipulation deutlich vereinfacht und SNP-spezifische Tiermodelle konnten so
bereits entwickelt werden (Birling et al., 2017). Da viele SNPs neuropsychiatrischer Storungen

auf nicht-kodierenden Regionen des Genoms liegen (Zhang und Lupski, 2015), kann so die
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Konstruktvaliditdt genetischer Nagetiermodelle weiter gesteigert werden. Diese genetischen
Tiermodelle konnen nicht nur zur Untersuchung des Einflusses von Cacnalc auf die
Transkriptionskontrolle verwendet werden, sondern es konnen dariiber hinaus wichtige
biologische Signalwege im Zusammenhang mit Cacnalc untersucht werden (Kabir et al.,
2017c).

Interessant sind auch genetische Tiermodelle, die mehrere genetische Faktoren beriicksichtigen.
Ein Beispiel ist das Doppel-Knockout Mausmodell des Fragilen-X Syndroms (FXS), welches
von Spencer et al. (2006) verwendet wurde. Individuen, die an FXS erkrankt sind, weisen laut
DSM-5 unter anderem kognitive Beeintrichtigungen, soziale Angste und autistisches Verhalten
auf (American Psychiatric Association, 2013). Durch den gleichzeitigen Knockout der Gene
Fmrl und Fxr2, die beide mit FXS assoziiert sind, konnten die Autoren nachweisen, dass der
Doppelknockout zu deutlich stidrkeren krankheitsrelevanten Phénotypen im Mausmodell
fiihrten als der Knockout des jeweils einzelnen Gens (Spencer et al., 2006). Durch diese Ansitze
konnen bekannte polygene Effekte (Gen x Gen Interaktionen) in der Atiologie
neuropsychiatrischer Stérungen auf komplexe behaviorale Phinotypen im Tiermodell
nachgebildet werden.

Im Rahmen der Forschergruppe FOR2107 werden dariiber hinaus bereits eine Gen-Umwelt-
Interaktionsstudie am Cacnalc™~ Rattenmodell durchgefiihrt, um den modernen
biopsychosozialen Krankheitsmodellen gerecht zu werden. Gestiitzt wird diese Vorgehen durch
Befunde von Dedic et al. (2018), die von einem Zusammenhang zwischen CACNAIC und
Traumatisierungen im Erwachsenenalter berichteten. Auch die Befunde aus Studie I und II
konnten daher in Zukunft um Experimente erweitert werden, die positive und negative
Haltungsbedingungen der Versuchstiere variieren. Braun et al. (2019) lieferten erste Hinweise
darauf, dass die Cacrnalc Haploinsuffizienz in Abhéngigkeit der Umwelt die Lern- und
Gedéichtnisleistung von Ratten beeinflusst. Interessanterweise scheinen diese Effekte
unabhéngig von der mitochondrialen Funktionsfahigkeit der Ratten zu sein (Michels et al.,
2019).

Weitere Interventionen sollten sich aulerdem auf die Verbesserung der Verhaltensdefizite von
Cacnalc™" Ratten durch pharmakologische Ansitze konzentrieren. In verschiedenen klinischen
Studien wurde die Wirksamkeit von LTCC-Blockern zur Linderung der Symptome von
neuropsychiatrischen Erkrannkung untersucht (Zamponi, 2015). Problematisch bei diesem
Vorgehen erscheint, dass LTCC-Blocker, wie Verapramil, nicht spezifisch an Cay1.2 binden
(Bergson et al., 2011) und eine Bandbreite von Nebenwirkungen auf das Verhalten von

Nagetieren haben (Popovi¢ et al., 2017). Es wére daher auch von Interesse die von Cay1.2
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abhingigen Signalmechnanismen, z. B. mTOR (engl. ,,Mammalian target of rapamycin‘) oder
BDNF (Kabir et al., 2017c¢), pharmakologisch zu manipulieren, um Verhaltensabweichungen
in den Tiermodellen zu verbessern. Zum Beispiel ist eine Dysregulation von mTOR eng mit
neuropsychiatrischen Storungen verbunden (Costa-Mattioli und Monteggia, 2013) und mittels
pharmakologischer Manipulation dieses Signalwegs konnten durch den mTOR-Hemmer
Rapamycin soziale (Burket et al., 2015) und affektive Defizite (Zhou et al., 2013) bei
genetischen Tiermodellen flir neuropsychiatrischen Stérungen verbessert werden.

Zusitzlich sollte die Phinotypisierung des Cacnalc™” Rattenmodells hinsichtlich struktureller
und funktioneller Eigenschaften mittels Bildgebungsverfahren weiter vorangetrieben werden.
Neben den histologischen Ansétzen, wie sie in Studie II verwendet wurden, bietet sich bei
Tiermodellen auch die Verwendung der Magnetresonanztomographie (MRT) an, um
strukturelle und funktionelle Parameter zu erheben. Am Zentrum fiir bildgebende Forschung
der Philipps-Universitdt Marburg ist ein 7-Tesla Kleintier-MRT vorhanden, der fiir dieses
Vorhaben verwendet werden konnte. Diese nicht-invasive Messung bietet nicht nur den Vorteil,
dass das gesamte Gehirn mit seinen Substrukturen erhoben werden kann, sondern die
Versuchstiere konnen nach der Messung wieder in die Tierhaltung verbracht und in weiteren
Paradigmen untersucht werden. So konnen behaviorale und biologische Daten optimal
miteinander verkniipft und korrelative bzw. kausale Zusammenhinge nachgewiesen werden.
Auch konnen wiederholte Messungen durchgefiihrt werden, um mdgliche degenerative
Verlidufe in Abhingigkeit des Genotyps beim Cacnalc*” Rattenmodell aufzudecken, da es
bereits Hinweise darauf gibt, dass Cacnalc lber die Lebensspanne von Méusen hinweg
differentielle Effekte auf die kognitive Leistung hat (Zanos et al., 2015).

Durch MRT Scanner konnte aulerdem das Verfahren Diffusions-Tensor-Bildgebung (engl.
,Diffusion tensor imaging*; DTI) angewendet werden, um die grundlegenden
neurobiologischen Verdnderungen der neuropsychiatrischen Stérungen besser zu verstehen. Im
Kontext der postulierten Dysregulation des PFC-Amygdala-Hippocampus Netzwerkes (Kabir
et al, 2016), bietet DTI gute Moglichkeiten, sowohl Volumen- als auch
Mikrostrukturunterschiede von cerebralem Gewebe zu ermitteln. Zur Untersuchung der
Gewebemikrostruktur wird bei diesem Verfahren auf die Diffusion von Wasser im Gehirn
zuriickgegriffen. Diese ldsst eine Messung der Integritit von Nervenfasern der weiflen Substanz
im Gehirn zu und erlaubt somit auch eine indirekte Messung der strukturellen Konnektivitit
des Gehirns (Caan, 2016). Dieses Verfahren wurde bereits erfolgreich verwendet, um die
Konnektivitdt in Gehirnen von verschiedenen Mausmodelle fiir ASD zu untersuchen (Kumar

et al., 2012; Ellegood et al., 2013; Ellegood und Crawley, 2015). In einer Studie am BTBR-
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Mausmodell fiir ASD konnte so beispielsweise eine verringerte Konnektivitdt im Bereich des
Corpus callosum nachgewiesen werden (Ellegood et al., 2013). Durch die Verwendung der
funktionellen MRT lieBe sich ebenfalls die Dysregulation wichtiger Hirnnetzwerke
untersuchen, beispielsweise die Verbindung zwischen mPFC und Hippocampus (Sigurdsson
und Duvarci, 2016), was in Anbetracht der bekannten Einfliisse von CACNAIC auf die
Hirnfunktion bei Menschen (siehe Kapitel 1.1.3) zu einer Erhéhung der Konstruktvaliditét des

Cacnalc™” Rattenmodells beitragen kann.

4.7 Abschlussbemerkungen

Im Bereich der Erforschung neuropsychiatrischer Storungen tragen die Verhaltens-
neurowissenschaften erkenntnisreiche Ansétze bei, um die postulierten dtiologischen Faktoren
moderner Krankheitsmodelle zu untersuchen. Insbesondere genetische Nagetiermodelle bieten
eine gute Mdglichkeit die genetischen Grundlagen und neurobiologischen Pathomechanismen
ausfiihrlich zu beleuchten. Da aktuelle Klassifikationssysteme neuropsychiatrische
Storungsbilder deskriptiv auf Erlebens- und Verhaltensebene beschreiben und bisher noch
keine verldsslichen Biomarker fiir diese Storungsbilder gefunden wurden, ist besonders
Verhalten auf Ebene der Tiermodelle von groBer Bedeutung. Unter Verwendung des
Cacnalc™" Rattenmodells konnte in diesem Dissertationsprojekt gezeigt werden, dass eine
Verringerung der Cay1.2 Expression zu krankheitsrelevanten behavioralen Phéanotypen, vor
allem im Bereich des Affektzustands und Sozialverhaltens, fiihrte, was fiir eine hohe
Augescheinvaliditit dieses Modells spricht und im Einklang mit einer suffizienten
Konstruktvaliditit einen wichtigen Modellierungsansatz darstellt. Behaviorale Verdnderungen
des Cacnalc™ Rattenmodells kénnen in der zukiinftigen Forschung als eine wichtige
Messgrofle verwendet werden, um neue Therapieansitze zu erproben mit dem tibergeordnenten
Ziel die Behandlung und Therapie neuropsychiatrischer Storungen zu verbessern und die

Lebensqualitét erkrankter Menschen zu erh6hen.
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Anhang

6 ANHANG

6.1 Nomenklatur

CACNAIC
Cacnalc
Cacnalc™*
Cacnalc*”

Cacnalc™”

Symbol fiir das Gen beim Menschen

Symbol fiir das Gen bei Tiermodellen

Tier mit vollstindiger Kopie von Cacnalc auf beiden Allelen (Wildtyp)
Tier mit Deletion von Cacnalc auf einem Allel (Heterozygot)

Tier mit Deletion von Cacnalc auf beiden Allelen (Knockout)

6.2 Abkiirzungen

Abkiirzung Erklirung/ Ubersetzung
ACC Anteriorer cinguldrer Cortex
AHN Adulte hippocampale Neurogenese
AMPH Aphetamin
ANOVA Varianzanalyse (engl. ,,Analysis of variance®)
ASD Autismus-Spektrum-Storung (engl. ,,Autism spectrum disorder*)
Vom Gehirn stammender neurotropher Faktor (engl. ,,Brain-derived
BDNF neurotrophic factor*)
bp Basenpaare
BPD Bipolare Stérung (engl. ,,Bipolar disorder*)
BrdU 5-Brom-2-desoxyuridin
CA1-3 Sektor 1-3 des Cornu ammonis
Cce Corpus callosum
Cgl Cingulérer Cortex Areal 1
Cg2 Cingulérer Cortex Areal 2
Ci Cingulum
Cl Claustrum
CPP Konditionierte Platzpraferenz (engl. ,,Conditioned place preference®)
DCX Doublecortin
DG Gyrus dentatus (engl. ,,Dentate gyrus®)
dHC Dorsaler Hippocampus
Diagnostisches und Statistisches Manual Psychischer Stérungen 5
DSM-> (engl. ,,Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 5)
DTI Diffusions-Tensor-Bildgebung (engl. ,,Diffusion tensor imaging*)



EPM
fCA1-3
FM
FST
FUST
FXS
GCL
GFAP
GWAS

IL
Lp.
Ki-67
LDT
LTP
MDD

Mol
mPFC
mRNA
MRT
mTOR
MWM
NAc
NIH
OF
PFC
PGC
PND
poly I:C
PrL

PSA-NCAM

Anhang

Erhohtes Plus-Labyrinth (engl. ,,Elevated plus maze®)
Feld des CA1-3 (engl. ,,field of CA1-CA3”)
Frequenzmoduliert

Erzwungener Schwimmtest (engl. ,,Forced-Swim-Tests*)
Weiblicher Urin Riechtest (engl. ,,Female urine sniffing test*)
Fragiles-X Syndrom

Granularzellschicht (engl. ,,Granule cell layer)

Saures Gliafaserprotein (engl. “Glial fibrillary acidic protein®)
Genomweite Assoziationsstudie

Hilus

Infralimbischer Cortex

Intraperitoneal

Kiel 67

Hell/Dunkel Test (engl. ,,Light/dark test™)
Langzeit-Potenzierung

Majore Depression (engl. ,,Major depressive disorder*)
Medialer orbitaler Cortex

Molekularschicht

Medialer prefrontaler Cortex

Boten-RNA (engl. ,,Messenger RNA*)
Magnetresonanztomographie

Engl. ,Mammalian target of rapamycin®
Morris-Wasserlabyrinth (engl. ,,Morris Water maze*)
Nucleus accumbens

National Institute of Health

Offenfeldtest (engl. ,,Open field test*)

Prifrontaler Cortex

Psychiatric Genomics Consortium

Postnatal Tag (engl. ,,Postnatal day”)
Polyinosinic-polycytidylic-Sédure

Prilimbischer Cortex

Polysialysiertes neurales Zelladhdsionsmolekiil (engl. ,,Polysialylated

neural-cell-adhesion molecule®)

141



RL
SCZ
SGZ

SNP

SSRI

Svz
TS
TST
UsSv
vACC
vHC

Anhang

Radialarmlabyrinth (engl. ,,Radial arm maze®)
Umkehrlernen (engl. ,,Reversal learning®)

Schizophrenie

Subgranulare Zone

Einzelnukleotid-Polymorphismus (engl. ,,Single nucleotide
polymorphism™)

Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (engl. ,,Serotonin reuptake
inhibitor®)

Subventrikuldre Zone

Timothy-Syndrom

Schwanz-Suspensions-Test (engl. ,,Tail suspension test)
Ultraschallvokalisation

Ventraler anteriorer cingulirer Cortex

Ventraler Hippocampus
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6.3 Abbildungsverzeichnis
Abbildung 1: 50-kHz Ultraschallvokalisationen, die von weiblichen adulten Cacnalc™" Ratten
AUTZENOMIMEN WUTACT ....eeiiiieiiiieciieeeieeeeite e st e e et e et eeestteeeeaeeesaeeesseesssseesssseessseeessseeensseennns 15

Abbildung 2: Schematische Darstellung der adulten hippocampalen Neurogenese bei Ratten

(angepasst nach Mandyam und Koob, 2012) ........ccccieiiiiiiiiiiiiieeieeiteeee et 28
Anmerkung: die Abbildung wurde hinsichtlich der Abkiirzung fiir den Hilus (Hi) und der gezeigten Zellmarker
modifiziert.

Abbildung 3: Graphische Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Dissertation................. 113
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