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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Genomweite Assoziationsstudien liefern Giberzeugende Hinweise darauf, dass das Risikogen
CACNA1Can der Atiologie der wichtigsten neuropsychiatrischen Stérungen wie Depression,
bipolare Stérung, Autismus und Schizophrenieeteiligt ist. CACNALC kodiert die
porenfor mende desspannungsabbanggenriyp €alciumkanal€al.2, der

durch die Kontrolle des Calciumeaitomsin die Zelle einewichtige Rolle bei der Regulation
neuronale Erregbarkeit, synaptische Plastizitat und Genexpression einnimmt
Neuropsychiatrische Stérungen weisen hohe Komorbiditatsraten und Uberlappungen der
Symptombereiche auf. Insbesondere Defizite der sozialen Funktionsfahigkeit und
Veranderungen des affektiven Zustands sind héaufig zu findarm3erdem wurden
Geschlechtseffekte vdbACNAL1Cauf Pravalenz und psychologische Eigenschaften berichtet,
da weibliche Individuen starker vdbDACNA1CMutationen betroffererscheinenGenetische
Nagetiermodelle bieten einen wichtigen translationalen Ansatz, um |ggemdie
Pathomechanismen zu untersuchen. Basierend auf Verhaltensstu@aoreicMaus und
Rattenmodellen konnten Defizite des Sozialverhalt&@hgeichungerdes Affektzustands und
geschlechtsabhéngige Effekte auf behaviorale Phanotypen gefunden werden.

In dieser Dissertationvurde daher in Studie | ein weibliches haploinsuffizier@agnalc
Rattenmodell verwendet, um den Einfluss vd&acnalc auf Sozialverhalten und
Kommunikation mittels 5&Hz Ultraschallvokalisationen (USV) zu untersuchen. Die Befunde
deuten darauf hin, dass d&acnalcHaploinsuffizienz zu einer reduziert&s®-kHz USV
Emission und leichten sozialen Defiziten wahrend der sozialen Interaktion von Weibchen flhrt,
was einen verringerten positiven Affektzustand vermuten lasst.

Diverse Bildyebundsstudien konnterCACNA1C Varianten mit Veradnderungen des
menschlichenGehirnsin Verbindung bringenBei CacnalcNagetiermodellerwurde eine
reduzierte adulte hippocampale Neurogenese festgestellt, die an der Atiologie
neuropsychiatrischer Storungeeteiligt ist. In Studie 1l wurde daher der Einfluss @actnalc

auf Neurogeneseprozesse und Hirnmorphologie weiblicher Ratten untersucht. Im Gegensatz zu
vorherigen Studiekonnte in Studie 1l kein Einfluss d€&acnalcHaploinsuffizienz auf die
adulte higpocampaleNeurogenese und Hirnstruktur bei Weibchen gefundenden.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dassCdmnalc Haploinsuffizienz mit einem
reduzierten positiven Affektzustand und leicht abweichenden Sozialverhalten von weiblichen
Ratten asoziiert ist, wahrend die adulte hippocampale Neurogenese und Hirnanatomie nicht
durch diepartielleCacnaldDepletionbetroffen sind.



Summary

SUMMARY

Genomewide association studies provide convincing evidence that the riskCGfedRA1Gs
involved in the etiology of all major neuropsychiatric disorders such as depression, bipolar
disorder, autism and schizophren2ACNA1Cencodes the pore o r mi rsgbunld df the
voltagedependent itype Cal.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 shovhlagmorbidity and overlapping symptoms. In
particular, deficits in social functioning and alterations of the affective state are prevalent.
Interestingly, sexdependent effects o£EACNAL1Con the prevalence of neuropsychiatric
disorders and psychologicalaracteristics have been reported, as female individuals are more
affected byCACNA1Cmutations than males. Geneailly modified rodent models provide an
important translational approach to investigate the fundamental pathomechanisms of
neuropsychiatric drders. Using behavioral studiesGacnalanouse and rat models deficits

in social behavior and sedependent effects on behavioral phenotypes were repeatedly found.
In this dissertation, a female haploinsuffici€#cnalaat model was used to study ihgpact

of Cacnalcon social behavior and communication byl&z ultrasonic vocalizations. The
findings of Study | suggest that a parttacnalalepletion leads to a reduction in the emission

of 50-kHz ultrasonic vocalizations and mild social deficitsidgrdirect social interaction of
female rats. Taken together this implies a decreased positive affective stdenailaodent
models, reduced adult hippocampal neurogenesis, which is involved in the pathology of
neuropsychiatric disorders, has also rbezbserved along with disordiéke behavioral
phenotypes. Therefore, in Study Il the effectCaicnalcon different neurogenesis processes
and the brain morphology of female rats was investigated. In contrast to previous studies, which
primarily used mal@animals, no influence d€acnaloon adult hippocampal neurogenesis and
brain morphology of female rats was found. In summary, a p@diahalchaploinsufficiency

is associated with an reduced positive affective state and mild social deficits in fetmale ra

whereas adult hippocampal neurogenesis and brain anatomy are not affected.



Einleitung

1 EINLEITUNG

Mit der zentralerB o t s cKeinef Gesuriheit ohne psychische Gesundieeiértenbereits

im letzten Jahrzehntdie Gesundheitsministiémnen der europaischenMitgliedsstaaten
psychische Gesundheit als grundlegend fir die Lebensqualitdt der Bevolkeuogéaische
WHO-Konferenz fiir Psychische Gesundheit, 2008¢. Wichtigkeit dieseAussagdasst sich
ausdem damal i gen AGI ob @erichBableitdngnrdembétontivurdeelass e fi
psychischestorungerfir etwa 14% der weltweiten Krankheitslaserantwortlich waren und
deutlich hohereBelastungenverusachten aldbeispielsweiseHerzKreislaufErkrankungen
oder Krebgzur Ubersicht siehéPrince et al., 2007 Weiterhin stitzdie Ubersichtsarbeit von
Wittchen et al.(2011) diese Befundeda innerhalb derEuropaischen Union (EU) die
12-MonatsPréavalenz an einer psychischen Stérung zu erkranke#GOsi4f geschart wurde

was in etwa 165 Millionen betroffene Européetinnen entspricht. Die hohen
volkswirtschaftlichen Kostenon psychischen Stérungen, die sich im Jahr 2015 &ufdés
europaischemBruttoinlandsprodulg beliefen,weisen aul3erdemuf die hohe gesellschaftliche
Bedeutungdieser Storungen hin (OECD/EU, 2018) Ursachen und auslésemdé&aktoren
psychischetérungen sind auf3erst komplex und nur teilweise verstanden, daher besteht einer

groRer Forschungsbedarf, um die AtiolodieserStorungbilderbesser zu versteh

1.1 Atiologie neuropsychiatrische Stérungen

Moderne Krankheitsmodellebeinhalten biologische, psychologischemweltbedingteund

soziale Faktoren und beriicksichtigen die Interaktion dieser miteinander, Uemtdtehung
neuropsychiatrischeStorungeh zu beschreibe(Engel, 1977, 1980; Kinderman, 200&)obei

die GewichtungdieserFaktorenintensiv diskutiert wird (zur Ubersicht siehéDeacon, 2013;
Frances, 2014)

Epidemiologische Studien berichteson Geschlechtsunterschieuen de Pravalenz aller

neuropsychiatrischen Stérungen. So weisen Frauen beispielsweise Bitrar&kungsraten

von majorer Depression( e n g | . AMaij or d e p r end Wpolaree Staldungs or d e r

(BPD) auf, wahrend Mann&éufiger arAutismusSpektrumStorung( e ngl . AAut i s m
di s or de und Schizophehie (SCArkranken(Abel et al., 2010; Eaton et al., 2012;
Steel et al., 2014; Halladay et al., 201Auf klinischer Ebene weisen neuropsychiatresch

Stérungen hohe Raten an Komorbidit4¢Steel et al., 2014)nd eineteilweise Uberlappung

! Anmerkung: Dieser Begrifvird haufig in der Literatur synonym fuir psychische Stérungen benutzt und aus
Grunden der Lesbarkeit im nachfolgenden Tertwendet Fur neuropsychiatrisch&térungen wird die
Grundannahme getrofferdassdiese psychische Stérungen sind, die auf einer Erkrankung zéedralen
Nervensystem basieren.

S
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der Symptomberei@auf, wie beispielsweise kognitieinschrankunge(Millan et al., 2012)
InsbesondereDefizite der sozialen Funktionsfahigkeitsind ein wichtiges diagnostisches
Kriterium flr viele der neuropsychiatrischen Stérungsbil(t¢ennedyund Adolphs, 2012;
MeyerLindenbergund Tost, 2012) Diese Uberschneidungen lasskereits gemeinsame
grundlegend&echansmenin der Atiologievermuten

Auch Zwillings- und Familienstudierweisen auf einegemeinsamebiologische respektive
genetische Komonente bei der Entstehung neuropsychiatris@térungenhin, da diese
Erkrankungenzum Teil eine sehr hoheGesamterblichkeit (Heritabilitataufweisen (zur
Ubersichtsiehe:Sullivan et al., 2014)50 wirddie HeritabilitatbeiMDD auf ca. 4®6 (Mullins
und Lewis, 2017)und BPD auf etwa 60is & % (McGuffin et al., 2003; Lichtenstein et al.,
2009)geschéatztDie Erblichkeitvon ASD liegt bei bis zu 90 %Sandin et al., 201Ynd SCZ
hat einggeschatztéleritabilitdt von ungefahr 60 bis 85 @ienvenu et al., 2011; Pettersson et
al., 2019) Aul3erdem tretenidse Storungsbilder tberdurchschnittlich hagemeinsanin
betroffenen Familien aufwas auf Uberschneidungen dgenetische Faktoren hinweist
(Lichtenstein et al., 2009)

Durch grof3e technologische Fortschritte ier detzten Dekadedie mit einer erstmaligen
Sequenzierung des menschlichen Genoms einhergifiggernational Human Genome
Sequencing Consortiun2001) konnten individuelle Variationen des menschlichen Genoms
mittels genomweiter Assoziationsstudien (GWA&entifiziert und mit multifaktoriellen
Phanotypen wie neuropsychiatrischre Stérungenund psychologischre Eigenschaftenin
Verbindung gebracht werdéHorwitz et al., 2018; Nothen et alQ29) Mit derzunehmende
Verfugbarkeit grofde GWAS-basierte Datensatzefir neuropsychiatrische Erkrankungen
konnten bereits gemeinsame Ursacheaf molekularer Ebene und polygene Uberlappungen
aufgezeig{Gandal et al., 201&)nd neue Strategien zur Diagnostik und Behandlung entwickelt
werden(Visscher et al.2017) InteressanterweiseeigtenMetaanalysemesinternationalen
APsychiatric Genomics ConsortiinP@C) unter EinschlusbisherigeiGWAS, dassGene, die
mit der Calcium-basiertenSignalibertragungssoziiert sindeine besondere Rolle in der
Atiologie der neuropsychiatrischen Stérungen spig@mssDisorder Group of thePGG
2013) was durchsognannteP f ad a n al y sPetmvay (Aealysiil )gestiukt wurde

( O6 Dus hl ai n.dnsbedonderflir. dgsCAZRAILGGenkonnteso einegenomweite
signifikante Assoziatiogefundernwerden(Kabir et al., 2016)

Die im Jahr 2014 gegriindete Forschergrup@&2107ANeurobiologie affektiver Stérungen:
Eine translationale Perspektive auf Hirnstruktur wfushktionfi (Kircher et al., 2018yreift

diese Befundauf, um genetischand umweltbedingte Faktorgdie an der Atiologie und de
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Krankheitsverlauf neuropsychiatrisch8térungenbeteiligt sind, weiterzu ergrindenDie
umfangreiche Phanotypisierung (klinische Diagnostik, BildgebidNeyropsychologie, etc.)

von Uber 2500 Patienten und Kontrollpersonamer Bericksichtigung vorCACNALC
Veranderungerwird von einem translationalen tierexperimentell@rojekt begleitet, um
neurobiologische Mechanismen mittelsnes genetischenCacnalc Ratenmodells zu
untersuchenDieses Dissertationsprojelgt im tierexperimentelleiBereichder FOR2107zu
verortenund soll zur weiteren behavioralen und neurobiologischen Phanotypisierung des

CacnaldRattenmodell®eitragen

1.1.1 Neuropsychiatrische Stérungen unddlasCACNA1CGen

Das CACNA1CGen wird alsstérungsubergreifendeRisikogenangesehen, das mit den
wichtigsten neuropsychiatrisamé&torungenwie den affektiven Stérungen, d. MDD und

BPD, und den Entwicklungsstorungees Nervensystems, ld. ASD und SCZ, in Verbindung
gebrachtwerden konnt€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
et al., 2011, 2014; Witt et al., 2014Auch wurde wiederholtnachgewiesen, dasinede now
MutationvonCACNA1C di e mit einer Versta2rdo-tonogctdeon@Ge
einherght die Ursache fir das Timoth8yndrom (TSHarstellt,dassichunter andererdurch
Symptomeder ASD auszeichat (Splawski et al., 2004, 2005; Liamd Soong, 2010)

Diverse CACNA1C Einzelnukleotidpolymorphismen (engl. A Bgle  nucleotide

pol y mor $NP)ksnnién;durch GWAS identifiziert werdémsbesondere der intronische
SNP rs1006737 gehort zu den am bestplizierten RisikeSNPs, dadieserwiederholt mit

allen deroben genannteBtorungsbildern assoziiert wur@aur Ubersicht siehadeyes et al.,

2015; Moon et al., 2018Interessanterweise gibt es Hinweise auf geschlechtsabhangige Effekte
von CACNAL1C da héhere Pravalenzen von MDD WD (Dao et al., 2010; Witt et al., 2014)
sowie eine verminderte funktionelle Erholung nach elfy@sode einer SCZHeilbronner et

al., 2015)bei weiblichen Patienten mit eine€@ACNA1CRIisikoallel nachgewiesen wunae

1.1.2 DasCACNA1CGen

CACNAILC kodiert fir die porerformende U 1 cUntereinheit (auch Cal.2) eines
spannungsabhangigerlLy p Cal c i u mk dypavolsagef &thegd . c &AlLci um ch
LTCC), der zu derhochspannungsabhangigen Calciumkanalen gezahlt(®idhud et al.,

2006) Die Nomenclatur der LTCCs basiert auf den Proteinerld#intereinheit, daher wird
nebenCa/l.2 zusatzlich wischen den drei miteren LTTCs, namentlichCa1.1, Cal.3 und

Ca/l.4, unterschieder{Catterall, 2011)Die vier Mitglieder der Familie deLTCCs zeigen
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unterschiedlich&xpressionsmustén SaugetierBeispielsweissindCa/1.1 und Cal.4 in der
Retina undSkelettmuskulatur aufzufindgiileyes et al., 2015wéhrend Cdl..2 im gesamten
Kdrper verbreitet ist und insbesondéneder Herzmuskulatur unith den meisten neuraten
Zellen exprimiert wird (Striessnig et al., 2014zur Ubersicht sieheZamponi, 2015
Genexpressionsanalysen mitttels quantitativer EdhPmdymeraseéKettenreaktion in
Mausegehirnezeigten, dass G&.2 mit tiber 80% der am haufigsteaxprimierte LTCC im
Gehirnist (SinneggeBrauns et al., 2009)nd insbesondere inCortex, Hippocampus und
Cerebellungefunden werden kar(®chlick et al., 2010)

Laut Bhat et al.(2012) besteht e1 funktionaler Cal.2 Kanal aus den drei folgenden
Untereinheiten: 1. digransmenmbrang 1 (CACNA1CGen) u n d  OARCWNA2[-3 Gen)
Untereinheit 2. diei nt r a z ¢(CACNB12 Gee)Uriereinheitsowie 3. die Calmodulin
(CaMGen) UntereinheitDie Untereinheitetd 2 U , ClMsind wrmutlich an der Regulation
der Expression und ModulaticadlgemeinerEigenschaften von G&.2 beteiligt (Bhat et al.,
2012) Die besondere unktionelle Charakteristik von GR2 ist hingegenvon derU 1 c
Untereinheit abhangig Auf zel lul &@rer Eb e n e inspesasnt 24z t
Transmembraibegmentedie vier homologe Domanen mit der Bezeichnuig umfassen.
Jede Domane hat sechs Transmembransegmen&5(Séinschliel3lich des Spannungssensors
S4und der porenbildenden SegmeB&und S6 (Catterall, 2011; Heyes et al., 201Burch
diese Eigenschaften beeinflug€s,1.2 dendepolarisationsabhangigen Calcieimstromin die
Zelleund spielsomit eine gundlegende Rolle bei der Gehirnfunktion durchRiggulationder
neuronalen Erregbarkeit, der synaptischen Plastizitdt und der Genexp(Zssigooni, 2015;
Kabir et al., 2017c)

1.1.3 Effekte von CACNA1CVeranderungen

Die Folgervon CACNA1CMutatiorensind aktuell noch nicht vollstandig geklart, da vor allem
SNPs, wias1006737 auf nichtkodierenden Abschnitten des Gens liegen und somit zunachst
kein direkter Einfluss auf die struktdien und funktionellen Eigenschaften von .C&
angenommen wirdennoch wird davon ausgegangen, @AENAL1CSNPs auf Regionen des
Gens liegen, die der Transkriptionskontrolle unterliegen, wodurch die SNPs die Genexpression
beeinflussen(Kabir et al., 2017c)Passend zu dieser Annahme wufide rs1006737eine
verringerte Expression VOGACNA1Cin Gehirnen von SCZ und BPD Patienten gefunden
(Gershon et al., 2014; Roussos et al., 2014; Eckart et al.,.2016)

Im Kontrast dazu berichtdBigos et al(2010)von einer gesigerten Expression d&tACNALC
mMRNA (engl . A Méngpesempgee iGewrlé Adn ys1006Rigikoalleltragern
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Auch in induzierten humanen Neuronem Tragern des rs10067&isikoallek konnte eine
erhohteCACNAL1CmMRNA Expressiomachgewiesen werdgivoshimizu et al., 2015Klarer
hingegen ist die Datenlagen hinsichtlicbdierende CACNA1CVarianten, diemit Autismus
assoziierssind, dasinnveran e r nd e Mu t a Missensenutatiofes) mog CACNALC
(G402S und G406Rnit einer Zunahmeler GenaktivitdeinhergeheriSplawski et al., 2004,
2005) Es kann daher festgestellt werden, dass eine ersohte verringerte Expression von
CACNA1Cmit neuropsychiatrische®térungen assoziieidt.

Auf struktureller undunktioneller Ebene konnteDACNAL1Omit Veranderungles Gehirngei
gesundemund erkranktemndividuenin Verbindung gebracht werd€®u et al., 2015; Kabir et
al., 2016) In einererstenstruktureltbildgebende Studiekonnte eine Zunahme der gesamten
grauen Substanz gesundedger des Risikoallels1006737 im Vergleich zu Kontrollpersonen
gefunden werdefKempton et al., 2009)Gestiutzt wurden diedeefunde durchVanget al.
(2011a) diezeigtendass Trager des Risikoallels rs1006B8dteral einerhdhtes VVolumen der
grauen Substanm prafrontalen CortexPFQ), hier unter anderem im anterioremgularen
Cortex(ACC), aufwiesen Des Weiterenkonnte eineerhdhte Dichtaler grauen Substanz der
Amygdala unddes Hypothalamus bers1006737Risikoalleltragernnachgewiesen werde
(Perrier et al., 2011Fine weitere Studie zeigte VeranderungenMurostruktur derweil3en
Substanzin der rechten hippocampalen Formation bei 088737 Risikoalleltragern im
Vergleich zu Kontrollpersonefbietsche et al., 2014)

SoeiredeSouza et al. (2017) untersuchten in einer weitn Bildgebungsstudie
unterschiedlicheSubstrukturen des medialen prafrontalen Coli@PFC) von weiblichen
euthymen BD Patientenunter Bertcksichtigung deRisikoallels rs1006737Die Autoren
konnten eine altersabhangige Verdinnung des link&EC bei Risikoalleltragerinnen
feststellen, was bei Kontrollpersonen nicht der Fall wadem wiesemRisikoalleltragerinnen
eine erhohte Dicke des linken medialen orbitofrontalen Cortex laufGegensatz dazu
berichteten Tesli et a[2013) keinen Einfluss des Risikoallelss1006737auf die frontale,
parietale, temporale oder gesamte kortikale Diokeé das Volumen des Hippocampus bei BP
und SCZ Patigen Auch in einer vorherigen Studie konnte kein Einflaes Risikoallels
rs1006737auf die Morphologie des limbischen Systemsh.dHippocampus und Amygdala,
nachgewiesen werdé€B8oeircde-Souza et al., 2P).

Neben strukturellen Veranderungen konnten adiglerseVeranderungen auf funktioneller
Ebene d. h.Hirnaktivierungsmusteund Verhaltenmit CACNAL1Cin Verbindung gebracht
werden.In einererstenStudiezeigtenWang et al(2011a)mithilfe funktioneller Bildgebung

auf, dass bei rs1006737 Risikoalleltragern eine veeritggfunktionelle Verbindung zwischen
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demPFCund der Amygdala wéhrend der Verarbeitung von Gesichtieereinen &ngstlichen,
neutralen oder glucklichen Ausdruck haftéestand Im Einklang mit diesen Ergebnissen
berichteten Radua et a(2013) dassrs1006737 mit einer verringerten Konnektivitat
prafrontaler kortikaler Areale mit limbischen Strukturen wabrder Verarbeitung negativer
Gesichtebeiremittierten B°D Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen assoziiert
war. Des Weiteren zeigten gesunas1006737Risikoalleltragereine erhdhte Konnektivitat
innerhalb des emotionalen Gesisletisarbeitungsnetzwerkes, ua. eine erhdhte Aktivierung des
fusiformen Gyrusund desHippocampuswenn diese negative Gesichterarbeiteten (Dima

et al., 2013)Darilber hinaus fanden Krautheim et(@018)eine veranderte Aktivierung des
ventralen anterioren cingularen Cortex (VAC@gr an Erkennung von Gesichtsgionen
beteiligt ist, wahrend Emotionsverarbeitungsaufgalzei rs1006737 Risikoalleltragern in
Abhangigkeit traumatiscindereignisse, die in der Kindheit erlebt wurd@ouidem konnte auf
behavioraler Ebene gezeigt werden, dass rs1006737 mit einer verlangsamten
Emotionserkennung von Gesichterbei rs1006737 Risikoallekragern assoziiertwar
(Nieratschker et al., 2015Jusatzlichlieferten Pasparakis et al. (2015) Hinweise dafir, dass
gesunde mannliche Trager dsd4006737Risikoallels im Vergleich zu Kontrollpersoném
Allgemeinennicht nur angstlicher und emotional negativer eingestellt waren, soadem
veranderteemotionale Verarbeitungsprozesse von negativen Bildern aufwigsenciddurch
eine verstarkte Schreckreaktion al#sBildmaterial zeigta. Aus diesen Studien lasst sich
daher schlieRen, das€ACNALC Risikoallele mit einer defizitaren Vatzeitung von
emotionalen Informationen verbunden sein konnte

Auchein Einfluss vorCACNA1Cauf kognitive Prozesdennte bereits nachgewiesen werden
wobei die bisherigen Ergebnisgam Teil widersprichlichsind Beispielsweise wurdatebeli
rs1006737Risikoalleltragern eineverringerte verbale Sprachproduktion auf semantische
Ebene(Krug et al., 201Q)Defizite im Bereich der Aufmerksamkdithimm et al., 2011 )ein
verschlechterte@rbeitsgedachtnifZhang et al., 2012und eine reduzierte Lernleistung
(Dietsche et al., 2014efunden Diese Veranderungen kognitivEunktionwerden begleitet
von abweichendemidirnaktivierungsmusternwie einer veranderten hippocampalen Aktivitat
wahrendverschiedeneGedachtnisaufgabgBigos et al., 2010; Erk et al., 2010, 2014day
einer veranderte Aktivierung des dosolateralen prafrontalen Cortex wahrend einer
ArbeitsgedéachtnisaufgalfPaulus et al., 2014)

Im Gegensatz dazkonnten andere Studierkeine Effekte von rs1006737 aaflgemeine
kognitive Funktionen(Roussos et al., 2011Exekutivfunktionen(Soeirede-Souza et al.,

2013) Arbeitsgedachtnis (Paulus et al., 2014)sowie verbale Intelligenz und
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GedéachtnisfunktionErk et al., 2010, 2014&hei gesundenCACNALC Risikoalleltragern
aufdeckenBei Patienten, die aBPD oder SCZ erkrankt waremurdenhingegerkonsistent
negative Effekte voms1006737auf die kognitive Leistung nachgewiesane beispielsweise
ein eingeschranktes Arbeitsgedachtriighang et al., 2012)und eine verschlechterte
Exekutivfunktion(Soeircde-Souza et al., 2013)m Vergleich zu gesundeRisikoalleltragern
Das Risikoallel rs1006737 scheint amd mit Personlichkeitsmerkmalewie verringerte
Extraverson, gesteigerter Angstlicek und erhohter Schadensvertheig assoziiert zu sein
(Roussos et al, 2011)Auch wiesen rs1006737 Risikoalleltragerin weiteren
psychodiagnostischen Erhebungen erhdohte Angsd Depressionswertsowie gesteigerte
Unsicherheit im Sozialkontalguf, was mit einer verringerten Aktivierung degppocampus
einherging(Erk et al., 2010, 2014aln einer GeAUmwelt-Interaktionsstudie von Dedic et al.
(2018)wurde zudem ein Zusammenhang zwischeremCACNALCSNP und Traumata im
Erwachsenenalter festgestellt, da die Entwicklung von depressBygnptom@ nach
traumatische Ereignissa durch Veranderungen vdbACNA1Cvorhergesagt werden konnte,
wasdarauf hindeutet, das&sACNA1Cund Umgebungsfaktoremiteinandeinteragieren

Darlber hinauscheintCACNA1Cgeschlechtsspezifische Auswirkungen auf psychologische
Merkmale zu haben, was durch die Befunde von Takeuchi é2Gi8) gestutzt wird. Die
Autoren fanden bei gesunden weiblichen Tragern des rs1024582, der eng mit rs1006737 in
Verbindung steht, eine erhdhte Feindseligkedr. Dieser Effekt trat bei mannlichen
Versuchspersonen hingegen nicht auf. Aul3erdem zeigten weiRisikealleltragerin dieser
Studiereduzierte intrapersonliche emotionale Intelligenz und erhéhte Schadensvermeidung. Es
soll jedoch darauf hingewiesen werden, dass Strohmaier €04I3) gegenlaufige Effekte
aufdecktenda mannliche rs1006737 Risikotrager erhdhte emotionaleitéalbihd verringerte
Belastbarkeit aufwiesen, wéahrend weibliche Risikoalleltragéme erhohte Resilienz
hinsichtlich dieser Faktorezeigten.

Zusammenfassenkann ein Einfluss vorCACNA1Cauf morphologischeund funktionale
Doménenals gesicherangesehen werdedu erwahnen ist, dass Veranderungen sowohl bei
Risikoalleltragern als auch bei erkrankiedividuenaufzufinden sind, was fir die Relevanz
von CACNA1Cspricht.Viele der Befunde stehen immittelbaremZusammenhang mit der
psychosozialen Funktionsfahigkeit von betroffenen Individuen. Insbesondere fallen
Veranderungen im PFEmygdalaHippocampus Netverk auf wie von Kabir et al(2016)
betont wird Eine Dysregulatiodieses Netwerkesim Zusammenhang m@ACNA1Cwird als
potenzielle pathophysiologisclre Mechanismus bei der Entstehumguropsychiatrischie

Erkrankungendiskutiert (Erk et al., 2014b)Die genauen biologischen Mechanismen und
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molekularen Signalwege, die dur€ACNA1Cbeeinflusst werden, sind aktuallr rudimentar

verstanden, kdnnen abdurch den Einsatz von Tiermodellganaueuntersucht werden.

1.2 Tiermodelle neuropsychidrischer Stérungen

Tiermodele bieten eine gute Mdoglichkeitgrundlegende biologische Mechanismen
neuropsychiatrshe Stérungen zu untersuchemd die Pathophysiologie dieser besser zu
verstehen Nagetiere, insbesonders Méaudat.(AMus musculsi) und Ratten lat. ARattus
norvegicus), reprasentieren die am haufigsten verwendeten Modellorganismen im Bereich der
biomedizinischen Grundlagenforschung der letzten Jahrz€Bieabroekund Youn, 2016)

Die Interpretierbarkeiter Tiermodelle hangmalgeblichvon der Validitat desjeweiligen
Modellsab. Willner (1984)schlugdie Unterscheidungreier Hauptbereich der Validitat vor,

die in der aktuellerForschungvon groRerRelevanz sindzur Ubersicht siehewohr und
Schwarting, 2010a; Kaiseund Feng, 2015) Es ist besondersvichtig, dass Tiermoded|
behaviorale Veranderunganfweisendiedurchhohe Ubereinstimmung mit der menschlichen
Symptomatikgekennzeichnet sind\ugenscheinvaliditat)Moderne Diagnosesystenwie die
Internationale  statistische  Klassifikation  der  Krankheiten und  verwandter
Gesundheitsproblem@CD-10, World Health Organization, 2004ind das Diagnostische und
StatistischeManual Psychischer Stérungen(BSM-5; American Psychiatric Association,
2013) ordnen Storungsbilder nach ihren beobachtbaren Symptomen ein, was die Wichtigkeit
der Augenscheinvaliditat von Tiermodella hervorhebt. Zusatzlich sollte der
Modellorganismusinalog auf Substanzen reagierdie zur Behandlung von Symptomen bei
menschlichen Stérungen verwendet werden (pradiktive Validit&n ausgesprochener
Relevanz ist dass biologisch&eranderungendie beim Menschen festzustelleamd, zu
vergleichbaren Symptomen imModell fihren (Konstruktvaliditat). Somit ist die
Konstruktvaliditat besonders abhangig vom Verstandnisitiefogie der Stérungen, wagmi
Hinblick auf das eingeschrankte Wissen iberitielogie neuropsychiatrisch&térungen als
kritisch zu betrachten isha neuropsychiatrische Stérungen eine hohe Heritabilitdt aufweisen,
ist die Identifizierung genetischBisikofaktorenmittels GWASein entscheidender Schraitir
Steigerung delKonstruktvaliditat(KaiserundFeng, 2015)Die translationale Validitaind der
Nutzen eines Tiermodellserhéht sich mit einer Steigerungaller der drei genannten
Hauptbereich der Validitat.

10
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1.2.1 Verhaltenstest storungsrelevanter Phanotypen

Zur Erhebung behavioraler Phanotypem Nagetieren, die als krankheitsrelevant angesehen
werden kdnnenstehen eine grol3e Anzath standardisierter Verhaltenstestir Verfiigung

(zur Ubersicht sieheGould, 2009; Kumar et al., 2013; Wolind Scattoni, 2013; Ellenbroek

und Youn, 2016) Ein weitverbreitetes Verfahren ist der Offenfeldtest (edglOpen f i el d
t e sOF)ii der zur Messung dallgemeinen Aktivitdt und des Explorationsverhaltens von
Nagetieren verwendet wir@ould et al., 2009)Daruber hinaus lasst sich durch die Messung
der verbrachte Zeit im Zentrum des OF gegenuber der Aufenthaltszeit in den geschitzten
Randbereichen das Rist bzw. Angstverhalten erhebéaeibenhenanndWooten, 2015)Das
erhbhte Plud a b y r i n ElevatédelnsgriaZe; AEP M)  hafig veewiendetey ehtr
zur Messung von Angstverhaltebei Nagetieren und greift ebenfalls auf die natirliche
Aversion von Nagetieren gegenuber offener Bereiche zurt¢k,die verbrachte Zeit in den
offenen Armen des EPM wird aétgegengesetztdsall cer Angst gewertefwWalf und Frye,

2009; Kumar et al., 2013kin weiterer Testur Messung von angstdlichem Verhalteist der

Hel | / Dunkel i kst dgeR,gdrebsnfalisguf elndnAnnaherungsund
Vermeidungskonflikt zwischen dem Bestreben, neue Bereichexplorierenund einer
Vermeidungheller und offene Bereichebasiert(Hascoétund Bourin, 2009a; Arrant et al.,
2013)

Depressionsahnliches Verhalteai Mausen und Rattewird haufig mittels deserzwungenen
Schwi mmt es Fosced (swim @dt$i ;FSA und de SchwanzSuspensiosTess
(englATai | s us p e nanmitelt(zurtUbessichi siehdia8cbdund Bourin, 2009b;

O 6 L euwndGryan, 2009; Castagné et al., 201B&ide Tests basieren auf der Messung der
Immobilitdt, wenn Nagetiere einer unausweichlichen Situation ausgesetzt Einavird
angenommen, dass diese Immobilitdinen Zustand &ahnlich deHoffnungslosigkeit
widerspiegeltWahrendoeimFST das Schwimmverhalten in einem Wassertank gemessen und
bewegungsl oses Schwi mmen (engl . AFI (Cartet ngi)
al.,, 2011) wird beim TST dieDauer derBewegungslosigkeiaufgezeichnet, wennad
Versuchtstier tber Kopf am Schwanz fixiestd (Powell et al, 2011)

Wie bereits erwdhnt werden neuropsychiatrische Erkrankungen haufig von kognitiven
Defiziten begleitefMillan et al., 2012)daher sind audnanslationale &adigmen zur Messung

der kognitiven Fahigkeiten von Bedeutu@gr Ubersicht siehevorheesund Williams, 2014;
Holter et al., 2015)Zur Messung des raumlichen Lersemd der Gedachtnisfahigkeit von
Nagetieren ist beispielhaft deborrisWa s ser | abyrinth (engl .zuAMor r i

nennenDie Versuchsapparatbesteht aus einem runden Becken, welches mitiriWasser

11
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gefullt und seitlich mit optischen Hinweisreizen versehen ist. Die Versuchstiere werden tber
mehrere Testtagéarintrainiert die Position einer Plattform, die sich nicht sichtbar unter der
Wasseroberflache befindet, zu finden und die raumliche Positiomernorieren Als ein
behaviorales Ergebnis wird die bendétigte Zeit zum Erreichen der Plattform ger(idsses,

1981; Williams wnd Vorhees, 2006)Ein weiteres Verfahren zur Messudgs raumlichen
Arbeitsgedéachtnisist das von Olton und Samuelson (1976) entwickelte achtarmige
Radiahrmlabyrinth ( e n g | . ARadi al . FatteneprivierteTéeere JerneR Alddr)
mehrere Durchlaufe hiveg an welchem Ende einer der Arme eine Futterbelohnung platziert
wurde Da neben dem AufsucheinesAk or r ekt enfi Armes, al so ein
Betreten ei nes AH. ahne Bdiokung) auf§jezeichnet, wirdd ist davon
auszugehen, dasder RAM das Arbeitsgedachtnis misst, was mit dem MWM nicht ohne
Weiteres mdglichist (Vorhees and Williams, 2014)

In Anbetracht dersozialen Defizite, die bei allen neuropsychiatrischen Stérungen auftreten
(Kennedy md Adolphs, 2012; Mesr-Lindenberg und Tost, 2012)ist eine Betrachtung des
Sozialverhaltens von Nagetieren ein wichig/orgehepum kranksheitsrelevante Phanotypen
aufzudeckenMit dem weit verbreiteten Ansatz zur Messung der sozialen Annaheranggr
DreikammerBo x ( €megdhamber ed soci al approach assay
von Mausenbeurteilen indem die Zeit gemess wird, die ein Versuchstier in einer
Seitenkammer mit einer fremden Maus oder in einer Seitenkammer mit einem neuartigen
Objekt verbring{(Silverman et al., 2010Auch bietet siclilie Messungler direkterreziproken
sozialen Interaktion zweier Versuchstiere unter Auswertung distinkter Verhaltenswajsen
wie beispielsweiseanogenitales RiecherKorperkontakt oder Fellpflege des Partharm
Verandeungen desSozialverhaltens zu erheb@gilverman et al., 2010; Ferhat et al., 2016)
Von Vorteil ist dabeieine Betrachtung des Soziahthaltens Uber verschiedene Alterstufen
hinvneg DerSpi el kampf -andtngmb| A Rmluayhfi) istfiudiecTrerie! er R
nicht nur stark appetitil?anderschuren et al., 20168pndern auctvichtig fur die Entwicklung

des Gehirns und eines angemessenen SozialveshattétrwachsenenaltéPellis uind Pellis,

2007) Beispielsweisdateine soziale Isolation von Ratten wahrendAldoleszenzin derdie

Tiere besonders hohe Raten an Spiel zeigeanksepp, 1981)negative Effekte auf das
Sozialverhalten der Tiere im adulten Al{Seffer et al., 2015)

Die Verwendung von Ratten als Modellorganismus fir die Untersuathespzialverhaltens

kann die translationale Validitéter Tiermodelleerh6hen, da sie in hierarchischen Gruppen
leben und mehr Sozialverhaltebe weniger territoralesund aggresses Verhalten aufweisen

als Mause(Ellenbroek md Youn, 2016; Homberg et al., 2012udem habenRatten ein

12
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deutlich komplexeres Kommudationsverhalten mittels sogenanrtitraschallvokalisationen
(USV), die ein wichtiges translationales Werkzeug zur Messung $eszial und

Kommunikationsverhaltersowie des Affektzustandsn Nagetiererdarstellen.

1.2.2 Ultraschallvokalisationen

Rattenund Mauseverfigen tUber die FahigkeRufe oberhalb der menschlichen Hérschwelle
von ungefahr 20 kHz zu emittieren uwdhrzunehmerDie Rufebieteneinegute Mdglichkeit
die Kommunikation une&motionaleZustandevon Nagetiererzu untersuchefzur Ubersicht
siehe: Brudzynski, 2013; Wohmd Schwarting, 2013)USV von Rattenweisen deutlich
komplexereMerkmaleim Vergleich zuMausen auf (Homberg et al., 2019nd sind somit im
Bereich der translationalen Forschung ein wichtiges Werkzeug rzuerforschung
psychologischer Zustédnde der Tiere, die mit deneits erwadhnteverhaltensparadigmen
maoglicherweisenicht erfasst werdekdnnen(Waohr und Schwarting, 2013)So lassen sich
insbesondereDefizite im Sozialverhaltenbzw. der Kommunikation in Tiermodellen
neuropsychiatrischieerkrankungeraufdecken und diganslationalevaliditat dieserModelle
weiter starken (Wohr und Schwarting, 2010a)USV lassensich in Abh&angigkeit von
Entwicklungsstand, Umweltbedinguag und affektiven Zustand der Ratte anhand ihrer
akustischen Parameter unterschei(Rortfors, 2007 zur Ubersicht sieheéBrudzynski, 2013;
Wohr und Krach, 2017)Es wird aktuelangenommen, dagatten dredistinkteArten an USV,
namentlich 4&kHz, 22kHz und 50kHz USV, emittieren Kurz nach der Geburt bis zum
Absetzen sind bei Jungtieren-kBiz USV zu finden, wohingegehei adulte Tieren 22-kHz
und 56kHz USV auftreten

1.2.2.1 Furchtinduzierte 22kHz Ultraschallvokalisationen

In aversiven Situationen emittieren juvenile und adulte RattekH22USV (zur Ubersicht
siehe:Wohr ind Schwarting, 2010bpPieseUSV zeichnersich durch einerfFrequenzbereich
um 22 kHz lange Rufzeiten von tber 1000 mnsd geringeFrequenzmodulatioaus.22-kHz
sind mit einemLautstarkepegelon 6585 db deutlich lauter aldie anderen USV Rufpen
(Wohr et al, 2005; Brudzynski, 2013; Wohmd Schwarting, 2013PDen 22kHz USV wird
eineaffektive Komponente zugewieseata sie in aversiven Situationaevie Konfrontation mit
FressfeindenBlanchard et al., 1991 Kampf bzw. sozialer Unterlegenheit(Sales, 1972;
Burgdorf et al., 2008 und wahrend des Entzugs vidbrogen wie z.B. Kokain(Covington und
Miczek, 2003) auftreten.lm Labor wird h&ufig dig~urchtkonditionierungur Induktion von
22-kHz USV verwende{Borta et al., 2006; Wo6hrnd Schwarting, 2008a)Typischerweise
korreliert dieEmission von22-kHz USV mit der Verhaltensstarre, welchks ein typisches

13
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Angstmal bei Rattemerwendet wirdWoéhr uind Schwarting, 2008b, 2008d)aruber hinaus
zeichnen siclRatten nit einer erhéhten Angstlichkeiturchgesteigert®2-kHz USV Rufraten

im Vergleich zuveniger é&ngstlicheVergleichstiera aus(Borta et al., 2006 Das Rufverhalten
mittels 22kHz USV ist nicht nur von individuellen Faktoresondern auch voudiversen
Umweltfaktoren abhéngig. Beispielsweise zeigten Yee €@12) dass bei adulten Ratten die
22-kHz USV Anzahl starkt erhéht ist, wenn diese in ihrer Entwicklung verschiedenen
Stressoren ausgesetzt waren. Auch die Aktivierung des miutterlichen Immunsystemslesittels
Immunstimulans Polyinosinipolycytidylic-Saure poly 1:.C) wahrend der Schwangerschaft
sorgefur eineerhdhte 2kHz USV Emission bei adulten Rattéyee et al., 2012b)n einem
Angstkonditionierungexperiment konnteWwohr et al.(2005)demonstrieren, dass die Anzahl
von 22kHz USV im Sinne einer Dosi/irkungsKurve mit der gesteigerten
FuRRschockintensitat wahrend einer Lernphase zunahm. Interessanterweise fanden die Autoren
den gleichen Effekt in der Testphase, wenn der vorab konditionierte Stimulus ohne den
dazugehdrigen Sokk prasentiert wurde, was darauf hindeutet, 82ddHz USVinsbesondere
den negativenaffektiven Zustand des Versuchstieres anzeigen und weniger ekatbrditr
Schmerzempfinden sind

Eine weit verbreitete Hypothedautet dass 2xHz USV zur Alarmierung von Artgenossen
bei Gefahr dienen und dieser Ruftyahereine besondere Rolleei der Kommunikation von
Rattenspielt (zur Ubersicht sieheBrudzynski, 2013; Wohrnd Schwarting, 2013)Gestiitz

wird diese Hypothese durch friilb&tudien von Blanchard et 41L991) diedie Funktion von
22-kHz USV in Gruppen von Ratteinn einem naturalistischen undurchsichtigen
Hohlensystenuntersuchten. Die Autoren wiesen nagdhss digemissionvon 22-kHz USV in
Reaktion auf ein Raubtiein diesem Falle eine Katzhauptsachlictbei Anwesenheit von
Artgenosserzu finden war Diesersog. Publikumseffekt( e n d\lidienceAeffed) auf die
Emission von 2Z&Hz USV konnte jedoch nicht im Labor repliziert werdefWéhr wund
Schwarting, 2008a)PlaybackExperimentestiitzen weiter die Annahmeass22-kHz USV

eine Alarmfunktion besitzen, da diese Rbiehaviorale Veranderungewie beispielsweise
eine Inhibition der lokomotorischen Aktivit&¥erursacher(Endres et al., 2007; W6hmd
Schwarting, 2007)

1.2.2.2 Appeitive 50-kHz Ultraschallvokalisationen

In positiven Situationen wie Paarung(Thomas und Barfield, 1985; White et al., 1990)
juvenilem Spielerhalten (Knutson et al., 1998; Lukasnd Wohr, 2015) und nach der
Verabreichung von Psyoktimulanzien wie Amphetamin(AMPH; Burgdorf et al., 2001,
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Engelhardt et al., 2017emittieren juvenile und adulte Tiere -&Blz USV, die in einem
vergleichsweise breiten Frequenzbereich von 30 bis 90 kHz zu fanggmwobei die meisten

Rufe hauptsachlich zwischen 50 und 70 kHzratén(Abbildung 1A). Mit einer Rufdauer von
meistunter50 ms sind sie zudem im Vergleich zu d&hkHz USV rechtkurz (Wéhr und
Schwarting, 2013)Im Allgemeinen scheint die Emission der-K8z USV einer grof3e
interindividuellen Variabilitat zur unterliegen,wenngleich die Rufraten intraindividuell
betrachtetrecht stabilerscheiner{Schwarting et al., 2007¥%0 dass angenommairird, dass
mittels 568kHz USV charakteréhnliche Unterschiede zwischen Versuchstieren gemessen

werden kdnneiEngelhardt et al., 2018)

Abbildung 1. 50-kHz Ultraschallvokalisationen(A) Reprasentative Spektrogramm von 5BHz USV, die
wahrend der direkten echselseitigen sozialen Interaktion vameiblichen adultenCacnald™ Ratten
aufgenommen wurdeZu erkennen ist eine deutliche Variabilithts Erscheinungsbild@sdividueller Rufe, die
(B) eineEinordnung in verschiedene-&®iz USV Subtyp zulds¢Pereira et al., 2014) kennzeichnet beispielhaft
den Subtyp ABkatBubwypbrAmdil I A zeigt.

Die Funktion von 5&kHz USV wird seitlangeremdiskutiert und zwei unterschiedliche
Annahmenhaben sich herausgebildet, die aber nicht als gegensatzlich anzuseh&ingnd.
Hypothese besagtdass 50-kHz USV den positiven affektiven Zustand der Ratten
widerspiegeln da sie in appetitiven Situahen auftreten(Brudzynski, 2013; Woéhr nd
Schwarting, 2013; Wo6hr, 2018per zweiteAnsatzrechnet den 58Hz USV eine wichtige
kommunikative Komponente zuda sie in vielen sozialenKontexten auftreten und
Annaherungsverhaltelpei Ratten ausloseWohr und Schwarting, 2007; Seffer et al., 2014,
Wohr, 2018)

1.2.2.2.1 50-kHz USV: Hypothese zumgsitiven affektiven Zustand

Da 50kHz USV in appetitiven Situatiomeauftreten, wird davon ausgemgn, dass sie einen
positiven dfektiven Zustand der Ratten dérspiegelrfzur Ubersicht siehéBrudzynski, 2013;
Wohr uind Schwarting, 2013; Wo6hr, 2018 anksep§2005)ging sogar soweitliesen Ruftyp
asMLachen der Rat t ein%-kHzWS\WemenevolatioméremVorlaufet der
menschlichen Freude zu seli{@anksepp od Burgdorf, 2003)Bei juvenilen Tiererkann eine

hohe Anzahl an appetitiven &Hz USV wahrend desSpielkampes zweier Jungtiere
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beobachet werdgiiKnutsonet al., 1998; Lukasnd Wa6hr, 2015; Kisko et al., 2018&icht nur
wahrend des Spiels an sich, sondern auch in Erwartung von Spiel mit einem Artgenossen
emittierenjuvenile Ratten eine hohe Anzahl an-&Blz USV (Knutson et al., 1998)was die
starke appetitiv&omponentedesinnerartlich@ Spielverhaltes bekraftig.

Im Labor kann daguvenile Spielverhaltenm heterospezifischen Spietittels sog. Kitzel
Experimentdengl A T i ¢ k Veilasstichnachgestellt werdegzur Ubersicht siehé:aFollette

et al., 2017)DasKitzeln eines Versuchstieres durch einen menschlichen Versuchsélgiter

zu einemhohen Ausstolvon 50kHz USV (Panksepp d Burgdorf, 2000; Wohr et al., 2009)
Insbesonder das Kitzeln dorsaleund ventrale Seiten des Korpers verursachele 50kHz

USV (Panksepp nd Burgdorf, 2003; Sahkarting et al., 2007; Ishiyamand Brecht, 2016)

Auch zeigten Panksepp und Burgd(@®03) dass Ratten, die eine hohe Emission vok139

USV aufwiesendasKitzeln als besonders positiv empfanden, da diese Versuchstiere die Hand
des Versuchsleitenigs kirzester Zeit nach Beginn des Experiments aufsucBienAutoren

wi esen zudem nach, dass die reine Pr2sentat.i
sind, z. B. die Hand des Versuchsleiters, bereitskblz USV auslostenPassenderweise
scheiren angstauslésende und aversive Situationwenhelles Weil3licht zur Beleuchtung bei
Tickling-Experimenterflshiyama ud Brecht, 2016pder beim juvenile®pielkampfiKnutson

et al., 1998)die Produktion von 5&Hz USV zu verringern

Ein weiterer Ansatzum eine hohe Emission von H&®iz USV hervorzurufen, ist die
Verwendung vonPsychostimulanzierfzur Ubersicht sieheRippberger et al., 2015wie
AMPH oder Kokain(Barker et al., 2010; Natuscmdi Schwarting, 2010; Pereira et al., 2014;
Engelhardt et al., 201.7[pDa AMPH bei gesunden Personeraniedhnliche Symptome und bei
Patienten mit BD eine manische Episode hervorrufen kann, wird zudaftranslationaler
Ebenediskutiert, obAMPH-induzierte 56kHz USV manieahnliche positive Zustde bei
Ratten wilerspiegelriRippberger et al., 2015)nterstitzt wird diese Annahme durch Befunde,
dass Lithium ein Phasenprophylaktikumaur Behandlung von BPDOJie erh6hteAnzahl an
50-kHz USVnachAMPH Injektionreduziererkann(Pereira et al., 2014; Wendler et al., 2016)

1.2.2.2.2 50-kHz USV: Hypothese zur mmunikative Funktion

Die kommunikative Funktiomler 50-kHz USV wurde zunachst im Kontext der Paarung von
Ratten studiert wo 50-kHz USV eine bedeutsame Rolle bei der Kontaktaufnahme
und-aufrechterhaltung im sexuell&ontexteinnehmerfThomas ad Barfield, 1985; Barfield
und Thomas, 1986; White et al., 199Rachfolgende&tudien fokussierten die kommunikative

Funktion von 5&kHz USV in weiteren sozialen Kontextand Wo6hr(2018)diskutiert inseiner
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ausfiihrlichen Ubersichtsarbeit die Rolle vorki{z USV ab sozioaffektive Signale mit einer
wichtigen kommunikativen Funktion, insfendere als soziale Kontaktru€gestiizt wird diese
Annahme beispielsweise durch eine Studie RPanksepp et a(2002) die nachwiesen, dass
adoleszente Rattemehr Zeit mit einer erwachsenen Rat&zbrachtenwenn diese eine hohe
Anzahl an 5&kHz USV emittierten, als mit Tieren, die vergleichsweise wenigeFBOUSV
ausstieRerBurgdorf et al(2009)konntenaul3erdenibasierend auf einem Zuchtansatz zeigen,
dass Ratten, die spezifisch fur eine geringe Emission vekH3Z30USV geziichtet wurden,
weniger Zeit mit einem Artgenossen verbrachten als Kontrolltdieeaus einer klassischen
Zucht stammten

Weitere Uberzeugende Hinweise fir die kommunikative Komponente vekHB50USV
stammen auder Untersuchung voi0-kHz USV wahrend des juvenilen Spielverhaltelms.
einerStudie konnte nachgewiesen werden, dass die Emission ¥iizA0SV mit appetitiven
Komporenten des juvenilespielkampfeswie der dorsaale Kontakt mit dem Artgenossen,
korreliert warund bereitglie Erwartung von Spiel mit einem Artgenosserkblz USV bei den
Ratten au$ste (Knutson et al., 1998)Des Weiteren wurde festgestellt, dass- &8z USV
wahrenddesSpielkampfesls Spielsigna dienen undur Aufrechterhaltung des spielerischen
Kontaks beitragenHimmler et al., 2014)Gestitzt wird diese Arahme durch Kisko et al.
(2015b, 2015a)die nach einechirurgischerDevokalisierung von juvenilen Ratten eine starke
Verringerung des Spielverhaltens verzeichneten.

Bei adulten Ratten |osérereitsolfaktorische Hinveisreize aundere Ratte(Brudzyrski und
Pniak, 2002)und eine kurzzeitige Trennung vantgenosserfWohr et al., 2008ylie Emission
von 50kHz USV ausAuch scheinen 58Hz USV eineelementaren Funktiopei der sozialen
Interaktion von adulten Ratten besitzen da50-kHz USV vermutlich aggressives Verhalten
verhindern(Kisko et al., 2015awas nicht nur die Annahme stitzt, dasskba USV sozialen
Kontakt aufbauen und aufrechterhaliesondern auch zur Steuerung sozidtgeraktionen
beitragen

Auch die akustische Prasentation vappetitiven50-kHz USV in PlaybaciStudien (zur
Ubersicht siehe:Seffer et al., 2014)verursacht bei juvenilen und adultenRatten
Ann&herungsverhalten in Richtung der Schallquelle, was wul&tion von 56kHz USV als
soziale Kontaktrufe stiitzivie mittels des von Schwarting und Wohr entwickeb&kHz USV
PlaybackParadigma auf einemRAM gezeigt werden konnt@Voéhr und Schvarting, 2007,
2012; Kisko et al., 2018)Dieser experimentelle Ansatz bietet eine gute Mdoglichkeit
verschiedene Fragestellungen im Kontext der Kommunikationdes&ozialverhaltes von

Ratten zu untersuchelBxemplarisctkonnte gezeigt werden, dasg thehaviorale Antart des
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Empfangetieres von aldstischen Parametern der-Eldz USV abhéngig ist, da Ratten auf
50-kHz USV und in geringerem MalRe auf 8MHz USV-Sinustone, mit sozialem
Annaherungsverhalten readgim, wahrend22-kHz USV und Kontrollstimuli wie weil3es

Rauschepkeine soziale Annaherung verursachf@fohr und Schwarting, 2007, 2012)

1.2.2.3 Subtypender 50-kHz Ultraschallvokalisationen

Um die Funktionder appetitiven 5&kHz USV weiter zu ergriinden, wurden unterschiedliche
Anséatze zukKlassifikation der Rufezorgeschlagemind eine Verknipfung mit verschiedenen
Verhaltensweisedurchgefihr{Burgdorf et al., 2008; Wright et al., 2010; Pereira et al., 2014)

In einem ersten Ansatz verwendeten Burgdorf e(28108) eine zweiteilige Kategorisierung
basierend auf der Frequenzmodulatiorh.cie unterschieden zwischenl&d8z USV mit einer
konstanten FFleaguie)n zu n(de nfgrl e EMMSOKEZT4OY . ldui derr t e n  (
Autoren kdnnerFM 50-kHz USV ebenfallsie n el a/A&Mmponenteaufweisen miissen aber
entweder einen sodriller ( e n @i i. luhdfodlereineSt uf enkomponente (en
enthalten. Insgesamt berichtBargdorf et al.(2008) dass tber 906 der FM 56kHz USV
mindestens zwei oder mehr KomponenbasalReninteressanterweise warghe FM Rufe
positiv mit appetitiven Verhaltensweisen wéahrend der Paarung desiSpielverhaltea
korrelliert, wohingegen®l at i Ru f appatitivenVethaltensweisen oder Belohnung
assoziiert warefBurgdorf et al., 2008)

In einer weiteren Studie unterschieden Wright e{2010) mittels umfangreicher Analysen,

die aufverschiedenerstrukturellen undakustischen Eigenschaften basierten, insgesamt 14
50-kHz USV Subtypen Sie beschrieben die Subtypen vor allem auf Basis der
Zusammensetzung verschiedener Komponenten e b e i s pFlatelt s Ridei e A
weitere optischer Eigenschafteaz. B. ungekehrt eformig Rufe Die Autoren zeigten, dass

sich das Profil der Subtypen in Abhangigkeit vom sozialen Kontext und der Verabreichung von
AMPH anderte. Beispielsweise produzierten Ratten in einer Dylbezwei Tieren direkter
Interaktion miteinandedeutlich hohere Antetla nTr A Ruffefj als wenn diese Tiere getrennt
untersuchtvurden. Auch nahm das VerhéltnisnATr i Rufefinachder Injektion vorAMPH

im Vergleich zu Kochsalzlésundeutlich zu Wright et al (2010) analyisierten zudem die
akustischen Parameter,ild.Dauer, Bandbreite und mittlere Spitzenfrequenz, der 14 Subtypen
Sie fanden stabile interindividuelle Unterschiede in der Anzahl d&HzOUSV bzw. der
Subtypen und in den akutischen Parametddie akustischen Parameteunter den
Testbedingungen (sozial vs. getrenbtw. AMPH vs. Kochsal? unterschieden sich

interessanterweisaur marginal
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Einen Mittelweg mit insgesamt vier Subtypeon 50k Hz USV FI( ®tSfy¢ pTh Al A i

un dli A eAbhildung 1B wurde von Pereira et §2014)gewahlt und in weiteren Studien
wiederholt validier{Woéhr et al., 2015; Engelhardt et al., 2017; Kisko et al., 2018, 2D1®)

fiFl a Rube wurden in diesem Falle als Rufe mit einer einzigen Komponente sowie einer
Anderung der Spitzenfrequennter5 kHz spezifiziert Auch steiler anoder absteigende Rufe

mit einer Ko mp oFh aRuferzugeouwdnetiese Eidoednunghtspricht somit

d e rFl @Rufienvon Burgdorf et al(2008)und Wright et al(2010) Die Autoren gingen
aullerdem davon aus, dass FM-Kbxr USV basierend auf ihrewisuellen Struktur
unterscheidbasind und fiihrten dahed e ISt Ap i Subt ype eéinnfe a®i s
Komponente und mindéens einem uberlappenden und hdher bzw. tiefer liegenden kurzen

Al at i El ement aus z dricliRofiypt wurde Bl rein sinzaines A
Azickzackformi gesfi Rub350&HzaJ8\ did nicldireeing debetdent . Al |
0. g. Kategorien eingeordnet werden konnten, da die®.z. efrrid | A& Wnepfeine
Komponente auf wi ediexngd fiwu$ uwketnjyetemit digsemz AAkatzt .
konntegezeigt werden, dass nach der Injektion xPH das Profil der Sulgpen in Richtung

ATr i Rufefierschobemwird (Pereira et al., 2014)

Eine AnnahmedieserKlassifikation@nsatzenst, dass bestimmte 8Hz USV Subtypen mit
spezifischen Verhaltensweisen assoziiert sumdl Ratten diese in bestimmten Kontexten
einsetzen Es wurde vorgeschlagen, dass FM-Kb{z USV positiven Affekt, appetitives
Verhaltenund Belohnung vderspiegeln(Burgdorf et al., 2011) da vor all em AT
wiederholt damit in der Verbindung gebracht wur{®argdorf et al., 2008; Wright et al., 2010;

Wohr et al., 2015)Gestutzt wird dies@nnahme durch ein Selbstverabreichungsparadigma

sich RatterPlayback von FM 5&HZ USV selbst verabreichewahrenddiesb e Fl a% i Ruf en
nicht zufinden ist(Burgdorf et al., 2008)

Des Weiteren wurde ifr den A F | Subtgip die Hypothese aufgestellt, dass dieser zum
Herstellen von sozialem Kontakient, FlaatAi Rufe bei Trennung Vv
verzeichnet wurderfWohr et al., 2008; Wright et al., 2010nteressanterweise reagierten

Ratten auch auf das Playback vorAd{z Sinustone mit Annaherungsverhalten, was Hinweise
daraufliefert, dassdie Frequenzmodutagon der 560kHz USV in diesem Kontexhicht als
verhaltenssteuernd anzuseherf\igbhr und Schwarting, 2007Petaillierte zeitliche Anlysen

von 56kHz USV und Verhaltensweisen von Rattkeferten weiterhin HinweisedassUSV

eine bedeutende Rolle bei der Regulierung des sozialen Verhaltens von Nagetieeen spiel
(Himmler et al., 2014; Burke et al., 2017, 2018; Kisko et al., 2018, 2@1) Beispiel ergab

eine Studie von Burke et a2017) dass 5é&kHz USV wichtig fur die Koordination des
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Spielverhaltens erwachsener mannlicher Ratten warémsbesonderedSV mit einer flachen

Komponente bedeutsam fiur die Vermeidung von aggressivem Verhalten sein kénnten.

1.2.2.4 Neurobiologie detUltraschallvokalisationen

Es wurden bereits diverse Experimedtechgefihrt, um die neurobiologischen Prozesse der
USV-basierten Kommunikation von Nagetieren zu untersucfigumrgdorf et al., 2007;
Brudzynski, 2013) Interessanterweise scheinen sich die eg&gifigen behavioralen
Verhaltensmusteder furchinduzierten 2Z&Hz und appetitiven 58Hz USV ebenfalls in
eigenstandigen neuronalen Aktivierungsmustern des Ratteng@hderzuspigdn. Mittels
eines immuaohistochemischen Ansazeur Messungder frihen Genexpression {Ebs)
fanden Sadananda et @008)nach er Prasentation von 2&Hz USV PlaybacleinenAnstieg
der Aktivitat in Hirnregionenwie der Amygdala und dem zentralen Hohlengrau, atie
Angstreaktioen beteiligt sind(Canteras et al., 201Longruent zu diesa Ergebniswiesen
Parsana et al2012)mittels Einzelzellableitung eine erhdhte Aktivitat der Amygdala rsch
Playbackvon 22kHz USV nach Die Autorendeckterzudem auf, dassppetitive 56kHz USV
die elektrophysiologischéktivitat der Amygdala reduzien konntenBegleitend dazu konnte
nach der Prasentah von appetitiven 58Hz USV eine erhdhte Aktivitat im Nucleus
accumbens(NAc; Sadananda et al., 2008; Puitk et al., 2016) der insbesondere bei
Belohnungsverarbeitung involviert i&alamone nd Correa, 2012und imACC (Saitound
Okanoya, 2017gemessen werdeKongruentdazufandenWilluhn et al.(2014)durchEinsatz
zyklischea Voltammetrie eine phasische DopaminausschittungNike, die zugleich mit
sozialem Ann&dherungsverhalten korrekerin Reaktion auf 5&Hz USV Playback
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sich die neuronalen Aktivierungmastarf u.
limbischer Ebene, mit den Annahmen zur Valenz der Ruftypdm aghpetitive versus aversiv,
deckenDes Weiteren konntein Zusammenhang zwischen-RRiz und 56kHz USV undder
adulten Neurogenese im Hippocamphsrgestellwwerden(Wohr et al., 2009)wie in Kapitel
1.3.1nahererlautert wird

1.2.3 Cacnalcin Nagetiermodellen

Der Einfluss einerCacnalc Dysfunktion auf Ph&notypen, die mit neuropsychiatrischen
Erkrankungen assoziiert sind, wurde insbesasideMausmodellerizur Ubersicht siehd<abir

et al., 2017c; Moon et al., 2018htersuch Ein groRRerTeil dieser Studien verwendete dazu
einen Ansatz zuGendeaktivierundg e n g | . A KEsvauddnkonstitidtive heterozygote
Cacnalc (Cacnalé”) Mausmodelleuntersuchtund mit Cacnalc Wildtyp (Cacnalé’™)

Kontrolltiere verglichenDao et &, 2010; Lee et al., 2012; Zanos et al., 2015; Bavley et al.,
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2017; Dedic et al., 2018)im Allgemeinen sind bmozyote (Cacnald) Tiere nicht
UberkbensfahigSeisenberger et al., 200@aruber hinaugibt esein Ca,1.2TS Mausmodell
mit einerCa 1.2 Gainrof-function Mutation(Bader et al., 2011; Kabitzke et al., 2018)

In weiteren Studien wurdegin Knockout vonCacnalcregionspezifisch(Moosmang et al.,
2005; McKinney et al., 2008; White et al., 2008; Jeon et al., 20H)etL al., 2012; Kabir et al.,
2017b, 2017a; Terrillion et al., 2017lzellspezifisch(Temme et al., 2016; Volkening et al.,
2017; Dedic et al., 201&owie wahrend unterschiedlighéntwicklungsstufer(Dedic et al.,
2018) durchgefuhrt Seit einigen Jahrenwird ein vergleichsweise neuekonstiutives
Cacnaléd’ Rattenmodelverwende{Braun et al., 2018, 2019; Kisko et al., 2018, 2019; Moon
et al., 2018; Sykes et al.,, 2018)m den Einflussvon Cacndlc auf Endoph&anotypen

neuropsychiatrischer Stérunggenauer herauszuarbeiten.

1.2.3.1 Cacnalcin Mausmodelen

Diverse behavioralePhé&notypenund molekulare Signalwegealie im Zusammenhang mit
neuropsychiatrischen Stérungen stehen, wurddempraklinischen Masmodellen untersucht
(zur Ubersicht siehévloon et al., 2018)Defizite des Sozialverhaltens sov8&mmungs und
Emotionsanderungendie sich haufig in Angst und Depression manifestiersmd
Kernmerkmale der o. g. Stdrungsbildeund der Einfluss vonCal.2 auf neuronale
Mechanismendie der Pathophysiologie der 8idgen zugrunde lieger. B. Verdnderungen
desPFCGAmygdalaHippocampus Netzweds wurden in den Mausmodellerexploriert (zur
Ubersicht sieheKabir et al., 2016)

BeziiglchderCacnale”- Mause die sich durch eine global reduzierte ExpressionGanalc
auszeichnerkonnte eirerhohte angstahnlichePhéanotyp bei weiblichefbao et al., 2010; Lee
et al., 2012und beimannlichenCacnalé’- Mausenermitteltwerden(Bader et al., 2011; Lee
et al., 2012)Ein Knockout vornCacnalcspezifich im Vorderhin und im PFQjing auRerdem
mit einer gesteigerten Angstlichkeit der Versuchstiere ejivinas eine wichtig&unktionder
CacnalcExpression im Vorderhin bei der Regulation von Angst vermuten (Esstet al.,
2012) Im Gegensatz dazwonntebeim Cal.2 TS Mausmodell, welches eir@ain-of-function
Mutation von Cal.2 aufweist, keine/eranderung der Angstsverhaltens gefunden werden
(Bader et al., 2011)was darauhindeutet, dasbesonders ein Funktionsverlust v@acnalc
ein angstahnliches Verhalten bedingwf translationaler Ebene stehen die Befunde im
Einklang mit verschiedenen Humanstudien, die erhdhte Angstwerte CB&NALC
Risikoalleltragern fande(Erk et al., 2010, 2014a; Pasparakis et al., 2015)
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Weiterhin gibt es Hinweise, da€acnalcaan der Regulation depressionséhnlmiéerhalters
beteiigt ist. Dao et al(2010)berichteten in einer ersten Studien von einem antidepressiven
Phanotyen bei Cacnald~ Mé&usen unter Verwendung des FST und TST, was in
nachfolgenden Studidestatigt werden konn{8avley et al., 2017; Kabir et al., 2017b; Dedic

et al., 2018) Darliber hinaus gentigt auch epezifischeikKnockoutvon Cacnalam adulten

PFC (Kabir et al., 2017bund in glutamatergen Neuronen des Vorderhirns wéhrend der
Entwicklung (Dedic et al., 2018)um eine vergleichbare antidepressive WirkbegMausen

zu erzielen.

Kognitive Beeintrachtigungen sind bei neuropsychiatrischen Stérungen haufig komorbid zu
finden (Millan et al., 2012)und verschiedene Studiéonntenbereits einen Zusammenhang
zwischen dem SNP rs1006737 und kognitiven Funktionen herstdllemm et al., 2011;
Zhang et al., 2012; Dische et al., 2014Ppurch den Einsatz der verschiedenen Mausmodelle
konnte gezeigt werden, dass eine Veradnderung voul.Zabestimmte Formen des
Gedéachtnisses und Lernens beeinflusstMWM, dessen Leistung stark vom Hippocampus
abhangig ist, wurde nachgewiesen, da3acnalc Vorderhirn Knockout Mause und
Kontrolltiere eine vergleichbare Leistung in der Akquisition und Konsolidierung der
Plattformposition aufwiese(\White et al., 2008; Kabir et al., 2017ayahrend dieCacnalc
Knockout Mause in einer 30 Tage spateren Nachuntersuchumgh dein signifikantes
Gedachtnisdefizit gekennzeichnet wa@vhite et al., 2008)Passend dazu berichten Temme
et al.(2016) dass neuronspezifisckmcnalcKnockoutMause keine Lernschwierigkeiten im
MWM hatten. Durch eine Erschwerung der Aufgalvde das Entfernen von rdumlichen
Hinweisreizen konnten dieseCacnalcKnockout Mause hingegen die Plaitin schlechter
finden. Gestitztwerden die Befunde, dass eine verringerte ExpressionCammalcmit
Defiziten in erschwerten hippocampgpezifischen kognitiven Aufgaben einhergeht, durch
eine frihere Studie von Moosmang e{2005) welchezeigte, dass ein konditional€acnalc
Knockout im Hippocampus von Mausen zu schweren Beeintrachtigungen des raumlichen
Lernens fuhrte.Ebenfalls geht ein Knockout vo@acnalcspezifisch in exzitatorischen
Neuronen bei Mausen mit einer verringerten kognitiven Performanz inWiasserlabyrinth
Aufgabe einher, die zudemvon einer defizitdren Langzefotenzierung LTP) im
Hippocampudegleitet wird(Dedic et al., 2018Bestéark wird diese Annahme durch Bader et
al. (2011) die im Cal.2 TS Mausmodelldas sich durch eine Gaof-function von Ca 1.2
auzeichnet eine normale Lernerund Gedé&chtnisleistung fanden, aber auffallige Defizite
beim Umkehrl ernen ( e:nRL) im VAr§laech ezn Kentrolltidrea ar ni n

nachwesen.
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Bezlglich des kontextuellen Angstlernens konnte nach einer VerringerunGagealc
Expression eine intakte Angstkonditionierung gefunden wel(fiécKinney et al., 2008;
Temme et al., 2016)m Gegensatz zu der funktionsfahigen klassis¢egstkonditionierung
berichten Jeon et a2010) dassbei Mausendurch den Knockouton Cal.2 mittels eines
viralen Vektors im ACCder eine wictige Rolle beim Angstlernen durch Beobachtung spielt
(Debiecund Olsson, 2017ginedeutliche Beeintrachtigung des Beobachtungslernen zu finden
war. Im Allgemeinenzeigten die ACnockoutMause ein vergleichbares Angstiralten wie

die Kontrolltiere was darauf hindeutet, dass die neuronalen Grundlagen fir das
Beobachtungsangstlernen und angeborene Angst unterschiedliqdesandet al., 2010Pie
bisherigen Ergebnisse deuten daraufhin, das$.Zavahrend des Angstlernens iflwert und
eine regionsspezfische funktionelle Analyse vorlCavon Vorteil ist.

Defizite im Sozialverhalten und der Kommunikasihigkeit lassen sichbei allen
neuropsychiatrischen Storungen zu finden und gehdren zu den Kernsyptiem&$D
(Kennedyund Adolphs, 2012)Mit demweit verbreitetenAnsatz zur Messung deozialen
Annaherung in einebreikammerBox (Silverman et al., 201®onntenachgewiesewerden
dass adulte mannliciéause bei denerfCacnalaegionspezifisch im Vorderhin ausgeschaltet
wurde,keine Bevorzugung eines Artgenossen gegenuber einer leeren Kammer @&ien

et al., 2017a; Dedic et al., 2018ine Beeintrachtigung d&oziabilitditwurde auchhachder
Reduzierung de€Cacnaldexpressionm PFCnachgewiese(Kabir et al., 2017awahrend die
Verringerung der Expressioron Cacnalcim NAc keinen Einflussauf das Sozialverhalten
hatte aufRerdie Versuchstieredurchliefen ein Protokoll zuinduktion von Stress durch
chronische soziale Niederlagee n g | . A Chr o msires§; GSBS), iwasl in etherf e a t
verringerten sozialen Interaktionszeit resultiefferrillion et al., 2017h)Bei Cacnalé”
Mause wurdenkeine sozialen Defizite festgestdlBader et al., 2011; Dedic et al., 201Bas
Cal.2 TS Mausmodell wies iginer zeitlich verlangerten Version des DreikamiBexg-Tests
soziale Defiziteauf (Bader et al., 201). Wahrenddertypischen 18minutigenTestungkonnte
hingegerkein Mangel an SoziabilitdtesCa /1.2 TS Mausmodtd gemessen werddBaderet

al., 2011; Kabitzke et al., 2018)

Basierend auf den bisherigen Ergebnissen lasst sich daher feststallensoziale Defizite
insbesonderebei regionsspezifischerCacnalc Veranderungennicht aber beiCacnalé”
Méausenzu finden sindAn dieser &lle ist es wichtig zu erwéhnedass die Auswirkungen
genetischer Cacha Verdnderungen auf Sozialverhalte und Kommunikation fast
ausschliel3lich bei erwachsenen méannlichen Mausen untersucht wBatker et al., 2011;
Kabir et al., 2017a; Terfibn et al., 2017b; Dedic et al., 2018; Kabitzke et al., 20DBs steht
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im Gegensatz zu den Bemuhungen tkdional Institutes of HealthN|H), die Zahl der
weiblichen Tiere in der praklinischen Forschung zu erhgkiCullough et al., 2014um de
bekannta geschlechterspezdthen Verzerrungseffeldn entgegenzuwirken(Beery und
Zucker, 2011) Besonders dérvorzuheben ist, dass es diverse Hinweise auf
geschlechtsspezifische Effekte der partiell@acnalc Deletion auf storungsrelevante
Verhaltensweisen im Mamodellgibt, da weibliche, aber nicht mannlic@acnalé” Mause
erhohtes Angswverhalten eine groRere Dampfung d&MPH-induzierten Hyperlokomotion
und eine geringere Entwicklung erlernter Hilflosigkaitfwiesen(Dao et al., 201Q)was sich
mit den geschlechtspezifischen Effekten im Humanbereich ekt et al., 2010; Witt et al.,
2014; Heilbronner et al., 2015; Takeuchi et al., 2018)

Bisher ist mr wenigiberdie Hirnmorphologieder CacnalcMausmodelle bekannt, was
Anbetracht der bildgebenden Studiélie eine Assoziation volCACNA1Cund strukturellen
Veranderungen des menschlichen Gehirns herstellen konnten, tiberrascfierdpson et al.,
2009; Wang et al., 2011a; Dietsche et al., 2014; Sasi®ouza et al., 2017)Erste
morphometrischeAnalysen konnten trotz einer verringerten hippocampalen Neuragenes
(siehe 1.3.2Kapitel) keinen Einfluss vol€acnalcauf das Volumen des Hippocampus und
verschiedean Substrukturerei den unterschiedlicherCacnalcKnockout Mausmodellen
feststellen(Lee et al., 2016; Temme et al., 201&)eiterhin wurden beinCal.2 TS
Mausmod#d keine auffalligen Hirnverdnderungen gefunden, auch wenn die Autoren eine
geringfugige VergroRergnder lateralen Ventrikel vo@a1.2 TSMausen im Vergleich zu
Kontrolltieren berichteriBett et al., 2012)

1.2.3.2 Cacnalcim Rattenmodell

Die Verwendung von Ratten als Modellorganismus fir stérungsrelevante Verhaltensweisen
kann zur Steigerung der translatiomaléaliditat beitragen, da sie in hierarchischen Gruppen
leben, ein ausgefeilteres Sozialverhalten aufweisen, aber dabei weniger territorial und aggressiv
sind als MauséEllentroek uind Youn, 2016)Basierend auf dem SpragDawley Rattenstamm
wurden mittels des etablierten Protokolls von Geurts €2809) Cacnalé~ Ratten von der

Firma SAGE Labs (heute Horizon Discovery Ltd, Cambridge, Uker Zuhilfenahmeler
Zinkfinger-Nukleasen Technologie generiert. Die€acnald” Ratten tragen eine vier
Basenpaare (bp) umfaswle Deletion bei 46064860652 bp in der genomischem Sequenz,
was zu einem friihen Stoppcodon im sechsten Exon fDietpartielle CacnalcDepletion
verursacht eine Reduktion des,C& Proteinspiegels um ca0 % im Gehirn von ménnlichen

und weiblicherCacnalé¢’~ Ratten im Vergleich zGCacnalé” WurfgeschwisteriiKisko et al.,
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2018, 2019; Sykes et al., 2018B)e Verwendung von homozygat€acnaldRatten ist nicht
maoglich, da diese Tiere nicht Gberlebensfahig §8elsenberger et al., 2000)

Daes sich bei derGacnald’- Rattenmodellm einvergleichsweise n@s Modell handeltst

bis zum jetzigen Zeitpunkt nur wenigeérden PBnotypderTiere bekanntBezlglich basaler
Parameter wurde eine verzigerte Entwicklung des Korpergewichtes von juvenilen weiblichen
Cacnald~ Ratten im Vergleich zuCacnalé™ Wurfgeschwisternberichtet was bei
mannlichen Tieren nicht festgeltewerden konnte(Kisko et al., 2018, 2019)Adulte
Cacnald” und Cacnalé” Ratten zeigten vergleichbare lokomdgche Aktivitat in einem
leeren Haltungskafig und im Offenfe(®ykes et al., 2018pwas sich mit den Ergebnissen
deckt dass die lokomotorische Aktivitat wahrend des Spielverhaltens vemijem Tieren
nicht vom Genotypoeeinflusst wurdgKisko et al., 2018, 2019)Auch aif repetitive und
stereotype Verhaltensmusteremessemnhand deEigenfellpflege (engl A&e d 6 mi ng i)
unddesDrehverhaltes (engl. A @cling behaviofi ) , konnte weiterhin kei.t
bei juvenilen Versuchstieren festgestellt werdi€isko et al., 2018, 2019)

Die ersten behavioralen Studien, die die Auswirkung e@&cnalcHaploinsuffizienz i
Cacnald~ Rattenmodell untersuchterkonzentrierten sich zunéchst auf die kognitive
Funktions&higkeit (Braun et al., 2018, 2019; Sykesadt 2018b) In ihrer Studie berichten
Sykes et al(2018) dassnannlicheCacnalé’” Ratten eine Beeintrachtigung dek, vorallem

in der friihen PhasesUmlerners, im Vergleich zuCacnalé™ Kontrolltieren aufwiesen, was
Hinweise auf eine verringerte behaviorale FlexibilitétCacnalé Tierelieferte. Im Kontrast
dazu zeigtenBraun et al.(2018) dassdas RL bei Cacnalé~ Rattenim Vergleich zu
Cacnalé’™ Kontrolltierennicht verandert war. Interessanterweise fanden die Autsogar
positive Auswirkungen auf das raumliche Gedachimig\bhéngigkeit des Geschlechts der
Ratten, da beispielsweise weiblicl@acnalé Tiere wenigerFehler in der Lernphase
begangen aleeiblicheCacnalé™ Ratten.

In zwei weiteren Studien untersuchtiisko et al.(2018, 2019)den Einfluss deCacnalc
Haploinsuffizienz auf dagivenile Spielverhalten von Rattenadliverse Hinweise auf soziale
Defizite in den verschiedendgbacnalcMausmodellen gefunden wurden. Hier zeigten sich
abermals geschlechtspezifische Effekte, da mannkthenald  Rattenim Vergleich zu
Cacnald”™ Kontrolltieren eine signifikant verringeer Emission von 5&Hz USV wéhrend des
Spiels aufwiesenyohingegerdas Spielverhalten nicht beeinffisvar (Kisko et al., 2018)Zu
diesem Befund steht kontrar, déssweiblichenCacnald’- Ratten digs0-kHz USV Emission
wahrend des Spielverhaltens im VergleichCacnald* Kontrolltieren nicht verandewar

(Kisko et al., 2019)Das Spielverhalterhingegereeigte sichjedochstarkerhoht, da weibliche
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Cacnald- Tiere vor allemmehr Niederdriicke r hal t en ( en gCacnal&Pi nni n
Kontrolltiere zeigten.Das AusmaR des Spielverhaltens weiblicBamalc’- Rattenwar
interessanterweissogar deutlich gréRer als dasinnliche Cacnalé™* Ratten(Kisko et al.,

2019) Dariiber hinaugeigten beide Geschlechter @acnald’” Tiereein verringertes soziales
Ann&herungsverhalten in Reaktion autkz USV Playback im Vergleich zGacnalé'™”
Kontrolltieren(Kisko et al., 2018, 2019)

MorphologischeHirnveranderungemwurden bis zum heutigen Zeitpunkt kaimm Cacnalc’
Rattenmodell untersucht. Lediglidlloon et al.(2018) untersuckn die Gro3e des Gyrus
dentatus des Hippocampus und fanden keine signifikanten Unterschiede zwischen méannlichen
Cacnald” Ratten undCacnalé” Kontrolltieren, auch wenn die adulte Neurogenese
(siehe Kapitel 1.3.2 verandert war. Weitere neurobiologische Messungen zeigteneidass
partielle CacnalcDepletionin vitro mit einer erhéhten mitochondrialen Resistenz gegen
oxidativen Stressssoziiert is{fMichels et al., 2018b, 2018a, 2019)

1.3 Neurogenese im dulte Gehirn

Als adulte Neurogenese wird der Prozess bezeichyet dem neueNervenzellenim
erwachsenen Gehirn entsteh@uor Ubersicht sieheKempermann, 2011a; Mingnd Song,
2011; Kuhn et al., 2018piverseStudien deuten daraufhin, dass strukturelle und funktionelle
Veranderungen des Hippocampusie eine hippocampalé/olumenreduktionund eine
verringerte adulte Neurogenegd€ampbell et al., 2004; Lucassen et al., 201®jt
neuropsychiatrischen Stérungen assoziisthd Daher wird eine verdnderte adulte
hippocampal®&eurogenesfAHN) als gemeinsamer Mechanismus in der Pathophysiologie der
mit CACNA1Cassoziierten Stérungsbilder diskuti€®@amuels od Hen, 2011; Kangt al.,
2016; Toda et al., 2018)

Die Forschungsgeschichiteklusive der neuesten Erkenntnisse adultenNeurogenessind

von Kontroverse gepragt, wieGage (2019) in seiner Ubersichtsarbeit nachvollziehbar
erlautert.Bevor Altman und Da¢1965) erste Hinweise darauf lieferten, dass im postnatalen
Hippocampus von Ratten neue Nervenzedetstehejbestandlasvorherschende Dogma der
damaligen Zeitdarin, dass Neurogenese auf die Entwicklung des embryonalen Gehirns
beschrankt istDen Ergebnisservon Altman und Dagq1965) wurden zum Zeitpunkt der
Veroffentlichungwenig Aufmerksamkeit geschenkt undstein den 190er Jahrerstitzen
weitere Befundedie Annahme der adulten Neurogenéseverschiedenen Hirnarealeda
Kaplanund Hinds(1977)Neurogenesan adultenHippocampus von Ratten u@bldman und

Nottebohm(1983) diesebei Vogelnnachweiserkonnten Ab den 1990er Jahresrlebtedie

26



Einleitung

Forschungnach einer Reihe von Veroffentlichusrgiiberadulte Neurogenedeei Menschen
und ncht-menschliche Primate(Cameron et al., 1993; Eriksson et al., 1998; Gould, 1999)
einen erneuten Aufschwungs gilt seitdemals gesichert, dasglulteNeurogenese bei vielen
Saugetieren imlistinktenHirnregionenjnsbesondere dersubventrikularen Zone (SVZ) der
seitlichen Ventrikel und im Hippocampusydhrend desErwachsenenaltsr stattfindet
(Kempermann et al., 2015; Kuhn et al., 2018; Gage, 2&i®¥Fokus der Forschung liegt auf
der AHN, da diese anvichtigen kognitiven Funktionenwie Lernen,Ged&achtniskognitiver

Flexibilitat und Emotionsprozessdbeteiligt ist(Kempermann edl., 2015; Toda et al., 2018)

1.3.1 Adulte hippocampale Neurogenese

Im adultenHippocampus findet dideurogenese iBereich de§yrus dentatus (engh Bntate
gyrudi ; D G) isteia komplexenndehrstufigéintwicklungspozessder Proliferation,
Zelldifferenzierung Migration, Uberlebenund Integration neuronaleétellen umfasst(zur
Ubersicht sieheToda et al., 2018)Basierend auf der Zellmorphologie und verschiedene
Markerproteina lassen sich die Entwicklungsstufen der Zellschreiben, digiber den
Entwicklungsprozess hinwegus der subgranularen Zone (SGZ) in @enularzellschicht
(engl . A Gr an u ILe wanderh (Ming lurad ySeng,i2005 AbIgldung 2). Wie
Kempermann et a(2015)in ihrer Ubersichtsarbeit beschreibeanstehen radigliadhnliche

( e n @Radial gl&liker)) Stammzellen(Typ 1) in der SGZ die sich danrvergleichweise
langsam zu intermediareNorlauferzllen (Typ 2-3) entwickeln Diese sichdann schnell
teilendenTyp 2 Zellen weisen zunachst einen gliaahnlicfigyp 2a) undanschlielBen@inen
neuronala (Typ 2b) Phénotyp autm nachsten Schritt reifen die Zellen zu Neuroblasten
(Typ 3), verlasen den Zellzyklusund migrieren in die GCLNun treten dige unreifen
Nervenzellenin ein postmitotischeReifestadium ein und entwiek sich zu exzitatorischen
Granularzellen, den Dendriten indie MolekularschichMol) integriertwerden.Die Axone
dieser Granularzellen verbinden zudeniitels dessog. Mmsfasertrakt ( € n dylbssy filfer
pathwayi ) d e n dehGA3Aiedl des Hippocampu@Abbildung2A). Da normalerweise
ca. 50% dieser jungen hippocampalen Nervenzekane Woche nach ihrer Entstehung
absterben(Pieper et al., 2010)lasst sich die AHNauch als ein Gleichgewicht zwischen
Proliferation von Stammzellen und dem Uberleben junger Neurone beschreiben.

Zur Untersuchung der AHN kdnnen divensenurnohistochemische Markererwendet werden
(zur Ukersicht siehe:Kempermann, 2011b; von Bohlen und Halbach, 20Hih 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 Zelle@Wojtowicz und Kee, 2006)BrdU ist einAnalogondesThymidin und

wird wahrend deBynthesePhase des Zellzyklus in die neu synthetisierte DNA einggvaut
Bohlen uind Halbach, 2011)Je nach Forschungsfrage kdnnen 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

Immatisns  Matis  Granilo
B nosrne ROUROM  AOURDR

Abbildung 2: Schematische Darstellunder adulten hippocampalen Negenesebei Ratten. A) Coronaler
Schnitt durch den Hippocampus, der den @élb/schwarz gestreifte + grau schattierte Region) hervorhebt. Der
DG gliedert sich auf idie Mol (weil3), GCL (grau) und Hi(orang8. Die SGZ(schwarz schraffierte) befindet sich
zwischen GCL und Hi. Ein Neuron (lila) in der GCL wird iB)(vergréRtert, um die Entwicklungsstufen
neuronaler Stammzelledarzustellen(B) Darstellung der GCL, um die Stadien der adulten Neurogenese zu
verdeutlichen Diverse endogene Marker der ProliferationBzGFAP oderKi-67, der Differenzierung, B.

DCX, und der Reifung, z. B. NeuNonnen in Kombination mit zeitlich abgestimmtendB-Injektionen zur
Bestimmung dereuronalen Phanotyps uBttwicklungsstadiums vofellen verwendet werdgi@angepasst nach
Mandyamund Koob, 2012)

So markiert beispielsweise eine einrgaliVerabreichung von BrdU eine Stunde vor der
Hirnentnahme Zellen, die sich in frihen Phasen der Proliferation befiRdsper et al., 2010)
Wahlt man hingegen ein Vorgehen mit wiederholten Injektionen von BrdU Uber 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 Injektidre neuenZellen Marker fur unreife Neurone
exprimieren(von Bohlen und Halbach, 2011yVird das Intervall bis zur Gewinnung des
Hippocampus auf mehrere Wochen verlangert, so zeigen *‘Bdillen das Uberleben
hippocampaler neuronaler Vorlauferzellen(bee et al., 2016)

Des Weiteren gibt edliverseendogeneZellmarker zur Bestimmung der t&diender AHN
(Kempermann, 2011b; von Bohlen und Halbach, 28bbildung 2B. Sehr friihe proliverative
Prozesse kdnnen mittels des sauBdiafaserproteia (engl. AGlial fibrillary acidic proteiri;
GFAP) identifiziert werdenAls breitereMarker der Proliferatiordienen beispielsweisgas
ProliferatingCell-NuclearAntigen (PCNA)und Kiel 67 (Ki-67), die beide tdéende Zellen
markieren konner(von Bohlen und Halbach, 2011n spateren Stufen der Proliferation
(Stufe2b-3) werden Doublecortin  (DCX) und das polysialysierte  reurale
Zelladhasionsmolekii( e n dgPolysialylated neuratell-adhesion molecuie ;PSANCAM)
exprimiert Beide Marker konnen die neuronale Zelldifferenzierung kennzeichnen
(Kempermannet al., 2015) Da DCX und PSANCAM auch nach dem Austritt aus dem
Zellzyklus hinweg wahrend der postmitotischen Reifung exprimiert werden, kénnerabelde
als Indikatoren fir unreif¢ e n grima t AiMeardneverwendet werdefvon Bohlen und
Halbach, 2011) Nach dem Austritt aus dem Zellzyklubeginnendie Nervenzellendas
neuronspezifischeZellkerrprotea n ( e rewdnspecifi& Nnuclear protein; NeuN) zu
expremieren welchesals der am haufigsten verwendetMarker fur adulte Neurone gilt
(Kempermann, 2011b)

Bei der Verwendung detellmarker sindverschiedenenethodischéspekteund Limitationen
zu bertcksichtigerzum einem ist die AHN ein transienter Prozess und die Expressionsmuster
der Marker weisen je nach Entwicklungsstufe Uberlapporayf so dass nur bedingt der
exakteEntwicklungsstand @er Zellebestimmt werden kanZum andereist die neuronale
Spezifitatder Marker nicht immer gegeben, Haispielsweise der Zellzykledarker PCNA
keine Unterscheidung ermogliclibPCNA" Zellen zu glialen oder neuronalen Zellpopulation
gehdren(von Bohlen und Halbach, 2011pa die verfugbaren Marker Vound Nachteile
haben, bietet sich eine KombinatiomehrererMarker an, umdiese Herausforderungen zu
bewaltigen. Der akutell&olddandardist eineimmunhistochemischBoppemarkierung von
ZellendurchBrdU in Kombination miteinemweiterenendogenemMarker, z. B. Ki-67 oder
NeuN um den Stand derZellentwicklung oder den neuronalenPhénotypder Zellen zu
validieren(Kuhn et al., 2018)
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1.3.1.1 Verhaltenund adulte hippocampale Neurogenebei Nagetieren

Mit Hilfe von Nagetierstudierkonnte gezeigtwerden, dass die AHMine Rolle bei vielen
krankheitsrelevaten behavioralen Phanotypen spjeaita die im adulten Alter entstandenen
Neuroneneinen signifikanten Einfuss auf kognitive Fahigkeiten sowiemotionals und
sozialesvVerhalten habe(Goncgalves et 312016; Holmes, 2016; AnackendiHen,2017; Toda

et al.,, 2018) An der Regulation der AHN sind eine Vielzahl &aktorenbeteiligt wie
Umwelteinflisse, Wachstumsfaktorelukokortikoide und Neurotransmittélfoda et al.,
2018) Negative Umweldbedingunggewie sozialelsolationund unvorhersehbarer chronischer
Stress(Stranahan et al., 2006; Czéh et al., 2007; de Andrade et al., 28GB8)gern dieAHN,
wahrendpositive Umwdtfaktoren wie physische Aktivitaund Umweltanreicherungn (van
Praag et al., 1999a, 1999b; Brenes et al., 2@i€)AHN erhdhen Insbesondere das soziale
Umfeld von Nagetierekanndie hippocampale NeurogendseeinflusseriGheusi et al., 2009;
Lieberwirth ind Wang, 2012)

Wie Holmes (2016) in einer Ubersichtsarbeierlauterf wird die AHN durd eine Vielzahl
soziale Manipulationen wie soziale Isolation, soziale Konflikteund soziesexuelle
Interaktionen beeinflusstin einerrenommierterStudievon Lu et al (2003) konnte gezeigt
werden, dass eine Isolationshaltung von Ratten digd?edion von Zellen im Hippocampus
verringerte Spannenderweise konnte diggeefizit durch eine nachfolgende Gruppenhaltung
der Tiere wieder auf ein normales Niveau gebragrtien, was den Zusammenhang zwischen
AHN und sozialer Interaktion verdeutlicht

In einer aktuellen Studie volnacker et al(2018)konnten die Autoren zudem einétausale
ZusammenhangwischenAHN und sozialen Interaktionsverhaltenon MausemachCSDS
herstellen, dadie chemogenetische Hemmunder Neurogenese im ® eine robuste
Vermeidung eineBtimulusMaus in einem sozialen InteraktionstestursachteGegenlaufig
dazuflihrte eine Steigerung deippocampanNeurogeneseu einererhdhterSoziabilitat der
Mause(Anacker et al., 2018)

Im Kontext des Sozialverhaltens berich#ihr et al(2009)ferner voreinan Zusanmenhang
zwischenUSV und AHN vonRat t en . Die Autoren induzierten
fanden einen hoch positiven Zusammenhang zwischen Proliferation und der AnzatkHmn 50
USV, wahrend eine hoch negative Korrelation zwischen der Emission vkH2PISV und
der Proliferationfestgestellt wurdelnteressanterweise walie Proliferationspezifisch bei
jenenRattendeutlich erhéht di e d i BrozAdurials besonderg @ositiv empfanden, was

an einer erhohten Emission vonkidz USV der Tierefesigemachtenwvurde

30



Einleitung

1.3.1.2 Funktionelle Langsachse der hippocampalen Neurogenese

Weiterhin gibt es Hinweiseadauf, dass der Hippocampus entlang seiner Langsachse eine
heterogene Struktust und die AHN entlanglieserdorsaeventralen Achseinterschiedliche
Funktionen einnimmt (Fanselow wod Dong, 201Q) da Lasionen des dorsalen
HippocampugdHC)Kognitionen und_ernen und LasionestesventralerHippocampus (VHC)
emotionales und soziales Verhalten verandiheirbek ind Hen, 2011zur Ubersicht siehe:
Anacker und Hen, 2017) VerschiedeneStudien deuten darauf hin, dadi® antidepressive
Wirkung von SerotonkWi eder auf nahmehemmern (engl . ASer
SSRIs)nicht nurim Zusammenhang mit der Rate der AHN ste{&emntarelli et al., 2003ur
Ubersicht sieheMicheli et al., 2018) sondernAntidepressivaselektiv die AHN im vHC
erhdohen wie Banasr et al(2006) nach einer wiederholten Gabe véwgomelatin, einem

Melatonin-Rezepto Agonisten und serotonerger >c-RezeptorAntagonistenberichte.

1.3.2 Cacnalcund adulte hippocampale Neurogenese

Wie bereits erwéahnt, diskutieréfabir et al (2016) eine Dysregulation de®FGAmygdala
Hippocampus Netzwerkebedingt durchCacnalcVeranderungerals Grundlage furdie
Entstehung von neuropsychiatrischie Stérungen. Da die AHN bereits mit vielen
krankheitsrelevanten Phagpen in Verbindung gebracht wurd€oda et al., 2018)kénnte
eine veranderteNeurogense zur Dysregulation des Netzwerkes beitragddie adulte
Neurogeneserespektive die verschiedenen Prozesse der Neurogenese werden von der
Signalubertragung mittels Calciumeguliert (Toth et al., 2016).Der Cal.2 Kanal der
insbesondere im Hippocampuspeniert wird (Schlick et al., 201Q)scheintdaher eine
wichtige Funktion bei der Regulation deAHN einzunehmen, wie voKabir et al.(2017c)
ausfuihrich diskutiert wird. Pharmakologische&Studien lieferten erste Hinweise daradéss
eine Blockierung von LTCCs, beispielsweise mit dem,IC2/1.3 AntagonistNifedipin, die
aktivitatsabhangige Proliferatiq@hu et al., 2012und adulte Neurogenese im Hippocampus
(Deisseroth et al., 2004¢duzierte.

Beiden unterschiedlichebacnald\Nagetiermodellekonntenneben veranderten behavioralen
Phanotypenveringerte Proliferation und reduzierte Uberlebensraten adulter Neunone
Hippocampushachgewiesen werddgaur Ubersicht siehéMoon et al., 2018)In einer ersten
Studie zeigten Lee et gR016) dass ein Vorderhispezifischer Knockout vo@acnalcbei
Mausen die Anzahl der unreifen Neuronemnd das Uberleben der neugeborenen
hippocampalemervenzellenverringerte wobeider Glukokortikoidspiegeber Versuchstiere

nicht verdndet war. In anderen Mausmodellen war die neuspezifische Deletion von
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Cacnalanmit einer reduzierten Anzahl unreifer Neuroif€amme et al., 201@jnd die Deletion

von Cacnalcauf astrozyterdnlichen(Typ-1) neuronalen Stammzellanit einer reduzierten
Zellproliferationbzw. neuronala Zelldifferenzierungassoziier{\Vélkening et al., 2017)Bei

Ratten gibt egrsteHinweise dsauf, dassCacnaladie AHN verandertdain einerStudie von

Moon et al.(2018)von einerreduziert@ Proliferationsratdei mannlicherCacnalé’~ Ratten
berichtetwird.

Die Ca/1.2 Expressiorscheintauf jungereife Neurone im Hippocampuseschrankizu sein
(Marschallinger et al., 2015)nd Ca/1.2 ist nicht auf neuronalen Stammzellen zu finden
(Deisseroth et al., 2004)Da Cacnalcnicht nur das Zellberleben sondern auch die
Proliferation verandertist der genaue Mechanismugellautonomvs. nichtautonomn), wie
Cacnalcdie unterschiedlichen Stufeder Neurogeneskeeinflusst nochunklar (Lee et al.,

2016; Volkening et al., 2017in moglichemichtautonomeMechanismus kénnte durch den
WachstumsfaktoB DN F ( Brargdle.r iA/ e d n e ur eetmitteltsdinidal TTCaact or i
als primareHauptquelle fur Calciurionen wahrend der BDNF Synthese fungiefi€abir et

al., 2017c)Passend zu dieser AnnahbeichtenLee et al(2016) dassvorderhinspezifische
CacnalcKnockout Mause verringerteippocampale BDNF Spiegaufwiesen Die Autoren

zeigten auchdass durch den Einsatzsdeeuroprotektiven Aminopropylcarbasd?7C3A20

die AHN auf ein normales Niveau gebracht werden konnte, indem die hohe Sterblichkeitsrate
hippocampaler junger Neuronesmmringert wurde. Dieser therapeutische Effekt wurlser
unabhangig vom hippocampalen BDNF Spiegel erreicht, was darauf hindeutet, dass es

alternative Therapiewegur Wiederherstellung der Neurogengg#.
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2 FRAGESTELLUNG UND HYPOTHESEN

DasRisikogenCACNA1Cst an der Atiologialler wichtigenneuropsychiatrische®térungen
d. h.MDD, BPD, ASD und SCZpeteiligt wobei Frauerstarker vonCACNA1CMutationen
betroffen sind als Manner.Diese Stoérungn zeichnen sich durch Uberlappende
Symptombereicheaus da insbesondere Defizite der sozialen Funktionsfahigkeid
Veranderungen des affektiven Zustamdgindensind Mittels Bildgebungsstudiemurdeein
Zusammenhang zwischéddACNA1Cund Veranderungen der Gehirnstruktur usfdnktion
aufgedecktAuf translationaler Ebenkonnten abweichendeSozialverhalterund verringerte
AHN in Cacnald\agetiemodellennachgewiesewerden.

Ein Ziel dieserDissertationwar es die Effekte einerCacnalcHaploinsuffizienzauf das
Sozialverhalterdes Cacnalé’~ Rattenmodedi im Erwachsenenaltezu untersuckn, daim
juvenilen Alter bereitsein verandertesSozialverhalten gefunden wurdkisko et al., 2018,
2019) Basierend auf den geschlechtsspezifischen EffektenCammalc(Dao et al., 2010;
Braun et al., 2018yurde der Fokus der vorgelegten Studlewufdas direkteeziprokesoziale
Interaktionverhaltenweibliche Cacnalé¢” Ratten und Cacnalé” Kontrolltieren gelegt
Neben einer umfangreichen Auswertung soziatet nicht sozialer Verhaltensweisemnirde
die Emission vonbs0-kHz USV detailliert beziglich Ruftypen und akustischer Parameter
ausgewertet, um den Einfluss v@acnalcauf die presoziale Kommunikation zu ermitteln.
AuRRerdemwurde durch zeitliche Synchraisation Verhaltensweisen und -EBlz USV
verknupft, um weitere Einblicke in Funktion von-EBlz USV zu erhaltenln Anbetrachtder
bekannten behavioralen Abweichungarrdedaher in Studie érwartet, dassdulte weibliche
Cacnald- Rattenein veéndertes Sozialund Kommunikationsverhalteim Vergleich zu
Cacnald™ Kontrolltierenaufweisen.

In Studie llwurdeder Einfluss de€acnalcHaploinsuffizienzauf die adultédNeurogeeseim
Hippocampusuntersucht Die AHN wird als ein grundlegenderMechanismus in der
PathophysiologieneuropsychiatriscleStérungendiskutiert (Toda et al., 2018und steht in
einem direkten Zusammenhang zum Sozialverhalten von Nageti¢oénes, 2016; Anacker
et al., 2018) In vorherigen Studienkonnte eine verringerte AHN bei Cacnalc
Nagetiermodellerfestgestelltwerden (Moon et al., 2018)Die adulte Neurogenesist ein
Zusammenspiel aus Proliferation und Zelliberleben juNgevenzelen daher wurderdiese
Prozessemit demimmunohistochemischen Mark&rdU undzwei endogenen Zellmarkern
basiered auf eineimmurfluoreszierendeMehrfachfarbung imdulten weiblichei€acnale”
Ratten undCacnalé™ Kontrolltieren untersucht Des Weiteren wurde volumetrische
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Fragestellung und Hypothesen

Analysen des dorsalen Hippocampus und medialerrgmtaien Cortex erstellt, um den
Einfluss vonCacnalcauf die Hirnanatomie zermitteln Beruhendauf den Befunden zur
verringerten AHN irCacnaldNagetiermodellemvurdein Sudie Il erwartd, dassdie Cacnalc

Haploinsuffizienz zu einer verringerten hippocampalen Neurogenese sowie morphologischen
Hirnveranderungerei adulten weiblichemRattenfihrt.
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Zusammenfassung der Publikationen

Studie |: Effects of Cacnalchaploinsufficiency on social interaction behavior and

50-kHz ultrasonic vocalizations in adult female rats

Redecker TM, Kisko TM, Schwarting RKW, Wohr M (2019) Effects ©hcnalc
haploinsufficiency on social interaction behavior anekbi2a ultrasonic vocalizations in
adult female rat8Behav Brain Res367:35 52.

Zusammenfassung

Das RisikogenCACNAL1C wurde wiederholt mitden wichtigsten neuropsychiatrischen
Storungen in Verbindungebracht Interessanterweideonntengeschlechtsabhéngige Effekte
von CACNA1CQMutationen auf Pravalenmd psychologische Eigenschaftgfundenwerden

so dassdavonauszugehen ist, dagsauen starker vo@RACNAL1CVeranderungeretroffen
sind als ManneNeuropsychiatrische Erkrankungesmisenneben hohen Komorbiditatsraten
eine Uberlappungieler Symptonbereicheauf, da insbesondere Defizita der sozialen
Funktionsfahigkeithaufig berichtet werdenAuch durch Verhaltensstudiemn Cacnalc
Nagetiemodellen konnten wiedentit Defizite desSozialverhaltesund geschlechtsabhangige
Effekteauf den behavioralen Phanotgefunden werden.

Die folgende Studikonzentrierg sichdaherauf die Rolle vorCacnalcanderRegulatiorvon
Sozialverhalten und Kommunikation bei erwachsenen weiblible&rozygotenGacnale’)
RattenundWildtypwurfgeschwistar (Cacnalé™). Die Ergebnisse deuten darauf hin, ddies
Cacnalc Haploinsuffizienz zu einewveranderten Kommunikatiound leichen sozialen
Defiziten wéahrendder direkten sozialen Interaktion vereiblichen Ratterftihrt. Detaillierte
zeitliche Analysen zeigteeine deutliche Reduktion d&mission von 5&kHz USV wahrend
nichtsoziale Verhaltensveisen wasauf einenallgemeinreduziert@ positiven Affektzustand
der Cacnald’- Ratten hinweist. Die Ergebnissedieser Studieunterstiitzendie Rolle von
Cacnalc bei der Regulation von Verhatensphanotypendie im Zusammenhang mit

neuropsychiatrischeStérungerstehen

35



Publikationen

Studie 1l Cacnalc haploinsufficiency ladks effects on adult hippocampal
neurogenesis and volumetric properties of prefrontal cortex and hippocampus in

female rats

Redecker TM, Kisko TM, Schwarting RKW, Wohr kéingereichtJanuar 2020Cacnalc
haploinsuffciency lacks effects on adult hippocampal neurogenesis and volumetric

properties of prefrontal cortex and hippocampus in femaleNatsosci Lett.

Zusammenfassung

Das krankheitsubergreifende Risikog@ACNA1Cist an derEntstehungaller wichtigen
neuropsychiatrischen Erkrankungen beteiligt, wobei Frauen oft starkerC¥@@NAL1C
Mutationen betroffen sind als MannétumaneBildgebungsstudieaeigten dassCACNA1C
Alterationen mit anatomischen und funktionellen Hirnveréanderungeme verminderts
prafrontals Volumen mikrostrukturelle Verdnderungen im Hippocampus und verminderte
hippocampaleAktivitat wahrendGedachtnisaufgaberinhergehen

Bei Cacnaldvlausmodellen wurdewiederholtkrankheitsahnliche Verhaltensphénotypen und
einereduzierteadulte hippocampalleurogeneseadie inder Pathologie neuropsychiatrischer
Stoérungeninvolviert ist, festgestellt In dieser Arbeitwurde auf daskurzlich entwickelte
Cacnaldrattenmodelkurtickggriffenundes wurderzwei Untersuchungedurchgefiihrt, um
die Auswrkungen der partiellenCacnalc Depletion auf die Neurogenese und die
volumetrischen Eigenschaften des Hippocampusdesdorafrontalen Cortebei erwachsenen
weiblichen heterozygatn (Camalc’") Ratten und Wildtyp(Cacnald™*) Kontrolltieren zu
erheben Dazu wurden inUntersuchungl die Proliferationund das Uberleben von adulten
hippocampalerZellen basierend auf einem-BromdoxyuridirAnsatz der den neuronalen
Phanotyp dergefarbten Zellendurch die Anwendungeiner immunfluoreszierenden
Mehrfachmarkierungsicherstellf untersucht In Untersuchung2 wurde eine detaillierte
volumetrische Analyse des dorsalen Hippocampus und des medialen prafrGotaéxunter
Bertcksichtigmg der wichtigstenSubstrukturen durafefihrt Die Ergebnissaveisenauf ein
vergleichbares Niveau der Zellproliferation und des Uberlebsmsronaler Zellenbei
Cacnald” Ratten und Cacnald™ Kontrolltieren hin Dariiber hinaus wurden bei
Cacnalé” Ratten undCacnalé¢™ Kontrolltieren vergleichbareVolumina des dorsalen
Hippocampus und des medialen prafrontalen Kortex iesrse Substrukturen hinweg
gefunden was darauf hindeutet, dasne CacnalcHaploinsuffizienz keine signifikanten
Auswirkungenauf dieseHirnstrukturenbei 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

* Corresponding author sk Behavioral Nearosclence, Experimenta] and Blodogical Peychalogy, Philipps-Unlversitis Marburg, Guienbergstr. 18, 35032 Marburg,
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E-mall address: markis woehri@aafl unl marbiorg de (M. Wahr).
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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-
tion through ultrasonic vecalizations (USY) 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-
techondrial resilience to oxidative stress in o cell culture approach [415],
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 evoked by 50.kHz USV 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

39



Publikationen

LM Hedecker, o ol

(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
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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

-

Social behaviors [s]
g
Active social behaviors [s]
-

100 109
50 4 50 4
o [
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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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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. 6. Social and non-social behoviors and concomitant emission of 30-kHz USV during direct recprocal social interaction. (A) 30-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
LISW being presented for WTEWT (back bar; N = 9}, WTE&HET (grey bar; N = 19}, and HETEHET {white bar, N = 9) dyaafs. (B} Representative ethogroms of WTRW
dyads and (C) HET&HET dyads showing single behaviors of hoth animals with concomitnnt 50-kHz USV embsslon. Single social behaviors (green) and mon-socinl
behmviors (blua) of individual animals are depicted, together with 50-kHz USY subtypes {red) of this dyad for the entine 10 min of direct reciprocal social interaction

on day 1. Dota are represented a8 mean = SEM: * p = 0050 v, WTEWT dyads. # p < 0050 va. WTEHET dyads.
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Fig. 7. Duration or number of single social

140 4 40 4 and non-sacial behaviors on  individwal
level and tube test resulis of Cocnalc”
120 4 rate and Cocnale”’ " controls in WTERHET
100 4 T ja dymds. (A} Duration of sniffing, |B) dumtion of
- " bdbowing, (C) duration of social grooming, (T
‘= 80 2 duration of physical contact, (E) mumber of
E § 0 remning, (F] duration of digging, and (G} dura-
T 604 =2 thon of selfgrooming of Cocale™" (block
ﬁ IE clrele: M = 405 and Cocaafe™ " (white dia-
40 4 10 mond; N =40) conirel rat. (H} Numbér ol
a5 | wins in the tube test before and after direc
reciprocal socinl interaction (51), Data are re-
o . - o presented as mean + SEM; * p < D050 va
Cacnalc+'+ Cacnalc#- Cacrialcti+ Cacnafest Coomele™ " control animals; (%) p < 0100
c D v, Cocmale™ " control animals,
104 - i
= —
E £ 50 1
= ]
= &
E ]
8 8 1001
3 3
8 2 s
w0 o
(L
Cacnalc+'+ Cacnalct- Cacnatect'v Cacnafc#-
E 1440 4
120 { *
100
=
=
g
T
m B4 =
ey . .
& S
m 4
0
G Cacnalce'+ Cacnaic+-
200
{*} B Cacnatoi
1 Cacnafost *
- 2.0 4 )
55 180 4 *
o
.E £ 1.5
= 2
a E
g 100 E
= 4
=] 1.0
=
o 5
0.5
o 0.0 -
Before 51 After 51
| 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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mndd (F) duration of physical contact in Cacmalc”
Pariers pEndiype.

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.

Ethics approval and consent to participate

All procedures were conducted In accordance with the National
Institntes of Health Guidelines for the Care and Use of Laboratory
Animals and the relevant local or national rules and regulations of
Germany and were subject to prior authorization by the local govern.
ment {MR 20435 Nr, 19/2014; Tierschutzbehiorde,
Regierungspeiisidium Giefien, Germany).

Competing interests
The authors declare no conflict of interest,

Funding

This work was supported by grants from  the Deursche
Forschungsgemeinschaft to B.S. (DFG SCHW 559/14-1 and SCHW 559/
14-2) and M.W. (DFG WO 1732/4-1 and WO 1732/4-2),

Authors contributions

MW and TR concelved the study; TR and TE performed the ex-
periments; TR analyzed the data; TR and MW wrote the manuscript; RS
and MW acquired funding. All authors resd and approved the final
manuscripl.

Acknowledgments

The authors wish to thank Morla Braun, Ingmar Conell, Sophia
Estel, Jens Hensen, Christine Hohmeyer, Gunnar Lemmer, Rebekka
Obermeicer, Marcelln Rietschel, Ozge Sungur, and Stephanie Witt for
their help in this project.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary material related to this article can be found, in the
online version, at doi:https:/ ‘dol.org/10.1016/). bbr, 200 5,032,032,

References

[1] M. Esiton, EM. Keves, LF. Knseger, 5. Dakhis, AL Skodod, K.E Markan,

B.F. Gramt, DS Hasén, An Imvariang disvessional labiliy model of gender differ-
ences in meninl disorder prevalence: evidence from a nationnl smmple, J. Abmorm.
Poychol. 121 (200121 282288, b el veg 100 1007 i 24700,

[2] & Steed, C. Marpane, C. lranpoar, T, Chey, JW. Jackson, V. Patel, 0. Silove, The
global prevalence of comman mendal disordens o systematic review and mesn:
tiglysin 1980-2013, int, J. Bpidemial, 43 (2014) 476453, hiijs
ORCE i,

[3] AK Halladay, 5. Bishop, J.M. Comstanting, AM. Dwnicls, K. Koenig. K. Palmer,
L Messimger, K- Pelpheey, 5., Sanders, AT, Sieges, 1L Taylor, P. Seatmarl, Sox
and gerder differences in autism spectram disorder: summarizing evidence gaps

LTI e T L]

14]

5]

I8

[e]

(111

112}

1131

[14]

115}

18]

(7]

11#]

1]

|20

Befrvnural Brain Ressarch 367 (2019) 35-52

ang] identifying emnerging arons of prioricy, Mol, Aurism & (2015F 36, hopedal

Loy TUEN B R p el AL R

M, Abel, L Drake, 1. Goldsvein, Sox dilferences 6 schizophenla, i, L Soe,

Prychiatry 22 (30107 417-438, hrige'dal org /10 2100 GonAd 0l 00 A1 08,

D.P. Eennecly, B Adolphs, The social brain in psychiatric and neurclogical dis-

ardiers, Trends Cogm, fcl 16 (2002) SHG-572, LIETT il Lo/ 10,1036 210 L3

0,006

A Meyver-Lindenberg, 1L Tost, Meuml mechanisms of social risk for peychintric

disorders, Nat Neuroscl 15 (2012) 663668, erpe ol org 10,100, W81,

Cross-Disorder Group of the Prychintric Genomics Consorminm, Idemification of risk

loci with shianed effects on five major psychintric disorders: o genome-wide analysi,

Lamoet 381 (20135 13711379, B dal. v DI 1T 67801 40-5706] 1 X0 20-1,

8.4, Gardal, LR Hamew, NN, Parikshak, V. Leppa, G. Ramapeami, C. Harl,

Aol Schork, V. Appadurni, A Buil, T.M, Werge, €. Lin, KP, White, 5. Horvath,

DLH Geschwind, Shared molecalar neuropathalogy acnoss major pewchintric dis

arders parnllels polygenic overlap, Sclence 359 (2008) 93607, Nnps L dnlorg

1e.1 1 2 vt adieltd,

SLAR. Fermeira, M.C, O Dosovan, ¥. o Meng, LU Jones, DM Ruderder, L. Jones,

J. Fan, G. Kiroy, B.H Perlis, EX Green, JW. Smoller, D) Grozeva, J, Stone,

1 Mikolow, K. Chambert, M.L Hamehere, V.1 Mimgaonkar, V. Moskvinn,

M.E Thme, 5. Caesr, G5, Sachs, J. Franklin, K. Gondos-Smith, K.G. Andlie,

S8 Gahriel, . Frser, B Blumenstiel, M. Defelice, G, Breen, M Gil, oW, Morris,

A Elkin, W.l, Muir, KA McGhee, 1L Willinmson, T, Macintyre, AW, MocLean,

1. 5 Claix, M. Robieeon, M, Win Beck, A4.C.F. Pereira, 1L Kandaosamy,

A MeCailin, TLA Callier, N.J, Bass, A H. Yousg, . Lawrence, L Neeol Fervler,

A, Angarim, A, Farmer, [ Cortes, EM. Scolnick, P. McGuffin, ML Daky, AP, Corvin,

A Holmans, DVH. Blackwoad, FLM, Gurlieg, M.J, Owes, S0 Purcell, P, Sklas,

N, Craddock, Collshomtive genome-wide amociation analysis supports o mée for

ANKD and CACMALC im bipolar disorder, Mt Genet. 40 [2008) 1056-1088,

Nt ot vy 0 JERRE g, O,

1. Splwshl, KW, Timothy, LM Sharpe, 3. Decher, 7. Kumse, B Blose,

© Mapolitama, P.J. Schwartz, .M. Joseph, K. Condouris. M. Tager-Flusherg,

B, Préar, M.C. Sanguineiei, M.T. Keating. C0,1.2 enleium channsel dyafunctson

caises 0 emalibnystem disorder including archythmia and nuksny, Cell 119 {2004)

1930, hirpe At org DL DD LG o], 200 (ML L

M, Myegaand, D. Demoanitis, L. Foldsges, A Hedemand, T.J. Fiint, KM Seremsen,

P.5. Andemen, M Nordenioft, T. Werpe, CH. Pedersen, DUM. Honsgaarnd,

P.B. Morensen, 0, Mors, ALk Beirglam, CACNALC {10877 is ssomated with
+ Mal, Peychiatry 15 (20000 119-121, Itgins Adod arge 101 008 /g,

LB,

LE. Green, [ Groeeva, L Snes, L Jones, G Kirov, & Caesar, K Gordoa-Smith,

. Fraser, L. Forty, B Russell, M.L. Hamibere, V., Moskviag, 1, Nikolov, A. Farmer,

', MeGuifin, P.A. Halmans, M.J. Owers, M.C D Deoevin, N, Craddock, The bipalar

disorder risk allele ot CACHALL also confers risk of recurment major depresston and

af schizgophreing Maol. Peychiatry 15 (20000 1006-1022, hitgec Sdocapgs 101050

Bup 20094,

DT Ban, FB. Mahon, ¥ Cal, CE Kovacsles, JUA, Blackwell, M. Amd, 1. Shi,

PP Zandi, P. O'Donned], J.A. Kooowles, MM Weissman, W, Coryell, WA Scheliner,

W.E Lowsom, ILF. Levinson, 5.0 Thompsen, JB. Potash, T.0. Goubd, Maood dis-

onder suscepiibility gene CACKAIC modifies mood-reloted behoviom in mice and

interacts with sex Lo Enlluence behavios in mice and dingnosis in buima, Biol

Prychiatry 68 (2010} B01-810, hrige:/ ‘dolong /10010067 biepsych 20 o6 Hi 9,

SH. Wi, N. Kleindbenst. J. Frank, J. Treotlein, T. Mihbleisen, F. Degenbandt,

M. Jungkuang, B Krumm, 5, Ciclen, A Tadic, N. Dalimen, CE. Schwarze, B, Schoty,

1. Dietl, MM, Nochen, A Mobascher, K. Lish, 5 Roeple, [ Bigjesou, M. Rietsche,

& Schmahl, M. Bohus, Analysis of gerome-wide dgrificant bipelar disorder genes

in borderline personality disarder, Psychiatr, Genel. 24 (2004} 262-265, b=

ok ar 101097 YT CLN0O0CHNODION I,

L. Hetflbeoemer, [). Malrahn, 1. Strobmaer, 5. Mader, J. Fronk, J. Treailein,

T, Mishleicen, Al Forstmer, 5.H, Witl, & Cichen, P, Falkai, MM, Miiken,

M. Rivtschel, T.0. Schulse, A comvmon risk variont in CACNALC suppans i se-

dependent effert on loogitmdinal functioning and functional recovery from episodes

af sthizophrenin-spectrum but nof bipolar disorder, Eur, Nearopsychapt al,

25 (2005] 2DE2-2A, hatpia o TOUL O] saineis. 200 5.00.01 2.

H. Takeuchi, H. Tomita, ¥. Takd, ¥. Kikuchi, €. Onn, £ Yu, B, Mouchs, B Yokoyamas,

Y. Eotozaki, 5. Makagawn, A. Sekiguchi; K fizuka, 5 Hanowa, T. Aroki,

CM, Miynischl, K. Saknki, T, Megawn, 5. lkeds, 5 Yokota, 1), Maglsira, Y. Sassa,

. Kawashima, A common CACNATC gene risk variant hos sex - effects om

brehavioral traits and brain functivnnl sctivity, Ceroh, Corvex (2008] 1-9, lings

ol oy 1001053 eercor bk B8,

& Heyes, WS, Pratt, E Hees, 5. Dohimene, |- Ferron, MoL Owen, A C Dalphin,

Genelic dmruption of volinge-gated mbdum chamnels in peychintric ond neuralo-

wical disorders, Prog. Neurabiol, 134 (3015) 36-54, laipe, /dolorg 101058

mrnehio 300 S 06, 02,

I Enhir, A Martinez-Rivern, AN, Hagadhyalosha, From gene o behaviar: Ltype

caleitm chanmed mechanisn underlying neuropayehioimic sympoaons,

Newrotherapeuiios 14 (2017) B88.613; Toignd Sdoworg 10,1 0007 212311017

EIRED.0

Z.0. Kahir, AS Loe, A.M. itajadhynksha, L-type Ca 2 + oh b5 in muood, eognitk

and sddiction: integrating human and redent studies with a foous on behaviournl

endophenctypes, J, Physiol. 594 (2006) S823-5827, betpre) fdos org 101010

JRIFTHTAL

E. Pasparakis, E. Koiliari, C. Zoararaki, E-M. Tspakis, . Roussos,

5.4, Giakaumaki, P. Ritslos, The eflecia of the CACNAIC mi008737 A/G an af-

fective startle modulation in lualthy mndes, Fur. P y A [2015]) 493458,

Hridpec o 10 FOLE g D01 5 07, G4,

53



Publikationen

T Bedecker, o ol

=1]

1221

(23]

26

=7

28]

ki

=]

1321

133]

134]

(=]

171

139]

]

I%1]

1421

143

A Krug, V. Niemtsdhker, V. Markow, 5. Kmch, A. Jarsen, K Zermes, T, Eggenmomn,
T. Szibcker, M.). Shah, J. Treutlein, T.W. Milhleisen, T. Kircher, Effect of CACNAIC
e IIDETAT an furiien | carrelanes of verbald fMusney in bealtly ndividuals,
Neurnimage 48 (2000) 18311836, botps; . /dodocg 7101 006/ | meuroimage. X9
000G,
AT, Kraatheim, B, Stmube, U. Dannlowsdd, M. Pvka, B Schiesder-Hasslalt,
A [Dwexles, A, Krug, J. Sommer, M. Rietschel, 5.H. Witt, T. Kircher, Outgroap
emation processing in the vACE ix modulated by childbood trmuma and CACHALE
risk varisnt, Sor. Cogn Affect. Meurcesi. 13 (2016) 381-348, hygs: dedaorg/ 10
TR aran e y(I0E,
P.L. Bader, M, Faigi, L.H. Kim, 5.F. Owen, M.R. Tadross, LW, Alfa, G.C.L Be,
LW Taien, BL1. Rassmissan, M. Shamboo, Maoiise model of Timothy syediome -
caplrudates fmind of autistic traizs, Proc. Mail Acwd. Sci. 108 (30115 15432-15437,
Trtpee. il o FOL 1 O . | 11 2667 1 O,
., Kahitehe, [ Brusmer, T He, PA, Fagia, K. Cox, 3, Suiphen, L Thiede,
E Sahmiby, T. Hanmnke, V. Alendrow, B Kosnwcson, W, Spooeen, A, Ghosh,
P. Peliciano, . Biemars, M. Benedeti, A L. Clayton, Comprehensive anabysis of two
Shunk® nnd the Cocrale neouss medils af sutisemn spectrum disondes, Genes Rralin
Behaw. 17 (2018} 4-22, hiipey /dolorg/ 1000 101 Fghb 12600
M. Dedic, ML Pohimann, 2.5 Richter, [, Mehin, D, Cenmara, 8LW. Metzger,
1, Dine, BT, Bedenk, J. Harmann, K.Y, Wagner, A Jisrdk, LM, Almli, & Lori,
& Mocsmang, F. Hofmanm, CT, Worjak, G, Rammes, M. Eder, A Chen, K. Hessler,
W, Wanl, LY, Schrmidt, £ Binder, J.M, Deussing, Cros-discrder risk gene
CACRALC differentinlly modubates soceptibility oo paychisrie diserdens during
development and adulthaod, Mal, Peychistry I3 (2018} 533-543, hipe Adolany
L0 1O mp LT 1A,
0. Jeon, 5, Kim, M. Chetssia, D, Jo, HE Ruley, 5.-¥, Lin, D, Rabab, J,-P, Kipet, H.-
& Shin, Ohservateonal fear lenming involves affective pain system ond Cavl .2
Cal+ channels in ACC, Kot Neurosei, 12 (2010) 4B2-488, hripe dnlorg 10
B mi, E50,
CE Terrllion, T-C. Francis, AC, Pache, MK, Lohe, T0. Gould, Decreased nuelecs
acmumbens expression of psychiatric disonder risk gens Carmalc promotes sus:
eeptibility mo social stress, Ine, 0. Neuropspehophammacol. 20 (30170 428-433,
g ol .o A1, T ORA g w12,
L1 Kabir, A. Che, DLK. Pischer, B.C. Rice, B.K. Rizzo, M. Byme, ML) Glass, N, V De
Maren Garcia, AM. Rajadlyaksha, Rescur ol impaired mciability and anciery-like
behavior im adult cacnal c-deficient mice by pharmacologically targeting «/Fo,
Mol I‘:'rl:l:iul'ry 2D CAONT) 105-1 109, httpe Sdvin e 00 LR e 0L T ) 4,
Al Moeon, N. Ham, LS. Wilkinsun, E.L. Thomas, J. Hall, CACKALC: Association
‘With Peychintric Disorders, Behavior, and Neurogenesis, Schizaphr. Bull. 44 (2018)
S5B=-065, hitps Adod g L0 1095, schimal/ shyitOe
LD, MeCuBloiggh, 0.1 de Vries, V.M, Miflor, JB. Becher, K. Samilberg,
MM, MeCartihy, NIH initiative fo baleoce sox of snimals in peeclimical snadies
genemtive quesiions to guide policy, impdementation, and metrics, Biol. Scx Differ.
5 (3014} 15, bitpes ol o R0 1 LRGS0 IR0 400155,
H. Fllenbmoek, J_ Youn, Rodent meadels in nevsvscience reseanch) (s i o mb race? Dis
Model. Mech, 4 (2006) 1079-1087, hitps) Sdolorg 10 12480 denm 912561 30,
M, Wiikr, BEW, Schwarting, Afective commumication in rodents ulirsonic vo-
calieations as & tool for research an emetion end motivation, Gell Tissue fes 354
(2013} B1=97, lmtpac oo orp LOLLOT /s Dl 0 30 181700
LA K, J, Burgiord, N.J. Ona, L Pankeepq, TR Moskal, Scclal delesi, a jars-
digm of depressian ln rans that eliciis 22-kix vocnlizations, preferentially activobes
the chofi ic i £ im the peri 2l gray, Behav, Braim Bes. 182
CHRT) mu—m IIH;||I- IIII| oy 10 1l.""'"l II-II| b L
R.J. Blanchard, 0C, Blamebmrd, B Agullann, 5.M. Wels, Twemy-two kHz alsmm
cries io presentation of o predator, by laboradory mis living in visihle burmow sys
e, Phyxiol. Bohav. 50 (1991) 967-97 1 hitgnsd Alodarg, 101000001 9384001 )
M1
A1 Widhr, 1L W, Schawvarting, Ultrssonic calling durng fear conditioning in the me
o evidenee for an audivnce effect, Anim. Bohay, 76 (2006 T48-T60, hripe fdol
ety B0 10 G e fie, N0, 04, D T,
58, Brudzyneskd, Ethotrnsmission: comnmunicaton of emational states throagh
ultrasonic vocalization in rats, Corr, Opin. Newarobial, 23 (2003) 310-317, lewa
dolorg /10, V018 esnb 200E.00 B1L,
. Panksepp, Afective conscl core
mans, Conscious, Cogn. 14 (2005) 30-80, hirps:
[LIREAE A
M. Lukas, M. Wohr, Endopenous sasopresin, innate anciety, and the smision of
pro-social $0-kHz ultrisonis vocalizations durirg social play behoviar in juvendls
mts, Peychoneumendocrinology 56 (2015) 3544, berpe Aol org 001006
e 20T 008, G,
B. Kmutson, J. Burgdord, 1. Panksepp, Anticipation of play elicity high-frequency
ualtrasanic vecalizntions in young mix, J. Comp. Peychol. 112 {19981 65-73, gy
sl oo 0. BOSTADPAEAO0A 112 B AS
DA, Thomes, 1), Barfield, Ultmsonic yocalization of the female rat (Battus nor-
wegicus) during mmkng, Amine Behay, 33 [1985) 7B0-725, hopedoiang 10
BIL, R -4 T2 B BT 4,
ML Wiite, B Cagiano, AL Modses, BLJ. Barfield, Changes in mating vocalizatiom
over the ejnculatary series bn rars [Ratns norvegicus), J, Coenp. Pavchol. 104 {1990)
ThB-02, hirpa:/ ddod g L0 VEF T A5 PO, 10409, 255,
K.-A. Engelhardh. B Fuchs, ILE.W, Sdm'urll.:g M. Wiihe, Effects of amphetamime on
pro-goscial @l i commmideation in juvenile rats: implications for mania

fels, Bur. N paychoph al. 27 (2017} 201 1‘!‘1 heipe:/ fdalorg /100
L Lrirtrmasiis, 20 | 700 AHER,
1, Burggdlor, B Knutson, J. Panksepp, 5. kemata, Nucleu acoanbens amphetsine
microinjections unconditienally elicit $-kHz ubirsonic vocalmarions in rais,

| feedings im animals and hu-
e g 1106 comoag: 044

[44]

l45]

a6

|48

ISt

152}

I52]

I54)

|55

|56]

59

[0

-

1611

f2]

164]

[65]

561

Befrvnural Brain Ressarch 367 (2019) 35-52

Behaw, Menrmosci, 115 (3000 ) G80-584, hirips
LN
10, Gelller, UKW, Schvwaiting, M, Wiihr, Pro-social ubitasorii communiention in mis:
insaghts from playback sudies, J. Neorosch. Methods 298 (2004) 72-81, betpo/ddos
atps 10 DT oot 3 E.01,030,
1. Withr, R.E.W. Schrwaning, Ulbmsonls commundcarion in racs: can playteck of 50-
cHz endls indmer approsch behowiar? PL0S Omne 2 (2007 ) #1365, bopa s dasd ey 10
1971 Hommal pone, GHED 365,
1. Sykes, 1, Haddon, T.M. Lancasaer, A. Syvkes, K, Azzounl, N, Theser, A.L. Moo, T.-
CE L, BE Linden, MJ, Owen, M.C. ODonovan, T. Humby, LS. Wilkinson,
KL Thomas, 2, Hall, Genetic variation in the pevchintric rsk gene CACNALC
mindulaben reveral lnarning scroms species. Schigaphe. Ball. 1-902008), hi#ipe e
g 10 D ki ey 1845,
M.D. B, T-ML Kisko, D.0. Vecchia, 1L Andreatini, [LE.W. Schwarting, M. Wik,
Sex-apecific elfects of Cacnale haploimufficiency on objeat rcoymition, spatial
memary, and eversal kaming capohilities in mits, Neurchiol Leam. Mem 155
{2018) 53=555, bty dedoorg /101 016/ | olm. 201 BO5.G1L
& Michels, G.K. Ganjam, H. Martins, G0 Schrar, M, Wilr, RLEW, Schwariing,
C Culmsee, Downregulation of the pspchintric susceptibility gene Cacnalc pro-
mokes mritochomdrial resifience o oxcidative stress m neoronal cells, Call Death
Dhseow, 4 (54) [2018]), Terpa )l T 10,1 M sl | 830,01 R00A1 A,
T., Kisko, 8.0 Bmum, & Michels, SH. Wirt, M, Rietschel, C. Calimser,
LKW, Scharting. b, Wihr, Cacnal c haploinsaficiency lends to pro-social 50k
nlcrasaisic commanication deficits in s, Dia. Model, Mech. 11 (2008), e oode
g 10 1342 Adnsn, D34 U1,
T.M. Kisko, M.D. Braun, & Michels, 8. Wist, M. Rietschel, C. Culmeee,
REW, Schwarting, M. Wiahie, Sex-depeadent effects of Cacnnle haplodnsaciency
omn juvenile saoal ploy hebiovior and prossocial SikHz slrasonic communication in
mats; Genes. Brain Bebuow, (2018) 328832, hripess /ol org 1111/ ghls 125525,
AM. Geuns, G.J. Comt, Y. Freyvert, B. Zeitler, 1.C. Miller, VM. Chod, $.5. Jenkina,
A Wood, X. Cul, X. Meng, A. Vincent, 5 Lam, M. Michalkiewicr, . Schilling,
4 Foeckler, 5. Kalleway, B Weidler, 5, Ménoret, | Anegan, G0, Davis, L Shang,
E.J, Rebar, P.D. Gregory, F.D. Usnov, HL Jocob, i Beedow, Knockowt s vis
emnbryo micraingection of zine-finger nueleases, Selence 325 (2008), hipe ol
o/ 10 VS Aechenee, | 172447 #3343
M. Wiihr, H. Rippherger, LEW, Schwaning, MM, van Gaalen, u-umﬂlmvotmnmu
dﬁ-:l-‘l’!’zcmepmﬁmd.mnln h ine-induced S0-kHz alr
cology [Bcr! 1232 (2015) 1BET-1E2%, hitipm:
100 NERT w0 B0 A ] 4
M. Pereira, B And I, FLELW. Bih g, J.C Brenes, Amphetamine-induced
50.%Hz calls in rats: a marker of affect in mania® Psycho
[Raerl. ) 231 (BOT4) 25672577, higm/ g 0L T AR 300 3- 34001,
1. Cohen, Saotistival Poven Analysls fiw Lond
Eirfbanum, Hillsdnle, B, [988
J. Burgdord, BA. Kroes, LT Meodkal, J.G, Plaus, 5.0, Brssdeynsbi, J. Panksepp,
Ulsrasonic voenlizations of rats (Rattus norvegioos) during maring, play, snd og-
gresman: behavioral concomitants, relationabip 1o rewand, and seif-adminisimtion
of playbaci, 1. Comp. Prychel. 122 (2008) 357-367, hitps o dol oo 10, 1037/
al¥ll J889,
JML Wright, LC Goarden, PLALS, Clarke, Idestification of multiple @ cotegories
within the rich repericare of adult rst 50-kHe ilimsenic vocalizations: effects of
amphemmming and spciol context, Pavchopharmacology (Berl.) 2110 (2010 1-13,
it e ani a1 0, DT APOCED 3000 1 MBS,
M. Wishr, Ultrasomic commumication b rais: sppetitive 50-kHz ultmsonic vocali-
ntions a5 sncinl coniset cnlls, Behav. Ecol Seclabis), {Prie} 72 [14) (301585
hitpe /dal. oy 10 NET wlBAS-(0 7. 24205,
J, Burgdord, 1. Panksepp, 5.0, Brodeynski, M.C. Beinfeld, H.C Cromwell,
LA, Krues, JR. Mosial, The effects of selective breeding for differential rates of 50-
kHz nlermsonic vocalizntions oo emotional behavior in i, Dev, Peychobiod. 51
£200A) TE-46, h|r|u- el i 10, DOV e A4 L
J, Paenksepp, N. Gondon, 2, Burgdord, Empatly arl the sction-percoption ressnmees
af basic soco-emotional systems of the brain, Behav. Brain Sci, 25 (2000 ) 43-44,
Tt ol g 10 10 7 801 0525 K0EAT00 T K.
TM. Kisks, BT, Himmiler, 5.0, Himmler, DUL. Buseon, S0 Pellls, Are 50-kHE enlls
wsed as play signals in the ployful interactions of mts? 1L Evidence from the effects
of devocalicntbon, Behoy, Processes 111 (2015) 25-33, beipe s ddovom 1B
Bopiec, 200451017,
. Burke, T.ML Kiska, DR, Fuston, S0, Pelliz, Do juversdle rsis use specific ul-
trusonic calls 1o eoondinate their secial play? Anim, Behas. 140 (2008} 8192,
rspe b org. 100 LU anbedu 301 BOLO1TE
A Semgur, L Stemmiler, M. Wahr, MO Rust, Impained ohjeo recogrition bur
normal =wial behavior and ultrmsonic commumnication in Cofilm] maiant mice,
Fromt; Behav. Neurnscl. 12 (2018) 1-11, higparfdoborg 10 1158, fnbel, 200E
M.
AT, Ferhat, ¥, Torguet, A-8.Le Sound, F. de Choument, J.-C. Olive-Marin,
P, Famre, T, Beurgeron, E By, Recording mouwse ulrrasonks vocalizm o oo evaluse
social commamicnkion, 1. Vie Expc (2008) 3-12 bripec ol g 10,0000 SI0TL
C.J. Burke, TM. Kiska, .M. Pellis, DR Euston, Avaiding escalation fream 'phr L]
aggression ln aduly male ran: the mole af ulrmsomic enlls, Behay, Processes 144
(2017) Ta-B1, bnrpaydod org'§ O 1080 eproe 2007 0601 4
F. Perdman. ILP, Murmm, 1. Bock, K Brrun, M. Leshem, Weaning age, social iso-
Imtian, sl gender, interact i determine adulc explorative and swocial behavior, and
dendritic and spine morphology cortex of rats, Belov, Brain Res 180
2007 ) IP4=-18E, Iabpa: odea g 10,1000/ | by, 200700011,
5. Saigdha, J.C Netll, Efficecy of antipaychotics o peverse pheneyeBdine-induced
social inteaction deficiis in female mts—a preliminary mvestigation, Behav. Brmin

chri oy 10, JGET AT A0 P04, 1 5.4

Il:l:-lru

i Nl sl Sewnees LiiwTT s

54



Publikationen

TM. Hedecker, o ol

1671

&g

73

17l

I73]

Res |BT (2008) 489-494, hiipy://dol org, 10, 100 6/ | iobe. 3007, 100032,
H. Arnkawn, K. Ambawa, T. Deak. Sickness related odor communication sigonals
determinints af secial behavior in me o role foe Infammatory proceses, Harm,
Behaw. 87 (2010} 330-341, hope /ddolorgs] 01k S| phieh. 200000 002,
G Zemig, B.5. Pinheim, Dyodic social indersction inhibits coorine-conditioned
place preference and the assceloted sctivation of the arcumbens corridor, Behay,
Phormsenl. 26 (2015) GA0-584, bivjmc, /el o7 10, 00 TR 0000000000000 17,
F. Wang, J. T, W Zha, ¢ Thang, L Lin, L Hi, Bidieectionzl contral af social
bieranchy by synaptic efficocy in modisl profrosad cortex, Seience 334 (2011)
G93-857, hitgnedod.org ) L1 10 science 209951,
K. Snxenn, J. Webster, A. Hallns-Pons, R, Mackenzie, PA. Spooner, [, Thamsen,
P. Kirdl, & Chiitterfi, PLG.M. Mattis, Experiential contributions bo sl dominines
in n rat mnded of fragile-X syndrome, Proc. B Soc. B Bicl. Sci. 285 (014), hopes
cori oz L0, DO el 2008 (204 20 BO 9.
AS. Garfield, M. Cowbey, FML Snalth, K. Meorwoed, LE. Stewnn-Cox, K. Gilgay,
5, Haker, 1. Xla, JW. Dalley, LI% Husrst, 125, Wilkinsor, AR, Bles, & Ward, Distinet
and behnvicural fumcibons for parental alleles of Impringed Grbi,
Natiars 460 (200117 SI4-538, birpsdol owgs 10, A8 mananeS651,
5 Lenington. Social preferences for panners carrying “goud genes” in wild house
mice, Amim, Behay. 31 (19830 3285353, hiiga dolorg/ 10 D0 RG-SR 47T 2 0N
AHED-5,
A, Wikhr, ML Scaitond, Behaviowrs] metbnds used i orodents models of sutism
specinum diserdens currend stamlards and new devel Behay. Brain Res.
51 (F003) 5=17, Bimper il oo D 0 WL 087 Doy, 2000 70, 00 Dol T

[74]

1751

[7e]

(771

(78]

[}

Befrvnural Brain Ressarch 367 (2019) 35-52

J. Silwesman, M. Yang, €. Lord, )., Crawley, Behavioural phenatyping assays for
mouse madels of potism, Nat, Bev. Meurosci. 11 (B010) 905802 [orps dodarg
FEIS L s B e L
Lv.m:ﬁ.hﬂmtmum%hﬂﬂmﬂimm
Neurchiclogy of rodent sell-grooming and its value for iracslatiosal rearoscience,
Wat, Rev, Kewmscl, 17 (2016} 45-59, hopal/Adodorg 101038, m 201 54,

AS, Lee, 5. fia, AM Aamdhyakshn, JOK Britt, H. De Jens-Corees, K1 Gonznles,
A lee, 5. Moosmang, I' Hofmann, AA Pleper, AJM. Rujndhy.hh, Foebroin
elimanntion of eacnnlc mediatos anwicty-like bebavior in mice, Mol. Pevebiooy 17
(2002) 1084-1088, hrogm:/ Aol org /10,1088, ma 201 L 7L

€. Bebenborger, V. Spechy, A. Welling, 1. Plateer, A. Pieifer, 5. Kithhandner,

1. Srriesandg, M. Khughauer, 1L Peil, T, Holmani, Fanctional embrvorie candio-
myncytes afier disnaption of the L-type alphal © {Cavl. 2} cabcium channel gene in
ihe mouse, J. Biod, Chem. 275 (20000 PO 193-391909, hitpe  daiome 50 1074 Ghe
MOEMGRG T MY,

LB, Becker, B, Prendergast, 1W. Liamg, Female mits are mot msare varinhle than
male i o hesis @l ience studies, Biol. Sex Differ. T (3016 34,
Wyrrper. s Sl g 100 T T HG 1 32030 S-0NRT-5,

4. Srohmaier, M. Amelong. LA Hothorn, 5.H. Witt, V. Mieratschier, D, Gerhiard,
& Meier, & Wiast, J. Frank, A, Loerbroks, M. Rielschel, T, Stilmer, T.G. Scholee, The
pevehiatric valierability gene CACNALC and ity sex-specific relationship with
personality traits, resilience factors and depressive sympioms in the general po-
pulation, Mol. Psychintry 18 (2013) 607=-603, huipe Aduiong 10 1030 mn

SN 250,

55



Publikationen

Erganzendes Material
Supplementary Figure S1
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Supplementary Figure S2
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Supplementary Table 1:Non-parametric tests (KruskaVallis test) of outcomes.

Behavior

Statistics

Posthoc tests

A Total number of 50

H>=12.693, p=0.002

WT&E&WT vs. WT&HET: p=0.032; WT&WT vs. HET&HET:

kHz USV p<0.001; WT&HET vs. HET&HET: p=0.100

Peak amplitude H,=10.365, p=0.006 WT&WT vs. WT&HET: p=0.009; WT&WT vs. HET&HET:
[dB] p=0.009; WT&HET vs. HET&HET: p=0.983

Call duration [ms] H,=1.968, p=0.374 -

Peak frequency H,=1.095, p=0.578 -

[kHz]

Frequency H>=1.306, p=0.520 -

modulation [kHZz]

Socialbehaviors

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

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

WTE&WT vs. WT&HET: p=0.136; WT&WT vs. HET&HET:
p=0.092; WT&HET vs. HET&HET: p0.039

Seltgrooming

H»=11.116, p=0.004

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

Rearing H>=18.07,p<0.001 WTE&WT vs. WT&HET: p=0.033; WT&WT vs. HET&HET:
p<0.001; WT&HET vs. HET&HET: p=0.006
Digging H>=11.495 p=0.0B WT&WT vs. WT&HET: p=0.006; WT&WT vs. HET&HET:

p<0.001; WT&HET vs. HET&HET: p=&/30

Posthoc tests were performed by using Manhitney-U-Tests with BonferroaHolm corrections to control for
multiple testing.
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SUPPLEMENTARY LEGENDS

Supplementary Figure S1:(A) Number of 56kHz 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 meanzSEM.

Supplementary Figure S2: 56kHz USV clusters.Density plots depicting the distribution of
individual 56kHz 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 kiohertz [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 ~908615Q0SV emitted by WT&WT
controls dyds and ~4000 5&Hz USV emitted by female HET&HET dyads.

Supplementary Figure S3: Detailed temporal and acoustic parameter analysis of 61z

USV emitted by WT&WT and HET&HET dyads on test day 2. (A) Peak amplitude and
histogram of peak amplitude (in deel [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 WSV emitted by female WT&WT (black; N=10) and HET&HET (white;
N=10) dyads during direct reciprocal social interact{&50-kHz USV emission during social
behaviors, nossocial behaviors and single behaviors (sniffing, following, social grooming,
physicalcontact, seHgrooming, rearing, and digging) with &Mz USV being presented for
WT&WT (black bar; N=10) and HET&HET (white bar; N=10) dyaBsta are represented as
meantSEM?¥ p<0.050 vs. WT&WT dyads*) p<0.100vs. 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
Cacna1c™ 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 shouid 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
Cacnatc* (white bar, N=18) and Cacnafc** 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 Cacna1c* 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 RisikogenCACNA1Ckonnte durch GWAS mit den wichtigsten neuropsychiatrischen
Stoérungen, d. h. MDD, BPD, ASD und SCZ, in Verbindung gebracht wekdeyes et al.,
2015; Moon et al.,, 2018)Diese Erkrankungen zeichnen sich durch Uberlappende
Symptombereichaus dainsbesondere Defizite der sozialen Funktionsfahigkait affektive
Symptome haufig auftreten. Auf translatiomal&bene konnte zugleich verandertes
Sozialverhalten und Abweichungen des Affektzustandsei verschiedenenCacnalc
Nagetiermodelle gefunden werd@€abir et al., 2017c; Moon et al., 201&udem weisen die
bisherigen Studien a@eschlechtseffekte vdabACNA1Cbzw. Cacnaldin (Dao et al., 2010;

Witt et al., 2014; Braun et al., 2018; Takeuchi et al., 2018; Kisko €2@l9) da weibliche
Individuen starker von Verdnderungen betroffen erscheinen als mannliche Individuen.
Zunachst fasse ich die umfassenden Ergebnissen der Studie [, die einen Einfiemsndérc
Haploinsuffizienz auf das direkte Sozialverhalten vomlted weiblichen Ratten zeigte,
zusammen und vergleiche diese mit den Befunden der bish&mmralcNagetierstudien.
Weiterhin werden die Vorteile der Messungld8z USV und die zeitliche Verknupfurtdieser

Rufe mit unterschiedlichen Verhaltensweisen kantext des sozialen Interaktionsverhaltens
erlautert. Darliber hinausverde ich nethodische Aspekte und Limitationeter Studie |
diskutieren.

Im darauffolgenden Abschnitt nehme ich Bezug auf die adulte hippocampale Neurogenese als
einen moglichegrundlegenderMechanismus in der Atiologie neuropsychiatrischer Stérungen
(Toda et al., 2018da ein negativer Einfluss vabacnalcauf die adulte Neurogenese in den
CacnalcNagetiermodellen bereits gefunden wultiee et al., 2016; Temme et al., 2016;
Volkening et al., 2017; Moon et al., 2018¢h werde die gegenlaufigen Befunde der
unveranderten Neurogenese von adulten weibliCteamalé’” Ratten aus Studie dlusfiihrlich
diskutieren, mogliche Einflussfaktoren auf die AHN aufzeigen und methodische Uberlegungen
zur Messung der Neurogenese einflieRen lassen. Des Weiteren gehe ich auf den Nutzen der
detailliertenmorphologischerntersuchung des Hippocampus und mPFCs aus Studie Il im
Rahmen der translationalen Forschung ein.

Nachfolgend bette ich die Ergebnisse meiner Studien in die allgemeine Forschung ein, um so
die Validitat desCacnalé” Rattenmodells und der weiter&@acnalc Nagetiermodelle zu
diskutieren. Dazu werde ich zuséatzlich die geschlechtsspezifi€dwmral Effekte aufgreifen

und die Wichtigkeit der Untersuchung von weiblichen Individuemenbiomedizinischen
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Forschung erlautern. AbschlieRendrd eine translabnale Einordnung der Ergebnisse
vorgenommenmnd mogliche zukinftige Forschungsvorhadamestelk.

4.1 Studie I: Cacnalcund Sozialverhalten bei weiblichen adulten Ratten

Psychische Gesundheaihd das soziale Funktionsnivesind eng miteinander verbunden und
insbesondere Defizite desozialen Funktionsfahigkeit sind laut DSM5 ein wichtiges
diagnostisches Kriterium flwiele der neuropsychiatrischen Stérungsbild@merican
Psychiatric Association, 2013Zudem sind soziale Defizite bei vielen psychiatrischen
Patienten ausgepragt vorhand&ennedyund Adolphs, 2012; MeyeLindenbergund Tost,
2012) Interessanterweise konnt@ACNALCSNPs mit psychologischen Eigenschaftere
einer verringerten ExtraversiofRoussos et al., 2011)nd einer erhéhten Feindseligkeit
(Takeuchi et al., 2018»owie funktionellen Hirnveranderungen wahrend der Verarbeitung
emotionaler sozialer Reiz@Vang et al., 2011a; Radua et al., 20iBBeziehung gesetzt
werden, was einen direkten Einfluss V&ACNALC auf die soziale Funktionsfahigkeit
nahelegt.

Die Fokussierung auf das direktreziproke soziale Interaktionsverhalten von adulten
Versuchstieren und die Kommunikationttels50-kHz USV bieten einadaquatddglichkeit,

den Einfluss vorCacnalcauf krankheitsrelevante Ph&notypen in Ratten zu untersuchen. Die
Ergebnisse aus Studidiefern Hinweise drauf, dass adulte weiblioBacnald’- Ratten ein
deutlich verringertes Rufverhalten wahrend der direkten sozialen reziproken Interaktion
aufwiesen als weiblich€acnald™ Kontrolltiere Bei Dyaden, die ein€acnalé Ratte
enthielten, konnte eine Reduktion der Emission voki9 USV um bis zu 50 % festgestellt
werden. In Anbetracht dieser Ergebnisse und der Hinweise dafir, d&st&z 30SV an der
Regulation des Sozialverhaltens von Ratten beteiligt 8iddhr, 2018) werde ichdaher
zunéachst die Resultate der umfassenden behavioraldysa@naler Studie | aufgreifen.

In Studie | wurden zwei unterschiedliche Ebenen gewéhlt, um den EinflussGzinealc
Haploinsuffizienzauf soziale und nichsoziale Verhaltensweisen von adulten weiblichen
Rattenzu evaluieren. Durch die Betrachtung demadigchen Ebene konnte das Verhalten
zwischen den unterschiedlichen Gruppenzusammensetzungen bezlglich des Gdnbtyps
genotpygleiche odegenotpygemisclie Dyadenuntersucht werden. Ein Vorteil der Studie |
liegt auRerdem darin begrindedass auchgenotypgemischte Dyaden, bestehend aus
Cacnalé” Ratten undCacnalé™ Kontrolltiere, untersucht wurden, da in den bisherigen
Ansatzen zum juvenilen Spielverhalten@acnaldRrattenmodell lediglich die Effekte auf das

Verhalten in Zweiergruppen des gleathGenotyps untersucht wurd@lisko et al., 2018,
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2019) So konntenin Studie Imogliche Interaktionseffekte zwischen den beiden Genotypen
dargestellt werden. Zudembestand so die Maoglichkeiauf einer weiteren Ebene das
individuelle Verhalterbeider Versuchstiereiner genotygemischten Dyaderu analysieren

um subtilere Verhaltengranderungen herauszuarbeiten

In Bezug auf Sozialverhalten konnte trotz der beutetenden Rolle v&RBAWMSYV an der
Regulation von Sozialverhaltg€lvohr, 2018)nur ein leichter Einfluss des Genotyps auf das
allgemeine Sozialverhalten wahrend der dyadischen Interaktion von adulten weiblichen
Cacnald’- undCacnaléd’* Rattenfestgestellt werden. Zunachst konnte auf dyadischer Ebene
ein vergleichbares Niveau an unterschiedlichen sozialen VerhaltensywgiseRiech@ am
Partner oder gegenseitige Felggfe gemesserwerden.Es zeigte sichjedoch dass reine
Cacnald” Dyaden mehr passiven Korperkontakiufbauten als reine Cacnald’
Kontrolldyaden.Vergleichbare Effekte eines erhdhten Korperkontakts wurden wéahrend des
juvenilen Spielkampfes in mannliche@acnald” Dyaden gefunden (Theresa Kisko,
unveroffentlichen Dat®. Passenderweise zeigten Kabitzke ef24118) dass Cdl..2 TSMause

ein normales Niveau an Sozialverhaltfwiesen, aber deutliamehr Zeit in unmittelbarer
Néhe zueinander verbrachten als Wildtypkontiexg was mit den Ergebnissen aus Studie |
UbereinstimmtDa vermutet wird, dass die lbanendste Komponentger direkten sozialen
Interaktion die direkt®eriuhrung istKummer et al., 201), konntedieseserhthte Aufsuchen

von Korperkontakt deCacnald~ Ratten als Versuch gedeutet werden, ihren reduzierten
affektiven Zustand, angezeigt durch die verringert&39 USV Emission, zu verbessern.

Bei Betrachtung der zweiten individuall&bene, dh. in genotypgemischten Dyaden, fiel auf,
dassCacnald Ratten deutlich weniger Zeit mit dem Beriechen @acnald™ Ratten
verbrachten als umgekehiRiechverhaltespielt als eine der haufigsten Verhaltensweisen eine
Schlusselrolle im komplexeverhaltensrepertoire der Rattfeerdman et al., 2007; Snigdhad

Neill, 2008) da Ratten Uber olfaktische Hinweisreize wichtige Informationen Uber eines
Interaktionspartners, B. den Gesundheitsstatus des Artgenos¢@rnskawa et al., 2010)
gewinnen koénnen. Interessanterweise bericiitamillion et al. (2017) dass ein Knockout der
CacnalcExpression im Mc von mannlichen M&ausen zu einem verringerten Riechverhalten
im weiblichen UrinRiechtest( e n g | . AFemal e uri neCSORfihitd. i ng
Der FUST wird zur Messung von Anhedonie bzw. des affektiven Zustandes von Nagetieren
verwendet und ist hoch mit der Emission von USV und der Ausschittung von Dopamin im
NAc korreliert(Malkesman et al., 2010paraus kann geschlossen werden, dass auch tber das
Riechenindirekt der affektive Zustand der Versuchstiere erhoben werden kann und die

Redukti;m des Riechenverhaltens d€acnalé” Ratten in Studie lebenfalls auf einen
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reduzierten positiveAffektzustandhinweist, was im Einklang mit der verringerten Anzahl an
50-kHz USV steht.

Besondersausgepragté&senotypéfekte kamenin Studie | nach Analyséer nichtsozialen
Verhaltensweisezum Vorschein, da adulte weiblici@acnald’- Ratten deutlich langer ihr
eigenes Fells putzen alSacnalé” Kontrolltiere. Im Bereich der translationalen ASD
Forschung wirdintensive Fellpflege h&ufig verwendet, um stereotype und repetitive
Verhaltensmuster von Nagetieren zu untersu¢iédhr und Scattoni, 2013)Somit konnte in
Studie | erstmalig ein autismuslevantePhanotyp bei adulten weiblich€acnald’- Ratten
nachgewiesen werden. Im Konstrast daaude bei juvenilenmannlichen und weiblichen
Cacnald Ratten undKontrolltierenkeine Unterschiedim derFellpflegeund anderen nicht
sozialenVerhaltensweisen festgestellt werd#isko et al., 2018, 2019Auch beiCacnald
Méausen und der€a /1.2 TSMausmodellwurdenkeine Stereotypien festgestellt, welche per
Fellpflege (Lee et al., 2012; Kabitzke et al., 201&)d Murmelvergraben( e n g | . AMar b
b ur y;Bader Bt al., 2011gemessen wurdeisist daher zu vermutenlass ASBahnliche
Verhaltensmuster erst in der spateren EntwicklungGiamald’™ Ratten auffallig werden,
wobei die Wichtigkeit der Evaluation des ASikklevanten Verhaltens in einesoziale
Kontexthervorzuhebn ist, da beispielsweigungur et al(2016)im Shank Mausmodell fur
Autismus zeigten, & wichtig ein sozialer Kontext zur Messung eines autismusahnlichen
Phanotypgist.

Darlber hinauseigte sich durch das messwiederholte Versuchsdesign der Studie |, dass
Cacnaléd” Ratten ihr Sozialverhaltebasierend auf dem Genotyp j@seiligenArtgenossens

in einer DyadeverandertenwahrendCacnald’™ Kontrolltieredie gleichen Verhaltensmuster
unabhangig vom Genotyp des PartrimibehieltenBemerkenswerterweise zeigt€acnald’

Ratten ein gesteigdges Sozialerhalten, wenn sie mit einem Partngleichen Genotpys
interagierten, wahrend siiesesVerhalten reduzierten, wenn sie mit @i@acnald’* Rattein
Kontakt kamen was aufeine Praferenzler Cacnald~ Ratten fiir Partnedes gleichen
Genotypshinweist Dass Nagetiere den Genotyp anderer Tiere wahrnehmen, wurde bereits in
einem frihen Experiment gezeigtobei dieser Effekte im Kontext der Paarung untersucht
wurde (Lenington, 1983) Studiel liefert Hinweise darauf, dass im gleichgeschlechtlichen
Kontakt diese Unterscheidung ebenfalls eine Rolle spielte und durchCaomalc
Haploinsuffizienz beeinflusst wurde.

Da Ratten in Gruppen leben und soziale Hierarchigbauenwird deretablierteR6hrentest
(engl . ATube test ) z wanNadeiidren eisgesetdtindreyetadl.e r Hi e
1961) Studien bestétigten, dass der genetische HintergrunBaten und Mausetie soziale
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Dominanz beeiflussen kanrfGarfield et al., 2011; Wang et al., 2011b; Saxena et al., 2018)
Die Ergebnissaler Studie | unter Verwendung des Rohrentests lieferten erste Hindesse
adulte weiblicheCacnal¢’- Rattennach sozialer Interaktiodominanter sind al€acnalé
Kontrolltiere Diese Dominanz wurde nicht Gber eine gesteigerte Aggression vermittelt, da in
Studie | kein aggressives Verhalten gefunden wurdgbereinstimmung mit degesteigerten
Dominanz wurde bejuvenilen weiblichen Cacnald- Rattenim Vergleich zuCacnald'™
Kontrolltiere wahrend des Spielkampfes ein gesteigef®sningi Ver hal t en be o
(Kisko et al., 2019)was ebenfalls als Zeichen von erhéhter Dominaz geweeetenkann
Basierend auf diesen Ergebnisskann daher geschlussfolgert werdetassvor allem
weiblicheCacnald’- Raten sozial dominanter sind al@iblicheCacnalé’™ Kontrolltiere

Im Gegensatz zu den vergleichsweise leichten Veranderungen der sozidiatievisweisen
wurde in Studie bei adulten weibliche@acnald’” Ratten eine stark verringerte Emission der
50-kHz USV im Vergleich zu weibliche€acnald™ Kontrolltieren wahrend der sozialen
Interaktion gemessen. Um diese Unterschiede ausfuhdichergriinden, wurden die
50-kHz USV in Studie | detailliert analysiemjas in diesem Umfang meines Wissens erstmalig
fur ein genetisches Rattenmodell geleistet wurde. Dabei wurden nicht nur die Anzahl der
50-kHz USV und diverse akustische Parameter analysiert, sondern -#idz30SV auch
hinsichtlich ihrer Subtypen klassiiezt. Zudem erfolgte einéetaillierte zeitliche Analyse
mittels hochauflosender Ethogrammen neue Erkenntnisse tber die zeitliche Synchronisation
einzelner Komponenten des VerhaltensrepertoiresdendEmission von 5&kHz USV von
Rattenzu gewinnen

Zunachst konnte in Dyaden, die ei@acnald’” Ratte enthielten, eine markante Reduktion der
Emission von 5&kHz USV um bis zu 50 % festgestellt werden, was in Einklang miageiori
formulierten Hypothesen steht. Durch das messwiederholte Vorgehen dieri&onnte diese
Reduktiondurchgangigan beiden Testtagen beobachtegrden,wasals interne Replikation

der Ergebnisse zu werten ist und die Stabilitdt des Effekts bdtam zweiten Testtag jeweils
eine neu zusammengesetzte Dyade gemessen.vdieddetaillierten Analysen der akustischen
Parameter der 5kHz USV ergaben, daske Lautstarke deb0-kHz USV, die von Dyademit
mindestenseiner Cacnalé” Ratte emittiert wurdestark verringert war, wahrend weitere
Parameterwie Rufdauer, Spitzenfrequenz und Frequenzmodulation nicht vom Genotyp
beeinflusst wurden.

Die reduzierteEmission von 5&kHz USV bei erwachsenen weiblich€acnald’- Rattensteht

zum Teilim Widerspruchmit vorangegange&rgebnissevon weiblichenCacnak'- Ratten

in friheren Entwicklungsstufen. Bei juvenilen Weibchesr die CacnalcHaploinsuffizienz
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zwar mit einem gesteigerten Spielverhalteassoziiert dennoch hatteder Genotyp der
Versuchstierdei allgemeiner Betrachturigeinen Einfluss auf diE&misson von50-kHz USV

(Kisko et al.,2019) Setzt man aber die Anzahl der-EAz USV in Verhaltnis zur Dauer des
gezeigten Spielverhaltens, so war auch die Emission dads@SV von juvenilenweiblichen
Cacnald" Ratten verringert.

Ein vergleichbare#luster, wie in Studiel berichtetwurdehingegerbeijuvenilenmannlichen
Rattengefunden, dalie 50kHz USV Emission wahrend deSpielverhaltenson méannlichen
Cacnald- Ratten signifikant reduziert war, wahrend diese Reduktion nicht mikiner
Veranderungedes Spelverhaltens einhergin@Kisko et al., 208). Interessanterweise scheint

die Reduktion der Lautstarke der-kBz USV in Studie | Uber die gesamte Entwicklung der
Tiere aufzutreten, da auch wéahrend des Spielverhaltens von juvenilen mannlichen Ratten eine
Reduktion der Amplitude b&acnalé- Dyadengemessen wurdgisko et al., 2018)

Die Veranderungen der 8Hz USV wurden hingegen nicht von einer abweichenden Anzahl
an 22kHz USVim Zugeder sozialen lteraktion in Studie | begleitet. D&ufverhalten aller
Dyaden wurde ebenfalls detailliert beziglichik2z USV ausgewertet. Dieser Ruftyp konnte
aber lediglich in einer Dyade und nur in einstellig@izahl festgestellt werderDaraus kann
geschlussfolgert werden, dass die direkte soziale Interaktion mit einem unbekannten Tier fur
adulte weibliche Cacnald~ Ratten und Cacnald™ Kontrolltiere nicht aversiv bzw.
angstbesetavar (Wohr und Schwarting, 2010b)

Die 50-kHz USV wurden dartber hinadsnsichtlich ihrer spektrographischen Eigensatraft
untersucht und basierend auf dem VorgehenRereira et al(2014)denvier verschiedenen
50-kHz USV Ruftypenzugeadnet. Nach Klassifikation der 8Hz USV erfolgte aul3erdem

eine ausfiuhrliche Analyse verschiedener akustischer Parameter der Ruftypen. In vorherigen
Studien wurden bereits unterschiedliche Klassifiketansatze zur Einordnung von
50-kHz USV Ruftypen verwendet und auch akustische Analysen dieser durchgBifirgdorf

et al., 2008; Wright et al., 201,()llerdings wurden diese Ansatze in Studie | deutlich erweitert
und bieten somit einen hohen Neuheitsgrad, da néisersenakustischen Variablen auch der
Genotyp der Versuchstiere berlcksichtig wurde.

In Bezug auf die Funktion der Ruftypen wurden bereits sakeedliche Annahmen getroffen.
Eswird angenommen, dass FM-&Blz USV mit positiven Affekt, appetitiven Verhalten ud
Belohnung assoziiert sin@Burgdorf et al., 2011) w2& hr end der AFl at i
Wiederherstellung von Sozialkontakt und der Vermeidung von Aggressivon hoher
Relevanz is{wohr et al., 2008; Wright et al., 2010; Burke et al., 2017)

96



Diskussion

Im Kontrast zu dem ausgejgten Genotypeffekt auf die Anzahl der-l89z USV konnte in

Studiel unabhangig vom Genotyip allen experimentellen Dyaderasl gleiche prozentuale
Verhal tnis an AB&gndAMiix suftypeniespyéstelltwdrden,ialich Wenn
natiirlich eine afolute Reduktion jeden Subtypshiyaden, dieCacnalé’~ Rattenenthielten,

zu verzeichnen wabies stimmt nur zum Teil mit den Ergebnissen der Analysen der Rufypen
von Kisko et al.(2018)Uberein, da die Autorewéhrend des Spiels von juvenilen mannlichen
Ratten ein verandert@®sofil der Subtypen feststellteEs zeigte sich, dassden z ah|l an AF|
undA Mi x Sublitypenin Cacnalé- Dyadenreduziert warInteressanterweise berichten die
Autoren, dass trotz eer veranderten 5kHz USV Emission das Spielverhalten nicht verandert

war, was im Einklang miden nur geringen Veranderudgs Sozialverhaltens in Studie | steht.

In Anbetracht der Hypothese, dass-Kz USV eine wichtige kommunikative Funktion
einnehma und Subtypen mit unterschiedlichen Verhaltensweisen assoziiert sind: (siehe
Kapitel 1.2.2.2.2), ware auch in Studie | eine Verschiebung des Profils zu erwarten gewesen,
welchenicht festgestellt werden konnte. Interessanterweise ging die absolute Redid«ti
Gesamtanzahl der Ruf e, al so auchnadgessiveAF | at f
Verhalten in den experimentellen Dyaden @écnalé Ratten einher, obwohl del F | at fi
Subtyp einavichtige Rolle bei der Vermeidung von Aggressionen zugesdian wird(Burke

et al., 2017) Die reine Redktion der 56kHz USV Emission ohne Verschiebung des
prozentualen Verhaltnisses der Subtypen starkt die Hypothese, dass mitkdén B8V der

affektive Zustand der Versuchstiere abgebildet wird (sié&tapitel 1.2.2.2.1) und in dem
Kontext der weiblichersozialen Interaktion 5&@Hz USV eine eher geringere tkonunikative

Funktion einnehmen.

Wie in Studie | gezeigt, waren die h2ufigste
Rufe konnte vergleichweise h2ufig gqwfinunden
geringer Anzahl verzeichnet wurde. Ein @hnliches Verhaltnis der Ruftpgeabenfalls bei
juvenilen mannlichenCacnaléd~ Ratten undCacnalé™ Kontrollentieren zu beobachten

(Kisko et al., 2018) Diese Verteilung der Ruftypen konnte ein allgemeines Muster Uber
unterschiedliche Entwidkngsstadien und Zuchtlinien hinweg abbilden, da auch Wright et al.
(2010) wahrend der direkten sozialen Interaktion von L-&wgns Ratten hohe Anteile an

AFl atiA und ATrill A Rufe maCen.

Da sich in Studie | nicht nur digisuellen Eigenschaften, sondern auch dkastischen
Parameteder Ruftypersignifikant voreinandeunterschieden und die Kriterien vBereira et

al. (2014) wiederholt erfolgreich angewendet wurd@N6hr et al., 2015; Engelhardt et al.,
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2017; Kisko et al., 2018, 2019%prechen diese Befundér die Validitat dergewéahlten
Kategoriemnzahlzur Einteilung der 5&Hz USV Ruftypen

Um die Funktion der 58Hz USV weiter zu ergriinden, wurde in Studie | auf eine zeitliche
Synchronisation von Verhalten und -EBz USV mittels hochauflésender Ethogramme
zuruckgegriffen. Dieses Vorgehen erlaubt eine direkte Verknupfung deH50JSV einer
Dyade mit den individuellen Verhaltensweisen, die jede Ratte der Dyade zum Zeitpunkt der
Emission zeigt. In Studie | wurde ein Grof3teil d&sO-kHz USV wahrend des soziale
Verhaltens emittiertwas im Einklang mivorherigenMaus und Rattenstudien stefierhat et

al., 2016; Burke et al., 2018; Kisko et al., 2018; Sungur et al., 2B%&eigte sich auRerdem,
dass der Effie derCacnaldHaploinsuffizienz auf die 58Hz USV Emission sowohl wahrend
des sozialen als auch nietizialen Verhaltens offenkundig waren. Ausgepragtere Effekte des
CacnalcGenotyps wurdenedoch auf die Anzahl der 8Hz USV wahrend nichsozialer
Verhaltensweisen beobachtet, da Dyaden @sicnald” Ratten eineduRerstpragnante
Reduktion der 5&Hz USVwahrend dieser Verhaltensweisanfwiesen.

In Hinblick darauf, dass direkte kérperliche Beriihrung eine der belohnendsten Komponenten
der sozialen Interaktion igKummer et al., 2011)nd reineCacnalé" Dyaden signifikant
mehr Korperkontakt in Studie | suchtgagdocheine vergleichbare Anzahl an &6z USV
wahrend dieses Vealtens emittierten, kann vermutet werden, digserhohte Korperkontakt

der Cacnalé Ratten nur zu einer geringen Verbesseruninres reduzierten positiven
affektivenZustandseitragen konntewas fir die Stabilitat dieses Zustands sprikheinem
ahnlichen experimentellen Ansatz verknipften Ferhat é2@16)spezifisches Sozialverhalten
und USV imShank2Vlausmodell fir ASD und zeigten so, dass weibli&iank2Knockout
Mause beim korperlichen Kontakt mit einem Wildtyptier weniger USV ausstiel3en als
Wildtypkontrollen, was ebenfalls auf eineverédndete affektive Komponente des
Kdrperkontaks in diesemASD-Mausmodell hinweist

Zusammengefasst zeigte diasfuhrlichezeitliche AnalyseausStudie | dass die Anzahl der
50-kHz USV bei Dyaden, die mindestens eidacnalé’” Ratten enthielteryvahrend nicht
sozialer und abgeschwachtwéahrend sozialer Verhaltensweisen im VergleiclCaecnald’™
Kontrolldyaden verringert war, was im Kontext der zwei Hypothesefunktion der 5¢kHz

USV ebenfallsdiskutiert werden sol(siehe: Kapitel 1.2.2.2Die vorliegenden Befunde der
reduzierten 5&Hz USV Emission in Dyaden mi€acnald’- Ratten stiitzen die zweite
Annahme, da die verringerte Anzahl anl8@z USV nur mit leichten Abweichungen des

Sozialverhaltes einherging Daher zeigt diesdkeduktionvor allem die Annahmeneing
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genotypabhangige Verdnderung des positiven affektiven Zustands wahrend der sozialen
Interaktion vonCacnalé’- Rattenim Vergleich zuCacnalé* Kontrolltierenan.

Im Allgemeinen wirddie zweite Hypothesdadurchgestitzt dass 5ékHz USV bei Ratten
durchangenehm&ituationenwie Paarunginnerartliches Spiel und die Injektion v&iMPH,
hervorgerufen werden konnéhhomasund Barfield, 1985; Burgdorf et al., 2001; Lukasad
Wohr, 2015; Engelhardt et al., 201und aversive Stimuli die Emission von-gBz USV
blockieren(IshiyamaundBrecht, 2016)Dartber hinaus verabreichen sich Ratte&H2 USV
ahnlich wie Drogen selbgBurgdorf et al., 2008)Generell ist ds Zusammentreffen mit einem
Artgenossen fir Ratten sehr appetitiv, dakblz USV insbesondere wahrend der sozialen
Interaktion auftreteifWohr, 2018) Durch die Verwendung deokditionierten Platzpraferenz

(e n g | anditioh@l place preferente )CViRURle eine hohe Praferenz fir dyadisch
Interaktion bei Ratten nachgewiesgernig und Pinheiro, 2015)die einen vergleichbaren
Anreizwert wie Kokain zu haben sche{itummer et al., 2014)

Auf neurobiologischer Ebene besteht ein Zusammenhang zwischieiHz50SV und der
Aktivitat desdopaminergemesolimbischen SysteniBrudzynski, 2013)dessen Dysfuktion

mit vielen neuropsychirischen Stérungen in Verbindung gebracht wi{mie Ubersicht siehe:
Dichter et al., 2012)Nach derPrasentation von appetitiven-58lz USV kommt es zweing
erhohta Aktivitat im NAc (Sadananda et al., 2008; Pultorak et al., 20d4) eine Kernstruktur
des mesolimbischen Systems Bes Weiteren kann eimgestegierteDopaminausschittung im
NAc des Empfangerim Reaktion auf 5(&kHz USV Playback aufgezeichnet werd&illuhn

et al., 2014)Auch wird Dopamin wahrend der Emission vonrkbsfz USV beim rufenden Tier
ausgeschuttgiPankseppund Burgdorf, 2000; Burgdorf et al., 200dphd die Emission kann
durchdopaninerge Substanzewie AMPH und Kokaingesteigert werdefBarker et al., 2010;
Natuschund Schwarting, 2010; Pereira et al., 2014; Rippberger et al., 2015; Engelhardt et al.,
2017) In Einklang mit diesem Zusammenhang gibt es Hinweise daraufCdassiL Einfluss
auf das mesolimbische Dopaminsystem nimmt, wodurch Veranderungen des affektive
Zustandes der Versuchstiere erklart werdémke Bei weiblichenCacnale’- Mauser konnte
einerobusteAbschwéachungler AMPHinduzierten Hyperlokomotion gefunden werd@&ao

et al., 2010) was darauf hindeutet, dadge CacnalcHaploinsuffizienz Verhaltesweisen
welche Uber das mesolimbische Dopaminsystem gesteeeden verandertGestiutzt wird
dieser Befund durcierrillion et al. (2017a) die ebenfalls beCacnaléd~ Mause eine
verringerte Hyperlokomotion nach Injektion von AMPH, Kokain u@BR-12909 einem
selektiven DopaminWiederaufnahmehemmerim Vergleich zu Cacnald’* MA&usa

nachwiesen. Zusatzlich zeigten die Autoren mitteyklische Voltammetrie dass die

99



Diskussion

Verabrechung von GBR129089u einerreduzierterextrazellularen Dopamimzentrationen

bei Cacnald~ Mausen filhrte und schluRfolgerten, dasSacnalc insbesondere die
dopaminerge Funktion derrgsynaptische Endigunbeeinflusst.Durch Ziichtungsansatze
konnte aufgezeigten werdewlass Ratten, die spezifisch flr eine geringe Emission von
50-kHz USV geziichtet wurden, neben einem abweichenden Sozialverhalten vor allem eine
veranderteCacnalcGenexpression im NAc aufwies¢hloskal et al., 2011; Burgdorf et al.,
2013) was den Zusammenhang zwiscli@atnalound demmesolimbschen Dopaminsystem
verdeutlicht.

Zusammenfassend konnte in Studie | erstmalig nachgewiesen werden, daSaaiagc
Haploinsuffizienz bei adulten weiblichen Ratten zu einer Reduzierung der Anzahl von
50-kHz-USV wahrend der direkten reziproken sozialenetaktion fuhrte.Die soziale
Verhaltensweisenwaren hingegennur vergleichsweise schwach durch den Genotyp
beeinflusst. Die Reduktion der &1z USV Emission zeigte siclorallemwéahrend Rattem
sozialen und vor allem niclsbzialen Verhaltensweisenvolviert waren Die Ergebnisse
deuten daher auf einen reduzierten positiven affektiven Zustand der weibGelceald”
Ratten im Vergleich z«€acnalé™* Kontrolltieren in einem sozialen Kontext hin, wobei der
veranderte Affekt nicht direkt mit dem Sakierhalten der Tier verknupft itusatzlichfanden

sich in Studie Belege fiir ein erhdhtes repetitives Verhalten bei weiblicernald’ - Ratten

was fir behaviorale Veranderungen mit Relevanz auA8ie spricht

Bisher wurde nur in wenigen StudierrcEinfluss vonCacnalcauf das Sozialverhalten von
Mé&usen untersucht. Die meisten dieser Studien griffen auf die DreikaBoré&ilverman et

al., 2010)zur Messung der Soziabiltat zurlick, was mit diversen Nachteifdrergehtda die
direkte reziproke soziale Interaktion so nicht unterswarden kannWeiterhin besteht ein
Nachteil darindassin diesen Studien fast ausschlief3lich adulte mannlichen Maeserendet
wurden(Bader et al., 2011; Kabir et al., ZIa; Terrillion et al., 2017b; Dedic et al., 2018;
Kabitzke et al., 2018)Ein regionsspezifisdr Knockoutvon Cacnalcim Vorderhin von
adulten mannlich@ Mausen war mit einer zeitlich verringerten sozialen Annéherung assoziiert
(Kabir et al., 2017a; Dedic et al., 201&uch war die Soziabilitat nach der Reduktion der
CacmalcExpression im PFC von Mausen verringgtabir et al., 2017a)Eine Verringerung

der CacnalcExpression im NAc war nur mit einervermindertensozialen Interaktionszeit
verknupft, wenn die Versuchsmause zuvor S&fuhrer(Terrillion et al., 2017h)Das Cal.2

TS Mausmodell zeigte nur iginer verlangerten Version des DreikamiBeix-Tests soziale
Defizite auf (Bader et al., 2011)a in der Standardversion k&rabweichende Soziablitat

gemessen wurd@ader et al., 2011; Kabitzke et al., 201B)eressanterweise wurden in den
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Studien, die auCacnalé” Mause zuriickgriffen, keine Veranderungen des Sozialverhaltens
festgestellt(Bader et al., 2011; Dedic et al., 2018)as im Einklang mit den geringen
Veranderungen des Sozialverhaltens der weiblicamalc”- Rattenin Studiel steht.

Beziglich affektiver Zustdnde konnte b@acnald- Mausen ein erhéhteangstahnlicher
Phéanotyp bei weiblichefDao et al., 2010; Lee et al., 2012)d mannlichelCacnalé’- Mausen
gefunden werderiBader et al., 2011; Leet al., 2012) Auch ein Knockout vorCacnalc
spezifisch im Vorderhirn und im PFC ging mit einer gesteigerten Angstlichkeit der
Versuchstiere einhéLee et al., 2012)m Gegensatz dazu konnte be&a 1.2 TS Mausmodell
keine Veranderung der Angstsverhaltens gefunden wéBideter et al., 2011Pie weiblichen
Cacnalé’ Ratten aus Studie | wiesewarin einer vorangegangen EPM Untersuist) (eigene
unpublizierte Daten) einegeringfiigig erhdhten Angstphanotyp verglichen @acnalé’”
Tieren auf, dennoch kann davon ausgegangen werden, dass die behavioralen Veranderungen
aus Studie | nicht durch einen erhéhten Angstphanotyp verursachtnwEidediese Annahme
spricht, dass die Emission von-RRiz USV beiCacnalé’” Ratten nicht erhéht und auch das
allgemeine Aktivitatsniveau nicht auffallig verringert war

Driber hinausberichtenmehrereunabhangigeStudien einen antidepressiven Phéanotgp b
Cacnald- Mausen(Dao et al., 2010; Bavley et al., 2017; Kabir et 2017b; Dedic et al.,
2018) Auch ein Knockout vornCacnalcspezifisch im adulten PFXabir et al., 2017bund

in glutamatergemeuronen des Vorderhirns wahrend der Entwicki(idedic et al., 2018yon
Mausenist mit einemvergleichbare antidepressive Phanotypassoziiert Bezlglich des
Cacnalc”- Rattenmodell$iegen hingegen Hinweise vatassadulteCacnalé” Rattenkeinen
antidepressiven Phétyp (eigene unpublizierte Daten), sondern sogar einen erhdhten
depressiverPhanotyp (Annuska Berzjnpublizierte Datenaufweisen.Im Einklang damit
stehen die Befunde des reduzierten affektiven Zustand€aomalé” Rattenaus Studié.

Somit lasst sich ein Einfluss voBacnalcauf den affektiven Zustand von Nagetieren
feststellen, was durch Studie | mit Hinweisen auf einen \ggrien positiven affektiven
Zustand bedingt durch di€acnalcHaploinsuffizienzerweitert wurde In Anbetracht der
vergleichsweise subtilen Veranderung des Sozialverhaltens der weillelceal¢’- Ratten,

ist die Wichtigkeit der Messung déf-kHz USV Emission in der translationalen Forschung
besonders zbetonen da ohne die Messung des Rufverhaltens die GenotypeHekiden
affektiven Zustandhur bedinghatten aufgedeckt werden kénnen
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4.1.1 Studie I: Methodische Aspekte und Limitationen

Die in Studie Iverwendetd echniklassteineverlasslicheAufzeichnung der USV beider Tiere
einer Dyade zuwas gleichzeitigeinen Nachteil darstellenkann, weil so nicht direkt das
individuelle Rufverhalten eines Tieres gemessen vida.aber in Studie | gezeigverden
konnte, dassauch in genotypgemischten Dyade eine Reduktion der 5RHz USV im
Vergleich zu einer reineWildtypdyade vorliegt, kann daraundirekt geschlossen werden,
dassdas jeweiligeCacnald’ Tier dieser Dyadevenigervokalisiere. Nichtsdestotrotz wére in
Zukunft eine individuelle Detektion der 8@z USV in Gruppen von Tieren winschenswert.
Ein Losungsansatz ist die Verwendung von mehreren Mikrofonen in Kombination mit
Videoaufzeichnungen, wie es beispielsweise dittebkman et al(2017) beschrieben wird,

um den Ort der Emissionsquelle zu messen. Durch dieses Vorgehen kénnte auch die zeitliche
Synchronisation von Verhalten und USV in Nagetiermodellen, wie in Studie | und weiteren
Ansatzen gezeidfFerhat et al., 2016; Kisko et al., 2018)eiter verbessert werden, da dieser
Ansatz ebenfalls der oben genannten Limitation unterliegt.

Darlber hinaukdnnte in zukinftigen Studiemre zeitliche Verknupfung der vier &Hz USV
Ruftypenmit verschiedenen sozialérerhaltensweisen, wie es Kisko et g018)erstmalig

beim Spielverhalten juveniler Ratten durchgefuhrt hakergenommen werden, umeitere
Einblicke in die Funktion der 5kHz USV bea adulten Ratten zliefern. Die zeitlich sehr
aufwendige Auswertung deRuftypen konnte in Zukunft durch die Verwendung von
automatisierten Analysamssatzen die auf maschinellem Lernens basierdsiehe
beispielsweiseCoffey et al., 2019)deutlich vereinfacht und beschleunigt werdenli&gen

sich Klassifikationsansatzékonomisch auf vorhandene Datensatze anwenden und die
Realiabilitat und Validitat verschiedeng®-kHz USV Subtypen Uberprifen.

Des Weiteren konnten in zukunftigen Studien der Einflus€denalcHaploinsuffizienz auf

das Sozialverhalten von adulten mannlichen édatund im zwischengeschlechtlichen
Sozialkontakt untersucht werden, um die bestehenden geschlechtsspezifischen Effekte, die im
juvenilen Alter berichtet werder(Kisko et al., 2019) auch in spéateren Altersstufen
nachzuweisen.

In Anbetracht dePraferenzder Cacnald’” Ratten fiir Parter des gleichen Genotyps bieten
sich zudem zukunftige Playbastidien unter Verwendung von #®Hz USV Rufmaterial, das

von Cacnald oderCacnald’* Ratten stammt, an, um diese Praferenz zu validieren. Bei den
bisher durchgefiihrten Playback Studien arepilen Cacnald~ Ratten, die ein verringertes
Annaherungsverhalten in diesem Paradigma zei(fésko et al., 2018, 2019)wurde als
Stimulusmaterial 5&Hz USV verwendetwelche von adulten méannlichen Wist&atten
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stammen (Seffer et al., 2014)Ein Variation de aufgenommen 58Hz USV hinsichtlich
Faktoren wie Genotyp, Geschlecht oder Ziichtungsstamm kbmrggvolle Erkentnisse im
Kontext des Kommunikationsverhaltens von Ratten lief@hfohr et al., 2016)und die

Préaferenz de€acnald’” Ratten fur Tiere degleichen Genotyps untermauern.

4.2 Studie Il: Cacnalcund adulte hippocampale Neurogenesiei Ratten

Die Ursachen debehavioralenVeranderungen in Folge ein€acnalcHaploinsuffizienz bei
Nagetierensind weitgehend unerforscht. Wi€abir et al.(2016) in ihrer Ubersichtsarbeit
ausfuhren, konnte eine Dysregulatiodes PFGAmygdalaHippocampus Netverkes
ausschlagebend sein, da eine StordiegesSystemsals pathophysiologischélechanismus

bei der Entstehung neuropsychiatriscBekrankungerangenommemvird (Erk et al., 2014b)

Um dieses Systeimei Cacnalé”” Ratten genauer zu beleuchten, wurden in Studie 1l insgesamt
zwei Untersuchungen vorgenommen. In Untersughiiwurde dieNeurogenese im adulten
Hippocampudokussierf wahrend in UntersuchungHrnanatomische Analysen durchgefihrt
wurden.

Zur Dysregulation des erwéhnten Netzwark@nnte eineverandertéAHN beitragen, da diese
bereits mit vielen kranheitsrelenten Phanotypeassoziiertwurde (Kabir et al., 2017cund

eine direkte Verbindum der hippocampalen Neurogenese zum Sozialverhalten besteht
(Holmes, 2016; Anacker et al., 201B)e AHN als mehrstufiger Prozess ist ein Zusammenspiel
aus Proliferation und Zelliberleben ger Nervenzellen(Kuhn et al., 2018)und
vorangegangene Studien konnten in der Tat einegativen Einfluss von Cacnalc
Veranderungerauf die unterschiedlichen Stufen der AHN @GacnalcNagetiermodellen
nachweisenzur Ubersicht siehévloon et al., 2018). Auch in Anbetracht der stark reduzierten
50-kHz USV Emission der weiblicheBacnalé” Ratten aus Studie | und des Zusammenspiels
von USV und der Proliferation im adulten Hippocampi®dhr et al., 20090t sich die
Untersuchung der AHN bei adulten weiblichgbacnalé” Ratten und Cacnald’*
Kontrolltieren in Studie Il an.

Um den kompéxen Prozess der AHN differenzierter zu betrachten, wiardatersuchung 1

eine Variation des Perfusionszeitpunktes nach der Injektion des exogenen Markers BrdU
durchgefuhrt, umsowohl proliferative Vorgangeals auchReifung und Uberleben von
Nervenezllen zu erfassen. Neben einer immunhistochemische Farbung der" Erllén
wurden zwei weitere endogenen Zellmarker,hd.Ki-67 und NeuN, verwendet, um den
neuronalen Phénotyp der neu entstandenen Zellen zu verschiedenen Entwicklungszeitpunkten

im DG des Hippcampus durch eine dreifache Fluoreszenzfarbung abzusidharch die
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Verwendung zweier Perfusionszeitpunkte sollte zudem eine Validierung der Erhebung der
AHN durch BrdU erreicht werden, daim zweiten Perfusionszeitpunkt eine Reduktion der
BrdU* Zellen erwartetwurde (Pieper et al., 2010)Diese Verringerung voBrdU* Zellen
konnte inUntersuchung Testgestellt werden, wadie Validitat des gewéhlten Vorgehens
bestatigte.

Im Allgemeinen konnte itdntersuchung kein Einfluss deiCacnalcHaploinsuffizienz auf
die AHN nachgewiesen werden, da keine Unterschiede iaeahl derBrdU* Zellen im
Hippocampus erwachsener weiblich€acnald~ Ratten undCacnald™* Kontrolltieren
gefunden wurde Die Proliferationsratezeigten sichvom Genotyp der Versuchstiere nicht
beeinflisst, da die Anzahl der K67" Zellen und der doppelmarkierten -&v* und BrdU
Zellen bei weiblicherCacnalé’” Ratten undCacnalé™ Kontrolltierenvergleichbawar. Im
Gegensatdazu fandeMoon et al(2018)jedoch eine reduzierte AnzadnhBrdU* Zellen nach
einer Einzehjektionvon BrdUsechs Stundevor Perfusion banannlicherCacnald’- Ratten
was laut der Autoren figine reduzierte Proliferatissprach

Auch in Bezug auf die unreife Neuroneeigte sichin Untersuchung ,ldass sich die Anzahl
der BrdU Zellenbei erwachsenen weiblichen Rattecht signifikant zwischen den Genotypen
unterschiedn. An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dash die wiederholte
Injektion von BrdU uber funf Tage hinweg nicht nur unreife Zellen markiert, sonaiech
Zellen infrihenproliferativenProzessstufen der AHN detektiert wurdémeressanterweise
deckensichdie Ergebnisse audgntersuchung it den Befinden von Moon et a{2018) die
berichten, dass die Anzahl unreifer Nervenzellen, gemessen mittels DCX, vergleichbar
zwischen adulten mannlichéacnald- Raten undCacnalé™ Kontrolltieren war. Moon et

al. (2018) erklarten ihre abweichenden Ergebnisder reduzierten Proliferation und
vergleichbaren Anzahl unreifer Neuroderch Kompensationsmechanismen, die auf einer
reduzierten Apoptose und einem verbesserten Zelliberleben basieren.
Dariiberhinauswurde inUntersuchung Has Uberleben jungédrippocanpaler Nervenzellen
untersucht, was meines Wissens bisher noch ha&hiCacnald’- Rattenmodell durchgefiihrt
wurde. Da sich wder die Anzahl der Bldl® Zellen nochder doppelmarkierteBrdU" und
NeuN' Zellen 21Tage nach ddetztenBrdU Injektionzwischerden Genotypen unterschieden
kann auf vergleichbargberlebensratejunger Neurone voweiblichenCacnalé’- Ratten und
Cacnald” Kontrolltieren geschlossen werderDies ist gegenlaufigzu den vorherigen
Befunden vorLee et al(2016) die beimé&nnliche Vorderhinspezifischa Cacnaldnockout
Mause ein reduzierts Uberlebenhippocampaler Nervenzellgiber einen Zeitraum vo80

Tagen nach einerinmaligenBrdU Injektion fanden Die Autoren gaben aul3erdean, dass
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dieser spezifisch€acnalcKnockout mit einer geringeren Anzahl unreifer DCXeuronen
verbunden warDes Weiteren griffen die Autoren zur Messung unreifer Zellen, wie in Studie
auf eine taglichen Injektion von BrdU Uber finf Tage zurick fardlen einereduzierte
Gesamtzahl unrasf BrdU* Zellenbei VorderhinspezifischeCacnaldnockoutMausen was

im Gegensatz zu den negativen Befundei€aenald’- Rattenmodelzon Moon et al.(2018)
undUntersuchung $teht

Interessanterweise berichteae et al(2016)vergleichbardippocampaldroliferationsraten,

wie durcheinekonguenteAnzahlBrdU* Zellenim Hippocampus voiWorderhinspezifischen
Cacnald&nockout Mausemnd Wildtyptieren ein&tunde nach einer einzigen Brdiyjektion
nachgewiesen wurde. Dies wiederum steht im Einklang zu den Ergebnissen der unverénderten
Proliferation audJntersuchung .1

In einemweiterenMausmodellwiesenTemme et al(2016) einereduzierteAnzahl unreife
Nervenzellen, gemesseirch die Marker Brdtagliche Injektion tber finf Tage, Perfusion
24 Stunden nach letzter Injektionind DCX, im Hippocampus vomeuronspezifische
CacnalcKnockout Mausen nach Auch fihrte eine Deletion voi€acnalcauf astrozyten
ahnlichen neuronalen &hmzellen bei Mausen zu einer verminderten Zellproliferation,
gemessenmittels Ki-67" Zellen und eirem BrdU-basierten Untersuchungsansatait
Injektionen 24, 18 und 13tundenvor Perfusion wahrend sich die Anzahl unreif®CX*
Neuronemicht zwischen den Genotypen untersch{ddlkening et al., 2017)

Zusatzlichwurde in Untersuchung leine ausfiihrthe Auswertung der AHN entlang der
hippocampalen dorseentralen Achse durchgefuhrt, um den funktionellen Unterschieden der
adulten Neurogenese gerecht zu wer@ddmeirbekund Hen, 2011; Anacker unden, 2017)

Eine getrennte Betrachtung der dorsalen und ventralen Areale wurde in den bisherigen Studien
zum Einfluss vorCacnalcauf die AHNin den Nagetiermodellen meines Wisseonsh nicht
durchgefuhr(Lee et al., 2016; Temme et al., 2016; Volkening et al., 2017; Moon et al., 2018)
Dennoch trat auch nach diesen detailierten AnalysenUntersuchung kein Einfluss der
CacnaldHaploinsuffizienz auf die AHN bei adulten weiblichen Ratten zu Tage.
Zusammenfassend lasst sfeltstellendass die Auswirkungen vé@@acnalcaufdie AHN im
Cacnalé¢” Rattenmodell vergleichsweise subtil erscheinen wahrend bei Cacnalc
Mausmodellen, die sicburch schwerwiegendegenetischeManipulationenz. B. Deletion

von Cacnalcauf beiden Allelepnauszeichnen, deutlichusgepréagtere Effekte, valem auf

die Anzahl unreifer Neurone, beobachtet wurden. Einschrankend soll an dieser Stelle
angemerkt werden, dass siiMausmodelle durch die zelind regionsspezifischebacnalc

Manipulatonen mechanistisch zwar héchst interessant sind, aber awftiosasér Ebenen das
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konstitutive Cacnald’- Rattenmodelimit seiner gesteigerten Konstruktvaliditéirzuziehen

ist. Beim Menschenist der gesamteOrganismus durctCACNA1C Mutationen betroffen,
welche oft eine partielle Deletion verursacheras deutlichbesserdurch dasCacnalé'
Rattenmodelabgebildet wird

Die zum Teil widerspruchlichen Ergebnissier Untersuchung lim Vergleich zu den
vorherigen Untersuchungébee et al., 2016; Temme et al., 2016; Volkening et al., 2017; Moon

et al.,, 2018)kdnnen durchunterschiedlicheFaktoren bedingt seinZunachst soll auf
methodische Limitationen hingewiesen werden, da die ErgebnissgadealcMausmodelle

(Lee et al., 2016; Temme et al., 2018)d desCacnald’- Rattenmoded (Moon et al., 2018)

auf einfachen immunohistochemischen Markierungen basierten und somit der neuronale
Phanotyp der detektierten Zellen hinterfragt werden sollte. Durch den Verzicht auf die
Verwendung endogen®larker kann daher in diesen Studien zwar darauf geschlosseenyerd
dass die Anzahl der Zellen an sich reduziert ist, aber eine Unterscheidung zwischen Nerven
und Gliazellen isin diesen Studienicht verlasslich mdglich.

Im direkten Vergleich der abweichenden Ergebnisse Untersuchung lund Moon et al.
(2018) die beide da€acnalé’- Rattenmodelfokussierten, soll auRerdem ali¢ Fahigkeiten

der Marker, die unterschiedliche Stadien der Zellentwicklangmarkieren,hingewiesen
werden. Das irUntersuchung VerwendeteKi-67 zur Messung der proliferativer Vorgange
wird wahrend der gesamten Dauer des Zellzyklus mit Ausnahme dwepRase exprimiert

(von Bohlen und Halbach, 201BrdU hingegen wirdnur wahrend der yhthesePhase des
Zellzyklus in die DNA aufgenommeiiKempermann, 2011apie BrdU-basierterBefunde von

Moon et al.(2018)koénnten daher sehr friihe Proliferationsdefizite widerspiegeln, die aufgrund
der von den Autorenvorgeschlagenen KompensatienBanimsenvon vergleichsweise
breiteren Markern wie K67 oder DCXnichtaufgedecktverden konnerHier wirde sickeine
Untersuchung der frihen Proliferation (Typ 1 Zellen) durch den Marker GFAP in zuklnftigen
Studien anbieten (AbbildurigpB).

Des Weiteren sind auch geschlechtsspezifische Mechanismen im Kontext der AHN zu nennen
(zur Ubersicht sieheShohayeb et al., 201,80a Moon et al. (2018) adulte Mannchen
untersuchtenyohingegerin Untersuchung Weibliche Versuchstiere fokussiert wurd&an
potenzieller Relevanz fiir geschlechtsabhangige Effekte ist das Steroidhormon Ostradiol, das
Einfluss auf die Zellproliferation Uber Ostrogenrezeptoren (BR)mt, die von den
Vorlauferzellen des DG exprimiert werd€Nazzucco et al., 2006)Die durch Ostradiol
induzierte Proliferation im Hippocampus kann durch-Agnisten gesteigert und ER

Antagonisten gehemmt waen(Nagy et al., 2005; Mazzucco et al., 2008feressanterweise
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beeinflusst Ostradiol den schnellen Calciumeinstrom (bgt.Zn kultiviertehippocampale
Neuronedirekt tber die Dihydropyridin Bindungsstellgelchesfur Neuroprotektion und LTP

von Bedeutung igSarkar et al., 2008; Duncan et al., 20BYewer et al{2009)konnten zudem
nachweisen, dass eine Ostradiolbehandlung d#arsbedingten Anstieg des &
vermittelten Calciumeinstroms in hipmoopale Neurone verhindert®er altersbedingte
Anstieg der Aktivitdt von LTCCwird als ein Biomarker fur die Gehirnalterurgngesehen
(Thibault et al., 2007)Da in Studie Il auf adulte weiblicheaRen zurtickgegriffen wurde,
konnten protektiven Effekte von Ostradiol auf die Funktionsfahigkeit voh.Zangenommen
werden. Daher ware es weiterhin von Interesse, ob sich die bekannten Defizite der LTP, die
Dedic et al(2018)nach einem NeurespezifischenCacnalcKnockout bei Mausen fanden,
ebenfalls im Cacnalé” Rattenmodellreplizieren lasserund diese verdnderte LTP in
Abhangigkeit des Geschlechts aufzudecisen

Da der Hppocampus an wichtigen kognitiven Prozessen invol{f@anselowundDong, 2010)

und die adulte Neurogenese mit dem RL assoziiefKam et al., 2013; Yau el.a2015) ist
zudem eine Betrachtung der kognitive Performanz @Gesnald” Rattenmodeff von
Relevanz, da es auch in diesem Fall abweichende Befund®gibh et al., 2018; Sykes et al.,
2018b) Wahrend die Arbeitsgruppe um Mabei mannliche Cacnald~ Ratten eine
Beentrachtigung des R[Sykes et al., 2018hind die oben erwédhnte verringerte Neurogenese
(Moon et al., 2018¢rmittelte konnte im Kontext der FOR21@m intaktedRL beiweiblichen

und mannlicherCacnaléd~ Ratten(Braun et al., 2018und eine unverdnderten AHN bei
weiblichenCacnalé¢’- Rattenin Studie Ilfestgestellt werderBraun et al(2018) berichten
sogarpositive Auswirkungen aufinterschiedliche Doméanen deiumlichen Gedachtnider
Cacnald’- Ratten im Vergleich z€Cacnald™ Kontrolltieren Interessanérscheintdass sich

die Ergebnisse #udas gleicheCacnald- Rattenmodell beziehen und innerhalb der
Arbeitsgruppen konsistent sind, aber zwischen den unterschiedlichen Laboren keine
Replikation des Genotypeffekts auf die kognitive Leistung und adulte Neurogenese gefunden
werden konnte. Diesnag zum einen durch methodische Unterschiede erklart werden, zum
anderen konnten sich grundlegende Faktokgie Zucht und Haltungsbedingungen
unterscheiden. Vor allem die Messung der AHN imaBtudie Ilim Vergleich zuMoon et al.
(2018)deutlich umfangreicher, da zur Absicherung der Validitat der Befem#Emehrfacle
Fluoreszenzfarbung durchgefimrde.

Ein interessanter Zusammenhang besteht zwischen ldbr Wnd dem sozialen Status von
Ratten, d&ozorovitskiy und Gould (2004)bei mannlichen Ratten eine erhbhte Neurogenese,

d. h. gesteigertes Uberleben adulter hippocampaler Neurone, fanden, wenn die Versuchstiere

107



Diskussion

die Rolle des dominanten Tieres in einer Gruppe innehatten. In Anbetracht des erhohten
Dominanzverhaltens d&@acnalé” Weibchen in Studie | kdnnte spekuliert werden, dass daher

die AHN in Studie |1 im Sinne eineemnflutSchut z
wurde. Um diese Hypothese zu Uberprifenllte zukinftig der Dominanzstatugdes
Versuchtieresnnerhalb eines Haltungskafigshobenwerden.

Insgesamt ist da€acnald- Rattenmodellrelativ neu undgibt es noch wenig publizierte
Befundeim Kontext der adulten NeurogeneZekuinftige Studien solltedaher die bekannten
geschlechsspezifischen Effekte v@acnhaloDao et al., 2010; Braun et al., 2018; Kisko et al.,

2019) auf die adulte Neuramese im Hippocampusn Rattenunter Berucksichtigung der
verschiedenen Neurogeneseproszassersuchen.

4.2.1 Cacnalcund strukturelle Veranderungen des Gehirns von Ratten

In Anbetracht der postulierten Dysregulatidas PFGAmygdalaHippocampus Netverks
(Kabir et al., 2016und der bekannten Einflisse vBACNA1Cauf strukturelle Eigenschaften

des GehirngKempton et al., 2009; Wang et al., 2011a; Dietsche et al., 2014; Siecfouza

et al., 2017wurden inUntersuchung 2 deBtudie Il detaillierte volumetrische Analysen des
dHCs und mPFCs durchgefiihrt, um den Einfluss @acnalcHaploinsuffizienz aufdie
Hirnstruktur von weiblichen adulten Ratten zu untersucHemse Strukturen sind von
besonderer Relevanz, d@a/1.2 ausgepragt im mPFC und Hippocampus exprimiert wird
(Schlick et al., 2010; Kabir et aRp17c)undCacnaldBotenRNA (engl . AMesseng
MRNA) vor allem im mPFC und dem DG des Hippocampus aufzufindesykes et al.,
2018a) Auch sind diese Hirnstrukturen bei vielen kognitiven, sozialen undtienalen
Prozessen involvie(Kabir et al., 2016)

In Untersuchung 2interschied sich das Volumen des dHC und verschiedener hippocampaler
Substrukturen nicht signifikant zwischemeiblichen Cacnalé~ Ratten undCacnald’
Kontrolltieren. Auch in den Substrukturen DG und Hilus, in denen die AHN stattfinden,
konnten keine @lumenunterschied zwischen den Genotypen festgestellt wéddesmodelle

mit einer defizitaren AHN weisen haufig Veranderungen der Morphologie des Hippocampus
auf (Pieper et al., 2005)daher ist die strukturelle Untersuchung des Hippocampus von
besonderer Bedeutungrotz Veranderungeder hippocampalen Neurogese fanden weder

Lee et al(2016)nochTemme et al(2016)Veranderungen der Volumina des Hippocampus in
CacnaldvlausmodellenAuchMoon et al.(2018)konntenkeine GrélRenunterschiede des DG
zwischen méannlicheacnalé’” Ratten undCacnald’* Kontrolltieren aufdeckenwassich

mit den Egebnissen der Studiedeckt
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Interessanterweise berichtédmarschallingeretal. (2015) dass eine Deletion vo@acnald
(Cal.3) eine verringerte AHN verursachte, die voneen verringerten Volumen des DG
begleitet wurde. Wid_ee et al.(2016) daraus schlussfolgerten, konnte,C8 daher einen
Einfluss auf dienippocampal®&Neurogenese und somit auf das Hippocampusvolumen wahrend
pre- und postntaler Entwicklungsstufen haben, wahreba1.2 eine spezifische Rolleei der
Regulationder AHN im adultenGehirnspieltund somit dieMorphologiedes Hippocampus
weniger beeinflugs Weitere strukturelle Untersuchueigdes Hippocampus wurde bei den
Cacnald\agetiermodellen bisher meines Wissens nach nicht durchgefuhit)y wabetracht

der bekannten Hippocampusatrophie bei affektiven Erkrankungen verwundei(icargibell

et al., 2004; Cole et al., 2011)

In Bezug auf préafrontale Hirnstrukturenornten bildgebende Studien strukturelle
Veranderungen insbesondere im mPFC im Zusammenhar@AGINA1Caufzeigten werden,

da bei Tragerdes Risikoallels rs1006737 ein erhéhtes Volumen der grauen Substanz im ACC
(Wang et al., 2011a)ndbei euthyma BDP Paientinnenmit dem Risikoallers1006737 eine
altersabhangig&/erdinnungdes ACC gefunden wurdgSoeirede-Souza et al., 2017)n
Untersuchung 2vurde das Volumen des mPFC i@acnald” Ratten untersucht, da auch
Verdnderungen des mPFCs zu einer Dsyfunktion des -AtRgdalaHippocampus
NetzwerkegKabir et al., 2016peitragen konnten. Auch wird dem mPFC eine wichtige Rolle
bei der Modulation des Sozialverhaltens von Nagetieren beigem@3siek und Beer, 2006;

Ko, 2017) daher ist diese fiktur von besonderer Relevanz.

Die Analysender Untersuchung 2eigten keine Unterschiede des Volumens des mPFCs
zwischen weiblichei©acnald~ Ratten undCacnald™® Kontrolltieren. Weiterhin zeigte sich
kein Einfluss deCacnaldHaploinsuffizienz auf di&ubstrukturen des mPFCs. Beispielsweise
konnten keine Volumenunterschiede des cinguléren Cortex zwishamalé ™ Ratten und
Cacnald™* Kontrolltieren festgestellt werden, dess®olle im Zusammenhang n@tacnalc
beim Beobachtungslernelpekannt ist(Jeon etal., 2010) Die Befundevon Untersuching 2

dass die partiell€acnalcDepletion keinen Einfluss auf das Volumen des mPFCs und dHCs
hat, deckt sicthingegen auf behavioraler Ebemgt dem unverdnderten RL und raumliohe
Gedachtnis de€acnalé’- Ratten(Braun et al., 2018)

Zusammenfassend lasst sialiurch Untersuchung 2feststellen, dass dieCacralc
Haploinsuffizienz keine auffalligen strukturellen Veranderungen des Gehirn von weiblichen
Ratten verursacht. Die wslle Inspektion der Hirnschnitte gab keiklinweise darauf, dass
andereHirnstrukturen wie Corpus callosum (Cc) oder ventrikulgu®ystem Abweichungen

aufwiesen oder gar fehlten. Bisher wuntgch meinem Kenntnisstarketine Untersuchung
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diverserHirnstrukturen fur dieCacnalcNagetiermodellen vorgenommen, was in Anbetracht
der diskutieren Dysfunktion des PFGAmygdalaHippocampus Netverks bei
neuropsychiatrischegtérungeniberraschendst (Kabir et al., 2016und die Wichtigkeitvon
Untersuchung Berausstellt

Translational betrachtet stehen die Ergebnigsa Untersuchung Zwar zum Teil in
Widerspruch zu den strukturellen Veranderungen, die durch Bildgebungsstudi&xieA1C
Risikoalldtragern nachgewiesen werden konnfé¥ang et al., 2011a; Dietsche et al., 2014;
SoeiradeSouza et al., 2017)dennoch weichen auch die Ergebnisse der Human
untersuchungen voneinander ab. So berichtaienBeispielTesli etal. (2013) dass ekeinen
Einfluss des Risikoallels rs100673uf die frontale kortikaleDicke und das Volumen des
Hippocampudei BP und SCZ Patientgiah was sich mit den Ergebnisseon Untersuchung

2 deckt.

Um die behavioralen Veranderungen deascnald” Rattenmodellszu erklaren,kommen
unabhangig von AHNveitere potenziell®iologische Prozesse untblekulare Signalwege in
Betracht(Kabir et al., 2017¢)die in zukinftigen Studien untersucht werden sollten, um ein
besseres VerstandndieserVerhaltensdefizite zu gewinneDie bisherigen Studien weisen
daraufhin, das€acnalceinenvergleichsweise geringdfinfluss auf dieHirnmorphologiehat

und spezifischere Untersuchungen von Noten sind. Beispielsweise sollte in Anbetracht der
defizitdre LTP im Hippocampus nach einem Knockout @atnaldei Mauser(Dedic et al.,
2018)dieser Mechnismus ebenfalieim Cacnalé’- Rattenmodell untersucht werden.

Durch Zichtungsansatzeurde interessanterweiseachgewiesen, dass Ratten, die spezifisch
fur eine geringe Emission von &Mz USV gezichtet wurden, neben einem abweichenden
Sozialverhalten vor allem eine verande@acnalc Genexpression im mPFC und NAc
aufwiesen(Moskal et al., 2011; Burgdorf et al., 201Bh Detail betractdt war die Expression
von Cacnaldm mPFC vonden wenig vokalisierenden Rattsignifikant verringert(Moskal

et al., 2011)Die Autoren zeigten in ihrer Studie auf korrelativer Ebene einen Zusammenhang
von Cacnalcmit Defiziten der 50kHz USV Kommunikationauf. Da sth dasCacnalé”
Rattenmodeltiurch eine verringerte Expression v@acnaladn kortikalen Arealen auszeichnet
(Kisko et al., 2018, 2019konnte in Studie | weiterhin ein kausaler Zusammenhang zwischen
Sozialverhalten und deCacnalcHaploinsufizienz bei Ratten hergestellterden. Weitere
neurobiologische Messungen zeigten, dass eine pa@iattiealcDepletionin vitro mit einer
erhéhten mitochondrialen Resistenz gegen oxidativen Stress assoziidficisels et al.,
2018b, 20183)was daauf hinweist, dasswveitere biologische Prozesse durdbacnalc

beeinflusst werdeand daher von Interesse sind
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4.2.2 Studie Il: Methodische Aspekte und Limitationen

Eine Herausfordemngvon Untersuchung bestand darinden transiente Prozess der adulten
Neurogenese im Hippocampus durch die Wahl adaquater Zellmarker verlasslich darzustellen.
Durch die Wahl einer Dreifachmarkierung, id. der exogene Marker BrdU und die beiden
endogenen Marker K67 und NeuN, konnte nicht nur der neuwtn Ph&notype, sondern
gleichzeitig verschiederEntwicklungsstéen der neu entstandenen Zellen abgebildet werden,
was dem geforderten Vorgehemer Mehrfachmarkierungon Kuhn et al (2018)entspricht.

Die Validitat der Messungeron Untersuching 2lasst sich durcdenAbgleich der Ergebnisse

der verschiedenen Marker unabhéngig vom Genotyp der Versuchstiere bewerten. Durch die
Verwending von zwei unterschiedlichen Perfusionszeitpunkten kann der Zeitverlauf der
Expression der drei verwendeten Zellmarker dargestetiien, was ebenfalksir Abschatzung

der Validitatdienen kann

Im Allgemeinenkonnte einRiickgang der BrdUZellen von wngeféahr 50 % zwischen den
beiden Perfusionszeitpunktéestgestellt werdenwas in Ubereinstimmung mit Pieper et al.
(2010)steht,die zeigerkonnten, dass die Halfteeu entstanden@&rdU* Zellen 20 Tage nach

einer einzigen BrdUnjektion starben. Der signifikante Anstieg der doppedirkierten BrdU

und NeuN Zellen zwischen den Zeitpunkten der Perfusion steht ebenfalls im Einklang mit
friheren Ergebnissen, dass drei Tage nach einaraligenBrdU-Injektion eine betréachtliche
Anzahl von BrdU und NeuN Zellen gefunden werden konni€éempermann, 2011e)nddie
Doppelmarkierungoeider Zellmarkercirca zweiWochen nacheiner BrdU-Injektion einen
Hochststand erreictinyder et al., 2009a)

Zur Messung der Proliferatiowurde Ki67 verwendet und zu beiden Zeiten der Perfusion
konnte eine vergleichbare Anzahl anéd* Zellen gemessen waren, was die Validitat unserer
Analyse unterstreicht, da keine grof3eren Veranderungen der Proliferation innerhalb von 21
Tagen zu erwarten warghu et al., 2014; Snyder, 201Quséatzlich konnteniUntersuchund.

der neuronale Ursprung deroliferativenZellen tberpriufiverden, da i@ Anzahl der doppelt
markierten Ki67" und BrdU® Zellen nur zum ersten Perfusionszeitpunkt substanziell
vorhanden warDieser Effekt war zu erwarten, da-&7 nur in frihen Entwicklungsstadider
Neurogenesexprimiert wird(Kee et al., 2002; MandyaomdKoob, 2012)

Des Weitererwurde 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(&eydien

et al., 2009b; Jinno, 2011yas fir die Validitat der gewéhlten Marker spridhs.|&sst sich
daherfeststellen, dass dieérhebungder AHN durch die verwendeten Zellmarker als valide
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anzusehen isinddie AHN im Cacnalé¢’- Rattenmodelsomitdeutlich praziser im Vergleich
zuMoon et al(2018)dargestellivurde

An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dass der Einsatz von BrdU zur Markierung
von Zellen mit einigen Herausforderungen verbunden ist. BrdUtzbesicht nur die
Eigenschaft die Synthegthase des Zellzyklus zu markieren, sondeykann als Analogon

des Nukleosids Thymidin auch die allgemeine DRynthese kennzeichnéwmon Bohlen und
Halbach, 2011) Die DNA-Synthese tritt auch wéahrend der DNReparatur oder der
Genduplikation aufTaupin, 2007)Auch kénnen postmitotische Zelle wahrend der Apoptose
nach Hirnverletzungen wieder in den Zellzyklus eintreten und so BrdU exprinflcuan et

al., 2004) Die Versuchstiere aus Studie Il wurden in Gruppen in Standardkafigen gehalten und
keinen aersiven Paradigmen ausgesetzt, dakimnen apoptotische Prozesse vermutlich
ausgeschlossen werden. Durch die Verwendung endogener Markdelatfachmarkierung

der BrdU Zellen lassen siclzudem Apoptoseprozesse gut kontrollieren, so ddason
auszugeherst, dasg~ehlmarkierungemon Zellenvermieden werden konnten.

Des Weiteren hat BrdU in Abhangigkeit seiner Dosierung selbst toxische und mutagene
Eigenschaften (Taupin, 2007) da hohe BrdtDosierungen von bis zu 600 mg/kg
Korpergewicht neuronalen Zelltod wahrend der embryonalen und neonatalen Entwizkiung
Folge habenBiggers et al., 1987; Nagao et al., 199B)verse Studien konntehingegen
nachweisen, dad3osierungernvon BrdU zwischen 50 wh 150 mg/kg Koérpergewicht keinen
negativen Einfluss au¥/erhalten und Proliferatiovei adulten Nagetiereaustiben(Taupin,

2007; Kempermann, 2011kind daher zur Messung der AHN verwendet werden kénnen
(Hancock et al., 2009)

Ein Vorteil vonUntersuchung War die Erstellung von digitalen Bildern der gesamten Flache
der Objekttrager mit einem Immunfluoreszenzscanner. So war es magtielgroRe Anzahl

an Hippcampi bzw. deren Schnittebenen zu analysieren und die Datensatze flr spatere
Analysen durch die Digitalisierung zur erhalten, tfamunfluoreszenzfarbumg bei
wiederholter Beleuchtung zum Ausbleichen tendigiddahmoudian et al., 2011Purch de
Verwendung des Computerprogrammes ORBIT, welches eine automatisierte Bildauswertung
basierend auf dem Maschinenlernen erlg8httt et al., 2011; Seget al., 2018) konnte eine
reliable Quantifizierung der Zellen im DG des Hippocampus durchgefuhrt werden. In
zukunftigen Studien sollte zur Auswertung temunfluoreszendatendennoctreusatzlichauf

die konfokale Mikroskopie zurtickgegriffen werden, daase Technik weitere Vorteile, wie
beispielsweise die Einbeziehung dreidimensionaler Informatjeremdglicht(Kempermann,
2011b)
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Die funktionelle Assoziation zwischen der Neurogenese im adulten Hippocampdisenser
Verhaltensweisen ist als gesichert anzusélemcalves et al., 2016; Holmes, 2016; Anacker
und Hen, 2017; Toda et al., 2018nd zukinftige Studien sollten audm Cacnald’
Rattenmodell diese Verknupfung herstellen. In Anbetracht der verandekidz50SV in
Studie | und dmbekannten Zusammeahg der Proliferation un80-kHz USV (Wohr et al.,
2009) ist dies von besondereminteresse.Erste explorative Ansatze zur korrelativen
Verknipfung behavioraler Ergebnisse mit der AHNeigten keine signifikanten
Zusammenhangéeigene unpublizierte Daten). Didasst sich durch das experimentelle
Vorgehen erlautern, dalie bisherigen Studie unabhdgig voneinander geplant wurden,

wodurch eine Verknlpfung erschwert wurde.

4.3 Zusammenfassung des Phanotymdulter weiblicher Cacnal¢’ Ratten

Die Ergebnissalieser Disertationsarbei(Abbildung 3) liefern Hinweise darayfdassdie
CacnalcHaploinsuffizienzzu einer reduzierte®0-kHz USV Emissionund leichten sozialen
Defizitenwéhrendder direkten sozialen Interaktion vadultenweiblichenCacnalé’- Ratten
fuhrt. Da die Emission von 5&kHz USV hauptsachlich wahrend nichsozialer
Verhaltensweisewerringert way ist davon auszugehen, dass eine Reduktion des positiven
affektiven Zustandes der weiblich@acnaléd~ Rattenvorliegt Zusétzlich zeigtenveibliche
Cacnald- Ratten erhohtes repetitives Verhalten, was diien ASD-dhnlichen Phénotyp

spricht.
Cacnate Haploinsuffizienz bei adulten weiblichen Ratten
A B Zusammenfassung:
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Abbildung 3: Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Dissertation. (#gkt® reziproke soziale
Interaktionverhalten voadultenweiblichenCacnaléd- Ratten undCacnal¢™ Kontrolltieren (B) Reprasentative
Spektrogramme von 5kHz USV, die von Cacnal¢* und Cacnal¢- Dyaden aufgenommen wurde(C)
Graphische Ubersicht der untersuchten Hirnstmaétu(D) Beispielhafte Darstellung der Neurogenese im Gyrus
dentatus des Hippocampus. Die VergroRerung Bridit)* Zellen, welche durch weil3e Pfeile markiert wurden
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Zeitgleich konnten in diesem Dissertationsprojekt auf neurobiologischer Ebene keine
auffaligen Veranderungen der Neurogenese im Hippocampus und der Hirnanatomie adulte
weibliche Cacnalé’~ Ratten festgestellt werdeBine Replikation der bisherigen Befunde zur
verringerten AHNbei CacnaldVaus und Rattenmodellen konnte somit nicht erreicht werden.

In Anbetracht der bekannten behavioralen Veranderungen und der Befunde einer veranderten
Neurogenese der bisheriggbacnalc Maus und Rattenstudien ist die Wichtigkeit des
Einbezugs weiblicher #&ftsuchstiere hervorzuheben. Die Ergebnisse dieser Arbeit
unterstreichen die geschlechtsabhéngigen Effekte @atnalc und lassen weitere
neurobiologische Veranderungen, welche unabhéngig von der AHN sind, vermuten.
Zusammenfassend ist festzustellen, dass vor allem behaviorale Abweichungen des Verhaltens
bestehen, die analog zu Beeintrachtigungensderalen Funktionsfahigkeiind affektiven
Symptomen sind, welche bei neuropsychiatrischen Stérungen auftreten. Aktuell
Klassifikationsysteme wie DSM-5 oder ICD10, beschreiben diese Stérungsbilder rein
deskriptiv auf Erlebensund Verhaltensebene, da Biomarker bis jetzt nicht gefunden wurden.
Daher sind die Befunde der behavioralen Untersuchungen dieser Dissertaéiibngan

besonderer translationaler Bedeutung.

4.4 Einordnung bisheriger Modellierungsansatze vorCacnalcbei Nagetieren

Bei den meisterder genetischerCacnalc Nagetiermodellevurde auf eine Reduktion et
Gendosierung zurtickgegriffenDie regions und zellspezifischenCacnalc Knockout
Mausmodelle, die hauptsachlich alifee Rekombinase&Ssystemen basiergiMoosmang 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 Moglichkeit denriluss vonCacnalcauf krankheitsrelevante
Verhaltensweisen,neuronale und molekulare Mechanismen zu untersuchen, die der
Pathophysiologie demeuropsychiatrischen Stdérungen zugrundeliegBer spezifische
Knockoutvon Cacnalcdieser Modelle ist auf das Gien begrenzt, was von Vorteil ist, da
Cal.2 auch im Herzen exprimiert wilbtriessnig et al., 2014yas einen Einfluss auf das
Verhalten der Versuchstiere nehnk@mnte Der Nachteil dieses Vorgehepssteht darindass

die Konstruktvaliditat dieser Modelle eingeschrankt wird GRCNA1CVeranderungen im
Menschen den gesamt@&nganismusd. h. alle Organsysteme, betreffetier bietet vor allem
daskonstitutiveCacnalé’- Rattenmodell einen groRen Vortélraun et al., 2018; Kisko et al.,
2018, 2019; Mon et al., 2018; Sykes et al., 20188 sich die Reduktion vaBacnalcauf
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den gesamten Organismus bezieht und somit eine gesteigerte Ubertragbarkeit auf den
Menschen gewahrleistet wird.

An dieser Stelle soll erwdhnt werden, dass ad@gEnald” Mause nur geringfiigige
Veranderungen der Herzfunktion im Vergleich @acnalé* Kontrolltieren aufwiesen und

erst nach Stress konnte @acnald’~ Mausen eindeichte Hypertrophie des Herzens und
minimaleVergrol3erungnder Herzventrikel festgestellt werd@Goonasekera et al., 2012n
Kontrast dazu fandeRosati et al(2011) dass eine vollstéandidgzeletion vonCa,1.2im Herzen

von Mausenzwar zu einer Verringerung der Hetwafktion und einer friihen postnatalen
Sterblichkeitfihrte, aber ein heterozygoter herzspezifischer Knockout vafh.Z&#ei Mausen
keinen auffalligen kardialen Phanotyp verursachte. Beziigldnald¢- Mausmodelle gibt es
weiterhin Hinweise, dassvahrend fuher embryonaler Entwicklungsstufen verringerte
Calciumkanalstrome in das Herzegorliegen folglich jedoch Kompensationsmechanismen
greifen und die Herzfunktion stabilisiergiMuth et al., 2001) was zu einer normalen
Entwicklung des Korers und Verhaltens fuhiSeisenberger et al., 2000pas Gairof-
functionCa/1.2 TS Mausmodeliel3laut Zhang et al(2018)zwarHerzrhythmusstorunguf,
dennoch konnten auch unter stressreichen und koérperlich anspruchsvollen Testbedingungen
wie dem MWM keine Hinweise auf eine Herzinsuffizienz gefunden wer(Rader et al.,
2011)

In Anbetracht dieser nur leichten Veranderungen des Herzens von gemedisighulierten
CacnalcMausen lasst sich vermuten, dassha@acnald” Ratten keine pathologischen
Phanotypendes Herzens aufweisemer behaviorale und neurobiologische Paramenter
beeinfluss (Kabir et al., 2017¢)So konnte bei juvenilen und adult€acnald- Ratten und
Cacnald™* Kontrolltiere vergleichbare lokomotorische Aktivitat gefunden wer@€isko,

2018; Sykes et al., 2018b; Kisko et al., 2010)Studie Ikonntekein Unterschied zwischen
den Genotypen bezlglich des Kérpergewichts festgestellt werdengegen eine veranderte
korperliche Entwicklung und abweichende Performanz desdrerizn Vergleictvon adulten
weiblichen Cacnalé¢” Ratten undCacnald™ Kontrolltieren spricht Auch die weiteren
behavioralen Parameter der Studie |, wie die gesteigerte AktivitiTatmrald” Ratten bei
Kontakt mit Tieren gleichen Genotyps, sprech@reine vergleichbare Herzleistung. Somit ist
davon auszugehen, daBacnald’” Ratten keinen kardialen Phanotyp einhergehend mit einer
Herzschwéche aufweisen, womit auch ein Einfluss durch eine moglicherweise verringerte
Durchblutung des zentralen Nervgsems ausgeschlossen werden kann und die vorhandenen

Verhaltensanderungen auf eine direkt veranderte Funktion des Gehirns zurtickzsifidhren
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Im Allgemeine lasst sich feststellen, dass das konstitufisenald- Rattexmodell den
regionsspezifischeacrmlc Mausmodellen vorzuziehen isdda eine erhohte translationale
Validitat angenommen werden kanmDie partielle Cacnalc Deletion im Cacnaléd”
Rattenmodell spiegelt die Situation der menschlichen Genvariante@ AGINA1Cdeutlich

besser wieder, da davon auszugehen ist, dassCAEGNA1C Risikoallele lediglich die
Genabsierung beeinflussen und nicht zu einer vollstandigen Ldschung des Gens fuhren.
Ebenfalls spricht dakomplexee Verhaltenvon Ratten in Anbetracht der verhaltensbasierten
Diagnosekriterien neuropsychiatrischer Stérungen flir eine Bevorzugung dieser Spezies im

Vergleich zu Mausmodellen.

4.4.1 Cacnalcund Geschlechtseffekte in der prakliniscken Forschung
Geschlechtsunterschiede bei neuropsychiatrischen Stérungen gehéren zu den am besten
replizierten Befunden in der Erforschung der Atiologie dieser Stérungstiitkel et al., 2014;
RiecherRdssler, 2017) Passenderweise konnten bereits Effekte VOACNALC in
Abhangigkeit des Geschlechts nachweisen, daliwbe Trager eine€ACNA1CRisikoallels

hohere Pravalenzraten von affektiven Stérun@am et al., 2010; Witt et al., 201dhd eine
verschlechtere funktionelle Erholung nach einer schizophrenen Episode aufwiesen
(Heilbronner et al., 2015)Auch scheintCACNALC in Abh&ngigkeit des Geschlechts
psychologische Faktoren zu beeinflussen, da beispielsweise eine erhdloksekgkeit und

eine verringerte emotionale Intelligenz bei weiblichen rs1006737 RisikotréGakeuchi et

al., 2018)und eine erhéhte emotionale Latdit und verringerte Belastbarkeit bei mannlichen
rs1006737 Risikotrager (Strohmaier et al.,, 2013)festgestellt werden konnte.

Auch die translationale Forschung konnte in Nagetiermodellen diverse geschlechtsabhangige
Effekte vonCacnaldeststellen(Dao et al., 2010; Braun et al., 2018; Kisko et al., 2018, 2019)
WeiblicheCacnalé” Mause zeigten einen deutlich erhdhten Angstphanotyp im Vergleich zu
weiblichen Cacnalé¢™ Kontrolltieren (Dao et al., 2010) Weiterhin gibt es
geschlechtspezifische Effekte i@acnalé” Rattenmodell, da di€acnalcHaploinsuffizienz

in Abhangigkeit des Geschlechts der Versuchstiere das raumliche Lernen ve(Bzaseret

al., 2018)und das soziale Interaktionsverhalten veran@eko et al., 2018, 2019)Trotz

dieser pragnanten Effekte fokussierten die bisherigen Nagetierstudien hauptsachlich mannliche
VersuchstieréBader et al., 2011; Kabir et al., 2017a; Terrillion et al., 2017b; Dedic 20418;
Kabitzke et al., 2018; Moon et al., 2018; Sykes et al., 201849 die bekannte und kritisch zu
bewertendeBevorzugung mannlicher Nagetieme der biomedizinischen Forschung festigt
(BeeryundZucker, 2011)
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Der Fokus auf das méannliche Geschlecht insbesondere in den Neurowissenschd#éen ist
Fehlannahme geschuldet, dass weibliche Versuchstiere aufgrund einer hormonellen
Fluktuation eine hohere Variabilitdt aufweisen als mannlicrexe (Becker et al., 2016;
Shansky, 2019)Wie das NIH bereits 2014 betonte, kann die Vehfégssigung weiblicher
Versuchstiere in der praklinischen Forschung zu einer Verringerung der translationalen
Validitat der Tiermodelle und nachfolgend zu negativen Folgen fir die Gesundheit von Frauen
fuhren (McCullough et al., 2014)Das NIH gibt wichtige Empfehlungen, um dMazahl der
weiblichenTieren in der Wissenschaft zu erh6hen und weil3t daraufhin, dass klinische Studien
auf allen Ebenen der Forschung, d. h- prid klinischbeziehungsweiséber Spezies hinweg,

das weibliche Geschlecht bertcksichtigen sol@aher habech in meiner Arbeitweibliche
Cacnald” und Cacnalé”™ Ratten untersucht, um dergeschlechterspezifischen
Verzerrungseffekten entgegenzuwirkerd dengeschlechtsabhanigen Effekte VGACNALC

respektiveCacnalogerecht zu werden.

4.5 Translationaler Vergleich desCacnald¢” Rattenmodells

Auf translationaler Ebene wurden vergleichbare Effekte @ACNALC SNPs auf den
affektiven Zustand von Individuen berichtet, wobei der Effekt CZ&CNA1Cabhangig vom
Geschlecht der Betroffenast (Dao et al., 2010; Strohmaier et al., 20Y@itt et al., 2014)
Insbesondere konnten bei Patientinnen mit ein@@ACNAL1C Risikoallel erhohte
Pravalenzraten fir MDD und BPD gefunden wer@@ao et al., 2010; Witt et al., 2014)
AulRerdem eigten weibliche Risikoalleltrager d€3ACNALCSNP rs1024582 eine erhdhte
Feindseligkeit und Schadensvermeidung sowie reduzierte intrapersénliche emotionale
Intelligenz (Takeuchi et al., 2018)was ebenfalls auf Verdnderungen des Affektzustands
hinweist.Im Gegensatz zu diesen negativen Effekten bei Fraaezithten Strohmaier et al.
(2013) dass bei mannlichen Tragern des Risikoallels rs1006737 eine erhdhte emotionale
Labilitat und verringerte Belastbarkeit gemessen wurde, wéhrend Alleltragerinnen eine erhohte
Resilienz bezuglich dieser Parameter zeigtdrabhangig vom Geschlecht weisen Tréager des
Risikoallels rs1006737 eine gesteigerte Angstlichkeit und Schadensverm@ibwsgos et al.,
2011)sowie erhohte Angsund Depressionswerte afErk et al., 2010, 2014afuch ist das
Ausmald einer depressiven Symptomatik bei Tragern verschie@&@NALCSNPs nach
multiplen Traumata im Erwachsenenalter signifikant eriipetic et al., 2018)

Zwar sind af struktureller und funktioneller Ebene Veranderamdes Gehirns vogesunden

und erkranktefCACNAL1CRIisikoalleltragerrbekannt, wobei auf funktioneller Ebene deutlich
ausgepragtere Effekte gefunden werden konf@eret al., 2015; Kabir et al., 201@ezuglich
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des mPFC¢Wang et al., 2011a; 8o00-de-Souza et al., 201Qnd HippocampugDietsche et

al., 2014)konnte eine Zusammenhang des Risikoaltel)06737mit Volumenanderungen
gefunden werden, wohingegen andere Studien keinen EinflussCRA@NALC auf die
Hirnmorphologieermitteln konnten(Soeirede-Souza et al., 2012; Tesli et al., 201B)ese
Bildgebungsstudien unterscheiden sich in Hinblick auf methodische Aspekte und die Wahl der
Stichproben, was einen Teil der Diskrepanzen erklaren kannl &8leet al (2013)feststellten,

kann in Anbetracht der bisherigen Bildgebungsstudien darauf geschlossen werden, dass die
CACNAI1CRIsikoallele uber Mechanismen wirken, die nicht unbedingt durch strukturelle
Bildgebung aufgedeckt werden konné&assend zu dieser Annahme konnten beispielsweise
mikrostrukturelle Veranderungen des Hippocamfiigetsche et al., 2014)nd abweichende
funktionelle Aktivierungsmuster des Hippocamgisk et al., 2010, 2014a; Dima et al., 2013)

bei rs1006737 Risikoalleltragefastgestellt werden.

Im Allgemeinenlasst sich dahesagen dassCACNAl1Can der Rgulation des affektiven
Zustandes beteiligt ist, wobei der Einfluss des Geschlechts berucksichtigt werden sollte. Auch
konnten CACNALC Risikoallee mit Hirnveranderungen in Verbindung gebracht werden,
wobei diese auf struktureller Ebene vergleichsweibél®rscheinen und eher bei funktioneller

Betrachtung von betroffenen Individuen zutage treten.

4.6 Zukunftsperspektiven

Das konstitutiveCacnald’- Rattexmodell, welches einen monogenetischen Ansatz mit einer
Reduktion der Expression v&@wa, 1.2 aufweist skllt ein mogliches Vorgehen zu Modellierung
genetischer Veranderungen im Rahmen der translationalen Forschumped&influss von
CACNAI1CSNPs auf die Genexpression bei Mensadlsemoch nicht endgultig geklart, da es
Hinweise auf eine verringer{&ershon et al., 2014; Roussos et al., 2014; Eckart et al., 2016)
sowie gesteigertéBigos et al., 2010; Yoshimizu et al., 20E5)pression voiltACNA1Cgibt.

In Zukunft sollte ein konstitutive€acnalcRattenmodell mit einer gesteigerten Expression
beziehungsweisBunktion von Cgl.2, ahnlich dem Gaindf-functionCa/1.2 TS Mausmodell
(Bader et al., 2011)entwickelt werden, um auch die Effekter dghohtenExpression von
Ca/l.2 auf krankheitsrelevante Phanotypen zu untersuchen.

AulRBerdem stellt aktuell die Erforschung niélodierender CACNALC SNPs in
Nagetiermodellen eine Herausforderung dar. DurchClRéSPR/Casd echnologie wird die
genetischeManipulation deutlich vereinfacht und Shpezifische Tiermodelle konnten so
bereits entwickelt werdeBirling et al., 2017)Da viele SNPs neuropsychiatrischer Stérungen

auf nichtkodierenden Regionen des Genoms lie@mngund Lupski, 2015) kann so die
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Konstruktvaliditat genetischer NagetiermodeNeiter gesteigert werden. Diese genetischen
Tiermodelle kdnnen nicht nur zur Untersuchung des Einflusses Gamnalc auf die
Transkriptionskontrolle verwendet werden, sondern es konnen dariber hinaus wichtige
biologische Signalwege im Zusammenhang @atcnalcuntersucht werderfKabir et al.,
2017c¢)

Interessant sind auch genetischerinodelle, die mehrere genetische Faktoren bertcksichtigen.
Ein Beispiel ist das Dopp&nockout Mausmodell deSragilen-X Syndrans (FXS), welches

von Spencer et a{2006)verwendet wurde. Individuen, die an FXS erkrankt sind, weisen laut
DSM-5 unter andererkognitive Beeintrachtiguren, sozialeAngst und atistisches Verhalten

auf (American Psychiatric Association, 2018urch den gleichzeitigen Knockout der Gene
Fmrl undFxr2, die beide mit FXS assoziiert sind, konnten die Autoren nachweisen, dass der
Doppelknockout zu deutlich starkeren krankheitsrelevanten Phénotypen im Mausmodell
fuhrten als der Knockout des jeweils einzelnen G8psncer et al., 2008)urch diese Ansatze
konnen bekannte polygene Effekte (Gex Gen Interaktionen) in der Atiologi
neuropsychiatrischer Stérungen auf komplexe behaviorale Phanotypen im Tiermodell
nachgebildet werden.

Im Rahmen deForschergruppe FOR21@Verdendariber hinaus bereits eilGerUmwelt-
Interaktionsstudie am Cacnald~ Ratteimodell durchgefiihrt, um den modernen
biopsychosozialen Krankheitsmodellen gerecht zu werden. Gesttitzt wird diese Vorgehen durch
Befunde vonDedic et al.(2018) die von einem ZusammenhangwischenCACNA1Cund
Traumatisierungemm Erwachsenenaltdverichteten Auch die Befunde aus Studie | und Il
konnten daher in Zukunft um Experimente erweitert werden, die positive und negative
Haltungsbedingungen der Versuchstiere variieBeaun et al(2019)liefertenerste Hinweise
darauf, dasgdie CacnalcHaploinsuffizienzin Abhangigkeit der Umweltdie Lern- und
Gedachtnisleistung von Rattebeeinflusst Interessanterweise scheinen diese Effekte
unabhangig von demitochondrial@ Funktiorsfahigkeit der Ratten zu se(Michels et al.,

2019)

Weitere Interventionen sollten sich auf3erdem auf die Verbesserung der Verhaltensdefizite von
Camalc’ Ratten durch pharmakologische Ansétze konzentrieren. In verschiedenen klinischen
Studien wurde die Wirksamkeit voboTCC-Blockern zur Linderung der Symptome von
neuropsychiatrischen Erkrannkung untersu@dmponi, 2015) Problematisch bei diesem
Vorgehenerscheint dass LTC@Blocker, wie Verapramil nicht spezifisch an G&.2 binden
(Bergson et al., 2011ynd eine Bandbreiteon Nebenwirkungen autlas Verhalten von

Nagetieren habeqt Popovi |  eHBs wird daher alch Yon )nteresge wbn Cal.2
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abhangigen SignalmechnanismenB.mTOR (engl . AMammal i an targe

BDNF (Kabir et al., 2017¢)pharmakologisch zu manipulieren, um Verhaltensabweichungen
in den Tiermodellerzu verbesserrzum Beispielist eine Dysregulation von mTOR eng mit
neuropsychiatrischen Stérungen verbunf@ostaMattioli und Monteggia, 2013und mittels
pharmakologischer Manipulation dieses Signalwé&gsnten durch den mTORHemme
Rapamycin sozialgBurket et al., 2015und affektive Defizite(Zhou et al., 2013)ei
genetischen Tiermodellen flr neuropsychiatrischen Storweybessert werden.

Zusétzlich sollte die Phanotypisierung d@acnald’” Rattenmodells hinsichtlich struktureller

und funktioneller Eignschaftemnittels Bildgebungsverfahreneiter vorangetrieben werden.
Neben den histologischen Ansétzen, wiein Studie Il verwendet wurden, bietet sibki
Tiermodellen auch die Verwendung der Magnetresonanztomographie (MRT) an, um
strukturelle und fuktionelle Parameter zu erheben. Atantrum fiir bildgebende Forschung

der PhilippsUniversitat Marburgist ein ZTesla KleintierMRT vorhanden, der fur dieses
Vorhaben verwendet werden kdnnte. Diese rictiasive Messung bietet nicht nur den Vorteil,
dassdas gesamte Gehirn mit seinen Substrukturen erhoben werden kann, sondern die
Versuchstiere kdnnen nach der Messung wieder in die Tierhaltung verbracht und in weiteren
Paradigmen untersucht werden. So kdnnen behaviorale und biologische Daten optimal
miteinander verknlpft und korrelativiezw. kausal&Zusammenhéange nachgewiesen werden.
Auch konnen wiederholte Messungen durchgefiihrt werden, um maogliche degenerative
Verlaufe in Abhangigkeit des Genotyps be@acnald- Rattenmodell aufzudecken, da es
bereits Hinweisedarauf gibt, dassCacnalcuber die Lebensspanne von M&ausen hinweg
differentielle Effekte auf die kognitive Leistung Ha@gnos et al., 2015)

Durch MRT Scanner konnte auRerdem dasfahren DiffusionsTensorBildgebung (engl

A Dfusion tensor imaipgi; DTI) angewendet werden um die grundlegenden
neurobiologischen Veranderungen der neuropsychiatrischen Stérungerebessstehen. Im
Kontext derpostulierten Dysregulation dé&d~GAmygdalaHippocampus Netzwerkd&abir

et al, 201% bietet DTI gute Mdoglichkeiten sowohl Volumen als auch
Mikrostrukturunterschiedevon cerebralem Gewebe zu ermittel@ur Untersuchung der
Gewebenikrostrukturwird bei diesem Verfahren auf dRiffusion von Wasser im Gehirn
zuruickgegriffen. Diese lasst eine Messungldigritat von Nervenfasern der weif3en Substanz

im Gehirnzu und erlaubt somit auch eine indirekte Messungstieikturellen Konnektivitat

des GehirngdCaan, 2016)Dieses Verfahren wurde bereits erfolgreich verwendet, um die
Konnektivitatin Gehirrenvon verschiedene Mausmodelle fir ASD zu untersuch@umar

et al., 2012; Ellegood et al., 2013; Ellegagaad Crawley, 2015)In einer Studie am BTBR
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Mausmodelifir ASD konnteso beispielsweiseine verringerte Konnekiitat im Bereich des
Corpus callosurmachgewiesen werdgiellegood et al., 2013Durch die Verwendung der
funktionellen MRT lieBe sich ebenfalls die Dysregulation wichtiger Hirnnetzwerke
untersuchen, beispielsweise die Verbindung zwischen mPFC und HippoaséSigurdsson

und Duvarci, 2016) was in Anbetracht der bekannten Einflisse WWARCNA1Cauf die
Hirnfunktion bei Menschen (siehe Kapitel 1.1.3) zu einer Erh6hung der Konstruktvaliditat des

Cacnald’- Rattenmodells beitragd@nn

4.7 Abschlussbemerkungen

Im Bereich der Erforschung neuropsychiatrigch®torungen tragen die Verhaltens
neurowisserchaftenerkenntnisreiche Ansattei, um diepostulierterétiologischen Faktoren
moderner Krankheitsmodelle zu untersuchen. InshesondeetigchéNagetiermodellebieten

eine gute Moglichkeit die genetischen Grundlagen und neurobiologischen Pathomeehanism
ausfuhrlich zu beleuchten.Da &tuelle Klassifikationsysteme neuropsychiatrische
Stoérungsbilderdeskriptiv auf Erlebensund Verhaltensebenkeeschreiberund biser noch
keine verlasslichen Biomarker fir diese Stoérungsbilder gefunden wurstebgesonders
Verhalten auf Ebene der Tiermodelle vagmnoRRer Bedeutung Unter Verwendung des
Cacnald" Rattenmode# konnte in diesem Dissertationsprojekt gezeigt werden, dass eine
Verringerung deiCa 1.2 Expressionzu krankheitsrelevantebehavioralenPhanogpen vor
allem im Bereich desAffektzustandsund Sozialverhaltensfiihrte, was fir einehohe
Augescheivaliditat dieses Modellsspricht und im Einklang miteiner suffizienten
Konstruktvaliditateinen wichtigen Modellierungsansatz darst@khaviorale Veranderungen
des Cacnald” Rattenmodedi konnen in der zukiinftigen Forschungls eire wichtige
MessgroReerwendet werden, um neue Therapieansatze zu erproben mit dem Gbergeordnenten
Ziel die Bénandlung und TherapiaeuropsychiatriscmeStérungenzu verbessern undie

Lebensqualitéderkrankte Menscherzu erhdhen.
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